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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1: Historique

1.1.1: Premières observations de la maladie

En juin 1981, les centres de contrôle des maladies infectieuses (Centers for disease

control, CDC, Atlanta, Etats Unis) ont répertorié cinq patients homosexuels de Los Angeles

atteints de pneumocystose à Pneumocystis Carinii et de mycoses à Candida Albicans (CDC.,

1981 a). Trois de ces patients étaient immunodéprimés ce qui amena les épidémiologistes du

CDC à conclure à un éventuel dysfonctionnement du système immunitaire qui prédisposait

l'organisme à des maladies opportunistes telles que celles observées.

En août 1981, ces mêmes centres ont révélé la présence de 111 cas, aussi bien de

pneumonie àpneumocystis Carinii que de sarcome de Kaposi (CDC., 1981b). Ces données et

bien d'autres sont le point de départ de notre connaissance de l'épidémie de SIDA (Syndrome

d'Immunodéficience Acquise) (Hymes et Coll.,1981; Masur et Coll., 1981; Siegal et Coll.,

1981; Durak et Coll, 1981). Ultérieurement, le SIDA a été décrit dans des cas de toxicomanie

intraveineuse (Gottlieb et Coll., 1981; CDC., 1982a), d'hémophilie (CDC., 1982b; CDC.,

1982c), de transfusion sanguine (CDC., 1982d), de transmission de la mère à l'enfant (CDC.,

1982e), de transmission hétérosexuelle (Masur et Coll., 1982; CDC., 1983).

Le SIDA était donc défini à cette époque comme un syndrome clinique caractérisé par

différentes maladies qui sont liées à une immunité à médiation cellulaire anonnale chez des

personnes dont on ne connaît pas la cause de cette immunodéficience cellulaire (CDC.,

1982f).

1.1.2: Le virus de l'immunodéficience humaine

C'est en 1983 que l'équipe du Professeur Montagnier isolait à partir de lymphocytes T

provenant des ganglions d'un patient atteint d'une lymphadénopathie persistante (Barré

Sinoussi et Coll., 1983); un rétrovirus humain appelé LAV pour « Lymphadenopathy
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Associated Virus». Parallèlement, d'autres équipes isolaient à partir de lymphocytes de

patients atteints du SIDA ou de pathologies associées (ARC pour AIDS related complex),

d'autres virus: le HTLVIII « Human T-Lymphotropic Virus Type III» (Gallo et Coll., 1984)

et le ARV « AIDS Related Virus» (Levy et Coll., 1984). Après analyse génétique par

comparaison des séquences de ces trois virus, des équipes ont démontré qu'il s'agissait de

trois variants d'un même virus (Alizon et Coll., 1984; Luciw et Coll., 1984; Muesing et Coll.,

1985; Wain Hobson et Coll., 1985), apparenté aux lentivirus d'ongulés, dont le prototype est

le virus ovin Visna (Sonigo et Coll., 1985).

C'est ainsi que l'appellation Human Immunodeficiency Virus (HIV) ou Virus de

l'Immunodéficience Humaine (VIH) en français, a été adoptée afin de classer ces trois virus

(Coffin et Coll., 1986).

En 1986, un second ViruS était isolé à partir de sérums de patients présentants tous les

symptômes du SIDA et originaires d'Afrique de l'Ouest (Clavel et Coll., 1986; Kanki et Coll.,

1987., Albert et Coll., 1987). Les tests de sérologie ne permettaient qu'une caractérisation

incomplète de ces souches et les protéines virales ne possédaient que 50 % d 'homologie avec

celles du VIH-l (Guyader et Coll., 1987). En revanche, on observait une homologie bien plus

importante (près de 80 %) entre ces mêmes protéines et celles du virus simien VIS (pour

Virus de l'Immunodéficience Simienne). Ce nouveau virus fut baptisé VIH-2 afin de le

distinguer du VIH-1.

1.2: Classification des rétrovirus

La connaissance des rétrovirus a été acquise par palier depuis bientôt quatre-vingts ans.

e est en 1908 que Peyton Rous rapporte la transmission de la leucose aviaire par un agent

filtrable qui sera décrit en 1911: le virus du sarcome de Rous (RSV). L'association entre

tumeur et virus, pour mammifères, ne sera montrée qu'en 1936, avec les travaux de Bittner,

qui identifie un facteur transmissible et relié au cancer mammaire de la souris. Dmochowski,

en 1953, démontra l'existence du virus murin des tumeurs mammaires (MMTV).

Simultanément, Gross montre, en 1951, l'existence de la pathogénicité du virus de la

ieucémie murine (MLV). Il faut attendre encore plus d'un quart de siècle, jusqu'en 1978, pour

qu'un virus de la leucémie soit mis en évidence chez l'homme (HTLV). Différentes revues

générales reprennent ces travaux (Bishop., 1978; Joklik., 1974; Gallo et Coll., 1985).

Durant trois décennies, de multiples rétrovirus différents ont été trouvés dans les

espèces mammifères et vertébrées.
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La pathogénicité des rétrovirus permet d'individualiser trois sous-familles (Tableau 1) :

~ les oncovirus qui regroupent les virus transformants, associés à des tumeurs ou des

leucémies;

~ les lentivirus qui provoquent des maladies à évolution plus ou moins lente et qui sont

cytotoxiques en culture. Les virus de l'immunodéficience appartiennent à cette sous­

famille;

~ les spumavirus qui ont été mis en évidence chez de nombreux mammifères (y compris

chez l'homme) mais qui n'ont pas de rôle clairement établi en pathologie.

Tableau 1. Classification des rétrovirus exogènes.

Sous famille Genre

Ancienne taxonomie Nouvelle taxonomie

Exemples

Oncovirinae

Lentivirinae

Spumavirinae

oncovirus de type
(MLV, FeLV, HTLV... )
oncovirus de type B
oncovirus de type D

lentivirus

spumavirus

C Virus de type MLV

virus de type B
virus de type D
virus de type ALVa
HTLV-BLVa

lentivirus ovin et caprins
lentivirus équins
lentivirus de primates
lentivirus félins
lentivirus bovins

spumavirus

MLV, FeLV, GALV...

MMTV
MPMV, SMRV
ALV,RSV
HTLV 1 et Il, BLV

Visna, CAEV
EIAV
HIV, SIV
FIV
SIV

HSRV, SFV

a Ces groupes ont été créés car les virus qu'ils contiennent ne sont pas assez similaires aux
oncovlrus de type C.

1.3: Structure de la particule virale

La morphologie du VIH en microscopie électronique est celle d'une particule virale de

forme sphérique d'environ 100 à 140 nm de diamètre (Figure 1). Il est composé d'une

enveloppe (constituée de protéines virales et d'éléments phospholipidiques et protéiques

empruntés à la cellule hôte lors du bourgeonnement) et d'une nucléocapside contenant

l'information sous forme de deux brins d'ARN. Il possède également une enzyme spécifique

8
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des rétrovirus (la transcriptase inverse, responsable de la transfonnation de l'ARN viral en

ADN bicaténaire qui a la capacité de s'intégrer dans les chromosomes de la cellule infectée),

'et des protéines de structure. Cette particule virale est constituée d'environ 60 % de protéines,

30 % de lipides, et 1 à 2 % d'acides nucléiques.

1.3.1: Organisation génétique du VIH

Le génome du VIH-I a une longueur d'environ 9,1 kilobases. Flanqué de deux zones de

séquences répétées (LTR pour « Long Tenninal Repeat ») qui contiennent les signaux de

contrôle de la transcription, il comprend trois gènes de structure (gag, pol et env) et des gènes

de régulation (vpr, vpu pour le VIH-l et vpx pour le Vlli-2, vif, tat, rev, nef) (Figure 2). On

note qu'en général le génome des lentivirus de primate se caractérise par un nombre élevé de

gènes de régulation, ce qui les différencie des autres rétrovirus et traduit la complexité de leur

organisation génétique.

/.3.1.1: Les gènes de structure

• Gag

Le gène gag pour « group antigen», code pour les protéines fonnant la capside, la

nucléocapside et la matrice. Ces protéines sont synthétisées sous la fonne d'un précurseur

Pr55gag de 55 KDa qui sera clivé par la protéase virale (PR) pour donner les protéines

matures p17, p24 et pIS (Gelderblom et Coll., 1987) (Figure 3). Cette protéine est un

composant essentiel pour l'assemblage du virion.

De l'extrémité N-tenninale vers l'extrémité C-tenninale du précurseur, on retrouve:

../ La protéine p17 fonne la matrice (MA p17). Elle constitue la couche externe de la capside

et est ancrée dans la face interne de l'enveloppe virale par l'intennédiaire d'une glycine

myristilée. Cette myristilation lui confère un rôle important dans le bourgeonnement de la

particule virale (Gottlinger et Coll., 1989) et dans l'association du virus avec la surface de

la cellule. Les structures de cette protéine en RMN et cristallographie ont montré la

présence de structures en hélice a et feuillets P(Massiah et Coll., 1994).

../ La protéine p24 forme la capside virale (CA p24), c'est le constituant majeur du virion ou

« core». Elle contient une séquence très conservée parmi les capsides des rétrovirus,

nommée « le domaine majeur d'homologie» (Craven et Coll., 1995). Chez les patients

infectés par le VIH, l'antigénémie plasmatique p24 constitue un des critères virologiques

permettant de suivre l'évolution de la maladie (Lange et Coll., 1986).

9
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./ La protéine piS forme la nucléocapside (NC piS), elle sera clivée en protéine p9 et p6

(Figure 3). La protéine p9 à la propriété de lier le zinc et d'interagir avec les aCides

nucléiques (Morellet et Coll., 1992). Cette activité est due à la présence dans sa structure

de groupement de résidus cystéine qui forme deux doigts de zinc (Gorelick et Coll., 1993).

La protéine p6 joue une rôle à une étape tardive du bourgeonnement en effectuant une

liaison entre une extrémité du « core» et la matrice.

• Pol:

Les protéines enzYmatiques impliquées dans différentes étapes du cycle réplicatif

rétroviral, dérivent du gène Pol « pour polYmérase ». Le gène pol est exprimé sous forme d'un

précurseur gag-pol de 160 kDa avant sa maturation. Ce précurseur est clivé à l'intérieur du

virus par la protéase virale PR pour donner les eI1ZYl11es suivantes:

./ La protéase PR ou pl2 intervient dans la maturation des protéines gag et gag-pol avant leur

assemblage dans les virions.

./ La transcriptase inverse (RT ou p66/51) est un hétérodimère de sous-unités de 51 kDa et

66 kDa. La sous-unité p66 est responsable de l'activité enzymatique alors que la sous-unité

pSI est un composant structural. L'enzyme possède trois activités: une activité ADN

polYmérase ARN dépendante, une activité ADN polYmérase ADN dépendante et une

activité RNase H (ribonucléase H). Beaucoup d'erreurs sont engendrées au cours des

transcriptions inverses et sont ainsi maintenues dans la séquence d'ADN à cause d'un

manque de la fonction de réparation. Les erreurs de la transcriptase inverse comportent des

réarrangements et des insertions. En conséquence il y a un fort taux de mutations et de

génération de quasi-espèces. Ces mutations incluent celles qui contèrent la résistance aux

médicaments.

./ L'intégrase (IN ou p32) est un tétramère dont chacune des sous-unités monomériques faJt

32 kDa. La partie N-terminale de la protéine forme une structure en doigts de zinc qui se

lie à l'ADN (Dyda et Coll., 1994). Par ses activités d' endonucléase et de ligase, la p32

permet l'intégration de l'ADN viral bicaténaire dans le génome cellulaire.

Ces trois protéines enzYmatiques sont les cibles de différents agents inhibiteurs (Katz

and Skalka., 1994).
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Figure 5. Synthèse et maturation des glycoprotéines d'enveloppe du VIH-l
(d'après Sattentau, 1996).
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• Env:

Le gène env, pour «enveloppe» code pour une protéine précurseur de 854 aa appelée

gp 160 (160 KDa). La gp 160 est une glycoprotéine membranaire de type-l définie par une

séquence signal, un domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire et une queue

cytoplasmique (Moore et Ho., 1993). Ce précurseur subit de nombreuses modifications post­

traductionnelles qui sont nécessaires à son activité biologique: la maturation de sa séquence

signal, la formation de ponts disulfures, une oligomérisation, une très forte glycosylation. et

par la suite un clivage protéolytique. Ce clivage est réalisé par une protéase cellulaire « furin­

like» dans le trans-Golgi, qui donnera naissance à deux glycoprotéines, la glycoprotéine

externe gp 120 (SU gp 120 en N-terminale) et la glycoprotéine transmembranaire gp41 (TM

gp41 en C-terminale) (Véronèse et Coll., 1985; McCurre et Coll., 1988; Stein et Coll., 1990;

McKeating et Willey, 1989; Hallenberger et Coll., 1992) (Figure 4). Ces deux glycoprotéines

restent néanmoins associées par des liaisons non covalentes après le clivage protéolytique de

la gp 160 (Moore et Coll., 1991; McKeating et Coll., 1991 a). A la surface des virions, les

complexes gp 120-gp41 sont présents sous forme d'oligomères : dimères, trimères ou

tétramères (Schawaller et Coll., 1989; Pinter et Coll., 1989; Thomas et Coll., 1991; Rao et

Coll., 1995; Lu et Coll., 1995) et sont représentés en microscopie électronique sous forme de

pointes « spike » à la surface de la particule virale (Pinter et Coll., 1989) (Figure 5).

* La glycoprotéine externe (sU ou gp 12Q)

La gp 120 est une glycoprotéine de 120 KDa sous sa forme mature. La comparaison des

séquences protéiques de différents isolats viraux, ont montré que la gp120 est constituée de

cinq régions constantes (CI à C5) et cinq régions hypervariables (VI à V5) (Modrow et Coll.,

1987), toutes alternées dans la structure primaire de la protéine (Figure 4). La majonté des

régIOns hypervariables de la gp120 forment des boucles reliées par des ponts disulfures

(Leonard et Coll., 1990) (Figure 6). La gp 120 est une protéine fortement glycosylée, environ

50 % de sa masse moléculaire (Fenouillet et Coll., 1990). La gp 120 possède 23 à 25 sites de

glycosylation, aussi bien des N-glycosylations que des O-glycosylations (Leonard et Coll.,

1990; Geyer et Coll., 1988). Les différents sites de glycosylation sont également répartis entre

les domaines constants et variables de la protéine. Le nombre de sites de glycosylation dans la

gp 120 est conservé entre le VIH-1 et le VIH-2, et la moitié d'entre eux conserve leur position

au sein de la molécule (Chakrabarti et Coll., 1987). L'étape de glycosylation est importante

pour l'acquisition d'une conformation fonctionnelle stable de l'enveloppe virale (Dirckx et
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Coll., 1990; Fenouillet et Gluckmann, 1991; Dedera et Coll., 1990). La non Connaissance de

la structure cristallographique de la SU gp 120 avait généré des études de structure-fonction de

cette protéine par différentes approches, comprenant : la biochimie, les algorithmes

informatiques, la mutagénèse et les analyses topologiques obtenus avec l'utilisation

d'anticorps monoclonaux (Moore et Coll., 1994; Gallaher et Coll., 1995 ; Hansen et Coll..

1996, Ditzel et Coll., 1997 ; Wyatt et Coll., 1997). Ces modèles ont pu donner certaines

informations à propos de l'existence théorique de feuillets beta et de 6 hélices alpha (aHX)

hautement conservées (Gallaher et Coll., 1995 ; Hansen et Coll., 1996) (Figure 7A et 7B)

parmi les différentes gp 120 du VIH-l. On peut aussi noter que dans la famille des rétrovirus

comprenant les: VIH-2, VIS, HTLV-I, VISNA, EIAV, BLV et RSV (Gallaher et Coll.,

1995) les hélices alpha de grande taille, les « beta-turn» (en français, « ~-tour») sont

conservés. Une étude récente (Stern et Coll., 1997), effectuée en utilisant des anticorps

monoclonaux pour trier d'une banque de phages exprimant des peptides de la gp 120, a permis

de confirmer que le domaine CI contenait une hélice-a (aHX 1). Cette hélice est très

probablement localisée à l'interface adjacente des molécules gp 120 dans les complexes

oligomériques. Ceci est suggéré par le fait que les anticorps dirigées contre cette région

reconnaissent mieux les gp120 monomériques que les formes natives qui sont oligomériques

(Moore et Coll., 1994).

Du fait de sa masse moléculaire importante et de sa forte glycosylation la gp 120 est

difficilement cristallisable. Ce n'est que très récemment que, Kwong et Coll. (1998) ont pu

déterminer une structure cristallographique avec une résolution de 2.5 A d'une gp 120,

complexée avec les deux premiers domaines du CD4 et un fragment Fab d'un anticorps

neutralisant (qui reconnaît des sites accessibles après la fixation de la gp120 sur le CD4). Ces

études ont donné plusieurs informations intéressantes sur la structure de la gp 120 surtout en

ce qui concerne ses fonctions dans les interactions avec les récepteurs cellulaires. (Ces aspects

seront développés dans le paragraphe 1.4.1.1.3).

Les domaines N-terminaux et C-terminaux ainsi que la région C4 de la gp 120 sont

impliqués dans les interactions entre la gp 120 et la gp41 (Helseth et Coll., 1991).

Le principal rôle de la gp 120 est son interaction avec les récepteurs cellulaires (ces

aspects seront développés ultérieurement).

* La glycoprotéine transmembranaire (TM ou gp41)

La glycoprotéine transmembranaire gp41 est une protéine de 41 kDa qui possède 330
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acides aminés. Elle présente une partie externe ("ectodomain"), un domaine transmembranaire

et une partie intracytoplasmique (Figure 4). Dans sa partie externe la gp41 possède, dans sa

partie N-terminale une région très hydrophobe ou domaine fusiogène (PF pour peptide de

fusion) d'environ 30 aa qui formerait une hélice alpha très conservée dans les différents

isolats de VIH-1 (Gallaher., 1987). Cette région hydrophobe joue un rôle important dans les

événements de fusion (entre membrane de la cellule cible et enveloppe virale), probablement

par son insertion dans la bicouche lipidique (Dedera et Ratner., 1991). liCe site actif'

fusionnant est conservé dans des virus très différents du VIH comme le virus de la grippe

(Chan et Coll., 1997). Une autre hélice alpha située dans la région COOH du peptide de

fusion riche en leucine formerait une structure de type «leucine zipper» et participerait aussi

aux événements de fusion (Chen et Coll., 1993; Delwart et Coll., 1990). On note également

la présence d'une boucle constituée par six acides aminés reliés par un pont disulfure qui

jouerait un rôle dans la conformation globale de l'enveloppe et son transport vers les voies

sécrétoires de la cellules (Dedera et Coll., 1992). Le domaine transmembranaire de la gp41

possède deux résidus hydrophiles qui formeraient, dans la bicouche lipidique, un pont entre

des sous-unités de gp41 adjacentes (Gabuzda et Coll., 1991). Contrairement à la gp 120, la

gp41 possède 4 à 5 sites de glycosylation regroupés sur 30 aa qui s'étendent sur troIs

domaines importants de la gp41 (Gallaher et Coll., 1989): le site de clivage protéolytique de la

gp160, l'épitope immunodominant de la gp41, et le peptide de fusion de la gp41. La gp41

joue un rôle majeur dans la fusion entre la membrane cellulaire et l'enveloppe virale ainsI que

dans la formation de syncytium (Sodroski et Coll., 1986a; Kowalski et Coll., 1987).

1.4: Cycle de réplication du VIH

Le cycle de réplication du VIH est complexe et comprend différentes étapes

schématisées dans la Figure 8.

1.4.1: Adsorption

1.4.1.1: Interaction du VIH avec les récepteurs cellulaires

La reconnaissance et l'attachement du virion à la cellule cible fait intervenir

essentiell~ment les glycoprotéines d'enveloppe. Comme décrit précédemment, l'enveloppe

virale est constituée de deux glycoprotéines, la gp 120 et la gp41 qui sont issues du clivage

protéolytique de la gp 160 (Veronese et Coll., 1985 ; McCurre et Coll., 1988 ; Stein et

Engleman., 1990). Pour pouvoir entrer dans les cellules qu'il infecte, le VIH-1 doit d'abord
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interagir avec les protéines membranaires de l'hôte. L'événement le plus anciennement décn t

est l'attachement du VIH sur le récepteur CD4 par sa glycoprotéine d'enveloppe gp 120.

Aujourd'hui il est admis que le CD4 ne permet pas à lui seul l'entrée du virus dans les

cellules. Les autres protéines membranaires d'interaction avec l'enveloppe virale, aujourd'hui

déterminées, sont appelées co-récepteurs, elles appartiennent à la famille des récepteurs des

chimiokines à sept passages transmembranaires couplés aux protéines G et participent à la

fusion des membranes virale et cellulaire.

1.4.1.1.1: Interaction gp120-CD4

Les lymphocytes T peuvent être divisés en deux groupes pnnCIpaux selon qu'ils

expriment l'antigène de surface CD4 et interagissent avec les molécules de classe II du

complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) ou bien expriment l'antigène CD8 et

interagissent avec les molécules de classe 1 du CMH. L'antigène CD4 sert non seulement de

récepteur pour les molécules de classe 1 mais aussi pour le VIH, ce qui explique le

Iymphotropisme du VIH et l'immunodéficience secondaire à la destruction des lymphocytes

TCD4+.

L'entrée du VIruS dans les cellules est un processus complexe mettant en Jeu une

interaction entre la glycoprotéine d'enveloppe gp 120 et la molécule CD4 (Dalgleish et Coll.,

1984 ; Klatzmann et Coll., 1984a ; Maddon et Coll., 1986 ; McDougal et Coll., 1986a ;

McDougal et Coll., 1986b). L'identification du CD4 comme étant le récepteur du VIH a été

rendue possible par la mise en évidence du tropisme du virus pour les lymphocytes CD4'

(Klatzmatill et Coll., 1984b) et par l'inhibition de l'infection du VIH par des anticorps dirigés

contre le CD4 (Dalgleish et Coll., 1984). L'interaction gp120-CD4 a été mise en évidence par

McDougal et Collaborateurs, (l986a), en coprécipitant les deux molécules à partir d'un lysat

de cellules CD4' infectées par le VIH. L'hypothèse selon laquelle le CD4 serait le récepteur

du VIH fut rapidement vérifiée par Hoxie et Coll., (1986). Ces derniers ont mis en évidence la

présence de complexes gp 120-CD4 au niveau des cellules infectées. De plus, la transfection

du gène codant pour la molécule CD4 dans certaines cellules humaines n'exprimant pas ce

marqueur de différenciation cellulaire, rend ces cellules sensibles à l'infection par le VIH

(Maddon et Coll., 1986). Les cellules monocytaires expriment le récepteur CD4 à leur surface

(Wood et Coll., 1983). Il a été montré que ces cellules sont infectables par le VIH via la

molécule CD4 (Gartner et Coll., 1986; Gartner et Coll., 1990; Ho et Coll., 1986; Plata et

Coll., 1990; Cheng-Mayer et Coll., 1988; Fisher et Coll., 1988). Les cellules monocytaires,

contrairement aux cellules lymphocytaires, apparaissent plus résistantes à l'effet
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cytopathogène induit par le virus et il a été suggéré que les cellules monocytaires pourraient

avoir un rôle de réservoir cellulaire du virus (Gendelman et Coll., 1989).

La molécule CD4 est organisée dans sa partie extracellulaire en quatre domaines

distincts (01 à D4) structurellement apparentés aux domaines variables des

immunoglobulines (Williams et Barclay., 1988; Wang et Coll., 1990; Ryu et Coll., 1990;

Landau et Coll. 1988) (Figure 9).

Les premières études effectuées à l'aide d' Acm anti-CD4 ont permis de localiser les

régions de la molécule CD4 impliquées dans l'interaction avec la gp120 au niveau des

épitopes reconnus par les Acm Leu3a et OKT4a (McDougal et Coll., 1986b; Sattentau et

Coll., 1986; McClure et Coll., 1987; Jameson et Coll., 1988). Des expériences de mutagénèse

dirigée sur la molécule CD4 ont permis de localiser le domaine d'interaction avec la gp 120 au

niveau de la région «CDR2 like» (région variable homologue à la région CDR2 des

immunoglobulines) du premier domaine V 1 de la molécule CD4 (Peterson et Seed., 1988.,

Clayton et Coll., 1989; Arthos et Coll., 1989., Lamarre et Coll., 1989). La région « CDR3

like » du CD4 jouerait un rôle dans la réplication du virus. En effet, un anticorps monoclonal

(l3B.8.2) dirigé contre cette boucle inhiberait la réplication du VIH-l et cette inhibition se

produirait après l'entrée du virus dans la cellule (Corbeau et Coll., 1993). Cependant, Simmon

et Coll. (1997) ont démontré que des anticorps monoclonaux dirigés contre la boucle « CDR3

like » du CD4 inhibe l'entrée du virus dans les cellules.

Des analyses par mutagénèse, ont permis de localiser le domaine de la gp 120 impliqué

dans la fixation au récepteur CD4 au niveau de la portion C-tenninale de la molécule et plus

précisément autour de la région incluant les aa 430 à 450 (Kowalski et Coll., 1987; Lasky et

Coll., 1987; Nygren et Coll., 1988; Cordonnier et Coll., 1989). De plus, l'utilisatiOn

d'anticorps monoclonaux dirigés contre les épitopes séquentiels ou confonnationnels Situés

dans la région entourant l' aa W-430 ont entraîné une inhibition de la liaison gp 120-CD4

(Lasky et Coll., 1987; Sun et Coll., 1989; McKeating et Coll., 1991 b; Ho et Coll., 1991 a ; Ho

et Coll., 1991b;CordelletColl., 1991;PosneretColl., 1991).

Il a été montré que le site de liaison au récepteur CD4 implique un ensemble d'aa (T­

257,0-368, E-370, W-427 et D-457) éloignés les uns des autres dans la structure primaire de

la gp 120 mais proche dans sa structure tertiaire (Olshevsky et Coll., 1990. Thali et Coll.,

1991; Syu et Coll., 1991). Pollar et Coll. (1992) ont montré qu'une molécule de gp120 délétée

des 62 premiers acides aminés de son extrémité N-tenninale, des 20 derniers acides aminés de

son extrémité C-terminal ainsi que de ses régions hypervariables VI, V2, V3, garde la

propriété de se fixer à la molécule CD4 (Camerini et Seed., 1990; Kowalski et Coll., 1987;
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Lasky et Coll., 1987; Wyatt et Coll., 1993). Récemment, nous avons montré qu'une gp 120

délétée de son hélice alpha 1 (aa E91 -S 115) située dans la région Cl perd la capacité de

fixation au récepteur CD4 (Missé et Coll., 1998). Nous avons pu démontrer qu'une seule

mutation (aa 112W/S) créée dans cette hélice a abolit toute fixation sur le récepteur CD4

(travaux en cours développés au chapitre III).

Différentes études ont montré que la fixation de la gp 120 sur le récepteur CD4 est suivie

cl 'une internalisation du complexe par endocytose (Amadori et Coll., 1992; Cefai et Coll.,

1992).

1.4.1.1.2: Autres récepteurs du VIH

Maddon et Coll., montrèrent en 1986 que l'expression de CD4 suffisait à rendre les

cellules humaines permissives à l'infection par le VIH-l. Les mêmes auteurs observèrent que

les cellul~s murines CD4+ fixaient le virus sans s'infecter, ni pouvoir fusionner avec des

cellules exprimant les glycoprotéines d'enveloppe du VIH-1. Cela suggérait que seules les

cellules humaines possèdent un facteur nécessaire à cette étape de fusion membranaire,

parfois appelé « second récepteur du VIH ». En testant des hybrides cellulaires souris-homme

immédiatement après leur formation, c'est-à-dire sous forme d'hétérocaryons, il a été possible

de confirmer l'existence de ces facteurs de fusion (Dragic et Coll., 1992).

• Récepteurs transmembranaires couplés aux protéines G

II est clairement établi que la coexpression du CD4 et de certains récepteurs de

chimlOkines (à sept passages transmembranaires, couplés aux protéines G) à la surface

cellulaire permet l'infection par le VIH, mais les mécanismes moléculaires mis en jeu ne sont

pas encore élucidés (Clapham, 1997; Moore et Coll., 1997; Weiss, 1996; Weiss et Clapham.

1996).

Récemment, deux co-récepteurs pnnclpaux, utilisés de manière alternative par les

différentes souches virales, ont été identifiés. Le CCR5, un récepteur liant les ~-chimiokines

MIP-la, MIP-l ~ et RANTES (Deng et Coll., 1996; Dragic et Coll., 1996; Alkhatib et Coll.,

1996; Cocchi et Coll., 1995; Paxton et Coll., 1996), est nécessaire à l'entrée des souches de

VIH-l infectant les macrophages (M-tropiques), mais ne permet pas l'entrée des souches T­

tropiques, adaptées aux lignées de lymphocytes T en culture (Doranz et Coll., 1996 ; Alkhatib

et Coll., 1996). Le récepteur CCR5 a également été décrit comme étant le co-récepteur des

souches macrophageotropes du VIS sur les monocytes/macrophages (Dragic et Coll., 1996).
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A l'inverse le récepteur CXCR4, liant la chimiokine SDF 1a (pour Stromal derived factor)

permet l'entrée des souches T-tropiques, mais non M-tropiques de VIH-l (Feng et Coll.,

1996). Le CXCR4 est présent sur la majorité des lymphocytes T, en paniculier sur les

lymphocytes CD4+ activés par des lymphokines, comme l'IL-4 (Jourdan et Coll., 1998). Ce

récepteur est également présent sur toutes les sous-populations de lymphocytes B et à des

faibles niveaux d'expression sur les monocytes/macrophages (Di Marzio et Coll., 1998; Yi et

Coll., 1998). En outre Alkhatib et Coll., (1996). ont rapporté que, malgré l'expression de

CXCR4 et de CD4 à la surface des macrophages ces derniers demeurent réfractaires à

l'infection par les souches T-tropiques ; des facteurs additionnels semblent donc requis pour

l'entrée du VIH. Le CXCR4 est absent sur les neutrophiles. Le choix du co-récepteur utilisé

est gouverné par la sous-unité gp 120 des glycoprotéines d'enveloppe du VIH qui semble

interagir directement avec ces molécules (Wu et Coll., 1996).

Le co-récepteur CCR5 est une cible privilégiée de thérapeutiques visant à prévemr

l'infection dans la mesure où ce sont toujours les souches M-tropiques de virus qui sont

rencontrées au cours des premières années qui suivent l'infection (Choe et Coll., 1998). Ce

rôle central du CCR5 a été confirmé par la détection dans des populations caucasiennes d'une

délétion affectant le gène codant pour le CCR5 (CCR5 Ll32), et aboutissant à la production

d'une protéine tronquée non fonctionnelle, incapable d'être transportée correctement à la

surface de la cellule (Samson et Coll., 1996; Dean et Coll., 1996; Liu et Coll., 1996). En effet,

les individus homozygotes pour l'allèle CCR5 Ll32 semblent, dans la plupan des cas,

résistants à l'infection par les souches M-tropiques. En outre, les individus hétérozygotes pour

le CCR5 Li32 semblent progresser plus lentement vers le stade SIDA (Samson et Coll., 1996;

Dean et Coll., 1996; Huang et Coll., 1996). Une autre mutation du CCR5, beaucoup plus rare

décrite par Quillent et Coll. (1998), CCR5 m303, aurait des effets similaires.

L'association de forte affinité (4xlO'9M) entre la gp120 et le CD4 (Lasky et Coll., 1987)

a permis de suggérer une modification de la conformation de la gp 120, exposant ainsi des

sites antigéniques inaccessibles sur le virus libre. Ce changement conformationnel favoriserait

t'interaction du complexe gp 120-CD4 avec les seconds récepteurs (Trkola et Coll., 1996 ; Wu

et Coll. 1996), formant ainsi une association tri-moléculaire à surface cellulaire (Ugolini et

Coll., 1997; Wu et Coll., 1996 ; Lapham et Coll., 1996; Trkola et Coll., 1996). Il a été,

cependant, montré que certains virus (VIH-1, VIH-2 et VIS) peuvent s'affranchir de la

fixation au récepteur CD4 (Hesse1gesser et al, 1997; Edinger et Coll., 1997), utilisant

directement les récepteurs aux chimiokines. En effet, certaines souches de VIH-2 sont
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capables d'infecter des cellules dépourvues de CD4, en interagissant avec le récepteur

CXCR4 (Endres et Coll., 1996). De plus, il a été démontré récemment qu'une gp 120

provenant d'une souche virale T-tropique est capable de se fixer sur le CXCR4 de manière

indépendante du CD4 (Bandres et Coll., 1998 ; Mondor et Coll., 1998; Missé et Coll., 1998),

mais une fixation préalable de la gp 120 sur le CD4 entraîne une meilleure fixation de la

gp120 sur le CXCR4. Bien que la fixation de la gp120 du VIH au co-récepteur CCR5

dépende du CD4, Martin et Coll. (1997) ont montré que ce n'est pas le cas pour la gp 120 du

VISmac qui infecte le macaque. La différence serait attribuée à un seul acide aminé dans la

région amino-tenninale du CCR5 dont on pense qu'elle interagit directement avec la gp120.

Di fférentes équipes ont démontré que le complexe formé entre une gp 120 de souches virales

M-tropiques et le récepteur CD4 sont capable d'interagir avec le CCR5 avec une forte affinité

(Trkola et Coll., 1996; Wu et Coll., 1996).

Il a été montré que c'est la deuxième des trois boucles extracellulaires du CXCR4 qui

est nécessaire à la fonction de co-récepteur, et qui interagirait avec le domaine variable V3 de

la gp 120 (Brelot et Coll., 1997; Pleskoff et Coll., 1997). Pour le co-récepteur CCR5, il a été

montré que le domaine extracellulaire aminotenninale du CCR5, ainsi que la première boucle

extracellulaire, sont importantes pour l'activité de co-récepteur (Rucker et Coll., 1996.; Hill et

Coll., 1998).

En même temps que la découverte du co-récepteur CCR5, deux groupes identifièrent les

récepteurs de chimiokines CCR3 et CCR2b comme les co-récepteurs potentiels du VIH-l

(Choe et Coll., 1996; Doranz et Coll., 1996). Mais leur activité semblait restreinte à certaines

souches virales et n'était pas mise en évidence par tous les tests; le rôle des voies d'entrée

CCR3 et CCR2b dans le cycle naturel du VIH-l fut considéré au mieux comme secondaire.

Néanmoins, le rôle du CCR3 pourrait être plus important car il a été rapporté que son absence

d'actlvlté ou sa relative inefficacité par rapport au CCR5 dans certains tests, serait

probablement due à un très faible niveau d'expression après transfection (Choe et Coll.,

1996). En effet, quand le CCR3 est synthétisé à un niveau d'expression suffisant, il semble

permettre l'infection des cellules CD4+ par toutes les souches de VIH-l utilisant le CCR5, et

cela avec une efficacité comparable (He et Coll., 1997; Sol et Coll., 1997).

A la liste des co-récepteurs potentiels du VIH se sont récemment ajoutées deux

molécules, désignées pour l'instant STRL33/bonzo, et Gprl5/bob qui ne sont pas des

récepteurs stricto sensu car leurs ligands sont inconnus, mais appartiennent clairement à cette

famille (Liao et Coll., 1997; Deng et Coll., 1997; Farzan et Coll., 1997; Alkhatib et Coll.,

1997). Ces molécules sont produites, entre autres, dans les cellules cibles naturelles du VIH à
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savoir les lymphocytes et les macrophages, et semblent être plus efficacement utilisées par le

VIH-2 et les virus VIS, que par le VIH-l. La réplication du VIH-2 et des VIS dans certaines

lignées cellulaires CD4+ totalement résistantes à l'infection par le VIH-l (Clapham et Coll..

1991), suggérait l'existence de co-récepteurs utilisés seulement par les virus VIH-2 et VIS

(Heredia et Coll., 1997). Ces propriétés ont été récemment observées pour un récepteur

« orphelin », désigné Gprl, qui permet l'infection de cellules CD4+ par le VIS, et non par le

VIH-l (Farzan et Coll., 1997). L'utilisation par le VIH-l de co-récepteur autres que le CCRS,

in vivo, est indiquée par les cas d'infection à VIH-I, et même de SIDA, récemment rapportés

chez des sujets ~ CCR5 (Biti et Coll., 1997). Néanmoins, ces études n'ont pas penms

d'identifier la ou les voies d'entrée utilisées par le VIH-I comme alternatives au CCRS.

Il a été démontré que les principaux co-récepteurs du VIH-1, c'est-à-dire le CCR5, le

CXCR4 et le CCR3, permettent l'infection de cellules CD4+ par des souches de VIH-2,

primaires ou adaptées aux lignées (Sol et Coll., 1997., Guillon et Coll., 1998). Plusieurs

différences avec le VIH-1, la principale étant une moindre dépendance vis-à-vis de la voie

d'entrée du CCR5 .

• Le CD26

Le CD26, une enzyme protéolytique transmembranaire glycosylée appelée aussI

dipeptidylpeptidase IV (DPPIV; EC 3.4.14.5.) exprimée particulièrement au niveau des

cellules épithéliales de l'intestin et de la prostate a été décrite comme étant un cofacteur dans

l'infection des cellules par le VIH-l (Callebaut et Coll., 1993). Ces chercheurs ont montré que

l'mfection par le VIH des cellules T humaines préalablement traitées par des anticorps

monoclonaux dirigés contre le CD26 était nettement diminuée. Ils ont également obtenu des

résultats similaires avec des inhibiteurs de l'activité enzymatique du CD26, indiquant que le

CD26 serait un cofacteur essentiel pour l'entrée du virus dans les cellules, capable de rendre

des cellules CD4- NIH3T3 permissives à l'infection par le VIH. Cependant, ces résultats ont

été contredits par différentes autres équipes (Lazaro et Coll., 1994; Broder et Coll., 1994;

Camerini et Coll., 1994; Patience et Coll., 1994; Alizon et Dragic., 1994). En outre, d'autres

travaux ont montré que des cellules T CD4+ CD26" étaient plus permissives à l'infection par le

VIH-l que des cellules T CD4+ CD26+ (Blasquez et Coll., 1992; Chikao et Coll., 1994),

suggérant que les cellules T CD4+ CD26" étaient un réservoir principal du VIH-l zn vivo. Il a

été suggéré que la région riche en proline présente dans la boucle V3 soit un substrat de

protéases cellulaires telles que le CD26 qui cliverait la gp 120 après sa fixation sur le CD4

(Callebaut et Coll., 1993; Dalgleish., 1995). Ce clivage permettrait un changement
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conformationnel de la gp 120 et la fusion de la gp41 avec la membrane cellulaire, afin de

permettre l'entrée du virus dans la cellule (Moore et Coll., 1991; Clements et Coll., 1991;

Werner et Levy., 1993). Différentes équipes ont montré que le CD26 est capable d'inactiver

l'activité inhibitrice du SDF1a et SDF1Pvis-à-vis de l'infection virale (T-tropique) ainsi que

l'activité chimiotactique de ces chimiokines (Shioda et Coll., 1998. Proost et Coll., 1998).

Ceci par clivage du dipeptide du SDFla et SDFl p en N-terminal, ce qui peut expliquer son

rôle dans la facilitation de la réplication virale et la progression du SIDA. Ovarecz et Coll.

(1997) ont montré récemment qu'une coupure par le CD26 du dipeptide N-terminal de

RANTES abolit son interaction avec le CCRI mais pas son interaction avec le CCR5. Etant

donné que l'activité inhibitrice de RANTES sur l'infection virale se produit sur le CCR5, ils

n'ont pas obtenu d'inhibition de l'infection avec cette molécule.

Il a également été montré que la protéine Tat du VIH est capable de se fixer sur le CD26

et inhibe partiellement son activité enzymatique (Guteil et Coll., 1994., Chikao et Coll., 1994)

ont suggéré que Tat contribue à la diminution de la réponse immune et augmente le

phénomène d'apoptose via son interaction sur le CD26.

• Les glycosphingolipides

La mise en évidence d'une infection in vitro par le VIH de plusieurs cellules humaines

CD4 négatives (Adachi et Coll., 1987; Barboza et Coll., 1992) et de cellules humaines

primaires (Albright et Coll., 1996; Tornatore et Coll., 1991), a suggéré une voie d'entrée du

VIH de manière CD4 indépendante. En effet, des études réalisées sur trois lignées cellulaires

CD4- et permissives à l'infection par le VIH-l (SK-N-MC, U373-MG, et HT-29) ont permis

d'identifier deux composés fermement liés à la famille des glycosphingolipides: le

galactosylcéramide (GaICER) et le 3'-sulfogalactosylcéramide (GalS). Ces deux composés

lipIdiques sont capable de se lier à la gp 120 du VIH-l et apparaissent comme récepteurs

cellulalfes alternatifs pour le virus (Harouse et Coll., 1991; Yahi et Coll., 1992; Fantini et

Coll., 1993). La boucle V3 de la gp120 jouerait un rôle important dans cette interaction, ceci a

été démontré par des expériences utilisant des anticorps (Cook et Coll., 1994), des peptides

(Yahi et Coll., 1995), ou des virus recombinants (Harouse et Coll., 1995). Une quantité

importante de GalS et GalCER est retrouvée dans le système nerveux central (SNC) où ces

glycolipides sont retrouvés à la surface des oligodendrocytes, dans les cellules de Schwann du

système nerveux périphérique et à très bas niveau d'expression dans les neurones (De Vries et

Norton, 1974). Ces glycolipides sont aussi présents dans les cellules épithéliales de l'intestin
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(Kawanami et Tsuji, 1968) et dans le sperme (Levine et Coll., 1976). On peut constater que

tous ces types cellulaires pourraient être impliqués aussi bien dans la transmission du VIH

(sperme, épithélium du colon) ou dans les manifestations de cette pathologIe

(oligodendrocytes, cellules de Schwann, épithélium intestinal et le rein). On sait également

que GaICER, se fixe à la gp120 avec une forte affinité (Kd = 11,6nM) comparé à la fixatIon

du CD4 sur une gp 120 monomérique (Kd = 2-5nM) (Harouse et Coll., 1991). Le site de

fixation de GalCER sur la gp120 s'étend sur 193 aa qui incluent la V3, la V4 et la VS

(Harouse et Coll., 1995).

Tous ces résultats amènent à se poser une question importante: in vivo des cellules CD4

négatives GalCER+; GalS+ sont-elles capables d'être infectées par le VIH-l? On pourrait

également penser que d'autres glycolipides pourraient jouer un rôle comme molécules

accessoires pour l'entrée du virus dans les cellules de manière CD4 indépendante.

• Les sucres

Curtis et Coll., (1992) ont montré qu'une protéine présente au niveau de la membrane

placentaire (PMBP= placental membrane binding protein) possède un domaine C-lectine qui

permet la fixation de la gp 120 (avec une forte affinité Kd = 1,3-1 ,6nM) probablement par ses

sucres. L'expression de cette protéine à la surface des cellules HeLa confère l'attachement du

virion à la cellule et son internalisation dans les endosomes mais ne résulte pas à une entrée

du virus dans la cellule.

On note aussi que les glycoaminoglycanes (polysaccharides polyanioniques sulfatés)

qui sont exprimés dans la matrice extracellulaire et à la surface de la cellule (dextran sulfate,

héparan sulfate et chondroïtin sulfate) inhibent l'infection in vitro (McClure et Coll., 1992).

Les héparan sulfates interagissent directement avec la boucle V3 (Batinic et Robey, 1992).

Cependant l'inhibition dépend du type cellulaire et de la séquence de la boucle V3.

• Récepteur au complément

L'entrée du virus Via les récepteurs au complément a également été décrite (le fragment

de clivage de la fraction C3 du complément peut permettre la fixation du virus opsonisé ou

d'un complexe immun à un récepteur cellulaire du complément ou CR). Cette voie

d'infection a été observée avec des cellules B lymphoblastoïdes CRr (Gras et Dormont.,

1991; Boyer et Coll., 1992) ainsi que sur des cellules T (MT2) (Boyer et Coll., 1991), et ceci

de manière indépendante de la molécule CD4. Le VIH-l peut se recouvrir de fragments du

complément pour lesquels les lymphocytes T4 et la plupart des autres cellules cibles du virus
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possèdent des récepteurs spécifiques, cette entrée du virus serait dépendante du récepteur CR3

(Reismger et Coll., 1990). En effet, des anticorps anti-CR3 inhibent partiellement cette

infection (Larcher et Coll., 1990). Dans ce système, les anticorps dirigés contre le CD4 ont

également partiellement inhibé l'infection virale, suggérant que les récepteurs CR3 et CD4

ensemble pennettraient l'entrée du virus dans les cellules.

Différents travaux (Montefiori., 1997; Garcia et Coll., 1996) ont montré l'existence

d'une entrée du virus Via le récepteur au fragment Fc des immunoglobulines (ce type de

récepteur est présent à la surface de nombreux types cellulaires, dont le macrophage). La

fixation d'un complexe immun composé d'un anticorps spécifique et du VIH sur le récepteur

Fc conduit à l'internalisation de l'ensemble, via probablement un processus d'endocytose.

1.4.1.1.3: Structure tridimentionnelle du complexe gp120-CD4-17b Fab

Kwong et Coll. (1998) ont pu détenniner une structure cristallographique avec une

résolution de 2.5 A d'une gp 120 complexée avec les deux premiers domaines du CD4 et le

fragment Fab de l'anticorps 17b (anticorps qui reconnaît un épitope accessible après la

fixation de la gp 120 sur le CD4) (Thali et Coll., 1993). Afin d'obtenir des cristaux qui

diffractent avec une bonne résolution, différentes modifications ont été réalisées dans la

structure de la gp120: délétion des boucles variables (VI, V2 et V3) ainsi que des régions N et

C tenninales (Figure 10), clivage enzymatique de plus de 90% des sucres.
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Figurel0 : Délétions introduites dans la gp120. (en haut) la gp120 sauvage représentée par ses
cinq régions variables (V) et constantes (C). (en bas) la fonne délétée de la gp120
(d'après Sattentau., 1998).
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La structure tridimensionnelle du complexe gp 120-CD4-17b Fab a apporté des

informations intéressantes sur:

- la structure de la gp 120. Celle-ci serait constituée de 25 feuillets p, 5 hélices a et 10

boucles. La gp 120 peut être représentée par 3 domaines (un domaine interne, un domaine

externe et entre les deux un mini domaine ou "bridging sheet"). Le domaine interne serait

constitué par les régions N et C terminales responsable de l'association avec la gp41.

- les interactions de la gp120 avec le CD4. Cette structure a révélé la présence d'une

cavité hydrophobe impliquée dans l'interaction entre la gp120 et le CD4. Cette cavité serait

constituée de résidus très conservés dans des gp 120 provenant de différents isolats viraux et

serait occupée par le résidu F43 (phénylalanine 43) du CD4 (lors de la liaison gpI20-CD4).

- les interactions de la gp 120 avec les co-récepteurs. Les données cristallographiques

ont démontré l'existence d'un site de fixation des co-récepteurs sur la gp 120 (constituant la

preuve d'un changement conformationnel après fixation de la gp120 sur le CD4) (Rizzuto et

Coll., 1998). La région de la gp 120 reconnu par le fragment 17b Fab serait principalement

constituée par des acides aminées basiques et hydrophobes (très conservées dans les gp 120 de

différents isolats viraux). L'interface entre la gp120 et l'anticorps 17b est localisée dans les

résidus constituant le pont "bridging sheet" ainsi qu'au niveau de la "tige" supposée

représenter les boucles VIV2 (Rizzuto et Coll., 1998). Ces boucles dans la molécule gp120

intacte (gp120 non liée au CD4) pourraient empêcher la fixation de l'anticorps 17b (Wyatt et

Coll., 1998).

En revanche, les délétions des boucles variables (VI, V2 et V3) ainsi que le clivage des

sites de glycosylation de la gp120 (décrites dans la Figure 10), empêchent d'appréhender le

rôle de ces structures dans les interactions de la gp120 avec les récepteurs et co-récepteurs.

1.4.1.1.4: Les cbimiokines

La parenté entre le CXCR4 et le récepteur de l'IL-8 qui est une cytokine chimiotactique

ou chimiokine participant au recrutement de polynucléaires neutrophiles sur le site de la

réponse inflammatoire (Baggiolini et Coll., 1994) a permis l'identification d'un facteur de

fusion utilisé par les VIH-l primaires. L'IL-8 est une chimiokine de type a, ou C-X-C (les

deux cystéines de la partie NH2 terminale sont non adjacentes) (Tableau 2). Il existe

également des chimiokines de type p, ou C-C (cystéines adjacentes), moins spécifiques car

elles attirent plusieurs types de cellules (macrophages, éosinophiles etc.). Dès 1986, Walker
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et Coll. avaient observé que la propagation du VIH était moms efficace quand les

lymphocytes CD4- étaient mis en co-culture avec des lymphocytes CDS- provenant de sujets

infectés. Cet effet semblait dû à la sécrétion de facteurs « suppresseurs » par les lymphocytes

CDS+, puisqu'il était reproduit par leur milieu de culture filtré.

Cocchi et Coll. (1995) seraient parvenus, par une approche assez classique consistant à

fractionner au maximum le surnageant d'une lignée lymphocytaire CDS', à rechercher par

microséquençage quelles protéines étaient présentes dans les fractions contenant l'activité

suppressive. Ils ont ainsi détecté trois molécules apparentées, RANTES, MIP-la et MIP-l p,

des cytokines produites au cours de la réponse inflammatoire et jouant, entre autres, un rôle

chimiotactique, d'où leur nom de chimiokines. Différents travaux ont montré que ces trois

chimiokines ont un effet antiviral sur le VIH-1 et, en particulier, sur les souches primaires

(Lusso et Coll., 1990). En effet, il a été démontré que des chimiokines recombinantes

(RANTES, MIP-l a, et MIP-l13) inhibent, de façon dépendante de la dose, la propagation du

VIH-1 dans la lignée PM l, quoique cet effet soit plus ou moins prononcé selon les isolats,

certains étant totalement résistants (Cocchi et Coll., 1995). Par ailleurs, l'activité suppresslve

des facteurs sécrétés par les lymphocytes CDS+ peut être neutralisée par une combinaison de

trois anticorps dirigés contre RANTES, MIP-l a et MIP-13 (Cocchi et Coll., 1995). Cependant,

Schmidtmayerova et Coll. (1996) ont montré que l'ajout de ces trois chimiokines à des

macrophages cultivés en présence de deux isolats primaires de VIH-l a augmenté la

réplication du virus au lieu de l'inhiber. Ceci suggérant la présence d'au moins un troisième

co-récepteur du VIH-1 sur les macrophages ne liant pas ces chimiokines. Le ligand naturel du

CXCR4, la chimiokine SDFla inhibe l'infection virale ainsi que la formation de syncytLQ

(Oberlin et Coll., 1996; Bleui et Coll., 1996). Le mécanisme par lequel cette inhibition est

réalisée n' est pas encore clairement établi ; cette inhibition pourrait être due à une

mternalisatlOn du CXCR4 après fixation du SDFla (Amara et Coll., 1997 ; Signoret et Coll..

1997). Une autre cytokine, l'interleukine 16 (IL-16), réduirait de façon spectaculaire la

propagation du VIH dans des cultures de lymphocytes. Curieusement, seule l'IL-16 de singe

vert africain est active, et non 1'IL-16 humaine pourtant très proche (Baier et Coll., 1995).
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Tableau 2. Chimiokines et leurs récepteurs (d'après Baggiolini et Coll., 199ï).

Récepteurs

Nomenclature

Nouvelle Ancienne Ligands

CXC chimiokines

CC chimiokines

CXCR1

CXCR2

CXCR3

CXCR4

CCR1

CCR2a/b

CCR3

CCR4

CCR5

IL-8R1 (type A)

IL-8R2 (type B)

IP10/MigR

LESTR, HUMSTR

RANTES/MIP-1aR

MCP-1RA1B

Eotaxin, CC CKR3

CC CKR4

CC CKR5

IL-8

IL-8, GROa,[3,y. NAP-2, ENA78, GCP-2

IP10, Mig

SDF-1

RANTES. MIP-1a, MCP-2, MCP-3

MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4

Eotaxin, RANTES, MCP-3, MCP-4

RANTES, MIP-1a, MCP-1

RANTES, MIP-1a, MIP-1[3

1.4.1.2: Tropisme cellulaire du VIH-1

Le tropisme cellulaire a été largement caractérisé zn vitro et est défini comme la capacité

des virus à infecter des lignées cellulaires T (T-tropiques) ou des macrophages (M-tropiques).

Il est à noter que tous les virus sont capables d'infecter les cellules T immatures (Levy. 1994;

McKnight et Clapham. 1995). Des études pennettant de relier le tropisme cellulaire aux

di fférents stades de la maladie ont montré que des virus à forte activité réplicative dans les

lignées cellulaires T sont de manière prédominante ceux qui sont isolés durant les stades

tennmaux de l'infection par le VIH, tandis que les virus qui ont un tropisme pour les

macrophages sont les virus qui sont présents à tous les stades de l'infection (Miedema et

Coll., 1990; Miedema et Coll., 1994). Cependant, il apparaît que la transmission du VIH a lieu

presque exclusivement par les virus qui ont un tropisme pour les macrophages (Miedema et

Coll.. 1994). Il n'est pas clairement établi comment la sélection des virus M-tropiques se fait

au cours de la transmission. Les virus M-tropiques ont été décrits par différents groupes

comme des virus lents « slow/low » (Fenyo et Coll., 1989) ou virus n'induisant pas la

fonnation de syncytium « NSI », tandis que les virus T-tropiques sont décrits comme virus

rapides « rapid/high» ou capable d'induire la fonnatlOn de syncytium « SI ». Cependant

certaines précautions doivent être prises dans ces définitions car l'infection de la lignée

cellulaire MT-2 n'est pas nécessairement représentée par la fusion cellule-cellule dans les

cultures de cellules primaires TCD4"- activées (Todd et Coll., 1995). Il a été montré que les

virus M-tropiques comme T-tropiques sont capables d'infecter des cellules immatures TCD4+
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activées (Valentin et Coll., 1994). De même la plupart des isolats primaires poussent aussi

bien dans les lymphocytes que dans les macrophages, pour ce type de virus le terme "dual

tropique" est couramment utilisé. Parmi les facteurs cellulaires déterminant le tropisme du

VIH on retrouve le CD26, qui jouerait un rôle important dans l'entrée des virus M-tropiques

(Oravecz et Coll., 1995), la molécule CD44, spécifique des macrophages, qui par des preuves

indirectes interviendrait aussi dans l'entrée des virus M-tropiques dans les macrophages

(Dukes et Coll., 1995; Rivadeneira et Coll., 1995). De plus, depuis la découverte des co­

récepteurs du VIH, on sait que des isolats du VIH qui diffèrent par leur tropisme cellulaire

utilisent des récepteurs de chimiokines différents. Le VIH à tropisme macrophagique (M­

tropique) utilise le récepteur CCR5 alors que les isolats à tropisme lymphocytaire ou à

tropisme double utilisent le cofacteur CXCR4 (Figure Il).

En ce qui concerne les déterminants viraux, le tropisme cellulaire du VIH est déterminé

de manière majoritaire par le produit du gène env et le déterminant majeur de ce tropisme est

localisée dans la gp120, même si on sait que la gp41 est aussi impliquée (Cordonnier et Coll.,

1989 ; O'Brien et Coll., 1990 ; Cheng-Mayer et Coll., 1990). Plusieurs études se sont

focalisés sur la boucle V3 de la gp120, et ont montré qu'une substitution de cette boucle d'un

virus M-tropique à un virus T-tropique entraîne un transfert du tropisme cellulaire, ce

changement du phénotype viral a également été observé avec des substitutions d'acides

aminés individuels dans la boucle V3 (Moore et Nara., 1991 ; Hwang et Coll., 1991 ; O'Brien

et Coll., 1992). De plus, la boucle V3 des souches M-tropiques possède en général une

charge nette négative et en position 317-318 les acides aminés Iso-Glu ou Iso-Asp,

contrairement aux souches T-tropiques qui dans ces mêmes positions possèdent une Lys ou

d'autres acides aminés positivement chargés (Stamatos et Cheng-Mayer., 1993).

La région variable V2 de la gp 120 a aussi été décrite comme un déterminant du

tropisme cellulaire du VIH-1 (Westervelt et Coll., 1992; Koito et Coll., 1994). En effet, des

mutations dans un locus hypervariable de la région V2 entraîne une conversion du phénotype

NSI en un phénotype SI (Groenink et Coll., 1993).

Il a aussi été souligné que des facteurs présents au niveau de la membrane des virions

tels que les molécules d'adhésion capable de se fixer sur leurs partenaires au niveau de la

surface cellulaire, pourraient moduler l'infection des cellules de manière dépendante du type

cellulaire (Gomez et Hildreth, 1995).

Les principales cibles cellulaires de l'infection par le VIH chez l'homme sont les

lymphocytes T CD4+ et les monocytes/macrophages (Gottlieb et Coll., 1981).

Bien que l'expression de la molécule CD4 soit faible sur les cellules dendritiques (Hart
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Figure 12. Schéma des interactions menant à la fusion de l'enveloppe virale du VIH avec la
membrane cellulaire et la formation du provirus intégré (d'après Bartlett and Moore, 1998).
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et McKenzie., 1988; Patterson et Coll., 1990), différentes équipes ont montré que ces cellules

ainsi que les cellules de Langerhans de la peau qui leur sont apparentées sont infectables par

le VIH (Annstrong et Horne., 1984; Patterson et Knight., 1987; Knight et Coll., 1990). Ces

cellules localisées près de la surface des muqueuses, ont été proposées comme étant un

réservoir viral majeur jouant un rôle important dans la pathogénèse du SIDA.

De nombreux autres types cellulaires, infectables de façon moins importante par le VIH

sont également connus: les cellules B (Montagnier et Coll., 1984), les cellules NK (Chehiml

et Coll., 1991), les précurseurs des cellules hématopoïétiques (Folks et Coll., 1988), les

cellules épithéliales de l'intestin (Nelson et Coll., 1988), les fibroblastes (Taneto et Coll.,

1989), les hépatocytes (Cao et Coll., 1991), les cellules trophoblastiques, les astrocytes

(Kohleisen et Coll., 1992) et les lymphocytes TCD8+ (De Maria et Coll., 1991)

La multiplicité des cellules cibles du VIH (comme décrit ci-dessus) souligne la

difficulté d'éradiquer le VIH. Elle pourrait également expliquer les multiples altérations

fonctionnelles rencontrées au cours des infections à VIH : neuropathies, pancréatites, etc.

1.4.1.3: Pénétration du VIH dans les cellules

1.4.1.3.1: Fusion

Comme la plupart des virus possédant une enveloppe, le VIH entre dans les cellules par

un mécanisme de fusion entre la membrane cellulaire et la bicouche lipidique des virions

après leur attachement à la surface des cellules (Figure 12). L'attachement ainsi que la fUSIon

sont réalisés par les glycoprotéines d'enveloppe de la particule virale. Pour des virus tels que

le virus influenza, les pointes « spikes » (projections à l'extérieur de la surface de la cellule ou

molécules d 'hémaglutinines dans ce cas) se fixent sur des résidus acides sialiques présents à

la surface de la cellule. Les virus fixés sont ensuite intemalisés dans les endosomes. où

l'augmentation de l'acidité induit un changement confonnationnel des molécules

d'hémaglutinines (Yu et Coll., 1994). De telles modifications structurales exposent un court

domaine hydrophobe ou domaine de fusion (localisé en N-tenninal de la TM) qui pénètre

dans la membrane des endosomes et initie le processus de fusion (Bullough et Coll., 1994).

Pour le VIH, il n'y aurait pas la nécessité d'un pH acide (Stein et Coll., 1987; McClure et

Coll., 1988) le virus fusionnerait directement à la surface de la cellule. Par microscopie

électronique il a été montré que le VIH pénètre dans les cellules par fusion membranaire

(Stein et Coll., 1987). La fixation des glycoprotéines du virus au CD4 induirait un

changement confonnationnel au niveau de la gp 120 (Clements et Coll., 1991; Sattentau et

Moore, 1991; Sattentau et Coll., 1993), probablement de la gp41 (Sattentau et Coll., 1995) et
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du CD4 (Bachelder et Coll., 1995). Ainsi le VIH a une double dépendance pour le CD4

(l'attachement et le changement confonnationnel pour l'entrée dans les cellules). Pour certain

ceci explique pourquoi les variants viraux qui infectent les cellules de manière CD4­

indépendante sont rares. L'infection des cellules par le VIH de manière CD4-indépendante est

généralement inefficace (Vesanen et Coll. 1991; Weber et Coll., 1989).

L'analyse par comparaison de séquence a pennis de mettre en évidence dans la partie

N-tenninale de la gp4l une région hydrophobe (aa 517 à 532) qui présente des homologies de

séquence avec les domaines fusiogènes des paramyxovirus (Gallaher, 1987; Gonzalez­

Scarano et Coll., 1987; White, 1990). Plusieurs études ont montré que le domaine fusiogène

(aa 517 à 532) de la gp41 joue un rôle très importarIt darIS l'infection et la fonnation de

syncytia (Steimer et Coll., 1991a; Bergeron et Coll., 1992; Slepushkin et Coll., 1993).

Certains auteurs ont suggéré la présence d'un récepteur cellulaire pour la gp41 (Quershi et

Coll., 1990; Von Briesen et Coll., 1990).

Différentes équipes ont montré que la maturation de la gp 160 en gp 120 et gp4l est

nécessaire à l'infection et la fonnation de syncytia (McCurre et Coll., 1988; Fenouillet et

Coll., 1993). L'inhibition de l'infection et de la formation de syncytia à l'aide de peptides de

la gp41 (aa, 558 - 678 et 643 - 678) sont en faveur de cette hypothèse (Wild et Coll., 1993;

Vanini et Coll., 1993; Chen et Coll., 1993; Chen, 1994). D'autres régions de la gp41 sont

impliquées dans la fusion. En effet, des études par mutagénèse dirigée ont montré que le

domaine intracytoplasmique ainsi que les sucres de la gp41 jouent un rôle très important dans

l'infection et la fonnation de syncytia (Dedera et Coll., 1992; Lee et Coll., 1992; Freed et

Coll., 1992; Fenouillet et Coll., 1993).

Récemment, Santos et Coll. (1998) ont démontré l'existence d'un modèle de fusion à

deux étapes. La première étape serait une fixation de la gp120 sur le CD4 et les co-récepteurs

qUI entraînerait plusieurs modification au niveau de la gp41 (oligomérisation, fonnation du

domaine super-enroulé et projection du domaine de fusion au niveau de la membrane

cellulaire). La deuxième étape serait un deuxième charIgement confonnationnel de la gp41

entraînant l'insertion du domaine super-enroulé et de la séquence aa 579-601 de l'ectodomaine

de la gp41 dans la bicouche lipidique de la cellule, résultarIt en la fonnation d'un pore de

fusion. Ces expériences ont été obtenues uniquement avec des molécules de gp4l

monomériques, suggérant que seules ces dernières sont incorporées dans la membrane.

Des molécules accessoires pourraient jouer un rôle crucial pour l'attachement des

cellules qui expriment peu de molécules de CD4, ainsi le virus resterait attaché à la cellule

jusqu'à la rencontre d'une molécule de CD4, si on considère que le CD4 est un facteur
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limitant pour qu'il y ait infection.

En effet, l'expression de la molécule CD4 humaine à la surface des cellules murines est

insuffi~.iante pour rendre ces cellules pellllissives à l'infection par le VIH, alors qu'elle pellllet

la fixation du virus à leur surface (Maddon et Coll., 1986). Ces mêmes cellules sont capables

de répliquer le virus quand elles sont transfectées par l'ADN proviral ou infectées en présence

de polyéthylèneglycol. Le blocage se fait par conséquent au niveau de l'entrée du virus (Levy

et Coll., 1986; Chesebro et Coll., 1990; Clapharn et Coll., 1991). Il a été rapporté que des

hétérocaryons cellule murine/cellule humaine mais non pas cellule murine/cellule simienne

sont infectables par le VIH (Dragic et Coll., 1992), ceci avait suggèré qu'une ou plusieurs

molécules accessoires étaient nécessaires à la fusion. Broder et Coll. (1993), ont montré que la

(ou les) molécule(s) accessoire(s) et le CD4 doivent être exprimées par la même cellule pour

que la fusion ait lieu, Plusieurs molécules ont été proposées. En effet, des Acm anti-LFAl

inhibent la fOllllation de syncytia (Hildreth et Orentas, 1989; Pantaleo et Coll., 1991) tout

comme les Acm anti-TL2 (Hattori et Coll., 1989; Kido et Coll., 1990). Enfin une protéine de

44 kDa peut interagir avec la gp4l (Quershi et Coll., 1990; Lazaro et Coll., 1994), il a été

proposé que cette molécule pourrait être une molécule du CMH de classe 1 (complexe majeur

d'histocompatibilité de classe 1) (Moore et Coll. 1993b ; Lazaro et Coll. 1994). Plusieurs

études ont impliqué les molécules HLA de classe l, dans l'infection par le VIH (Corbeau et

Coll., 1~91).

PlUSieurs équipes ont montré que la fusion virus-cellule et cellule-cellule est

proportionnelle à la densité de la molécule CD4 exprimée à la surface des cellules cibles

(Asjo et Coll., 1987; Koga et Coll., 1990). Kabat et Coll. (1994) ont également montré que

l'infection par des isolats primaires est proportionnelle au taux d'expression de CD4 mais

montrent que ceci est différent pour les isolats viraux de laboratoire. Enfin, Hillman et Coll.

(1990) ont rapporté que des mutants de la lignée CEM qui expriment une faible quantité de

CD4 à leur surface font des syncytia en quantité comparable à celle observées avec la lignée

CEM parentale. Ces différences peuvent s'expliquer par une sensibilité à l'effet

cytopathogène différente selon le type cellulaire utilisé. En effet différents types de cellules

transfectées par le CD4 montrent des sensibilités différentes à la fois à l'effet cytopathogène

et à l'infection par le VIH (Chaffee et Coll., 1988; Clapharn et Coll., 1991). Des facteurs

présents au nIveau de la membrane des virions tels que les molécules d'adhésion capables de

se fixer sur leurs partenaires au niveau de la surface cellulaire, pourraient moduler l'infection

des cellules de manière dépendante du type cellulaire (Gomez et Hildreth, 1995).
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1.4.1.3.2: Transmission cellule à cellule

Outre l'infection des cellules par des particules virales libres ("infection de nova"), le

VIH peut être transmis par contact entre deux cellules (Phillips., 1994). Des études par

microscopie ont permis de définir deux modes de transmission cellule à cellule. Le premier

est visible au microscope photonique et consiste en une interaction entre une cellule infectée

et une cellule non infectée suivie de la fusion des deux membranes cellulaires "formation de

syncytia ". Le deuxième observé en microscopie électronique implique un contact entre les

deux cellules sans qu'il y ait de fusion "transmission cellule à cellule par adhésion". Les

mécanismes moléculaires à l'origine de ces deux modes de transmission du VIH ne sont pas

encore élucidés. L'interaction gp120-CD4 serait nécessaire (le sCD4, des anticorps anti-CD4

des Acm anti-gpl20 inhibent la formation de syncytia) mais pas suffisante (les Acm antI­

LFA inhibent la formation de syncytia) pour que deux cellules fusionnent entre elles (Pantaleo

et Coll., 1991; Golding et Coll., 1992). La transmission par adhésion serait indépendante de

l'interaction gpI20-CD4, puisque ni le sCD4 ni les Acm anti-CD4 ni les Acm anti-gpl20

n'inhibent ce mode de transmission (Gupta et Coll., 1989., Phillips et Coll., 1992).

Il est intéressant de noter que in vitro la transmission cellule à cellule du VIH est 100 à

1000 fois plus importante que "l'infection de novo" dans la propagation du VIH (Dimotrov et

Coll., 1993).

1.4.2: La rétrotranscription

La rétrotranscription qui consiste en la synthèse d'ADN viral double brin à partir de

l'ARN simple brin du virion est l'une des premières étapes du cycle viral (Figure 13).

La rétrotranscription est donc une phase essentielle qui passe par la formation d'un

hybnde ARN-ADN, puis d'un ADN double brin circulaire. Ces événements sont possibles

grâce à l'activité ADN polymérase et RNase H de la transcriptase inverse.

Après l'entrée du virus dans la cellule, on observe une décapsidation partielle qui libère

les deux molécules d' ARN génomique. La rétrotranscription est initiée par la liaison de 18

nucléotides de l'extrémité 3' d'un ARNt-Lys3 avec une séquence complémentaire, PBS pour

« Primer Binding Site », située à l'extrémité 5' du génome viral (Ratner et Coll., 1985). Cet

ARNt-Lys3 est présent dans les virions matures (Jiang et Coll., 1993) et l'interaction avec le

PBS fait intervenir les protéines de la nucléocapside (Barat et Coll., 1993). Le transfert des

brins négatifs et positifs est également effectué par la transcriptase inverse et requiert son

activité RNAse H (Luo et Coll., 1990; Peliska et Benkovic, 1992; Tanese et Coll., 1991).

La transcriptase inverse ne possède pas d'activité de correction exonucléase 3' ->5'
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(Roberts et Coll., 1988). En effet, plusieurs études ont montré que la rétrotranscription était

une source de mutations pour le virus (Roberts et Coll., 1988; Preston et Coll., 1988) et

pourrait rendre compte de la grande variabilité du virus (Alizon et Coll., 1986; Saag et Coll.,

1988). Ces mutations correspondent à des substitutions, des décalages du cadre de lecture (ou

« frameshifts»: incorporation ou délétion d'une base) et des délétions. D'autres mécanismes

peuvent avoir lieu lors de la rétrotranscription tels que la recombinaison entre les deux

molécules d'ARN présentes dans le virion (Luo et Coll., 1990). Cette particularité

constituerait un avantage sélectif permettant la réparation des molécules d'ARN défectives

(Temin, 1993).

Il a été rapporté que la rétrotranscription pouvait débuter dans la particule virale libre,

malS qu'une rétrotranscription complète nécessite une infection des cellules ainsi qu'une

décapsidation de la particule virale (Borroto-Esoda et Boone, 1991; Lori et Coll., 1992;

Trono, 1992). L'importance de ce phénomène n'est pas encore bien élucidé, mais il pourrait

Jouer un rôle important sur l'efficacité de la transmission du VIH (Zhang et Coll., 1994). La

rétrotranscnption serait inefficace dans des cellules quiescentes, suggérant que des facteurs

cellulaires sont indispensable pour cette étape (Zack et Coll., 1990).

1.4.3: Adressage nucléaire et intégration

Lorsque la synthèse de l'ADN proviral est terminée dans le cytoplasme, il se forme un

complexe nucléoprotéique de pré-intégration qui migre rapidement dans le noyau (Burkrinsky

et Coll., 1992) (Figure 8 et Il). Ce transport s'effectue de manière active grâce aux séquences

de localisation nucléaire de la protéine de la matrice pl 7 et de la protéine virale Vpr

(Heinzinger et Coll., 1994), par interaction avec les protéines cellulaires intervenant dans le

transport nucléaire.

On retrouve également l'intégrase dans ce complexe de pré-intégration (Varmus et

Swanstrom, 1985). Il a été montré qu'elle était suffisante pour réaliser l'intégration de l'ADN

proviral dans les chromosomes cellulaires (Bushman et Coll., 1990; Katz et Coll., 1990). La

réaction d'intégration, qui nécessite l'intégrase et les deux extrémités de l'ADN viral (Craigie

et Fujiwara, 1990), peut être décomposée en trois étapes successives:

./ Clivage de deux nucléotides situés à chacune des extrémités 3' du génome viral. Ce

divage est réalisé par l' intégrase grâce à la reconnaissance de nucléotides présents à

chaque extrémité des LTR (La Fémina et Coll., 1991; Sherman et Coll., 1992; Vink et

Coll., 1991).

./ Clivage de l'ADN cellulaire: cette étape implique une liaison de l'intégrase à l'ADN
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cellulaire; plusieurs études ont montré que ce site de fixation n'est pas choisi au hasard et

nécessite la reconnaissance de séquences nucléotidiques (Hong et Coll., 1993; Engelman et

Coll., 1994). Scott et Griffith (1994) ont montré que les provirus se retrouvaient intégrés

préférentiellement au voisinage de séquences transposables présentes dans le génome

humain; ces régions pourraient en fait être plus accessibles à l'intégrase.

./ Ligation des extrémités du génome proviral aux extrémités du génome cellulaire. Une

dernière étape de réparation des extrémités libres du site d'intégration est effectuée par des

enzymes cellulaires (Katz et Skalka, 1994).

Il a été montré la présence dans les cellules infectées de formes circulaires du génome

viral non intégrées contenant un ou deux LTR complets, provenant respectivement d'une

recombinaison ou d'un autointégration du génome linéaire. Ces événements pourratent

intervenir dans la régulation de la réplication virale en limitant le nombre de copies intégrées,

puisque l'intégration est essentielle pour une expression efficace des gènes viraux (Adachi et

Coll., 1991; Sakai et Coll., 1993).

1.4.4: Expression des gènes du VIH

Comme pour tous les lentivirus l'expression des gènes du VIH répond à un schéma plus

classique et débute par la transcription de l'ADN proviral en ARN messagers. Les protéines

de structures et de régulation sont synthétisées sous la forme de précurseurs inactifs qui

suhiront des étapes variables de maturation: clivage, modifications traductionnelles et post­

traductionnelles. Une fois matures, les protéines de structure s'assemblent et s'associent à

\' ARN génomique pour former des virions qui vont bourgeonner à la surface de la cellule hôte

avant d'être excrétés.

1.4.4.1: Le promoteur viral

Le génome à ARN d'un rétrovirus contient des séquences non codantes R U5 en 5' et U3

R en 3' où R représente une longue séquence répétée aux deux extrémités. Lors de la synthèse

de l'ARN viral, ces séquences sont modifiées pour former des LTR "Long Terminal Repeat"

ou longue répétition terminale. Chaque LTR contient trois régions U3, R et U5 (de 5' vers 3').

Les LTR 5' et 3' contiennent des éléments nécessaires au déroulement de plusieurs étapes du

cycle viral dont les séquences d'initiation (séquences PBS pour "primer Binding site") et

d'élongation (séquence PPT pour "PolyPurine Tract") de la rétrotranscription. Les séquences

nécessaires à l'intégration se retrouve également dans les séquences U3 du LTR 5' et U5 du

32



CHAPITRE 1 . Introduction, Objectifs Généraux et Spécifiques de la Recherche

LTR 3'. Tous les éléments promoteurs et "enhancer" responsables de la transcription des

gènes viraux se sont situés dans les régions U3 et R. De plus, cet ARN rétroviral possède une

coiffe en 5' et une queue de polyadénylate en 3'.

1.4.4.2: Les protéines de régulation

Les protéines de régulation sont de potentiels régulateurs positifs de l'expression des

gènes. Ces protéines virales sont au nombre de deux, Tat et Rev.

1.4.4.2.1: Tat

Le gène Tat code pour une protéine de 16 kDa composée de 86 aa (Gaynor, 1995),

essentielle pour l'expression des gènes viraux (Sodroski et Coll., 1985). Le domaine

d'activation de la protéine Tat est constitué par les résidus 2 à Il acides et riches en proline,

les résidus 22 à 37 riches en cystéine et capable de lier le cadmium et le zinc, les résidus 37 à

48 qui forment le coeur de la protéine « core ». Les résidus 48 à 57 sont des résidus basiques

riches en arginine responsable du ciblage vers le noyau et le nucléole, et de la liaison au LTR

du VIH. Les résidus 57 à 72 augmentent l'activité de Tat et les résidus 72 à 86 contiennent

des séquences importantes pour lier Tat à la fibronectine (Kuppuswamy et Coll., 1989).

Tat agit en trans en se liant sur les nucléotides +19 à +44 de la région R du LTR du

VIH (Rosen et Coll., 1985). Cette région capable de former une structure en épingle à

cheveux est située à l'extrémité 5' de tous les ARNm viraux et est nommée TAR (pour Tat­

response element). Certaines équipes ont montré que la protéine Tat pouvait agir de mamère

TAR-indépendante dans différents types cellulaires (Taylor et Coll., 1994a). Plusieurs études

ont suggéré l'existence d'une interaction de la protéine Tat avec les facteurs de transcription

tels NF-kB et Spi (Huang et Jeang., 1993; Taylor et Coll., 1994b).

Outre son rôle dans la transactivation du promoteur du VIH, la protéine Tat joue

probablement un rôle très important dans la physiopathologie de l'infection à VIH. En effet,

des souris transgéniques exprimant la protéine Tat développent des lésions cutanées de type

Sarcome de Kaposi (Vogel et Coll., 1988). La protéine Tat est aussi capable d'induire la

production de facteurs de croissance ou de cytokines comme le TGF-p (Kekow et Coll., 1990)

et le TNF-a (Buonaguro et Coll., 1992), ce qui pourrait être à l'origine de la transformation

tumorale des cellules épithéliales. Par sa capacité à induire l'expression de l'interleukine

(l'IL-2) (Weistendorp et Coll., 1994), Tat pourrait avoir un effet sur la propagatIOn de

l'infection et sur le dysfonctionnement des lymphocytes TCD4· observés chez les patients

atteints du SIDA. La protéine Tat augmenterait l'expression et la fonctionnalité de la protéine
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tyrosine kinase P125FAK dans les cellules neuronales PC12 (Milani et Coll., 1998).

1.4.4.2.2: Rev

La régulation post-transcriptionnelle des gènes viraux est sous le contrôle du produit du

gène rev (Sodroski et Coll., 1986b). La protéine Revest une phosphoprotéine de 13 KDa et de

114 aa (Hope et Pomeranz., 1995). Trois domaines importants ont pu être détermmés au sem

de la protéine Rev:

- Une région riche en arginine (aa 35 à 50), impliquée dans la localisation nucléaire et dans la

fixation à l'ARN (Malim et Coll., 1989; Venkatesh et Coll., 1990; Hope et Coll., 1990;

Malim et Cullen., 1991; Zapp et Coll., 1991; B6hn1ein et Coll., 1991).

- Une région riche en leucine (aa 73 à 83) qui a été définie comme étant un domaine

d'activation (Malim et Coll., 1989; Malim et Coll., 1991).

L'action de la protéine Rev nécessite sa fixation à une séquence cible au niveau des

ARNm appelée RRE (pour Rev Response Element), localisée dans le gène de l'enveloppe

(Olsen et Coll., 1990; Heaphy et Coll., 1990). Rev interagit avec la séquence RRE par son

domaine riche en arginine nécessaire à la localisation nucléaire de Rev (Hope et Coll., 1990;

Hammerschmidt et Coll., 1994).

La protéine Rev effectue le transport des ARN non épissés ou monoépissés, afin de

permettre leur traduction (Emmerman et Coll., 1989; Malim et Coll., 1990; Felber et Coll.,

1989).

Le domaine riche en leucine de Revest important pour l'oligomérisation, et la liaison à

l'élément RRE pour l'interaction avec des protéines cellulaires (Olsen et Coll., 1990).

Un des rôles de la protéine Nef est de réguler négativement l'expression membranaire

du récepteur CD4 zn vivo et in vitro (Mariani et Skowronski., 1993; Skowronski et Coll..

1993). Cette fonction est encore mal comprise mais par ce mécanisme la protéine pourraIt

perturber le processus d'activation CD4-dépendant dans les lymphocytes infectés. La

régulation négative nécessite le domaine cytoplasmique du CD4 (Garcia et Coll., 1993;

Anderson et Coll., 1994) et s'effectue avant l'expression du CD4 à la surface des cellules

(Brady et Coll., 1993).
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1.4.4.2.3: Les protéines accessoires (Vif, Vpu, Vpr et Vpx, Nef)

Les protéines accessoires ne sont pas indispensables pour la réplication du ViruS

dans les tissus en culture, mais semblent avoir d'importants rôles zn VIVO.

• Vif

Vif est une protéine de 23 kDa et possède 192 aa. Elle est localisée dans les cellules

infectées soit dans le cytoplasme soit associée par son extrémité N-tenninale myristilée à la

membrane cytoplasmique (Lee et Coll., 1986). On trouve environ la molécules Vif dans

chaque virion. Vif joue un rôle dans les cellules infectées en altérant la structure de la

particule virale afin d'augmenter sa capacité infectieuse spécifique. En effet, Strebel et

collaborateurs (1987) ont montré qu'un virus muté dans le gène vif garde sa capacité à se

répliquer dans les lignées T, mais que les particules virales sont 1000 fois moins infectieuses,

et que la transmission de l'infection par contact cellule à cellule n'est pas affectée .

• Vpu

Vpu est présent chez le VIH-1 et le VIS mais pas chez le VIH-2 (Jabbar, 1995). Vpu est

une protéine de 18 KDa avec 81 aa, homo-oligomérique et membranaire. Les 27aa de la partie

N-terminale sont hydrophobes et servent à l'ancrage dans la bicouche lipidique. Le reste de la

protéine est dans la bicouche lipidique et comporte deux hélices a séparées par un domaine

acide.

La première fonction de Vpu est de réaliser la régulation négative du CD4. Cette

activité nécessite la phosphorylation des sérines 32 et 56 de Vpu, et est réalisée par la liaison

de Vpu à la queue C-tenninale cytoplasmique du CD4 (Vincent et Coll., 1993). En

conséquence, il y a moins de CD4 disponibles pour l'interaction avec la protéine précurseur

d'enveloppe gp 160 dans le réticulum endoplasmique, ceci promouvant la transformation des

protéines d'enveloppe et leur transport à la surface de la cellule. La protéine vpu est capable

d'induire la dégradation de la molécule CD4 dans le réticulum endoplasmique, ce qui inhibe

la formation de complexes gp 120-CD4, et pennet l'expression des glycoprotéines

d'enveloppe à la surface des cellules (Willey et Coll., 1992a; Willey et Coll., 1992b).

La seconde fonction de Vpu fait augmenter la libération des particules virales de la

membrane plasmique. Cette activité est réalisée partiellement par le domaine d'ancrage de

Vpu qui forme un canal ionique (Schubert et Coll., 1996). En effet, des mutations dans le

gène vpu montre une accumulation des particules virales dans le cytoplasme des cellules

infectées, à l'intérieur des vacuoles, ainsi que des particules agrégées qui restent accrochées à
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la membrane plasmique (Klimkait et Coll., 1990).

• Vpr et Vpx

Le gène Vpr (pour Viral protein R) est retrouvé chez le VIH-l et le VIH-2 et la plupart

des VIS (Jabbar, 1995), alors que le gène Vpx (pour Viral protein X) se trouve uniquement

dans le VIH-2 et le VIS provenant de macaques mandrilles (VISmac) et des singes verts

d'Afrique (VISagrn) (Levy et Coll., 1995; Kappes, 1995). Les protéines Vpr et Vpx ont 27 à

35 % d'homologie en termes de séquence en aa.

Vpr est une protéine de 16 KDa et qui possède 96 à 105 aa alors que Vpx est une

protéine de 16 KDa avec III à 112 aa. Vpr et Vpx ont tous deux une hélice amphipatique à la

moitié N-terminale de la molécule. Les résidus 60 à 80 de la protéine Vpr du VIH-l sont

riches en leucine et semblent être importants dans l'interaction avec les protéines cellulaires

(Zhao et Coll., 1994). Vpr est originairement une protéine nucléaire (Lu et Coll., 1993), cecI

est due à la présence dans sa partie C-terminale d'une séquence riche en arginine qui lui

assure une localisation nucléaire. Par son association avec la Pr55Gag elle réalise le transport

du complexe de préintégration du cytoplasme vers le noyau (Heinzinger et Coll., 1994).

Vpx est à l'origine une protéine cytoplasmique dont les fonctions ne sont pas encore

bien définies. Vpx et Vpr sont empaquetées dans le virion dans les mêmes proportions que les

protéines Gag (Cohen et Coll., 1990), propriété inhabituelle pour une protéine de régulation.

L'hélice amphipatique de Vpr est importante pour l'incorporation du virion (Mahalingam et

Coll., 1995; Wu et Coll., 1995). La protéine Vpr du VIH-l inhibe la prolifération cellulaire ce

qui se traduit par un arrêt du cycle cellulaire en phase G2 (Rogel et Coll., 1995; Macreadie et

Coll., 1995).

• Nef

Le gène Nef (pour negative factor) se trouve dans toutes les espèces de VIH et VIS

(Ratner et Niederman., 1995) et code pour une protéine myristilée de 27 KDa et qui possède

206 aa. Cette myristilation permet son association à la membrane cytoplasmique des cellules

infectées. (Franchini et Coll., 1986; Guy et Coll., 1990), on la retrouve également en faible

quantité dans le noyau. Plusieurs études ont montré un effet négatif de Nef sur la réplication et

la transcription des gènes viraux (Ahmad et Venkatesan., 1988 ; Cheng-Mayer et Coll., 1989;

Kim et Coll., 1989).

Une activité reconnue de Nef est de réguler négativement l'expression membranaire du

récepteur CD4 à partir de la surface cellulaire (Salghetti et Coll., 1995). Les résidus de la
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queue C-terminale du CD4 sont requis pour cette activité et comprennent des résidus qui

interagissent avec la tyrosine kinase, Lck. Il n'est pas clair que l'effet de Nefsoit directement

ou Indirectement lié à son interaction avec le CD4 ou la protéine kinase Lck (Ratner et

Niederman., 1995; Greenway et Coll., 1995).

Nef à la capacité d'altérer l'activation des cellules T (Ratner et Niederman., 1995;

Greenway et Coil., 1995).

Un des rôles de la protéine Nef est sa capacité à perturber l'infection virale et/ou la

réplication. La forme la plus probable d'activité est un effet positif de Nef sur l'infection

virale des cellules T quiescentes (Miller et Coll., 1995). Roméro et Coll., 1998 ont montré

récemment une inhibition de l'activation de Erk après stimulation directe des protéines G.

Cet effet inhibiteur serait réalisé par la voie d'activation de Erk indépendante de la protéine

kinase C (PKC).

11 est intéressant, de noter que des souns transgéniques Nef développent les signes

cliniques du SIDA (lyrnphadénopathie, splénomégalie) liés à une forte déplétion des

lymphocytes TCD4+ et CD4+/CD8+ (Liederman et Coll., 1994).

En conclusion, on peut noter que la complexité du génome du VIH -1 et la stratégie du

virus à se répliquer le pourvoit d'une interaction hautement adaptative avec l'hôte. La nature

prédisposée de la transcriptase inverse à faire des erreurs et sa haute fréquence de

recombinaison durant la réplication génèrent des mutations à des taux accélérés (Coffin.

1995). Ceci entraîne une grande gamme de quasi-espèces de virus permettant la sélection du

meilleur descendant de virus pour échapper aux restrictions immunes et thérapeutiques. La

complexité du virus, permet aussi plusieurs possibilités pour le développement antiviral. et les

applications en synergie de traitements, détruisant des cibles distinctes.

1.4.5: Assemblage, maturation et bourgeonnement de la particule virale:

Les dernières étapes du cycle viral concernent l'assemblage des différents composants

du virion. la libération et la maturation de la particule virale (Figure 14). Ces étapes font

Intervenir les différentes protéines de structure (Gag) et accessoires (Vif, Vpr, et Vpu) du

virus, ainsi que les séquences nécessaires à l' encapsidation de l'ARN génomique viral. La

régulation de ces différentes étapes n'est pas encore élucidée, mais l'étude de virus mutés a

permis de mettre en évidence les événements importants (Cann et Karn., 1989).

Le signal d'encapsidation est situé entre le premier site donneur d'épissage (dans la

régIOn U5 du LTR 5) et le premier codon (ATG) de la protéine Gag. Cette séquence, délétée
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dans les ARNm viraux, fonne une structure secondaire nécessaire pour l'interaction avec la

protéine p9 de la nucléocapside (Lever et Coll., 1989; Aldovini et Young, 1990; Rizvi et

Panganiban, 1993).

Les précurseurs des protéines de structure, p55 gag et p 160 gag-pol, s'accumulent au

niveau de la face interne de la membrane cytoplasmique de la cellule, et s'ancrent dans celle­

ci par l'intennédiaire de la région N-tenninale myristilée (Gelderblom et Coll., 1987;

Gottlinger et Coll., 1989). L'ARN génomique viral s'associe alors à la région C-tenninale du

précurseur gag et on observe une accumulation des glycoprotéines d'enveloppe gp 120-gp41.

Une particule virale immature est alors libérée, contenant deux copies de l'ARN génomique et

deux ARNt-lys3 nécessaires pour la rétrotranscription.

La dimérisation des précurseurs gag-pol pennet l'activation de la protéase virale qUi

effectue un clivage des précurseurs p55 gag. On obtient alors une particule virale mature et

infectieuse.

1.4.6: Pathogénèse de l'infection par le VIH

1.4.6.1: Modes de transmission du VlH

Le SIDA est essentiellement une maladie sexuellement transmissible (MST) qUi,

comme certaines autres MST, peut se transmettre aussi par voie sanguine ou périnatale. La

transmission des YIH est directe ou indirecte et se fait par trois voies: la transmission par voie

sanguine, la transmission par voie sexuelle et la transmission par voie materno-foetale (Levy,

1993; Levy et Coll., 1994).

~ La transmission par voie sexuelle:

Elle représente, par excellence, le mode direct de contagion. Le spenne et les sécrétions

vagInales contiennent de nombreuses cellules immuno-compétentes porteuses des récepteurs

du YJH. C'est pourquoi, ces sécrétions biologiques sont très facilement infectables par le

YIH. La transmission sexuelle peut donc avoir lieu à l'occasion de n'importe quel rapport,

qu'il soit génital, anal, oral (Borzy et Coll., 1988. Henin et Coll., 1993).

~ Transmission par voie sanguine:

Toute effraction cutanée ou muqueuse mise en contact avec du sang ou un liquide

bIologique contaminé peut-être une porte d'entrée du virus. C'est le cas lors de blessures

« iatrogènes» au moyen d'une aiguille hypodennique et d'instruments chirurgicaux, ou de

38



CHAPITRE 1 . IntroductIon, Objectifs Généraux et Spécifiques de la Recherche

blessures « volontaires» (toxicomanie intraveineuse, tatouages et scarifications rituelles.... ).

C'est aussi le cas lors de transfusion de sang ou d'administration de dérivés sanguins (facteurs

de coagulation) contaminés. Le titre infectieux du sang, est certainement fonction du stade de

l'infection, et les risques de transmission augmentent lors de l'évolution de la maladie du sujet

séropositif. La phase de primo-infection, constitue également une source importante de virus,

puisque, bien que le sujet soit encore séronégatif, les charges virales cellulaire et plasmatique

sont élevées, traduisant ainsi une réplication intense du VIH (Connor et Coll., 1993).

~ Transmission par voie périnatale:

La transmission de la mère à l'enfant concerne environ 20% des cas. Elle peut se faire

par voie transplacentaire, au moment de l'accouchement, voire lors de l'allaitement. Chez la

mère séropositive pour le VIH, la contamination de l'enfant est toujours tardive, survenant

pour 35 % dans les deux mois précédents la naissance et pour 65 % au moment du passage

dans la voie génitale (Rouzioux et Coll., 1993; Matheson et Coll., 1995., Rogers, 1985).

Des études concernant la variation dans le génotype (particulièrement la boucle V3 de la

gp120) et le phénotype des virus transmis, ont révélé qu'en général un nombre restreint de

variants sont infectants (Wolinsky et Coll., 1992; Zhu et Coll., 1993). La majorité de ces virus

sont des virus ayant un tropisme pour les macrophages (NSI) (Van 't et Coll., 1994), mais les

virus ayant un tropisme pour les lignées cellulaires T ont également été détectés très tôt après

la transmission (Fiore et Coll., 1994).

i.4.6.2: Latence virale

Le VIH est un rétrovirus, ce qUi "sous-entend" qu'après le processus de

rétrotranscription, le provirus (copie ADN de l'ARN viral) doit s'intégrer dans le génome des

cellules cibles pour se répliquer (Figure 12). Chun et Coll. (1997) ont étudié l'activité

réplicativc de l'ADN viral présent dans les lymphocytes périphériques ou les ganglions d'un

petit nombre de patients infectés asymptomatiques. Ces études ont rapporté que le nombre de

cellules portant de l'ADN virale est de 100 à 1000 fois supérieur à celui produisant du virus.

Ceci suggérant, que le provirus peut persister dans les cellules cibles à l'état latent, c'est-à-dire

sans exprimer les protéines virales.

En revanche, il! VIVO, la production de particules virales est un phénomène permanent

comme en témoigne la détection constante de particules virales infectieuses circulantes aux

différents 5tades de la maladie (Connor et Coll., 1993).

Ces considérations permettent d'établir la distinction fondamentale qui existe entre les
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notions de latence définie virologiquement (absence de réplication) et de latence définie

cliniquement (absence de symptomatologie). En effet, la période asymptomatique ou phase

clinique silencieuse observée lors d'une infection par le VIH est le siège d'une intense acti,'ité

réplicative.

1.4.7: Variabilité génétique du VIH

La variabilité génétique est une caractéristique majeure des rétrovirus. Les mécanismes

moléculaires générant la diversité du VIH sont principalement liés aux « erreurs» de copie

commise par la transcription inverse. Ceci se traduisant par une apparition de substitutions

non corrigées, de réarrangements et de recombinaisons qui sont autant événements qUI

peuvent contribuer en théorie à la grande variabilité antigénique du virus (Wain-Hobson.,

1992). Si on tient compte du taux de mutation du VIH qui a été chiffré à environ 3 x 10.5

mutations par nucléotide et ceci par cycle de réplication et du fait que 10 milliards de virus

sont produits par jour avec un génome comprenant 10000 nucléotides, toutes les

combinaisons peuvent être générées chez chaque patient en un seul jour. Le polymorphisme

génétique et biologique des isolats provenant de différents prélèvements d'un même patient a

été établi par le séquençage des virus isolés aux différents temps de l'infection. Ces différents

virus isolés d'un même patient peuvent, par ailleurs, posséder des propriétés biologiques

distinctes (Cheng-Mayer, 1990; Dormont et Le Grand., 1996). A cette diversité du VIH

retrouvée au sein d'un individu, s'ajoute une large diversité entre les virus isolés de différents

indivIdus. Il est cependant possible de regrouper géographiquement, par leur propriétés

sérologiques et génétiques, les isolats retrouvés au sein d'une même population.

Les séquences nucléotidiques du VIH-1 sont très hétérogènes, tout particulièrement au

niveau du gène env. Les gènes gag et pol sont beaucoup plus conservés. Les isolats nord­

américains et européens du VIH-1 divergent d'environ 7 % en moyenne au niveau des

séquences nucléotidiques codant pour le gène env; les isolats africains divergent, quant à eux,

d'environ 16 % (Myers et Coll., 1993).

Sur le plan épidémiologique, l'analyse phylogénétique des variants du VIH-l permet de

distinguer deux groupes: le groupe M (major) et 0 (outlier) (Figure 15).

L'analyse de l'ensemble des séquences connues en acides aminés du sommet de la

boucle V3, a permis de dresser des arbres phylogénétiques et de classer les souches de VIH-l

en six sous-types notés de A à F (Myers et Coll., 1993). Les sous-types B sont majoritaires en
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Europe et aux Etats-Unis d'Amérique (Myers et Coll., 1993), et les sous-types A et D sont

rencontrés principalement en Afrique.

Récemment, Simon et Coll., (1998) ont rapporté l'existence d'un nouveau virus VIH-l

distinct du groupe M et 0 nommé YBF30 découvert au Cameroun.

1.4.8: Réponse immune contre le VIH

Au cours de l'infection de l'homme par le VIH, l'ensemble des effecteurs de l'immumté

est sollicité dès les premiers stades de l'infection, et on peut supposer que leur relati\'e

efficacité permet l'installation d'une infection d'évolution chronique. En effet. après la phase

aiguë de l'infection, s'installent une réponse anticorps parfois neutralisante. et une réponse

cellulaire T cytotoxique, qui semblent précoces et durables. Les autres mecamsmes

immunitaires qui peuvent participer à la lutte contre les agents infectieux tels que les cellules

tueuses naturelles, ou NK, et la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps, bien que

moins souvent décrites, contribuent certainement à limiter la réplication massive du VIH dans

l'organisme (Dormont et Le Grand., 1996). Deux types de réponses immunes seront

développées dans ce chapitre:

1.4.8.1: Réponse immune humorale

Un grand nombre de travaux a permis d'identifier, sur la majorité des protéines de

structure du VIH, des sites d'action des anticorps. Les premières données sur la réponse

anticorps contre le VIH ont été obtenues vers le milieu des années 1980 (Allan et Coll., 1985;

Robey et Coll., 1986). La gp120 semble être la cible privilégiée de la majorité des anticorps

neutralisants au cours de l'infection naturelle (Robey et Coll., 1986; Javaherian et Coll., 1989,

Steimer et Coll., 1991 b). Cette reconnaissance préférentielle de la gp 120 existe pour le VIH-1.

et le VIH-2, ainsi que pour la souche simienne SIVmac.

Plusieurs études utilisant des gp 120 natives et dénaturées ont montré que la majorité des

anticorps présents dans le sérum de patients VIH- étaient dirigés contre des épi topes

conformationnels (site impliquant des acides aminés distants sur la séquence primaire de la

molécule mais proche dans sa conformation native) (Ho et Coll., 1991 a; Steimer et Coll.,

1991 b; Moore et Ho., 1993). En effet, depuis 1991 ont été obtenus et caractérisés différents

anticorps monoclonaux humains anti-gpl20 présentant une actiVité neutralisante de large

spectre. La plupart d'entre eux inhibe l'interaction gp 120-CD4 III vitro (Ho et Coll., 1991 b;

Posner et Coll., 1993; Thali et Coll., 1992; McKeating et Coll., 1992), indiquant que le site de

liaison de la gp 120 au CD4 est un épitope confonnationnel. Il est intéressant d'observer que,
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malgré la grande variabilité du gène d'enveloppe du VIH-1, les acides aminés constituant cet

épitope confonnationnel sont conservés quel que soit l'isolat. De plus, ces acides aminés sont

conservés pratiquement à la même position dans l'enveloppe du VIH-2, Le domaine C4 de la

gp 120 a été montré comme particulièrement antigénique dans la mesure où il est reconnu par

les sérums d'individus VIH- (Moore et Coll., 1993c), L'analyse de l'activité neutralisante des

sérums provenant de patients infectés montrent que les anticorps neutralisants acquis 111 m '0

sont non seulement dirigés contre le site de liaison au CD4 mais aussi contre la boucle \'3

(Charnat et Coll., 1992; Javaherian et Coll., 1989). En effet, différents travaux ont montré que

des anticorps neutralisants dirigés contre la V3 pouvaient être induits après immunisatIOn

d'animaux par la gp 120 ou par des peptides de la boucle V3 (Matthews et Coll.. 1986; Putne~

et Coll., 1986; Robey et Coll., 1986; Goudsmit et Coll., 1988; Rusche et Coll.. 1988), Le sile

au niveau de la V3 reconnu par ces anticorps est constitué par un ensemble d'épitopes

linéaires (Putney et Coll., 1986; Rusche et Coll., 1988). Javaherian et Coll. (1989) en

immunisant des animaux à l'aide d'un trimère (GPGRAF) de l'hexapeptide présent au sommet

de la boucle V3 ont obtenus des anticorps neutralisants. La région GPGR présente au sommet

de la boucle \'3 est appelée PND ("principal neutralizing domain") ou site principal de

nelltralisation (Figure 16), Bien qu'un certain nombre d'études semblent indiquer que d'autres

régions de gp 120, notamment la boucle V2 seraient inductrices d'anticorps neutralisants (Fung

et Coll., 1992; McKeating et Coll., 1993; Moore et Coll., 1993b; Sullivan et Coll.. 1993;

Warrier et Coll.. 1994; Shotton et Coll., 1995), il apparaît clairement que les deux régIOns

décrites précédemment lI1duisent la très grande majorité des anticorps neutralisants,

Plusieurs cibles pour les anticorps neutralisants ont été révélés au niveau de la

glycoprotéine gp41. L'un de ces sites est localisé dans la partie N-tenninale de la gp41 (aa

503-532) (Chanh et Coll., 1986; Ho et Coll., 1987). Un anticorps monoclonal humall1

neutralisant, le 2F5 est dirigé contre la séquence ELDKWA présente dans le domaine externe

de la gp41 (Conley et Coll., 1994) (Figure 17), Un domaine très immunogène ou PAO

("pnncipal antigenic domain") a été révélé au niveau de la gp41, elle correspond à la séquence

en acides aminés 570-613,

1.4.8.2: Réponse immune cellulaire

En généraL le développement d'une réponse anticorps contre des antigènes protéiques

nécessite la participation des cellules T auxiliaires de phénotype CD4 ~, La réponse auxiliaire.

dépendante des cellules T CD4+, peut être subdivisée en deux catégories de lymphocytes T

fonctionnellement distincts appelés T-helper-cell 1 (Th 1) et T-helper-cell 2 (Th2). Ces deux
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sous-populations de lymphocytes T CD4 ont été clonées chez la souris comme chez 1'homme

et sont identifiables non par des marqueurs phénotypiques mais par les cytokines qu'elles

produisent (Clerici et Shearer, 1994). Ainsi, les cellules de type Th 1, produiraient

spécifiquement les cytokines IL-2, IFN-y, TNF, IL-12 et l'IL-15 et pennettraient une réponse

immune cellulaire. En revanche les cellules de type Th2, produiraient les cytokines IL-·f, IL­

5, IL-ID et l'IL-13 et seraient responsables de la maturation des lymphocytes B, et

orienteraient vers la réponse anticorps (Figure 18 A). Plusieurs facteurs influent sur la réponse

des cellules Th dans leur différenciation vers une réponse de type Thl ou Th2.

Le SIDA est caractérisé par une altération profonde du système immunitaire, portant

essentiellement mais non exclusivement sur le nombre et les fonctions de lymphocytes TCD4'

auxiliaires. Une des conséquences immunologiques d'une infection par le VIH est une perte

de la fonction Th chez les individus asymptomatiques, bien avant le déclin observé dans la

quantité de cellules TCD4-. Cet effet peut être détecté in vitro par la perte de la prolifératlon

des cellules T et la réduction de la production d'IL-2 et d'IFN-y (Clerici et Coll., 1989; GIOrgi

et Coll., 1987; Shearer et Coll., 1986; Lane et Coll., 1985). En outre, les individus

asymptomatiques montrent une activation des cellules B de manière évidente, une

augmentation de certaines classes d'immunoglobuline (Lucey et Coll., 1990; Mildvan et Coll.,

1982) et une hyperéosinophilie (Smith et Coll., 1994; Fleury-Feith et Coll., 1992). Ces

observations suggèrent que la dérégulation de la réponse immune dépendante des cellules T se

produirait avant la chute du taux de cellules TCD4-, et pourrait contribuer à leur déplétiol1.

L'augmentation du taux d'IL-4 et d'IL-ID dans les PBMC de patients VIH- et SIDA en

culture (Clerici et Schearer, 1993; Clerici et Berzofski., 1994) suggère que le

dvsfonctionnement immunitaire observé serait associé à une infection par le VIH et

entraînerait une commutation d'une réponse cellulaire dominante (Thl) vers une réponse

anticorps dominante (Th2), avec un changement du profil des cytokines (Clerici et Shearer

1993; Clerici et Coll., 1993a; Meyaard et Coll., 1994; Barcellini et Coll., 1994) (Figure 18 B).

Cependant, des résultats contradictoires ont été observés par différentes autres équipes quant à

cette commutation de réponse de type Th 1 vers le type Th2 (Maggi et Coll., 1994; Graziosi ct

Coll., 1994). Néanmoins des études récentes indiquent que les cellules TCD8- peuvent

produire des cytokines de type Th2 qui peuvent contribuer au changement du profil de

cytokines conduisant à la perte de l'immunité cellulaire (Maggi et Coll., 1994; Erard et Coll.,

1993 ).

L'activation chronique du système immunitaire pendant l'infection à VIH est associée à
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l'augmentation de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, l'IL-1 et l'IL-6. Ces

cytokines, en majorité produites par les monocytes/macrophages, sont responsables de

manifestations cliniques, comme la fièvre et la cachexie (Lathey et Coll., 1994), et de la

réplication virale (Poli et Fauci, 1993). L 'IL-6 intervient dans l'infection à VIH par activation

polyclonale des lymphocytes B (Nakajima et Coll., 1989), avec parfois une sécrétion

d'autoanticorps et une augmentation de l'expression des récepteurs, dont le CD4. Le TNF-a

intervient indirectement sur la réplication virale à travers des protéines cytoplasmiques qui

sont des « DNA binding proteins » agissant sur le facteur de transcription NF-kB qui active le

LTR (Durum et Coll., 1991).

Plusieurs études ont montré que des taux d'IL-2 et d'IFN-y étaient plus élevés chez les

sujets séropositifs que chez les sujets au stade SIDA alors que les taux d'IL-4, d'IL-S, d'IL-6

et d 'IL-l a étaient plus faibles chez les sujets séropositifs comparés aux malades en phase

SIDA (Clerici et Schearer., 1993; Clerici et Coll., 1993a; Clerici et Berzofski, 1994; Clerici et

Schearer., 1994; Barcellini et Coll., 1994; Elghazali et Coll., 1993; Romagnani., 1992;

Chollet-Martin et Coll., 1994). Le taux d'IL-4 et d'IL-la augmentent progressivement

pendant la période de séroconversion alors que les taux d'IL-12 et d'IFN-y diminuent. L'IL-4

atteint un maximum puis décroît au fur et à mesure de la progression de la maladie alors que

les taux d'IL-la restent encore très élevés (Clerici et Schearer., 1993; Elghazali et Coll.,

1993). On note également que l'IL-12, cytokine jouant un rôle important dans la fonction Th

est retrouvée à un taux réduit chez les patients VIH positifs (Chehimi et Coll., 1994). De plus,

une addition d'IL-12 peut restaurer la fonction immune cellulaire, incluant l'activité des

cellules tueuses naturelles (Natural Killer ou NK), la production d'IFN-y et la prolifération

des cellules T (Chehimi et Coll., 1994; Clerici et Coll., 1993a). Un parallélisme entre la perte

de production d'IL-12 et une augmentation de la production d'IL-la a également été noté. En

fait, l'expression du VIH et sa réplication dans l'hôte est sous le contrôle du réseau de

cytokine endogène aussi bien in vivo qu'in vitro en connexion directe avec les autres

mécanismes de la modulation du virus comme Tat/TAR et revlRRE.

Les cytokines jouent un rôle clé dans la régulation de la réponse immune. Au cours de

l'infection virale, certaines quoique régulant la réponse immune humorale et cellulaire

peuvent promouvoir la réplication virale, répandre l'infection, ou entraîner une évasion à la

réponse immune de l'hôte (Fust et Coll., 1995; Bentwich et Coll., 1995).

Il est important de distinguer la réponse immune cellulaire dépendante des cellules

TCD4-, et celle favorisant la réponse cellulaire cytolytique dépendante des cellules TCD8-
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(réponse CTL pour cytotoxic T-Iymphocyte). Ces dernières sont connues pour contribuer,

dans une large part, à l'activité antivirale en tuant les cellules infectées. Au cours de

l'infection de l'homme par le VIH, le rôle protecteur des CTL est suggéré par leur

contribution probable à la réduction de la charge virale au moment de la primo-infection, juste

après le pic de réplication du virus. En effet, la chute du nombre de particules virales

circulantes chez les patients infectés par le VIH est concomitante de l'apparition d'une

activité cytolytique anti-Gag, anti-Pol et anti-Env, dès la troisième semaine suivant

l'infection. Cette réponse CTL possède la particularité d'être extrêmement forte et persistante

tout au long de la phase asymptomatique. Cependant certains auteurs ont des arguments

expérimentaux ou théoriques pennettant de penser que la réponse CTL peut participer

directement ou indirectement aux mécanismes immunopathologiques (Zinkernagel et

Hengartner, 1994).
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1.5: Conclusion

La complexité du cycle biologique du virus et de sa régulation, la nature des VOles

possibles d'infection ainsi que la variabilité génétique intrinsèque du VIH montre sa capacité

d'adaptation à l'environnement cellulaire.

On peut constater que le VIH-l est capable, grâce à son extraordinaire variabilité, de

contourner toutes les parades du système immunitaire jusqu'à épuisement de ce dernier.

Le fait qu'une même souche virale puisse utiliser plusieurs co-récepteurs, qui n'ont

pratiquement aucun motif conservé dans leurs parties extracellulaires, comme par exemple

CCR5 et CXCR4, est difficile à concilier avec une vision stéréo-spécifique de l'interaction

gpI20/co-récepteur. Il faudrait imaginer pour cela que la gp120 possède plusieurs sites de

reconnaissance pour les co-récepteurs ou bien que ceux-ci ont, par coïncidence, une

conformation commune qui n'est pas partagée par d'autres récepteurs de chimiokines pourtant

proches.

On pourrait envisager que la fonction de co-récepteur du VIH dépende de la possibilité

d'interagir avec la gp 120, mais aussi d'autres propriétés qui restent à définir.
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OBJECTIFS GENERAUX ET SPECIFIQUES DE LA RECHERCHE

Etude des interactions entre les structures conservées de la gp120 du VIH-l

et les cellules cibles

~ Les objectifs généraux de cette recherche sont de mieux comprendre le rôle des structures

conservées de l'enveloppe du VIH dans les mécanismes de fixation de la SU gp12ü de

l'enveloppe à la surface des cellules cibles et les mécanismes intervenant dans les

premières étapes de l'infection virale. Etudier les conséquences fonctionnelles de ces

interactions sur la physiopathologie induite par le VIH.

~ Les objectifs spécifiques:

Les objectifs de cette thèse étaient d'une part de détenniner des zones et éventuellement

des acides aminés impliqués directement ou indirectement dans les interactions entre la SU

gp12Ü de l'enveloppe du Vlli-l et le récepteur CD4 ou entre la gp12ü et les seconds

récepteurs (le CXCR4 dans le cadre de cette thèse). D'autre part, d'étudier les réponses

cellulaires induites par les interactions entre la Sugp12ü et le co-récepteur du VIH, le CXCR4.
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CHAPITRE Il

Délétion de la première structure conservée en hélice a de la gp120

du VIH-1 IIIB: mise en évidence des interactions dissociées de la

gp120 avec le CD4 et le CXCR4.
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Résumé

Dans cette publication, nous avons décrit une délétion comprenant les acides aminés E91­

S115 de la SU gp120 (provenant de la souche virale T-tropique HXB2). Cette région

correspond à une structure en hélice alpha amphipatique localisée dans une région

hautement conservée en N-terminal (C1) de la SUgp120 du VIH-1 (Gallaher et Coll., 1995 ;

Hansen et Coll., 1996). Cette gp120 délétée de cxHX1 (gp120 LlcxHX1) a permis de

démontrer que l'cxHX1 participe directement ou indirectement à la fixation de la gp120 sur le

récepteur CD4 (Missé et Coll., 1998). la gp120 LlcxHX1 est capable de se fixer sur le

récepteur CXCR4 indépendamment d'une fixation sur le récepteur CD4. l'anticorps

monoclonal 110-K dirigé contre la région contenant le « CD4 binding site» ne reconnaît plus

cette gp120 délétée, alors que ce même anticorps reconnaît fortement la gp120 sauvage.

Cette gp120 LlcxHX1, se fixe, non seulement sur des cellules CD4+, avec une affinité

inférieure à celle de la gp120 sauvage, mais aussi sur des cellules CD4- exprimant le

récepteur CXCR4 (CHO-K1 CXCR4+/CD4-). De plus, la gp120 LlcxHX1 ne se fixe pas sur des

cellules CHO-K1 CXCR4ïCD4-. la spécificité de la fixation de la gp120 LlcxHX1 sur le

CXCR4 a été également démontrée par des expériences d'inhibition de la fixation: (i) du

ligand naturel du CXCR4, Stromal derived factor-1 alpha (SDF1cx), (Bleui et Coll., 1996;

Oberlin et Coll., 1996) et (ii) de l'anticorps monoclonal 12G5 dirigé contre le CXCR4 (Endres

et Coll., 1996). la délétion de l'cxHX1 de l'enveloppe gp160 exprimée à la surface des

cellules Hela-Tat abolit toute fusion avec les cellules Hela P4 CD4+ l TR LacZ. En outre,

1000 à 2000 foyers de fusion sont observés dans les mêmes conditions avec l'enveloppe

gp160 sauvage. le mutant gp120 LlcxHX1 est capable d'inhiber l'infection des cellules Hela

P4 à une IC50 proche de celle obtenue avec la gp120 sauvage. Cet ensemble de résultats

suggérent: (i) que la délétion de l'cxHX1 a pu entraîner un repliement incorrect de la protéine

aboutissant à une modification de la conformation du « CD4 binding site» nécessaire à la

fixation de la gp120, ou (ii) que certains acides aminés présents au niveau de cette cxHX1

sont directement impliqués dans cette fixation et appartiennent ainsi à la région de fixation

au récepteur CD4.
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To e\'aluate consen'ed structures of the surface gp120 subunit (SU) of the human immunodeficienq' \ irus
type 1 (HIV-1) envelope in gp120.cell interactions, we designed and produced an HIV-1 IIIB (HXB2R) gp120
carrJing a deletion of amino acids E61 to S85. This sequence corresponds to a highly consened predicted
amphipathic alpha-helical structure located in the gp120 Cl region. The resultant soluble mutant \\ith a de­
leted alpha helix 1 (gp120 .1aHX1) exhibited a strong interaction \\ith CXCR4, although CD4 binding \\as
undetectable. The former interaction \\as specifie since it inhibited the binding of the anti-CXCR4 monoclonal
antibody (I2GS). as weil as SDFIa, the naturaI ligand of CXCR4. Additionally, the mutant gp120 \\as able to
bind to CXCR4 + /CD4 - cells but not to CXCR4- /CD4- cells. Although elficiently expressed on cell surface.
HIV em'elope harboring the deleted gp120 l1aHX1 associated \\ith wild·t)'pe transmembrane gp41 was unable
to induce cell-to·cell fusion \\ith Hela CD4 + cells. Nevertheless, the soluble gp120 .1aHX1 efficientl)' inhibited
a single round of HIV·1 LAI infection in Hela P4 cells. with a 50% inhibitory concentration of 100 nM. Our
data demonstrate that interaction \\ith the CXCR4 coreceptor was maintained in a SUgp120 HI\' en\elope
lacking aHXl. Morem'er. in the absence of CD4 binding, the interaction of gp120 .1aHX1 \\ith CXCR4 \\as
sufficient to inhibit HIV-1 infection.

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-I) is the etio­
logic agent of AlOS (3. 33. 52). HIV-I infection of target cells
(monocytes or lymphocytes) is mediated by the viral envelope
glycoproteins gpl20 and gp.H. with gpl20 binding primarily to
the CD~ receptor (20. 40. 45) with high affinity (4~). Deletions
and pomt mutations in gpl20 have contributed to the identi­
ficallon of ditferent sites whlch panicipate in the association
with CD~ (5.41. 44. 50. 61) and have defined amino acid W432
within the founh constant (C4) reglon as being critical in this
respect (18). Bmding of gpl20 to CD4 induces conformational
changes m the HIV -1 envelope glycoproteins that are postu­
lated to promote subsequent steps in virus entry (54. 55).

Recently. several members of the seven membrane-spanning
chemokme receptor family have been identified as fusogenic
coreceptors for HIV-1. HIV-2, and slmian immunodeficiency
ViruS (SIV) (1. 15, 23. 24. 28. 30. 38). DISlInct tropisms of
various HIV strains have been shown to result from their
targeting of ditferent chemokine receptors (l, 15, 24, 26. 28,
30), and studies with recombinant HIV-I envelopes have indi­
cated thatthe V3 loop of the HIV-I gpl20 protein is central to
macrophage tropism and syncytium formation or fusion in
CD~ + lymphocytes cultures (11-14. 17, 39). The CXCR4
(fusin) chemokine receptor functlons as a coreceptor of T-cell­
troplC or T-cell-hne-adapted HIV-I strains (26. 30. 42). il has
been proposed that a CD~-induced change in gpl20 confor­
mallon IS necessary for correct HIV binding to chemokine
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receptors (60, 64), resulting in a trimolecular association be­
t\Veen CXCR~ and the gp1201CD~ complex (43. 63),

Structural studies of monomeric and oligomeric forms of
gpl20 wou Id further our understanding of the interactions
between the virus and target cells. The lack of an X-ray crys­
tallographic model of gpl20 has resulted in the development of
structure-function studies of this prote in by ditferent ap­
proaches. including computer algorithms, biochemlcal. muta­
genic, and antibody binding analyses (25. 32. 34. 48, 65). These
models have provided information about the existence of sev­
eral beta-strands and five or six highly conserved alpha-helix
(aHX) structures among gpl20 proteins from ditferent strains
of HIV-I (3~). Furthermore, these aHX structures are widely
conserved among ditferent members of the retrovirus family
including HIV-2, SIV, human T-cell leukemia \'irus lype l,
vÎsna ViruS, equine infectious anemia virus, bOVine leukemia
virus, and Rous sarcoma virus (32), Low-stringency antibody
screening of a combinatorial peptide library has confirmed that
the CI domain of gpl20 contains an aHX (aHXI) (58), This
aHXI is the largest of the aHX structures of gp120 and may be
located at the interface belween adjacent gpl20 molecules in
the oligomeric complex. since antibodies directed against this
region can bind to monomeric gpl20 but do not interact wlth
the native oligomeric protein (48).

ln the present study, we introduced a deletion in the surface
gpI20 subunit (SUgpI20) of the HIV-I IIIB (HXB2) envelope.
between amino acids E6I and S85, corresponding to the se­
quence of the predicted aHXI structure (34,58). The resulting
gpl20 ~aHXI mutant envelope did not bind CD4 and had
dramatically decreased fusion ability but maintained both the
capacity to bind the CXCR4 chemokine receptor and inhibit
HIV-I infection. This may provide the basis for designing
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FIG 1 Schematlc structure of HIV-I gpl20 deplclmg the step·bl'-step procedure used 10 delete the amphlpalhlc aHXI slructure "Ilhm lhe CI reglnn nf gpl:'(1
The sIgnai peptide (pS). conserved reglons (Clto CS). and l'anable reglons (VI to VS) are mdlcdted The dlfferent lranslllon plasmlds. from pllSml to pIlSm-l,lh",u~h

whlch gpl20 wt (pIlSm3) and the deleted gpl20 (pBSm4) construct "ere obtamed are shown AsterlS~s denote conservation "f the N·glycosylatlon and C\sleme "le'
tlan~mg aHXI

CXCR4-specific inhibilOrS lhal are CD4 independenl In their
action.

MATERlALS AND ~IETHODS

Celilines, \lruses. and anlibodies. Celis Iones "ere mamtamed at 37°C m a 5':<:
CO, hum,d almosphere HeLa-P4 celis (16) stably expressmg the laeZ gene
under the control of the HIV-Ilong lermmal repeat (HeLa CD.. LTR laeZ cells)
"ere a glft from P Charneau (Pasteur InStltUle. Pans. France) and were gro"n
m Dulbecco modlfied Eagle medIum (DMEM) supplemented wlth 10'< fetal calf
serum (FCS) (Blomedla). 2 mM L-glutamme. pentcllion. streplomycm. and 4DO
ILg of Genetlcm (G-I18) per ml The HeLa Tat celiione (a glft from 0 Sch\\anz.
Pasleur Instltute, Pans. France) was transfected to express the HI\'-I em'elope
and grown ln complete DMEM wlth :' mM metholrexale. The CE~I CD-I- cell
Ime "as ohtalned from the Amencan Type Culture Collection (Roc~",lle. Md )
and grown m RPMI 1640 supplemented wlth 10'< FCS The CHO-KI celiime.
obtalned from the Amencan Type Culture Collection. and CHO-KI cells trans­
fected "'th a CXCR4 expressIon veclor (a glfl from Marc Parmentier. Euro­
screen Co. Brussels. Belglum) were grown ln Ham FI2 medIUm (Llfe Tech­
nologies) supplemented "Ilh 10% FCS and 400 ILg of G-I18 per ml. Plasm,d
pHXB2R IS an HIV-I 11IB-denved clone (obtamed from the National Institutes
of Heallh AlOS Research and Reference Reacent Pro~ram, Bethesda. Md)
HIV-I L<\I (obtamed from Ha""el' Holmes. M~dlcal R';search Council. AlOS
Reagent ProJect. NIBSC, United KJngdom) was grown m the CE~l CD-I- and
Hela CD-I celillnes The antl-CXCR-I monoclonal antlhodl' (MAh) 12GS (the
~md glft of James Ho"e. Untl'erslty of Penn"ll'anta. Philadelphia) (29). reacts
speclfically wlth Ihe hum an CXCR4 protem and recogntzes a conformatlonal
epltope. prohablv located on the lhtrd exuamemhrane loop of Ihe molecule (7)
Samples of pooled HI\'·.mmune Immunoglohulon (HIV-Ig) (53) were obtamed
from the AlOS Reagent Reposltory. NatIOnal Institutes of Health, Bethesda.
Md Sheep poll'c1ona! antlbody 07324 IS an antl.gpl20 antloody made agamsl a
peptide contalnlng ammo aClds 497 10 511 of gpl20 (Aalto BloReagents) The
antl-gpl:'O 1104 MAh IS dlrected agamst lhe GPGR sequence of lhe V3 loop
(Genellc Sl'slems). and the ant'·gpI20 IIO-K MAh IS dlrected agamst lhe con­
formauonal epltope of Ihe CD4 bmdmg site (a glft from F. Tramcard. Hl'hndo­
lah) Raoolt anll-gpl:'O anuserum "as made m our laboratorv after Immuntza·
Uon of a rahbll "'Ih a recomhmant HIV-IIlIB gpl20 purchased at Intracel Corp
The Anu-CD4 MAh LeuJa was purchased (rom Bect,," Dlckmson (San Jose.
Cahf) The anu-CD4 MAhs 13B8 2;IOKT4A and BL4,10KT4 "cre purchased
al Immunotech SA (Marsellies. France) Antl·CD4 MAh ST4'FIOI 69. antl­
CD~ I-IAh ST40'F142 63. anll·CD4 MAo BF5. anll-CDlDO MAo F9J.7G2. and
antl-CDS MAo FI4'i,GF3 "cre a glft from Sanofi Cn (Montpelher. France) The
antl-CD~ MAo OKT~ was purchased from Onho D.a~nost.cSl'stems. Inc Antl-
SOFia anuoodles were purch.sed from R .~ 0 S\SI';ms -

Rtcombinanl gp120. A 1.414-op fragment encodmg gpl20 (from ammo aClds
VI2 10 R481) w,!' PCR .Imphticd wlth plasmld pHXBèR as a templale and the
(ollowmg r..o pnmers' seme pnmer (5'GCAGGATCCGGTACCTGTGTGGA

AGGAAGC3') and antlsense pnmer ('i'GCACTGCAGTTAGCGTTTCTCTC
TCTGCACCACTC3'), The generated fragment contamed a BalllHI Sile up­
stream of the gplèO Kpn! Sile (VI2) and a Stop codon at the end of lhe gpl:'l1
sequence followed hy a PSII slle_ The BOIIIH!-Psrl fragment was then c!oned ml,l
a Bluescnpl (pBS) l'ector (Stratagene) m \\hlch the Kplll sile "as elmllnaled 01
d'gesuon wlth Kpn! followed oy repalr Il1th T4 D1"A pol\merdse and relig.lunn
y.eldlng Ihe pBSml gpl20 subclone The ,equence encodmg lhe N-lermln,,1 01

gpl20 (TI 10 G Il) and a ne" signai peptide sequence. Isolated from «d\'Slerold
glycosyltransferase gene of lhe baculOl IrU' of AlIwgrap/w ca!Jfonllca_ "cre added
by usmg ol'erlapplng ohgonucleoudes and mserted Into the BOI1lHI-l\jml sile' of
pBSml. gl\lng pBSm2

Two untque reStrlcllon slles tlan~lng the aHXI sequence "ere mtroduced h\
usmc ohconucleolldes whlch chanced codons V57·N58 and K91-L9:' "Ilhnut
ahe(.ng t-helr codlng ab,llll' The m~dlficauon GTA......(jTT al V'i7 and AAT­
AAC at 1"58 and Ihe modIficatIon AAA-AAG at K91 and TTA---c1I at LQ:'.
created Hpal and HmdIlI slles. respectllely The sequence \\as then mlroduced
Into pBSm2. produclng plasmld pBSm3 To delele the aHX 1, the \\ Jid·t\pe
Hpal-HmdIlI fragment was ",clSed from plasmld pBSm3 and replaced hl' a mu­
taled Hpa I-HlIIdlIl fragment ThiS fragment was reconsilluted b\ usmg r..o n'cr·
lappmg ohgonucleoudes (S'AACGTGACACITAAGCCATGTGTAA3' and S'
AGClTIACACATGGCITAAGTGTCACGTT3'). and an Am! sile "as also
mtroduced in codon L86 hl' changmg CTA to CIT to Idenuf" the mutd,ed frdg­
ment, y.eldlng plasmld pBSm4 (Flg_ 1)

The BamHI-Psll fragment. Includlng the entlre codmg sequence of gpl20 lia'
then exc,sed from pB5m3 or pBSm4 and c10ned Into the B8/1I.P.ltI Site' of the
PlO baculol'Irus transfer l'ector pl lQP (~9,,) Sf9 cells were cOlrans(ccted I\lth
Virai DNA puntied from lhe modlfied haculovlrus AcSLPIO (10) and D:"A from
the recombinant pl19P gpl20 l'ector Recomblnanl oaculo\lruses were plaque
puntied hy standard methods (59), Sf9 cells were tnfected at a denslll' of S x 10'
ce Ils/ml and at a multiplicity of m(ccuon of S PFU/cell Supernat.nt "aS collected
6 days posllnfecllon. and gpl20 lAt or gpl20 ~aHXI \\as concentr.led and
immunopuntied hy chromatography \\lth lhe anll-gpl20 anuoodl D73è~. Im~ed

on oromacetyl.Sepharose Proteln' were separated on a sodium dodeClI sulfate­
PhaslGel gradient (4 10 IS%) m a d"contmuous huffer S\'\lem (Pha\lS\"lem,
Pharmac,a) The resoll'ed proleln hand, "ere eleclrophorcucaUI tr.ln,fcrred
onto nllrocellulose After salurauon. the hint' \\ere mcuoaled wllh lh,' appro­
pnate laoeled anllhodles

The entlre gpl2U wt or gpl2U ~aHXI sequences were cloned mlO the pCEL
E 160 HIV-I enl'elope ",pressIon \eCIOr under the control of the cytomcgalo\ IrUS
CMV promoter. pCEL'EI6O (a klnd glft of Y Bouoh~ and M Sitoon Inslllul de
Généuque Moleculaire. Montpelher. Fr.lnce) \\as demed from a pre\Hlu,l\
descnbed retrol'lral enl'e1ope expresSIon ,ector (21. 22) by msen,on of lhe HIV-I
L<\I enl'elope (6). To oblam enl'elope e'presslon "'th lhe deslred gpl20, the
Kpnl-Nhel fragmenl was Inserted Into lhe ongmal correspond mg sequence of
pCEUE160 by u'lng a second ."hel reslncllon Sile located upstrcam 01 lhe stop
codon denl'ed from ellher pBSm3 or pBSm4
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FIG 2. Tai lransaCllval.on of an HIY-I LTR lacZ reporter gene afler CD~ envelope.mduced cell fUSIon IncZ expression was assessed m HeLa N ce Ils cocultured

overmghl wllh e.ther HeLa TaI cells expressmg the w.ld-lype envelope (contammg the gpl20 Wl) (A). HeLa TaI cells e'presSlng lhe deleled "HXI emelope {contammg
lhe gpl20 ~"HXI) (B). or unlransfected HeLa Tat cells (C) The cclls "'ere lhen fixed. and X-Gal slammg was performed al J7'C for 2 h The presence of a hlue
syncYIJum IS mdlcated by an arrow,

fluorescence
intenslty

FIG 3 Cell surface expressIOn of gp120 wl and dcleted gpl20 ~aHXl en­
velopes At 24 h after cotransfecllOn '\llh pMACS-Kl, veClOr and gpl20 wl or
gpl20 ~aHXI e'presslon plasm.ds. HeLa TaI ce Ils "ere mcubaled "lIh an anl,·
HIV-! polyelonal anllserum (HI\'·lg) and slamed "Ith an anli-human IgG-PE­
conJugaled antlbody, Negallve co nt rois "ere ce Ils lransfecled wllh pMACS-K~

(H2K~) vector alone (slamed "lIh HI\'.lg .md anu-human IgG-PE) and HeLa
TaI cells cOlransfecled "lIh wl emelope plasm.d and pMACS-Kk veClor bul
.tamed only wllh lhe secondar:' antl·human IgG.PE-conJugated anllbody

The cells were lhen washed and slamed '\lth an anll·human IeG PE or FITC
conJugate and processed for fiow c,'lOmetrlC analySls as descnh~d aho'e

Inhibition of slroma·denved faclor 1 alpha chemo~lRe (SDI-Ia) hmdm~ \\"'
assessed followmg mcuballon of CE!>1 cells wllh ,anous concentraI Ions of gpl20
Wl and gp120 ~aHXl for 1 h at J7'C m PB5-J<:l BSA The cells "ere "ashed
l\\'Ice. and SDFIa (10 ~g./ml) "as lhen added m POS-J'ë BSA for 30 mm at
37'C The cells were slamed "Ilh a hlolmylaled goal pol~e1onal antl-human
SDF·la anl,body m PB5-3'ë BSA-D 02', sod.um al.de for JO mm at RT
Slreplav.dm-PE COnjugale "as added for 30 mm al RT m PBS-J'ë BSA-D 02'ë
sodium allde. and the cells were analvled hv fiow cvlOmem

InhlhltlOn of anll·CXCR4 MAb 1265 hmdmc wa'-assessed aher mcubatlon of
CEM and CHa-KI cells wlth vanous conce~lrallons of gpl20 "1 or gpl20
:'aHXI or 10 ~g of SDFla per ml for JO mm al J7·C. The ce Ils "ere washed
l\\'ICe, and CXCR4 accesSlbtllty was monllored hy addlllon of antl-CXCR~ ~IAb
12G5 (\0 ~glml) m lhe presence of 0.02'< sodium al,de for 1 h al ~'C The cells
were washed m.ce wllh PBS-D.3'< BSA-D 02'< sodium al.de and stamed wlth an
anll-mouse IgG FITC·conjugaled antlhody m PBS-J'1 BSA~l 02'ë sodium
al.de before bemg subjected 10 fiow cvtomelnc analySls

Cell·ELISA. U-shaped MaxlSorh m.crotller plaIes (Nunc) \\ere saluraled wllh
PBS-J'< BSA for JO mm al J7'C and mcuhated wllh 25 ~I of a 10.~g ml 1 1 ml'
of the antl-CDS MAb (FI~5.6FJ) and anll-CDlOO (F9J.7G2) for 16 h at ~'C

After bemg washed. 10' CEM ce Ils "ere dlStrlbuled m each "ell before cenlnf­
ugallon of the plaIe al 900 x g for 5 mm. further mcuballOn for 30 mm al J7'C,
and 1\\0 washes wllh 200 ~I of PBS-D 3'< BSA per weil. Quadrup"cale wells

Transienl transleclion and HIV-I en'elo",,-medlaled cell lusion. Al 2~ h after
bemg plated al a concentrallon of 8 x IO"/well m SIx-weil fiat-bollom plaIes.
HeLa Tat ce Ils (27) were lransCccled wllh 1 ~g of lhe pCEUEl60-expressmg
veclOr by usmg L.pofectamme reagent (Glbco L.fe Sc.ences, Grand Island. 1" Y )
as recommended by the manufaclUrer The abiht)' of vanous envelope glycopro­
teins to Induce fusion and syn,!1lum formatIon ",as assessed upon cocu hure wlth
HeLa P~ cells harbonng CD~ and HIY-I long lermmal repeal-dnven IncZ genes
(16) After 2~ h. confiuenl cocullures were "ashed wllh phosphate-buffered
sahne (PBS). fixed "'lIh 0.5r;", glutaraldehyde for 10 mm al room temperalure.
and washed [W.ce wllh PBS The cell monolaycrs were lhen slamed hy mcuballon
wllh 5-bromo-~-chloro-J·indolyl-I3-D-galaclOpyranoSide (X-Gal) solullon for 2 h
al J7'C and washed !",'Ice w.lh PBS. FusIOn events be[Ween HeLa N cells and
effeclOr cells expressmg lhe HIY-I envelope and TaI lransaCll'.lor resulled m
mducllon of lhe m SIlu e'presSlon of lhe lacZ reponer gene For each en' elope
glycoprolem lesled, lhe lOlal number of blue-slamed foc. per weil was counled
and pholomlcrographs were oblamed

Flow c~tometl) analysis 01 envelo"" cell surface upression. The pCEUEI60
expressIOn veClOr. can,'mg ell her wlld-lype SUgp 120 (gp 120 wt) or gp 120
llaHXI. "'as cotransfecled mW HeLa-TaI cells "lIh lhe pMACS-Kl, plasm,d
expressmg a lruncaled mouse H-2K' membrane molecule (M.lteny. Blolec Inc )
DNA lransfecl.on was carned ouI by partlele hombardmenl del"er:' "Ilh a
Blohsllc PDS-IOOO/He apparalus (BIO-Rad) (JI) Bnefiy. J mg of 1 6-~m-d.am­
eler gold beads was coaled "Ith 2.5 ~g of lhe mlXed DNA conlammg 0.5 ~g of
p~1ACS-K>; and 2 ~g of pCEUEI60, AIter 2~ h of culture. lransfecled cells were
detached. washed. and mcubaled for 1 h al 4'C wlth 80 ~I of macnel.c m.­
crobeads coaled wllh antl-H-2!\:' MAb Cells expressmg H·2K" pr';lem were
pOSlll,ely selecled w'lh RS+ columns by separallon on lhe Yano-MACS mag­
nellc syslem as recommended by lhe manufaclurer (MIIlem', Blolec Inc. Auburn.
CahL) Selecled cells "ere mcubaled for 1 h al 4'C "lIh 100 ~g of a pOlyelonal
human anl.·HI\' IgG (HIY-lgG) per ml Subsequenllv, washed cclls were
slamed "'lIh phycoer:'\hnn (PE)-conJugaled goal anu·human IgG (50 ~I of a 1/50
dllullon 1ImmunOlech S A Il for 1 h al 4·C. The cells were Ihen washed lhree
limes m PBS-D.3'K bovme scrum alhumm (BSA) before bemg subJecled 10 fiow
c,tomelnc anahSlS "'lIh a FACSorl apparalus (Becton Dlc~mson)

Studies of bondon!: of recomb,nant gpl20 "1 and gpl20 .1aHXI proleins 10
CE~I and CHü cells. Ali bmdmg e'penments were performed '\llh 2 X 10'
CEM cells resuspended m 50 ~I of PBS-J<:ë BSA conlalnmg lhe deme MAb al
lhe appropnate concenlrallon After a I-h mcuhallon "'lIh agllallon alJ7'C.lhe
cclls \\ere ".shed !"'.ce m PBS-D,3<:ë BSA hefore addillon of ellher an anll­
mouse IgG-fiuore-eem 1S00hlOcyanale (FITC) cOnjugale (Sigma), an anll-human
IgG-PE conjugale (Immunolech). an anll-human IgG-FITC conJugate (Immu­
nOlech), or a .trepla\ldm-PE cOnjugale (SIGMA) al a 1150 dllullon

After an addlll{mai 1 h of mcuhallon wllh agllallon al room temperalure (RT).
lhe cells "cre washed three limes. resuspended m PBS. and analvzed by smgle
color fio\\ n lometr:' '" IIh a FACSort (Beclon Dlckmson) and LYSIS Il sofmare
Each d.lIum poml represcnts lhe acqulSlllon of 10.000 galed events.

Bmdlng of lhe anll-CD~ MAbs LeuJa. FIOI 6'1. IJBS 2. ST-lO. BU. aKT4.
and OF5 "" al>o monllmed follo\\mc mcuhatlon of CEM cells "Ith soluhle
gpI20wlorgpI2()~aHXl(1O~g.ml)f;r 1 hatJ7'C The cell."ere lhen"ashed
and 't.llned \\ llh lhc .Ipp"'pnote "nll-mouse IgG·spec.hc FITC conJugate before
h~lng. ~uhlc:c[ed to tlm\ C\lOmelilC anal~sls as dc:~nheo ahove ln the presence or
ahscncr: (lf 0 o:rc ~(ldIUm aZlor.: ln lhe v.ash and dntlhody Solullon~ Vanous
concenlrallOn, of soluhle ~pI:~O \\t or gpl20 ~Q,H'(I m a volume of 50 ~I were
e, •• luale.! for hmdmg b~ IRcubalmg CEM cciI> m lhe pre.ence of .odlum al.de
for! h al 37'C \\ Ilh agllatlon Aher 1\\0 washes ln POS-D 3'ë BSA. lhe cells "'ere
,tamed '\lth HI\'-Ig (100 ~g.ml) S.mllarly. CHü,!\:1 CXCR~·/CD~- and
CHa-KI CXCR~- ,CD~ - ccII, \\ere mcubated for ~ h al 4'C "!lh 2 ~g of gpl20
rrotL"lIl~ .mo v.llh ellhcr 2. 10. or 30 f,Lg of gp 1':0 prl1(C: 1n.... pc:r ml. respecllvely
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FIG ~ RecomhmJnt gpl.èO protem' expressed from a bacuIO\'.rus vector were resolv'ed by grJdlenl sodIUm dode"i sulfJte-polyacrylamlde gel eleclrophoreSIS (4
(\1 15 er pollocl'\l.Jmlde) (A 10 C) Prolems (4 ~g) were slamed wllh sllver nltrale or trJnsferred 10 d nitrocellulose memhrane (A) and subsequenlly Immunoblolled
wl1h r.lhhlt Jnll-gplèO polyclonJI Jnll,erum (B) or rahhll polyclonal anllserum generaled agamsl supemalant of hacuiO\Jrus wt mfected Sf9 cells (SF9SNB"'t) (C)
Lan,' "Ith gpl.èO "1 gpl.èO .laHXI. and SF9SNB"'t supematanls are mdlCaled. and molecular welghl (MW) markers ore shown 10 thousands The poslllons of gpl20
ml1nomcrs (m), dlmers (d). and poli merS (p) are marked byarro",s (D and E) The reaCIJ\ltlCs of "nous concenlralions ot Jntl-gpl20 110 4 (D) and llO-K (E) MAbs
"l1h n.Jtl\e gplèO wl (shaded square,) ,nd gplèO .laHXI (open squares) were assessed AJI data Jre correcled for background amlbody absorpllon 10 the absence of
fplèO (u,uJII\' <0 100 OD,", unl1\

"crc mcuhatcd \\Jth <oluhle gplèO prOie ms for 1 h al 37"C and wJshed l\\Jce 10

PBS-D Yr BSA For CD~ mhlhilion "penments. the cells were funher mcu­
hJlcd fl'r 30 mm JI 37'C '\Jth a IiI.00\J d>\utlOn of the anll-CD4bs MAb FIOI 69
Allem.Jll\eI,. after mcuhalion wilh gplèO proie ms. SDFla was added at 10
~g.,ml for 30 mm al èO'C and lhe wells were washed r..'lCe wllh PBS-{) 3~ BSA,
mcuhaled '" Ith a b,otm, lated anll·SDFla goat anllbody m PBS-3% BSA...Q 02"0
sodIUm aZlde. and then "lSuahzed ".th J streptavldin-blolln-peroxldase complex
.JI èO"C for 30 mm. The opllcal denslly Jt 492 nm (OD,.") was measured on a
l.Jh"slem ~Iulllscan RC speclrophotometer The enzyme-hnked Immunosor­
hent a"av (Cell-ELlSA) plate mcluded IWO lOte mal standards wllh nellher
gp 1èO prolem nor SDFla. whlCh sel'\ed as a reference for the bmdmg capaClty
of lhe anll-CD4 MAb FIOI 69 and the anll-SDFla blotmylated goat ant.bodlCS.
re,peclI'cl,' E\penmental values were expressed as the percent mhlbltlon of the
corre-pondmg reference ,alues The OD of the references vaned belWeen 1 0
and .è 0 Values ohtalned for "ells wllhout cells. salurated wllh PBS-3~ BSA.
Ind,eated Ih.J1 nonspeClfic hmdlng of Ihe recombinant gpl20 prolems "as less
Ihan 5<:<.

Reaetl\llies of ~L\bs ..ith monomerte gp120. The reactlVllJeS of MAbs Wilh
n.\ll\e monomene gpl.èO were delermlned as descnbed prevlOusly (46. 47).
Bnelly. ellher gplèO WI or gpl20 .laHXl proteln (1 ~g.'ml) was eaplured on
~Ia\l"Hh ELISA plaies \la Ils carbo\:' lermlnUS by us mg a sheep polyelonal
anllood\' D732~ ln the presence of PBS-IO% FCS Anll-gp120 IIO-K and llO~

\IAhs were hound onto gplèO prote,"s ln PBS-Y" BSA-20% sheep serum
buffer. Aller 1\<0 "ashes. bound munne MAbs "ere detected wlth an antl·mouse
IgG-horseradlSh pero\ldase cOnjugale and lhe OD,., was measured.

Infech,il) assa~. Infewons "ere performed 24 h afler seedlng 10' Hela P4
(CD~· l TR-lacZ) cells (16) per weil ln 96-mlCrollter plates The cells were lhen
prelncuhated "'th gentle agllallon ln serum-free DMEM ln the presence of
'Jnous concentrations of soluble recomhlnant gpl20 wl Or gpl20 /l.aHXI for 1 h
at ~"C and then commuously Incubatcd for the next 24 h at 37"C wlth 50 50%

IlSsue culture Infectlle doses (TClD,u) of HIV·I LAI partlCles Induction of
l3-galacloSld.Jsc Jcm Il\'. Ihe produet of the Hela P~ lacZ gene. reflects TJt
lransacll\'allon and therelore HI"-I infectIOn. Afler 2~ h.l3-galaetoSlda<e aetll'­
Iry was measured ln cell I~sates of quadruphcate wells For thlS purpose. cells
"'ere Iysed 10 100 ~I of a buffer contalnlng 0 125% Nomdet P·40. 60 m~l

Na,HPO,. 40 mM NaH,PO,. 50 mM l3-mereaptoethanol, 2.5 mM EDTA. 10
mM KCI, 10 mM MgSO" 100 ~I of SO mM sod.um phosphate (pH 7.4),10 mM
MgCl,. and 10 m~l l3-mercaptoethanol before additIon of 6 mM chlorophenol
red-l3-galactopyranoSide monosodlUm saiL The mIXture was Incubated for 30
min at 37"c' and the absorbance was measured at 574 nm

RESULTS

Fusogenic abililies and cell surface expression or envelopes
containing gp120 \\1 and gp120 ,:1aHXl. The cell fusion assay
was performed in cocultures of the HeLa P4 cell line, in which
laeZ expression is under the control of the HIV·] LTR, and
HeLa Tat cells mto which either wild·type or ~QHX] cnve­
lopes were transfecled. Transfeclion wilh wild-lype envelope
yielded a large number of synCYlia in which /3-galactosidasc was
expressed (1,000 to 2,000 foci/well). In contrast, no foci were
observed following transfection with the ~aHX] mutant enve·
lope (Fig. 2) or with an ecotropic Friend murine leukemia virus
envelopc (2]), which is fusogenic only for mouse and rat cells
(data not shown).

To determine whether the lack of fusogenic abi/ity of the
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FIG ' Ert,'ci "1 ;plèll \\[ .Ind gplèll .lllHXI on cdl surface olndlng of the anll·CD~ I>IAo, Leu3a and FIOI 69 (A) Blndlng 0" lhe anll·CD~ ~lAo LeuJa was
J"e"ed ln CE \1 cdl, ln the pre,ence "1 Ol/:r, ,,,dlum aZldé OV FACS anJI"" CUI'" a. IncubalH," of CEI\I cclls "nh a goal anll-mouse IgG·FITC COnjugale (negalJ\C
conlrol). cune b. oindIOg of the Leu3.' anll·CD~ \1..1.0 after Incuoall"n "nh gpll0 \\t, cune c. olndlng "f LeuJa after IncuoallOn wnh gpll0 .laHXI. curve d. total
olndlng ,,\ Leu3.1 [" CE\I cells (B} The effect of gpll0 "t and gpll0 .laHXI on FlO1.69 I\IAo olndlng "as e\amlned by Cell ELISA ln lhe absence of sodIUm aZlde
S,mliar re'ulfs \\ere \lblalnéd ln lhe présence of "'dlum aZlde (OOl'è) (data nOi sho"n). (C) D"eci olndlng of gpll0 wt or gpl10 .laHXI was assessed follo"'ng
.ncuoJtl"n "ilh CE\I cells for 1 h .n 37'C ln the presence of sodIUm allde (0 01'è)

gpl20 .laHXI en\'elope was due to altered cell surface enve­
lope expression. \\e monitored the presence of gp120 levels at
the surlace nf Iransfected HeLa Tat ceUs by flow cytometry. A
unlmodal population \\'1th low mean fluorescence intensity
(MFI = 15 1) \\JS obsen.ed following antl·HIY-IgG stainmg of
HeLa Tat cells transfected wlth the control pMACS-Kk plas­
mld. HO\\e\ cr. HeLa Tat cells transfected wlth either wlld-type
or .laHX 1 HI V·I envelope e'\presslon vectors demonstrated
~Imilar dlstnbutlons of negatlve and pOSitive populations. In
bnth case~. the laller population was detected at an MFI of
appro\lmatel\' 170 (Fig. 3)

Bindinl! properties or soluble recombinant HIV·I gp120
.1aHXI. Recombmant baculovtrus gpl20 proteins were con­
ccntralcd and Immunopurified as descnbed in Matenals and
\lethods. SII\ er nitrate staining of punfied proteins on a non­
reduclOg SDS-PAGE gel rcvcakd t\\o major bands corre·
spondlOg to monomers and dlmers of both soluble gpl20 wt
and gpl2() .laH.'\I. wlth a purity greater than 95% (Fig. 4A).
Immunoblot analysis of the baculovlrus-produced protems with a
polyclonal rabblt anti-gpl20 antlserum confirmed the presence
of gpl::O monomenc and oligomeric forms (Fig. 4B). The pu­
T1ty of the gpl::O proteins was demonstrated by the Jack of
reacli\'lty wlth a rabbI! antibody directed against supernatant
from Sf9 cells IOfected with wild-type baculovirus (Fig. 4C).

We then examined the abiliry of the gpl20 .1cxHXI protein
10 be rccogmzed by the 110,4 and 11O·K antl-gpl20 MAbs,
which react wlth the Y3 loop and the C4 region through the
conformatlonal CD4bs epIlope. respectIvely. We found that
whereas the V3 loop was recognized equivalently in gp120 wt
and gpl20 .loHXI (Fig. 4D). the conformational CD4bs MAb
was able to intcract only \\'Ilh gpl20 wt (Fig. 4E). The abihty of
soluble gp 120 .laHX 1 to assoclate with CD4 was assessed by
determimng thc bmding level of the CD4-specific MAbs Leu3a
and FlO1.69-PE. which interact with the CDR2 loop in the first
Dl domain of CD4, after preincubation of the eclls with gp120
wt or gpl20 .lcxHXI (10 ~g!ml). As demonstrated by fluores­
cence-activated cell sorter (FACS) analysis (Fig. SA), gpl20 wt
inhibitcd morc than 98% of Leu3a bmding whereas gp120
.lcxHXI dld not alter antiboJy binding «5.6%). Similar re-

sults were obtained with the anti-CD4 FlO1.69-PE conjugate
antibody (data not shown) and confirmed by the Cell-ELISA
method (Fig. SB). Furthermore. equivalent studies performed
with various anti-CD4 MAbs. 13B8.2. ST40. BL4, OKT4, and
BF5 directed against sites distInct from the CDR2 loop of DI
in CD4. showed that gpl20 .lcxHXI did not interfere with the
ability of any of these MAbs to bInd CD4 (Table 1). Therefore,
the gpl20 .lcxHXl appeared unable to bind the CD4 receptar.

Since gpl20 .lcxHXI dld not appear to blOd CD4, we next
assessed whether the deleted gp120 was able to bind to the
surface of CEM cells. FACS analysis was performed on cells
incubated \Vith gp 120 proteins for 1 h at 37°C in the presence
of sodium azide (0.02%) ta prevent possible internalization of
target receptors. Under these conditions, gp120 ~cxHXl bound
to the cell surface of CEM cells in a dose-dependent manner,
albeit atlower levels than gpl20 wt (Fig. SC). When the laller
experiments were performed in the absence of sodium azide,
no bmding of gp120 .laHXI could be observed on CEM cells
(data not shown). Interestingly, the absence of sodium azide
did not alter the ability of gp120 wt to inhibit the binding of
anti-CD4 MAbs (data not shown).

Since gpl2ü .lcxHXl bound to CEM cells. we determined
whether association with the CXCR4-chemokme reccptor might

TABLE 1. Effect of gpl20 on anti-CD4 MAb bmding"

MFI" after prelnCUOallOn wuh
Anllbody

MedIUm gpl20 wt gpll0.laHXI

I3B8.:! 1054.78 73.13 940.74
ST40 416.00 87.73 360.16
BL4 489.38 93.40 418.96
ûKT4 526.53 481.65 530.00
BF5 430.00 410.00 424.31

• Bmdlng of anll·CD~ MAbs d"ected agalnst snes disllnct from the CDR2
loop was assessed followmg a prelncuballon of CEM cells ""lh medium alone,
gpl20 "t or gp120 .laHXI.

" Ali the anll-CD~ MAbs were delecled '" uh an FITC·labeled goal anll-mouse
IgG. wuh the excepllon of the I3B81 MAb, wh.ch was PE conJugaled.
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FIG 6 lnhlblll<'n of SOFia blndlng 10 CXCR~ by soluble gpl~1l "t and gpl~O ~aHXI. (A) FACS anal,,1S SOFia bmdmg "'as momlored b\' stammg ","h a
blOlinylalcd Jntl·SOFla pol\c1onal anllb"d\' re\ealed "'uh strepla\ Idm·PE CE:'>I œlls wcre mcubated euher "uh SOFia aillne (JO lLg,ml) or follo\\mg a premcuballon
"'lh gpl~O "t or gpl20 ~aHXI al 10 and JO IJ.g:ml Slamed CEM cc Ils whlch \\ere nol e.posed 10 SOFia ",ere used as a negatl\e control. (B) SOFIa bmdmg "as
momtored m a CcII ELISA test m the pre,ence of \anous conCentralions of gpl20 "t and gpl20 ~aHXI

DISCUSSION

Bmdmg capaCity ('iC) of 12G5 10 cells
al followmg ligand concn (lJ.glml)

TABLE :!. Elfec! of gp1:!0 on the ceU bmding capaclly
of an anll-CXCR4 MAb

• Bmdmg capaclI)' of Ihe 12G5 anti-CXCR4 MAb (10 l1g1ml) 10 CEM cells was
assessed afler premcubal.on ""lIh ellher soluble gpl20 WI. gpl20 olaHXI, or
SOFIa and is presented as the percenlage of IOlal bindmg (100%).

• Bmdmg capaClly of Ihe 12G5 anli-CXCR4 MAb (10 l1g1ml) 10 CHO-KI
CXCR4 ·'C04 - cells was assessed afler premcuballon wllh ellher soluble gpl20
WI or gpl20 .1aHXI and IS presenled as Ihe percenlage of lolal bindmg (100%).

C ND. nol delermmed.

CEM C04··
CHO-KI

CXCR4 ·'C04-·

JO 40 90 10

20.7 NDC ND ND ND
59.5 58.0 ND 75.0 (H.O
80.0 77.2 44.8 74.0 61.4

Premcuballon

HIV-1 infection \Vas assessed by preincubating 104 target HeLa
P4 cells with this soluble protein at 4°C for 1 h and then
exposing them to 50 TCID50 of HIV-l LAI for 24 h at 37°C in
the presence of the gpl20 proteins. Interestingly, 50% viral
inhibitory concentration (ICso) was obtained following incuba­
tion and was mamtamed throughout the infection in the pres­
ence of either gp 120 wt or gp120 ~aHXI at a concentration of
100 nM (Fig. 8). Therefore, despite a lack of interactIOn of
gpl20 ~aHXl \VIth CD4. this molecule was capable of inhib­
iting HIV-I infection, probably through its interaction with the
CXCR4 secondary receptor.

We describe a deleuon of an amphipatic aHX structure in a
highly conserved reglOn of the HIV-\ SUgp120 that abohshed
CD4 binding while mamtaimng CXCR4 recognition and bind­
ing. In our mutant, ammo acids N58 to T60 and L86 to K91
were preserved 10 order to mamtam the potential N58 glyco­
sylation site and C89-lmked disulfide bond. This mutant enve­
lope displayed an ability to inhibit HIV-\ infection, probably
through its bmd10g to CXCR4. By using a highly sensitive assay

SDFla
gp120 wt
gpl20 ~aHXI

be responsible for this phenomenon. For this purpose, we ex­
amined whether either gp 120 wt or gp 120 ~aHX 1 could inhibit
the bind10g of SDFla. the natural ligand of CXCR4 (4,49).
We observed that the binding of SDFla (10 f.l.glml) decreased
to 44.4 and 36% of the control value in the presence of 10
and 30 f.l.g of gp120 \Vt per ml. respecllvely (Fig. 6A). Fol­
lowmg preincubation \Vith gp120 ~aHXl at 10 and 30 f.l.glml,
significant decreases (to 35.3 and 25% of the control value,
respectively) were also observed. Similar results \Vere obtained
by using the Cell-ELISA method, as represented by respective
levels of inhibItion (Fig. 6B). Therefore. a specific 1Oteraction
between CXCR4 and both wild-type and deleted gp120 mole­
cules was observed. We also evaluated the ability of gp120 wt
and gp120 ~aHXl to inhibit the bind10g of the anti-CXCR4
specific MAb. 12G5. gp120 wt and gp120 ~aHXl concentra­
tions of JO to 40 f.l.gJml allowed us to observe 12G5 MAb
binding Jevels of approxlmately 60 and 80% of control leveJs.
respectiveJy. Moreover. a gp120 ~aHXl concentration of 90
f.l.g!ml decreased the 12G5 MAb binding to 45% of the control
level. Preincubation wIth SDFla decreased binding 10 20% of
the controllevel of binding to CEM cells. Similar expenments
assess10g inhIbition of anti-CXCR4 MAb binding on CHO-Kl
CXCR4 + /CD4 - cells were also performed. We observed that
both wild-type and mutant gpl20 proteins inhibited 12G5
MAb binding by approximately 25 and 36% at concentrations
of 2 and 10 f.l.g!ml. respecllvely (Table 2).

Smce gpl20 ~aHXI did not appear to bind CD4 and could
inhibit the binding of several CXCR4 ligands, we next assessed
whether the mutant gp120 prote in bound to the surface of the
CD4-negative CHO-Kl ceilline express10g the CXCR4 recep­
tor (the CHO-Kl CXCR4 + /CD4 - cell line) (29). The binding
of gp120 \\1 and gp120 ~aHXI (2 f.l.glml) to CHO-K 1 cells was
assessed by using an anti-HIV·I IgG and revealed with a PE­
conjugated antl-human IgG. Indeed, bindmg was observed
with MF! for gpl20 \Vt and gpl20 ~aHXI reaching 11.92, and
13.92 respecuvely, whereas the control MFI, obtained in the
absence of gp120 proteins, was 3.35 (Fig. 7A). Similar low
MFIs were obtained after incubation of CHO-KI CXCR4 - /
CD4 - cells \Vith concentrations up to 30 f.l.g of either wt or
mutant gp120 proteins per ml (Fig. 7B).

Inhibition of HIV·l infectivity by soluble recombinant gp120
o1QHXI. The ability of recombinant gp120 ~aHXI to inhibit
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for HIV-I envelope ccll-ta·ccll fusion. we were able to dem­
onstrate a complete Jack of fusion by an HIV-I envelope har­
boring this mutation despitc its efficient expression at the cell
surfacc. This is in agreement wlth previous reports concluding
that CD~ is reqUired for fusIOn and syncytium formation by
gpl:!O:HIV-I LAI/I1IB (8).

Sc\cral groups have sho\\n that the CD4 recognition and
bindmg propcrtics of gp 120 are maintained upon deletion of
either specifie variable loops (5 L 66) or the N-terminal Cl and
C-terminal CS constant regions. which are implicated in the
noncovalent association with gp41 (9. 36). Recently. smaller
deletions withm the N-terminal domain of CL including the 30
ammo acids from the signal peptide, have demonstrated that
CD~ binding is preserved upon deletion of the first 85 amino
acids but is lost upon elimination of 93 amino acids (65). Our
results extend the latter finding and mdicate that the region

CHO-K1CXCR4+/CD4- A

gp120wt or gp120.'wHX1

fluorescence
intensity

between amino acids E61 and S85 in the CI reglon. which does
not mclude the first 30 amino acids from the signal peptide.
either (i) harbors essential amino acids or structures which are
required for binding to the CD4 receptor or (ii) participates in
the correct foldmg of the gpl20 bmding site for CD~

The finding that gp 120 undergoes a conformatlonal change
upon binding to CD4 (54. 55) led to the hypothesis that thls
interaction might play a role in chemokine receptor bmdmg
and subsequent HIV-I entry (60. 6~). However, more recently.
it has been reported that gpI20 wt is likely to interact \Vith
CXCR4 in a CD4-independent manner (37). Our results wllh
gpI20 .laHXI unambiguously demonstrate that CD~ bmding
is indeed not required for CXCR4 association. This \Vas estab­
Iished by our observation that wt and deleted forms of gpI20
competed equivalently with the binding of SDFla. the CXCR~
natural ligand. and 12G5. a l\1Ab probably directed against the
third extramembrane loop of CXCR~ (7). This was also clearly
demonstrated by the ability of the mutant gpI20 protem to
bind to CHO-KI CXCXR~"/CD~-cells but not to the parcn­
tal CHO-KI CXCXR4-/CD~-cells. Further topologlCal map­
ping with MAbs probing for global and local conformation will
be necessary to more precisely assess the folding of our mutant
protein.

The levels of CCR5 and CXCR4 chemokine receptors are
known ta be down modulated following interaction with their
natural ligands. Thus. after binding of SDFla via the N-ter­
minaI segments of the second and third CXCR~ extramem­
brane receptor loops (19), CXCR4 is internalized rapidly (57)
and reexpressed at the cell surface after recycling (2. 35). ln the
experiments described here. under conditions where internal­
ization could occur. i.e., in the absence of sodium azidc, bind­
ing of gpI20 .laHXl to the cell surface couId not be detectcd
while gpI20 wt remained efficiently associated at the surface.
In contrast, upon inhibition of internalization with sodIUm
azide, both gpI20 wt and gpI20 .laHXI \Vere strongly associ­
ated at the cell surface. Thus. binding of gpI20 to CXCR4 but
not to CD4 probably results in rapid receptor down modula­
tion. Accordingly, binding of SDFla and SDFla analogs at

CHO-K1 CXCR4-/CD4- B
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FIG 7 D,rect blndlng of gpl:O proleins 10 the CD4 - CHO-KI cellline in the presence of sod,um az,de (0.02':<) for 4 h al 4DC. (A) Binding of gpl:O "1 (2 ."glml)
(cur"e c) and gpl:O j,QHXI (2 ."g,'ml) (curye b) 10 the CD4.negatlve CHO·KI cell IIne e'presslng the recombinant CXCR4 chemokine receptor background
fluorescence (cu"e a). (B) Blndlng of d,lferent concenlrallons of gpl20 wt and gp120 .1QHXI (2. 10 and 30 ."g;ml) 10 CHO-KI CXCXR4-ICD4- cc Ils. The control
IS the background fluorescence.
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100 nM has been shown to inhibn HIV-l infection. most prob­
ably by down regulallng CXCR4 levels (4. 49. 56, 62).

Incuballon of cells with either gp120 wt or gp120 ~aHXl

resulted in an mhlbnion of HIV-l infection with an IC5D of 100
nM. Il will be of mterest ta determine whether gp 120 .laHX 1
inhibited HIV-l infecllon by competing for HIV-l binding
sites and/or by down regulating of CXCR4 receptor surface
expression. Slte·dlrected mutage nesis of gp120 within the high­
Iy conserved aHX 1 structure will allow a more precise defini­
tion of the ammo acids and structure required for interactions
wnh CD4 and/or CXCR4 receptars. This may provlde the basis
for the design of CXCR4-specific inhibitors that are CD4 in­
dependent m thelr acllon.
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CHAPITRE 2: Délétion de la première structure conservée en hélice a de la gp120 du VIH-1/11B: mise en évidence
des interactions dissociées de la gp 120 avec le CD4 et le CXCR4.

DISCUSSION

les travaux effectués dans cette publication ont été réalisés en l'absence de toute

connaissance sur la structure cristallographique de la SU gp 120. Cependant, nous nous

sommes fondés sur les études de structure-fonction de cette protéine réalisées avec différentes

approches : la biochimie, les algorithmes informatiques, la mutagénèse et les analyses

topologiques obtenues avec l'utilisation d'anticorps monoclonaux (Moore et Coll., 1994;

Gallaher et Coll., 1995; Hansen et Coll., 1996; Ditzel et Coll., 1997; Wyatt et Coll., 1997).

Nous avons ainsi pu constater la présence de structures de type hélice alpha (aHX) au

nombre de 6, au niveau de la gp120. Ces hélices alpha sont très conservées dans les

différentes souches de VIH-1, mais également à travers les différents membres de la famille

des rétrovirus (VIH-2, SIV, HTlVI, VISNA, EIAV, BlV, et le virus du sarcome de Rous)

(Gallaher et Coll., 1995). Nous nous sommes particulièrement intéressés à la première hélice

alpha (aHX1 comprenant les aa E91-S115), la plus grande en taille parmi les six hélices

conservées présentes dans la gp 120. Par ailleurs, il est très intéressant de noter, que la

deuxième grande hélice (aHX4) est dans la région C4 et contient le « CD4 binding site ». De

plus, des travaux avec des protéines gp 120 tronquées au niveau des régions interagissant avec

la protéine TM gp41 ont permis de démontrer que les hélices aHX5, aHX6 localisées dans la

région C-terminal et les premiers 86 acides aminés de la région N-terminale ne participent ni à

la fixation sur le CD4, ni à la fixation sur les seconds récepteurs (Wyatt et Coll., 1997). Un

aspect intéressant fut également l'éloignement de l'hélice alpha 1 par rapport à l'aHX4 dans la

structure secondaire de la gp 120. La délétion de l'hélice alpha 1 de la gp 120 a conduit à

l'expression après transfection des cellules Hela-Tat, d'une enveloppe gp 160 incapable

d'induire la formation de syncytium avec des cellules Hela CD4-lTR-LacZ (HeLa P4). De

plus, la gp 120 recombinante soluble résultant de cette délétion ne possède plus la capacité de

se lier au 110-k, un anticorps monoclonal dirigé contre un épitope conformationnel

correspondant à la région de fixation de la gp 120 au CD4. La fixation de cette gp 120 sur la

lignée cellulaire lymphoblastoïde CEM, n'empêche pas la fixation de différents anticorps

dirigés contre la molécule CD4 en particulier ceux connus comme bloquant l'interaction

gp120-CD4 (tels que le Leu3a ou le ST4). Cet ensemble de résultats suggère: (i) que la

délétion de l'aHX 1 a pu entraîner un repliement incorrect de la protéine aboutissant à une

modification de la conformation du « CD4 binding site» nécessaire à la fixation de la gp 120,

ou (ii) que certains acides aminés présents au niveau de cette aHX1 sont directement

impliqués dans cette fixation et appartiennent ainsi à la région de fixation au récepteur CD4.
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Dans le cas de cette dernière hypothèse il serait intéressant de détenniner par mutagénèse

dirigée l'acide aminé ou les acides aminés impliqués dans cette interaction.

La spécificité de fixation de la gp 120 délétée de l'aHX 1 sur le CXCR4 a été mise en

évidence de différentes manières: (i) inhibition de cette fixation aussi bien par un anticorps

dirigé contre le CXCR4 (l2G5), que par le ligand naturel du CXCR4 (SDFla) (ii) fixation de

ce mutant de gp 120 sur des cellules CD4 négatives mais exprimant de manière stable le

CXCR4 (CHüK-l), ainsi que sur des cellules CHü n'exprimant ni le CD4 ni le CXCR4. Ces

résultats nous ont pennis de conclure que malgré la perte de fixation sur le CD4 la gp 120

délétée de ]'aHXl préserve sa capacité à se fixer sur le CXCR4.

De plus, il est admis que la fixation de la gp120 sauvage sur le récepteur CD4 entraîne

un changement confonnationnel de cette dernière qui pennet une meilleure fixation du

complexe gp120-CD4 sur le CXCR4. Il serait intéressant de savoir si la gp120 ÂaHXl a une

conformation proche ou similaire à celle de la gp120 sauvage après fixation sur le récepteur

CD4. Ceci en établissant une topologie moléculaire de ce mutant sous sa forme soluble et

exprimée à la surface des cellules transfectées, à l'aide d'un panel d'anticorps monoclonaux

dirigés contre les épitopes accessibles après le changement confonnationnel de la gp 120

induit par sa fixation sur le CD4 (Sullivan et Coll., 1998; Thali et Coll., 1993; Wyatt et Coll.,

1998; Gershoni et Coll., 1993) (17b, 4.8d et CGI0). Sachant que la gp120 délétée de l'hélice

alpha 1 ne se fixe plus sur le CD4 mais maintient sa fixation sur le CXCR4, elle peut être un

outil précieux pour l'étude des mécanismes mettant en jeu le CXCR4 et éventuellement des

récepteurs supplémentaires du VIH autres que le CD4. La construction d'un virus contenant

cette gp 120 mutée peut également être très intéressante, car elle apportera des infonnations

sur l'importance de tel ou tel récepteur sur l'infection virale.

La capacité de la gp120~aHX1 a inhiber l'infection virale in vitro de manière proche de celle

de la gpl20 wt, suggère l'existence d'une bonne affinité entre le CXCR4 et la gp120 délétée.

En te;tant compte du fait que la gp120 ~aHXl n'était visible à la surface cellulaire qu'en

absence de modulation (présence d'azide), il se pourrait que l'inhibition de l'infection virale

observé se réalise par cointernalisation du CXCR4 et de la gp120 ÂaHX1 dans un

compartiment intracellulaire.
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fixation de la gp120 du VIH-1 1118 sur le récepteur CD4 :

considérations structurales.

Manuscrit n02. En cours de préparation pour publication

(fin de travaux en cours).
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Résumé

Dans la publication décrite précédemment (Missé et Coll.. 1998). nous avons démontré

qu'une délétion de la structure conservée, hélice alpha 1 (aHX1) de la gp120 du VIH-1 IIIB

(T-tropique), supprime toute fixation sur le récepteur CD4.

Nous avons recherché par mutagénèse dirigée l'acide aminé responsable de la fixation

de la gp120 sur le CD4 au niveau de cette hélice alpha.

Nos études ont démontré qu'une mutation ponctuelle 112W/S (Tryptophane/Sérine) au

niveau de cette région empêche la formation de syncytium entre des cellules Hela P4 et des

cellules exprimant une enveloppe gp160 contenant cette mutation.

Nous avons également démontré qu'un virus contenant la mutation 112W/S était

incapable d'infecter des cellules Hela P4 comme cela a été montré avec le virus mutant

427W/S (Cordonnier et Coll., 1989).

les données cristallographiques de la gp120 actuellement disponibles (Kwong et Coll.,

1998), nous ont permis de localiser le résidu W112 à proximité du résidu W427 (distance

inférieure ou égale à 5A), dans une poche riche en groupements aromatiques interagissant

avec "acide aminé F43 (Phénylalanine 43) du CD4.

Ces données permettent de définir de façon précise les acides aminés de la gp120 qUI

sont indispensables dans l'interaction avec la molécule CD4.
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Description des travaux

Introduction

Comme pour la plupart des parasites intracellulaires, le VIH-I requiert une "porte

d'entrée" dans les cellules cibles. Dans le cas du VIH-l, ces "portes d'entrée" sont représentés

par la molécule CD4, et les membres de la famille des récepteurs de chimiokines (co­

récepteurs).

Dans le chapitre précèdent nous avons décrit une gp120 délétée de l'hélice alpha-I

(aHXl), qui ne se fixe plus sur le CD4, mais qui interagit avec le CXCR4 (Missé et Coll.,

1998). Il nous est apparu nécessaire, de détenniner les acides aminés de l'hélice alpha 1

impliqués dans l'interaction avec le CD4. Les objectifs des travaux développés dans ce

chapitre ont été d'identifier l'acide aminé ou les acides aminés présents dans l'hélice alpha l,

qUI participe au maintien de la structure d'interaction de la gp 120 avec le CD4. Le choix des

mutations effectuées est fondé essentiellement sur deux critères: (i) la conservation de la

partie C-tenninale de l'hélice al de la gp120 dans différents isolats de VIH-l (Hansen et

Coll., 1996), (ii) l'importance des résidus aromatiques dont les tryptophanes (W) dans

l'interaction gp l20-CD4.

En effet, des analyses par mutagénèse au niveau de la région C4 (4lème région conservée)

de la gp120, ont pennis à Cordonnier et Coll. (1989) d'identifier le résidu W432 (W427

d'après \Vyatt et Coll., 1998) comme le « site principal de fixation de la gpll0 sur le CD4 ».

La mutation ponctuelle du W427 en sérine (427W/S) empêchait toute fixation de la gp120 sur

la molécule CD4 ainsi que l'infection des cellules par le virus muté correspondant.

Nous avons pu démontrer dans ce chapitre que le résidu l12W (présent au niveau de

l'hélice alpha 1) est l'un des acides aminés indispensables pour la liaison de la gp120 au CD4.

Matériel et Méthodes

Dans un souci de clarté, nous adopterons au cours de ce travail la numérotation des

acides aminés utilisée par Wyatt et Coll. 1998.

La plupart des méthodes utilisées dans ce chapitre sont identiques à celles employées

dans le chapitre II. Nous décrirons ici, uniquement les méthodes supplémentaires utilisées ou

celles dans lesquelles nous avons effectué des modifications.
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• Plasmides, anticorps et pseudovirus

Le plasmide pHXB2ENV (code pour l'enveloppe gp160 du YIH-1IIIB), le plasmide

pCMY-rev (code pour la protéine Rev sous le contrôle du promoteur CMY), et l'anticorps

monoclonal 902 (dirigé contre la boucle Y3 de la gpI20), ont été obtenus du NIH AlOS

Research and Reference Reagent Program (EU). Le pseudovirus pNL4-3env-GFP nous a été

fourni gracieusement par le Dr. D. Gabuzda (Dana-Farber Cancer Institute, Boston, EU). Ce

plasmide contient le génome du YIH-l NL4-3 délété du gène Env, ainsi qu'une substitution

du gène Nefpar le gène codant pour la protéine GFP (Green Fluorescent Protein) .

• Mutagénèse dirigée dans l'hélice alpha 1 de la gp120

Dans le but d'étudier les résidus W présents dans la structure hélice alpha 1 de la gp 120,

nous avons reconstitué la région NdeI-HincII du gène codant pour la gp120. Ceci en utilisant

un oligonucléotide dans lequel nous avons introduit deux sites de restriction (Hpal et HindIII)

entourant 1'hélice alpha 1 (Missé et Coll., 1998). L'hélice alpha 1 de la gp 120 possède deux

résidus tryptophanes (W96 et W112) (Hansen et Coll., 1996). Les sites Hpal et Hind III nous

ont permIS, d'échanger pour chaque construction un fragment HpaI-Hind III sauvage par un

fragment HpaI-Hind III muté. Les mutations ont été effectuées soit simultanément sur les

deux W, soit sur un seul tryptophane. La mutagénèse dirigée a été effectuée par la méthode

des oligonucléotides chevauchants compris entre le site HpaI et Hind III du plasmide pBS.

Dans le tableau ci-dessous ne figurent que les oligonucléotides qui comportent la mutation

souhaitée.

1\1utants Olïgon ucléotides

96W/S ;) AAC GTG ACA GAA AAT TTT AAC ATG AGT AAA AAT G3

1 112W/S ;) GAT ATA ATC AGT TTA TCT GAT CAA AGCJ

96W/I ;) AAC GTG ACA GAA AAT TTT AAC ATG ATC AAA AAT GJ

112W/I 5'GAT ATA ATC AGT TTA ATC GAT CAA AGC3

96W ;) AAC GTG ACA GAA AAT TTT AAC ATG TGG AAA AAT G3

112W ;)GAT ATAATC AGTTTA TGG GAT CAAAGCJ
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• Fusion cellule-cellule

Les vecteurs d'expression contenant les différentes enveloppes gp 160 (pHXB2ENV,

500ng) ont été co-transfectés avec SOOng de pCMV-rev dans des cellules HeLa-Tat. La

méthode de transfection utilisée a été la lipofection (lipofectamine, GIBCO) comme décrit

dans Missé et Coll. (1998).

Le pCMV-rev est indispensable pour activer l'expression du gène ENV présent dans le

plasmide pHXB2 ENV. Les cellules transfectées ont ensuite été mises en coculture avec des

cellules HeLa P4 (CD4-LTR LacZ) comme décrit dans Missé et Coll. (1998).

• Expression à la surface cellulaire des gp120 mutées

La technique de transfection utilisée a été la même que celle employée dans le cas de la

fusion cellule-cellule.

Vingt-quatre heures avant la co-transfection, les cellules HeLa-Tat ont été placées dans

des puits de 3,5 cm de diamètre recouverts de lamelles de verre (12 mm de diamètre). Les

cellules ont été incubées 48 heures après la co-tansfection avec l'Acm 902 (dirigé contre la

boucle V3 de la gp 120) à la concentration de 10 Jlglml. Cet incubation a été réalisée en

présence de 0,1 % d'azide de sodium (NaN)) et en tampon PBS. Après 2 lavages en PBS

0.3 % BSA /0,1 NaN), les cellules ont ensuite été incubées avec un anticorps anti-IgG de

souris marqué au Texas-red (Molecular probes). Après 3 lavages extensifs, les cellules ont été

fixées pendant 2 minutes avec un mélange éthanol-acétone (1 : 2). Après montage des

lamelles sur des lames avec du Mowiol, les cellules ont été observées en microscopie

confocale.

• Dosage de la p24 par ELFA (Enzyme Iinked fluorescent assay)

Le dosage de la p24 est effectué avec le système automatisé VIDAS HIV DUO

(BioMérieux). Ce test repose sur une détection simultanée de l'antigénémie p24 et des

anticorps anti-VIH-l et anti-VIH-2. Le principe du test associe deux réactions immuno­

enzymatiques à une détection en fluorescence. Ce test est muni d'un cône à usage unique qui

sert à la fois de phase solide et de système de pipetage. Dans la partie basse du cône, sont

fixés trois peptides de synthèse (gp41, gp36 et un peptide spécifique du type 0) conjugués à

des Acms de souris anti-IgG humaines marqués à la phosphatase alcaline. Dans la partie haute

du cône, sont fixés des Acms anti-p24. Lors de la réalisation du test, un anticorps de lapin

anti-p24 biotinylé (conjugué à la streptavidine-phosphatase alcaline) est ajouté en même
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temps que l'échantillon. Le substrat, 4-méthyl-ombelliferyl-phosphate, permet de mesurer la

fluorescence qui est proportionnelle à la quantité d'Ac anti-HIV et/ou d'Ag p24 présents dans

l'échantillon. La réaction est réalisée en 90 minutes et une lecture de la fluorescence est faite

avec le lecteur spécifique du test VIDAS (longueur d'onde de 450 nm) .

• Infections des lymphocytes humains par des pseudo-virus mutés

obtenus par complémentation

Des cellules 293 ont été co-transfectées avec 10 Ilg de pseudovirus pNL4-3 GFP, 2 ,ug

du plasmide pHXB2ENV (contenant ou non les différentes mutations dans la SUgp120) et 1,5

Ilg du plasmide pCMV-rev. Pour cela, la méthode de transfection au phosphate de calcium a

été utilisée. Quarante-huit heures après la transfection, les sumageants des cellules ont été

prélevés, filtrés et conservés à -SO°C jusqu'à l'utilisation. Une mesure de la p24 a ensuite été

effectuée sur ces différents sumageants. Des lymphocytes humains stimulés préalablement

pendant 3 jours par 10 Ilg / ml de PHA (Phytohémaglutinine), 50 U d'IL-2 dans un milieu de

culture RPMI 1640-10 % SVF (Sérum de Veau Fœtal), ont été incubées avec les différents

sumageants de cellules 293 transfectées (contenant une concentration identique de p24)

Les capacités infectieuses des différents sumageants ont été: visualisées par microscopie à

fluorescence (expression de la protéine GFP dans les lymphocytes) et déterminées par un

dosage de la p24 (suivi périodique tous les 3 jours) dans les sumageants de culture de

lymphocytes infectées.

• Analyses Structurales

La structure du complexe constituée par le coeur de la gp 120, les deux premiers

domaines du CD4 et le fragment Fab de l'anticorps neutralisant 17b a été récemment

déterminée par cristallographie aux rayons X (Kwong et Coll., 1995). Cette structure a été

déposée dans protéine data base (Pdb) sous le code d'accès "1 gc 1". Les coordonnées

structurales de ce complexe ont été analysées avec le logiciel lnsight II (MSI pour Molecular

Simulations) sur la station graphique Oxygène (Silicon grafic O2). La visualisation et la

modélisation des domaines de la gp 120 et du CD4 ont été effectués à l'aide du programme

Discover (MSI) sous l'environnement Insigth II.

Résultats

• Capacités fusiogènes des enveloppes gp160

Afin d'évaluer les capacités fusiogènes des différentes enveloppes gp160 exprimées à la
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surface des cellules HeLa-Tat transfectées, nous avons mis ces cellules en co-culture avec des

cellules HeLa P4 (CD4 LTR LacZ).

Les résultats du tableau l, montrent que des mutations simultanées sur les deux résidus

tryptophane de l 'hélice alpha 1 (W96 et Wl12) en sérine ou en isoleucine rendent l'enveloppe

gp 160 incapable d'induire des syncytia entre les cellules. Le même phénomène est observé

avec l'enveloppe gp160 contenant la mutation ponctuelle 112W/S. Ces résultats sont

similaires à ceux obtenus avec la mutation ponctuelle 427 W/S au niveau de l'enveloppe

gp 160, connu comme le site de fixation de la gp 120 sur le CD4 (Cordonnier et Coll., 1989).

En revanche, la substitution d'un résidu tryptophane (W) par un résidu aromatique

phénylalanine (F), d'indice hydrophobicité proche, réduit d'environ 50 % les capacités

fusiogènes des enveloppe mutées. On peut constater que quelle que soit la construction. ce

phénomène est observé uniquement lorsque le résidu Wl12 est impliqué. Ce qui dénote

l'importance biologique de cet acide aminé, comparé au groupement W96 (dans le cadre de

ces expériences). Tous ces résultats on été comparés avec ceux obtenus avec l'enveloppe

gp 160 sauvage (dans laquelle on observe environ 1500 foyers de fusion). Le contrôle négatif

était la mise en co-culture de cellules HeLa-Tat non transfectées avec des cellules HeLa P4

(aucun foyer de fusion n'a été observé).

Ces résultats nous indiquent que le résidu Wl12 est impliqué dans les interactions

gp 120-cellules cibles. Interactions qui précèdent le phénomène de fusion cellulaire.

Tableau 1

rv1utations dans la gp120 Pourcentage de foyers de fusion

Type sauvage 100 % (environ 1500 foyers de fusion/puit)

96W/S et 112W/S 0%

96W/1 et 112W/1 0%

96W/F et 112W/F 60 %

96W/F 100 %

112W/F 60%

96W/S Non déterminé

112W/S 0%

427W/S 0%

Contrôle 0%
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• Expression à la surface cellulaire des protéines gp120

La Figure 1, montre l'expression des protéines gp120 (mutées ou sauvage) à la surface

des cellules HeLa-Tat transfectées par le vecteur d'expression pHXB2ENV (sauvage ou

comportant la mutation l12W/S). La gp120 a été détectée par l'Acm 902, dirigé contre la

boucle V3 de la gp 120. Ce dernier a ensuite été révélé par un anti-IgG de souris couplé au

Texas red. On constate qu'aussi bien la gp120 sauvage que la gp120 l12W/S, sont exprimées

à la surface des cellules. L'incubation de l'anticorps 902 avec des cellules HeLa-Tat non

transfectées ne donne aucun signal (non montré sur la Fig. 1).

Fig. 1. Expression à la surface des cellules HeLa-Tat de l'enveloppe gp 120 sauvage (A) et de
l'enveloppe gp 120 112 W/S mutée (B). 48 heures après la transfection les cellules
HeLa-Tat ont été incubées avec l'anticorps monoclonal 902 dirigé contre la boucle V3
de la gp 120. Les cellules ont ensuite été révélées avec un anticorps de chèvre anti-IgG
de souris couplé au Texas red. Les cellules fixées au méthanol-acétone sont visualisées
en microscopie confocale à fluorescence .

• Capacités infectieuses des pseudo-virus complémentés

La Figure 2, montre l'évolution du taux de p24 dans les surnageants de lymphocytes

(préalablement activées par 10 IJ.g / ml de PHA et 50 U / ml d'IL2) mis en contact avec:

- le pseudovirus complémenté par la gpl20 de type sauvage

- le pseudovirus complémenté par la gp120 mutée (gpl2Ü l 12W/S)
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Dans le premier cas, le taux de p24 diminue d'abord pour augmenter considérablement

(à partir du 14ième jour après l'infection), ce qui prouve la présence d'une p24 synthétisée de

nova, produit d'une infection virale.

Dans le deuxième cas, le taux de p24 diminue progressivement pour disparaître

complètement au 20ième jour (après la mise en contact). Il n'y a donc pas eu infection des

cellules grâce à la mutation 112W/S dans la gp120. Ce fait a été confirmé par l'absence

d'expression de la protéine GFP dans les cellules incubées avec le virus muté 112W/S

(visualisation en microscopie à fluorescence).

L'absence d'infection des cellules observé dans ce dernier cas, peut-être expliqué par

l'absence de formation de syncytia visualisée précédemment avec des cellules exprimant à

leur surface la gp 120 112W/S.

Ce virus muté montre une similitude d'action avec le virus VIH comportant la mutation

427W/S (Cordonnier et Coll., 1989). Ce dernier était incapable d'infecter des lymphocytes

activés du sang périphérique.

Les capacités infectieuses des autres virus mutants (mutations de la SUgp 120 citées

dans le tableau 1) sont en cours d'étude dans notre laboratoire.
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Fig. 2. Infection des lymphocytes humains par des pseudo-virus complémentés par
différentes gp 120.
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Fig. 3 Structure cristallographique de la gp 120.

Figure 4. Structure tridimentionnelle du complexe gp 120-C04, et identification des acides aminés
participant au site de liaison de la gp 120 au CD4.
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• Analyse tridimensionnelle et localisation structurale des mutations

effectuées.

La structure cristallographique du complexe gp 120-CD4-17b Fab a récerrunent été

détenninée par Kwong et Coll. (1998) avec une résolution de 2,5 Â (Figure 3).

Nous avons analysé les coordonnées de cette structure à l'aide du logiciel Insight TI,

permettant de situer les acides aminés dans un contexte tridimensionnel beaucoup plus

résolutif que les modèles prédictifs qui ont été à l'origine de notre démarche.

L'analyse de la structure cristallographique du complexe gp l20-CD4 met en évidence

un nombre de résidus réduits fonnant l'interface entre les deux protéines. L'interaction

majo ritaire entre la gp 120 et le CD4 est localisée au niveau d'une poche hydrophobe,

impliquant l'acide aminé W427 de la gp120 et le résidu F43 du CD4 (Wyatt et Coll., 1998)

(Figure 4).

De plus, corrune le montre la Figure 4, le Wl12 est stratégiquement localisé dans cette

cavité riche en résidus aromatiques et interagit directement avec la F43 du CD4 (Figure 4). Le

résidu F43 se logerait au milieu de cette poche et interagirait directement avec l'aa Wl12.

L'interaction du WI12 avec la F43 et le W427 pennettrait de stabiliser l'ensemb le de la poche

hydrophobe. On peut noter que le WlI2 et le W427 sont situés à une distance inférieure ou

égale à 5Â l'un de l'autre, ce qui nous indiquent que ces deux résidus tryptophanes sont

susceptibles d'interagir fortement (Figure 5).

Fig. 5. Structure cristallographique de la région de la gp120 constituant la poche d'interaction
avec le CD4. Les acides aminés W427 et Wl12 sont indiqués ainsi que les distances
entre les différents résidus aromatiques.
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Cette interaction pourrait être réalisée par effet d'empilement des noyaux aromatiques

entre ces deux résidus ou par liaison dipôle-dipôle. De plus, ces distances peuvent s'avérer en

réalité être beaucoup plus réduites en tenant compte de l'aspect dynamique des interactions

moléculaires in vivo. Il est intéressant de noter que, dans les données cristallograplùques

l'acide aminé W96 n'est pas localisé dans l'hélice alpha 1 (contrairement à ce qui avait été

prédit par les modèles théoriques; Gallaher et Coll., 1995; Hansen et Coll., 1996) et ne

participe pas à la formation de la cavité d'interaction avec le CD4 (Figure 6).

Fig. 6. Structure cristallographique de la gp 120 montrant la position du résidu W96.

Discussion

Les expériences de mutagénèse dirigée sur les résidus tryptophanes de la structure

conservée hélice alpha-1 de la gp120, nous ont permis d'obtenir différents mutants.
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Ces mutants de gp 120 ont été testés dans plusieurs systèmes biologiques:

(i) la fusion cellulaire (enveloppes mutées à la surface des cellules), (ii) les infections

virales (pseudo-virus complémentés par des gp120 mutées) et (iii) l'analyse de la topologie de

ces gp 120 mutées faite par des anticorps monoclonaux reconnaissant le « CD4 binding site»

(expériences non montrées ici, en attente de répétitions de manipulations).

Ces différents travaux nous ont permis de comprendre:

- l'importance du résidu W 112 dans les interactions de la gp 120 avec le récepteur CD4.

- l'importance du caractère aromatique du résidu W 112. En effet, nous avons montré

qu'une substitution du résidu W 112 par un résidu non aromatique tel qu'une sérine (112W/S)

abolit la formation de syncytia entre des cellules HeLa-Tat (exprimant une gp 160 contenant

cette mutation) et des cellules HeLa P4. De plus, un virus contenant cette même mutation est

incapable d'infecter des lymphocytes humains.

Une substitution de ce même W (résidu aromatique bicyclique) par un résidu

aromatique (monocyclique) diminue ces fonctions mais ne les suppriment pas.

Nos travaux donnent des résultats comparables à ceux obtenus avec les mutations 427

W/S et 427 WIF effectuées par Cordonnier et Coll (1989).

Les données cristallographiques récemment publiées (Kwong et Coll., 1998) nous ont

pennis de visualiser d'une part la posi tion de l'hélice alpha 1 de la gp 120 dans cette structure

tridimensionnelle et d'autre part celles des résidus tryptophanes que nous avons étudiés.

Ces données ont confirmé les résultats des expériences biologiques décrites ci-dessus:

- le W 112 se trouve dans la poche hydrophobe décrite comme poche d'interaction de \a

gp120 au CD4 ; cette poche est constituée d'un "cluster" d'aromatique qui interagirait avec un

autre résidu aromatique la F43 du CD4.

- les résidus tryptophane ont une position stratégique dans cette poche. Amsl toute

mutation de l'un d'entre eux, déstabiliserait cette cavité et donc empêcherait toute liaison a\'ec

la F43 du CD4.

Par ailleurs, les infonnations cristallographiques nous ont pennls de constater la

présence d'autres résidus aromatiques dans cette poche. L'étude des mutations de ces résidus

est en cours dans notre laboratoire, afin d'évaluer leur importance dans l'interaction gp 120-

CD4.

Enfin, nous pouvons faire une observation liée aux « mutations naturelles» au sein des

virus VIH (VIH-1 et VIH-2) : le Wl12 du VIH-1 est remplacé par Fl12 chez le VIH-2 ou le

VIS (séquences publiées par Kwong et Coll., 1998), or on sait que le VIH-2 et le VIS seraient

moins pathogènes que le VIH-1, donc cette mutation naturelle rejoint nos résultats sur la

73



CHAPITRE 3 : Rôle des résidus aromatiques bicycliques de l'hélice a-1 dans la fixation de la gp 120 du VIH-1 /liB
sur le récepteur CD4 : considérations structurales.

mutation WIF en position 112 que nous avons effectuée et qUI donne lieu a des activités

atténuées de l'infection et de la fusion cellulaire.

L'approche utilisée dans ce travail concernant le rôle des structures conservées peut

constituer une nouvelle façon d'aborder les interactions agents infectieux-cellules cibles. Le

fait de mieux appréhender la fonctionnalité des différentes structures conservées impliquées

dans les interactions agents pathogènes-cellules cibles devrait aider à la conception de

molécules thérapeutiques ou immunisantes contre le VIH.

Les mutations concernant d'autres acides aminés nous infonneront sur le type de forces

impliquées dans les interactions virus-cellule.
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CHAPITRE 4 : L'interaction indépendante du CD4, entre la gp120 du VIH-1 IIIB et le CXCR4 mdult leur
cointernalJsation dans les endosomes primaires, la phosphorylation de la PYk2 et le chlmiotactlsme
des cellules T.

Résumé

Il est clairement démontré que la gp120 du VIH-1 peut se fixer sur les récepteurs des

chimiokines indépendamment de la fixation au CD4 (Bandrès et Coll., 1998; Missé et Coll.,

1998). Il était donc intéressant de savoir si cette interaction provoque des effets similaires à

ceux induits par la fixation des chimiokines sur leurs récepteurs. Les chimiokines et leurs

récepteurs sont impliqués dans un bon nombre de mécanismes de communications

cellulaires. Les fonctions des chimiokines que nous avons testé concernent essentiellement,

l'internalisation de leurs récepteurs, la mobilisation du calcium intracellulaire, "activation de

certaines protéines tyrosines kinases telles que la PYK2ICAKP (proline-rich tyrosine kinase 2

ou cell adhesion kinase P) et les ERK (extracellular-regulated kinase)/MAP (mitogen­

activated protein) kinases, ainsi que l'induction d'un chimiotactisme cellulaire qui est la

principale fonction des chimiokines. Afin d'étudier les effets provoqués par la fixation de la

SUgp120 (HXB2) sur le CXCR4 et de façon indépendante de sa fixation sur le CD4, nous

avons utilisé dans cette publication deux systèmes: (1) l'utilisation de la gp120 t1aHX1 avec

des cellules CD4+/CXCR4+ ou (2) l'interaction de la gp120 wt avec des cellules CD4"/

CXCR4+.

Nous avons ainsi pu montrer par microscopie confocale: (1) une intemalisation du

récepteur CXCR4 après interaction de la gp120t1aHX1 sur des clones TH2 stimulés par l'IL­

4, (2) une cointernalisation de la gp120 wt avec le récepteur CXCR4 dans les endosomes

précoces de cellules CHOK-1 CD4" / CXCR4+ (cette cointernalisation a été démontrée par

des expériences de colocalisation avec la transférine (marqueur des endosomes précoces)

(3) une faible colocalisation de la gp120 ainsi que du CXCR4 intemalisés avec le LAMP-1

(marqueur des endosomes tardifs et des lysosomes).

Nous avons également observé que la gp120 wt ainsi que la gp120 t1aHX1 étaient

incapables d'induire via le CXCR4 un flux calcique mais néanmoins activaient la protéine

tyrosine kinase PYK2 (protéine activée sur tyrosine lors d'une élévation de la concentration

en calcium intracellulaire). En outre, ces gp120 n'activaient pas les ERKIMAP kinases par

leur interaction avec les cellules de manière CD4-indépendante.

Enfin, nous avons démontré que la transmission du signal par le CXCR4 provoqué par

la fixation de la gp120 sur ce dernier entraînait un chimiotactisme des clones TH2 stimulés

par l'IL-4.

Nos résultats démontrent qu'au travers du CXCR4 la gp120 est capable d'induire des

effets permettant d'expliquer certains effets pathogènes de la gp120 au cours de la maladie.
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ABSTRACT

The gp 120 envelope glycoprotein ofHIV-1 interacts with the CXCR4 chemokine receptor but

it is not known whether gp 120 activates CXCR4-mediated signaling cascades in the same

manner as its natural ligand, SDF 1a. We assessed the effects of wild-type gp 120 and a mutant

gp 120 which interacts with CXCR4 but not CD4 on CD4-/CXCR4+ cells and

CD4+/CXCR4+ cells, respectively. Under both experimental conditions, the interaction of

CXCR4 and gp 120 resulted in a CD4-independent co-internalization, followed by a

translocation of both molecules into early endosomes, whereas neither protein could be

deteeted in late endosomes. Binding of gp 120 to CXCR4 resulted in a CD4-independent

phosphorylation of Pyk2 and an induction of chemotactic activity demonstrating that this

interaction has functional consequences Interestingly though, while SDF 1a activated the

ERKJMAP kinase pathway, this cascade was not induced by gp 120 Together, these results

suggest that the pathology of HIV-1 infection may be modulated by the distinct signal

transduction pathway mediated by gp 120 upon its interaction with CXCR4.
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INTRODUCTION

Entry of HIV into target cells requires binding to CD4, as weil as to one of several co-

receptors, which have been identified as chemokine receptors belonging to the G-coupled

seven transmembrane protein family 1. The tropism of HIV depends on the usage of the

chemokine receptor: CCR5 is primarily used by macrophagetropic (M-tropic) HIV strains.

whereas lymphotropic (T-tropic) HIV strains primarily use CXCR4 as a co-receptor :-7

However, dual tropic HIV-1 strains have been described that interact with either type of

chemokine receptor. This has led to a novel classification that identifies HIV-1 strains based

solely on their co-receptor usage R.

Vpon interaction with their receptor, SDFla, and RANTES. the natural ligands of CXCR4

and CCR5, respectively, are able to trigger signaling cascades, resulting in chemotaxis In

addition. a number of chemokines, including RANTES, MIP 1a, MIP 1Pand SDF 1a are able

to inhibit HIV-1 infection, following binding to their respective receptors9 Indeed, it has been

demonstrated that interaction of SDFla with CXCR4 leads to a rapid down modulation of

this receptor IO
-
12

, suggesting that this phenomenon might be responsible, at least in part, for

the ability of chemokines and possibly other ligands of chemokine receptors to inhibit HIV-l

infection.

The existence of a tri-molecular complex formed between CD4, gp 120 and CXCR4 at the

cell-surface has been reported 13.14. Although the sequence of events leading to its formation

has not yet been weil characterized, it has been proposed that the binding of the HIV surface

envelope gp120 to CD4 induces conformational changes I5
.
16

, resulting in to a high affinity

. . . h h 17·19interactIOn wlt t e co-receptors .

The interaction of gp 120 with CD4 results in the endocytosis of the gp 120-CD4 complex 20-25

with the concurrent stimulation of signaling molecules normally activated through the CD4
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receptor 23.26.28. However, sorne HIV strains can infect cells in a CD4-independent pathway

29.30 and it has recently been shown that gp 120 can interact directly with CXCR4 31.32 Binding

of the HIV envelope to one its co-receptors has been reported to induce the activation of the

ERK/MAP kinase pathway, as weIl as the phosphorylation of the tyrosine kinase Pyk2 33.3-1

However, these studies did not exclude the involvement of CD4 in CXCR4 or CCR5­

mediated signal transduction following binding of gp120. It is therefore still unclear whether

gp120 can mimic its natural receptor ligand, SDFla, and induce a CD4-independent signaling

cascade upon binding to CXCR4.

We have previously demonstrated that a recombinant gp120 protein (gp120 ~aHX1), which

is deleted of its amphipatic alpha helix-l, is no longer able to bind CD4, but retains its

capacity to interact with CXCR4 32. Using this gp120 mutant as weil as a CD4tCXCR4- cell

line, we have analyzed the cellular localization of the CXCR4 following interaction with

gp 120 and addressed the question of whether the presence of CD4 is required for

gp 120/CXCR4-mediated signal transduction. It is demonstrated here, for the first time, that

the CD4-independent interaction of HIV-1 gp 120 with its co-receptor induces their co­

internalization. Pyk2 phosphorylation, and T-ceIl chemotaxis
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MATERIALS AND METHODS

Cel/s and cul/ure cOI/dl/ions.

CD4" CHO-K] and CD4" Jurkat cell lines were obtained from the American Type Culture

Collection (ATCC, Rockville, MD), and grown in RPMI ]640 supplemented with 10 % fetal

calf serum (FCS; Biomedia, Toulouse, France). The CHO-Kl cell line, transfected with a

CXCR4 expression vector (a generous gift of Marc Parmentier, Euroscreen Co., Bruxelles),

was grown in HamF12 medium (Life Technologies, Cergy Pontoise, France) supplemented

with 10 % FCS and 400 /lg/ml of G418 The human Th2 clone CB-828 was generated using

cloning and culture conditions as previously described35 and was grown in Yssel's medium

(lrvine Scientific Santa Ana, CA) supplemented with 1 % AB- human serum36 Cell surface

expression of CXCR4 on the latter cells was induced by the addition of 100 U/ml of rIL-4 in

the culture medium for at least one-week prior to their use 37

All1ibodies and reagen/s.

In this study the following antibodies were used. the anti-CD4 monoclonal antibodies (mAbs)

OKT4a (Ortho Diagnostic Systems, Ortho-Mune, Raritan, NJ) and ST4 (a kind gift of Dr

Pierre Gros, SANOFI Recherche, Montpellier, France). the anti-CD3 UCHTl mAb

(PharMingen, La Jolla, CA), the anti-CXCR4 12G5 mAb 38.39 kindly provided by James

Hoxie (University of Pennsylvania, Philadelphia), as weil as the FITC- and biotin-conjugated

anti-CXCR4 12G5 mAb (R & 0 Systems, Oxon, UK). The anti-gp]20 ] ]0.4 mAb (Genetics

Systems, CA), a rabbit anti-gp 120 antiserum, was produced in our laboratory after

immunization with a recombinant HIV-1 IIIB gp 120 (purchased at Intracel Corporation,

Cambridge, MA). A FITC-conjugated anti-LAMPI H4A3 mAb (or anti-CDI07) and human

transferrin coupled to Texas Red (both from Molecular Probes Europe BV, Leiden, The
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Netherlands) were used for confocal microscopy studies. The anti-active ERK MAPK

polyclonai Ab (Promega, Madison, WI) and anti-ERK-2 mAb (Santa Cruz Laboratories,

Santa Cruz, CA), anti-Pyk2 mAb (Transduction Laboratories, Lexington, KY), anti­

phosphotyrosine 4G 10 mAb (Upstate Biotechnologies Inc., Lake Placid, NY) and horseradish

peroxydase (HRP)-conjugated goat anti-rabbit or anti-mouse secondary Abs (Amersham,

Arlington Heights, IL) were used in signal transduction experiments. Stromal derived factor­

1 alpha chemokine (SDFla) was purchased from R&D Systems.

Recombillallt SUgp 120 prote1l1s.

Recombinant monomeric gp120 wild type (wt) and gp120 ~aHXl proteins were produced in

baculovirus and purified as previously described 32. Briefly, a 1414 bp fragment encoding

gp120 wt (from amino acid V12 to R481) was amplified by PCR, using the plasmid pHXB2R

(carrying the complete genome ofa clone ofHIV-l IIIB) as a template. The mutated gp120

~aHXI protein was generated by a deletion of 26 amino-acid residues, corresponding to the

putative alpha helix-l from the CI region of gp 120 wt. The soluble gp 120 wt and gp 120

~aHXl proteins were produced in insect SF9 cells infected by the respective recombinant

baculovirus. Cell supernatants were collected 6 days post-infection and gp 120 wt or gp 120

~alLX1 was concentrated and immunopurified with the anti-gp 120 D7324 Ab (Aalto, Dublin,

Ireland) linked to bromacetyl-sepharose.

Immllllojlllorescellce alldjloll' cytometl)' alla/ysis.

Two hundred thousand T-cells were resuspended in 50 ~I of phosphate-buffered saline (PBS),

supplemented with 3 % bovine serum albumin (BSA) and 0.02 % NaN3 in the presence of the

relevant mAbs. After a 1 hr incubation with agitation at 4° C, the cells were washed twice in

PBS-0.3 % BSA - 0.02 % NaN3 and resuspended in PBS-0.3 % BSA - 0.02 % NaN3 in the
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presence of a 1150 dilution of FITC-conjugated goat-anti-mouse Ab (Caltag, Burlingame, Ca)

After an additional 1 hr incubation with agitation at 4° C, the cells were washed three times as

described above, resuspended in PBS, and analyzed by single color f10w cytometry using a

FACSort (Becton Dickinson) and LYSIS II software. Each datum point represents the

acquisition of 10,000 gated events.

fnlema/izalion assays.

Confocal microscopy studies were performed on transfected CHO-K 1 cells, the T cell clone

CB-828 (2 x 105 cells/ml), ail of which were pre-incubated for 1 min at 37° C in an acid

buffer (pH 3.0), consisting of 50 mM glycine and 100 mM NaCI, to remove any cell-bound

proteins. After washing with PBS-3 % BSA, cells were incubated for 1 hr at 37° C with either

gp120 proteins or SDFla in PBS-3 % BSA. To exclude a possible role of the CD4 in the

different cellular responses induced by gp 120, two different experimental procedures were

used: either CD4-/CXCR4- cells were incubated with the mutant gp120 L1aHXl or CD4­

/CXCR4- cells were incubated with gp 120 wt. After incubation with the relevant ligand, the

cells were washed and fixed in PBS-3. 7 % paraformaldehyde for 20 min. The cells were

washed again, incubated for 15 min in PBS-O.l M glycine to quench free aldehydes, and

permeabilized by incubation with 0 05 % saponine in PBS-0.2 % BSA. Cells were incubated

for 45 min at room temperature with either the anti-CXCR4 12G5 mAb or the anti-gp 120

110-4 mAb, washed and subsequently incubated with an FITC- or Texas Red-conjugated goat

anti-mouse IgG antibody (Caltag, Burlinghame, CA). To identify the compartment, in which

of gp 120 proteins and CXCR4 were translocated following their internalization, their

localization was monitored together with that oftransferrin and LAMPl, markers of early and

late endosomes, respectively. For this purpose, transferrin was coupled to Texas Red, and

LAMPI was detected with a FITC-conjugated anti-LAMPI (anti-CD107) mAb. Prior to
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staining with iron-loaded human transferrin, cells were incubated in serum free RPMI 1640

medium for 30 min at 37° C. Cells were slide-mounted in Mowiol, and analyzed by confocal

microscopy. Simultaneous double-fluorescence acquisition was performed at wavelengths of

488 and 588 nm. The images were assembled and printed directly using Adobe Photoshop

software.

Ce// stimu/atiollS and immu/1ob/ot ana/ysis.

Before stimulation, CD4- Jurkat cells were cultured for 24 hr in RPMI-1640 medium,

supplemented with 0.5 % FCS. For analysis of Pyk2 phosphorylation, 107 cells were

resuspended in 100 /lI of serum free RPMI 1640 medium and incubated at 37° C for 15 min

prior to stimulation with either 100 /lg/ml anti-CD3 UCTH-l mAb, 10 /lg/ml of each of the

gp 120 proteins, 25 nM SDF 1cr or 10 /lg/ml of the anti-CD4 ST4 mAb for ditTerent time

periods. For analysis of ERK MAPK phosphorylation, 106 cells were preincubated on ice for

60 min in the presence of each of the above mentioned reagents and then transferred to 37° C

for the indicated times. Cells were Iysed in a 1 % NP40 butTer and post-nuclear supernatants

were immunoprecipitated for 1 hr at 4° C with a polyclonal anti-Pyk2 Ab, followed by

collection on protein-A sepharose beads (Pharmacia, Upsalla, Sweden) 40-42

Immunoprecipitates or whole cell Iysates were boiled, resolved on an 8.5 % SDS-PAGE gel

and transferred electrophoretically to nitrocellulose membranes. Membranes were incubated

for 30 min in TBS (150 mM NaCI, 20 mM Tris, pH 7.5) containing 5 % BSA and 0.1 %

Tween 20 and then incubated from 1 hr with either the anti-P-tyr 4G 10 mAb or an anti-active

MAPK Ab which recognizes the dually phosphorylated T I83
yl85 form of ERKI/2 (Promega,

Madison, MD). Blots were washed in TBS containing 0.1 % Tween 20 and incubated with

HRP-conjugated goat ami-rabbit or anti-mouse secondary antibodies. Immuno-reactive

proteins were visualized using the enhanced chemiluminescence assay (Amersham). For
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reblotting with the anti-Pyk2 or the anti-ERK2 mAbs, filters were stripped as previously

reported ~I.

T cell chemolaxis.

Migration of CXCR4-expressing human T cells, in response to the chemotactic activity of

SOFIa, gp120 wt or gp120 L1aHXl proteins, was analyzed in Chemo Tx-96 Oisposable

Chambers with a 5 Ilm pore size which separate the upper and lower compartments (Neuro

Probe Inc., MD), using the method described by Bacon et Schall ~3 Expression of cell surface

CXCR4 was assessed by flow cytometry prior to the experiment Twenty nine III of Yssel's

medium 1% human serum, containing increasing concentrations of either SOFIa, gp12ü \vt

or gp120 L1aHXl (01 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM and 1 IlM) were added to the lower wells

Fifty thousand T-cells were transferred directly in triplicate on the filter sample sites (upper

compartment) in a final volume of 25 Il\. After a 1 hr incubation in 5 % C02 at 37° C, cells

that migrated through the filter were collected in the lower compartment, resuspended in

culture medium and counted through 10 power fields of a Malassez hemocytometer.

Spontaneous cell migration was determined in the presence of medium alone or following the

addition of SOFIa to both upper and lower compartments Results are expressed as the ratio

(number of migrated cells in medium, containing either one of the CXCR4 ligands-number of

cells migrated in medium)/total number of cel1s used in the assay x 100 %
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RESULTS

CD-I-independenl imema/ization of cel/-sm/ace CXCR-I fol/owl/1g imemct/O/l with a gp1:0

mutam protein.

Interaction of CXCR4 with its natural ligand, SDF 1a results in internalization of the receptor

- ligand complex from the surface of T cells 10-12. To analyze whether cell surface expression

of CXCR4 changes following binding to gp 120, CXCR4-expressing T cells were stimulated

with a recombinant wild-type gp 120 protein and the expression of CXCR4 was analyzed by

confocal laser scanning microscopy. As shown in Fig l, incubation of the human T cell clone

CB-828 with similar concentrations of either gp 120 (Fig 1B) or SDF 1a (Fig 1D) for 1 hr at

37° C resulted in capping of CXCR4 at the cell surface and internalization of the receptor. To

determine whether the gp 120-induced intemalization of CXCR4 was dependent on an

interaction with CD4, the effect of gp120 ~aHXl, a mutant gp120 envelope protein which

binds to CXCR4 but not to CD4, was assessed (Fig 1C). Similar to the effects observed with

the wild type protein. incubation of T cells with gp 120 ~aHX 1 resulted in an internalization

of CXCR4. indicating that the gp 120-mediated internalization of CXCR4 can occur in the

absence of a gp 120-CD4 interaction.

Cpl:O and CXCR-I co-intema/ize in early endosomes fol/oll'ing the CD-I-independent

mtemct/on ~fgp120 lI'ith CXCR-I.

Additionally, to assess whether or not the gp 120 and CXCR4 co-internalized in a CD4-

independent manner, the CD4-/CXCR4- CHO-Kl cell line was incubated with gp120 wt

protein for 1 hr at 37° C and the cellular localization of the CXCR4-gp 120 complex was

analyzed (Fig 2C). Although a residual amount of gp120 could be detected at the surface of

the cells, the majority of CXCR4 and gp 120 proteins were co-localized within the cells.
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demonstrating again that this process occurs independently ofCD4. It is important to note that

the co-Iocalization of the gp 120-CXCR4 complex can be observed in cells where endosomes

are present in the same microscopic confocal laser section.

We next determined the sub-cellular localization of internalized CXCR4 and gp 120 molecules

following their interaction, by comparing the localization of each of these proteins with that of

transferrin, a protein which is internalized and transported to early endosomes upon

endocytosis, and CD 107 (LAMP 1), a lysosome associated membrane protein which is present

exclusively in late endosomes and primary lysosomes. Following incubation of CD4-

/CXCR4+ CHO-Kl cells with gp120, both CXCR4 (Fig 3 A, B, C) and gp120 (Fig 3 0) co­

localized with transferrin, as detected by confocal laser microscopy Similarly, binding of

SDF 1a to CXCR4, used as a positive control, resulted in a co-Iocalization of CXCR4 and

transferrin. following endocytosis (Fig 3B). In contrast, neither gp 120, nor CXCR4, could be

detected in late endosomes, as shown by the absence of co-localization of either protein with

LANIP 1 (Fig 4) Taken together, these results indicate that following interaction of gp 120

with CXCR4, the resulting receptor - ligand complex is rapidly internalized and translocated

to early. but not late endosomes.

Pyk]. hut110tthe ERK MA? kinase pathll'ay. 1.'1 acti\'Qted hy the hi11di11g ~rgp120 to CXCR-I,

011 rD~ T cells.

Interaction of CXCR4 with either SDF 1a or gp 120 trigger signaling cascades, including the

phosphorylation of the Pyk2 protein tyrosine kinase and the activation of the ERKIMAPK

pathway JJ.J.!. However, it is not clear whether binding of gp 120 to CXCR4 can activate these

pathways in a CD4-independent manner. As shown in Fig 5, stimulation of CD4-/CXCR4+

Jurkat cells with gp 120 wt, as weil as with gp 120 ~aHX 1 proteins, resulted in the

phosphorylation of Pyk2, albeit to a lower extent than that observed upon stimulation with
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SOFIa. Additionally, as expected, Pyk2 phosphorylation was induced by engagement of the

TCR/C03 complex signaling cascade.

We next assessed the ability ofgp120 to activate the ERK/MAPK pathway in C04-/CXCR4+

Jurkat cells by measuring the dual phosphorylation of the ERK 1 and ERK2 kinases on

residues T 183 and y185 Stimulation of cells with either SOFIa or an anti-CXCR4 mAb

resulted in a weak, but significant, phosphorylation of both ERK 1 and ERK2 as compared

with the stimulations of the C03 complex which resulted in a dramatic phosphorylation of

these two proteins. Since the kinetics of ERK phosphorylation differed following C03 and

CXCR4 stimulation with maximal response at 3 and 15 minutes, respectively, the abilities of

gp 120 wt and gp 120 LlaHX 1 to induce ERK phosphorylation was assessed following both a 5

and 15 minutes stimulation at 37° C. However, irrespective of the conditions, neither gp 120

wt nor gp120 LlaHXl was able to induce the phosphorylation ofERKl/ERK2. The lack ofa

functional C04 receptor on the Jurkat cells used in this study was confirmed by the inability

of an anti-C04 mAb to induce the phosphorylation of ERK 1 and ERK2 (Fig 6), whereas both

proteins were phosphorylated in C04+ T cells following stimulation with this mAb (data not

shown). Collectively, these data demonstrate that the interaction of gp 120 with CXCR4, in the

absence of C04, results in a signaling cascade, which involves the phosphorylation of Pyk2,

but does not induce the activation of the ERK/MAPK pathway

Gpl]O iuduces a c/1emolaclic respome 111 T cells 111 a CD-I-indepeudeul manue,..

The demonstration that gp 120 can induce a CXCR4-mediated signaling response prompted us

to investigate whether this interaction, like the binding of SOFIa to its receptor, would result

in chemotaxis Stimulation of CXCR4- Th2 celIs with either the wild type or mutant gp 120

protein resulted in a similar dose-dependent chemotactic response, showing typical bell-shape

curves (Fig 7). The maximal chemotactic responses induced by the gp 120 wt and gp 120
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L1aHXl proteins, was observed at a concentration of 100 nM with a migration of

approximately 10500 cells (22 % of the 50 000 cells). Equivalent results were observed with

these two gp 120 proteins indicating that the interaction of gp 120 with C04 does not modulate

the capacity of gp 120 to mediate a chemotactic response through the CXCR4 receptor

Interestingly, the normal "bell shape" of chemotactic response induced by SOFIa was

observed and the maximum of migration (near of 43 000 ceIl s, 72 % of the total) was

attempted at a concentration of 10 nM. The SOFIa induced migration was significantly

higher than that observed with gp 120 proteins Nevertheless, these results indicate that the

gp 120 of the T-tropic HIV- 1 IllB strain is able to induce a C04-independent chemotactic

response in human T cells
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DISCUSSION

In the present work, we demonstrated that the surface (SU) sub-unit of the gp 120 from the T­

tropic HIV-1 HIB strain induced C04-independent cellular responses after binding to

CXCR4, the fusogenic co-receptor of HIV-l. Indeed, SOFIa, the natural ligand of the

CXCR4 chemokine receptor 44.45, as weil as gp 120 both induced cell migration. To assess the

importance of the gp I20-CXCR4 interaction in the absence of the C04 receptor, the

experiments in the present work were performed using a gp 120 ~aHXI mutant which has

been previously demonstrated to interact with CXCR4 but not with the C04 receptor 32

Additionally, equivalent results were obtained when the effects of wild type gp 120 \Vere

assessed on C04-;CXCR4-cells.

Confocal laser scanning analysis demonstrated that CXCR4 receptor was internalized after

interaction with gp 120, in a C04-independent manner. Gp 120 was internalized and co­

localized \Vith CXCR4 within the early endosomes as illustrated by the co-localization of both

proteins \Vith an early endosome specific marker, transferrin Our fmding that neither CXCR4

nor gp 120 \Vas present within late endosomes suggests that CXCR4 may be recycled and re­

expressed at the cell surface. Indeed, following the rapid down modulation of CXCR4 upon

binding of SOF 1a, there is a subsequent re-expression of CXCR4 at the cell surface 11.12 The

internalization of CXCR4 does not seem to be required for productive HIV-1 infection since

HIV-1 can infect cells with a CXCR4 deletion, which inhibits its internalization HUI

However, the presence of CXCR4 at the cell surface may be important for HIV-1 infection

since its down-modulation following interaction with SOF 1a results in a decrease in HIV

infection 10.11. In this context. the interaction of soluble gp 120, shed from infected cells, with

CXCR4 may inhibit HIV-1 infection by down-modulating CXCR4 levels at the cell surface.

Additionally, down-modulation of surface C04 molecules following association with the



15

HIV-1 envelope has been found to decrease the efficiency of subsequent HIV-1 infection 46

and in a previous work we demonstrated that both soluble the wild type gp 120 and mutant

gp 120 proteins incubated with target cells and HIV-1 decrease the infection by the latter 32

Thus, we hypothesize that co-internalization of CXCR4 and gp 120, following their

interaction, may be a mechanism, which prevents or decreases the infection oftarget cells

The evolution and enhancement of lymphocyte infection as weil as the subsequent

physiopathological effects on infected lymphocytes likely results from several CXCR4­

specifie biological phenomena. First, at least in sorne instances, there is an increase in

CXCR4 expression at the cell surface following T cell activation. Specifically, IL-4 treatment

has been shown to result in an increase in CXCR4 expression on Th2 cells allowing them to

be more efficiently infected by HIV-1 37 Second, we now show that gp 120 can itself induce a

chemotactic response in Th2 cells Thus, the presence of soluble T-tropic gp 120 during the

late phase of HIV infection may participate in the recruitment (through chemotaxis) of

uninfected cells to the lymph nodes. This, in turn, would increase the chance for these cells to

be infected by HIV-1 and accelerate the development of AlOS Of note, this hypothesis has

been previously suggested for the M-tropic HIV-l viruses in which chemotaxis of

macrophages is induced by the interaction of gp 160 with the CCR5 chemokine receptor 47

Several groups have shown that the natural ligand of CXCR4, SOFla as weil as gp 120

triggers activation of the ERK/MAP kinase pathway 34.37 and Pyk2 phosphorylation JJ

However, in the context of the previous studies, the ability of gp 120 to trigger a specifie

signal through CXCR4 could not be ascertained since signais couId also be transduced

through the C04 receptor. Phosphorylation of the Pyk2 protein tyrosine kinase is known to be

induced by ligand binding to G-protein-coupled receptors and its activation is clearly

dependent on changes in osmolarity induced by the mobilization of Ca2
- from internaI stores.

In addition, Pyk2 can function as an upstream mediator of the ERKIMAPK and/or
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JUNIMAPK signaling pathways ~O. In the present work, we demonstrate that the binding of

HIV-I IIIB gpl20 to CXCR4 triggers Pyk2 phosphorylation following Ca2
- mobilization in a

C04-independent manner. These data are supported by previous work showing that gp 110­

induced phosphorylation ofPyk2 in C04- cells is partially inhibited by the anti-CXCR4 I1G5

mAb JJ. Interestingly though, we did not observe any phosphorylation of ERK 1/1 MAPK

after stimulation with gp 110 even though SOF 1a clearly induced ERK 1/2 phosphorylation in

a C04-independent manner. Thus, gp120 and SOFIa appear to differentially activate

CXCR4-mediated signaling cascades This is the first demonstration that interaction of

ditTerent CXCR4 ligands induce distinct transduction pathways.

The ability of HIV-1 IIIB gp 120 to bind the CXCR4 chemokine receptor and induce Pyk1

phosphorylation and chemotaxis suggests that this association plays a major role in the

activation status of the cells and may contribute to the evolution of HIV infection

Additionally, the physiological changes induced by the binding of gp 120 to CXCR4 on target

cells may induce alterations in intracellular structures which favor HIV infection through cell­

to-cell contact ~8.49 An understanding of the processes involved in SU binding and fusion of

HIV envelopes will allow the development of new strategies to better control HIV infection
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LEGENDS OF FIGURES

FIGURE 1 C04-independent intemalization of cell-surface CXCR4 following interaction

with gp 120. Cell surface expression of CXCR4 on the human Th2 clone CB-828

(A) was analyzed by flow cytometry following staining with an isotype-matched

control mAb (a), and the FITC-conjugated anti-CXCR4 12G5 mAb (b). The Th2

cells (clone CB-828) were incubated with either gp120 wt (10 ~g1ml; B), a

mutant gp 120 ~aHX 1 which associates with CXCR4 but not CD4 (1 0 ~g1mL

C), SOFI a (10 ~g1ml, 0), or medium alone (E) for 1 hr at 37° C. After fixation

and permeabilization. the cells were stained with a FITC-conjugated anti­

CXCR4 12G5 mAb and analyzed by confocal microscopy as described in the

Materials and Methods.

FIGURE 2 C04-independent internalization of the CXCR4-gp 120 complex from the cell

surface of a C04-/CXCR4+ cellline. To assess CXCR4 (A) and CD4 (B) receptor

surface expression by single coler flow cytometry analysis, cells were incubated

for 1 hr at 4° C with either medium alone (control cells, a), the anti-CXCR4 12G5

mAb (A, b) or the anti-C04 mAb OKT4a (8. b) Cells were stained with an anti­

IgG mouse FITC. To analyze the sub-cellular localization of CXCR4 and gp 120,

CHO-K 1 cells were incubated with 10 ~g1ml of gp 120 wt (C), or medium alone

(0) for 1 hr at 37° CAfter fixation and permeabilization, cells were stained with

a rabbit anti-g 120 anti-serum and a Texas Red-conjugated anti-rabbit IgG as weil

as the FITC-conjugated anti-C XCR4 12G5 mAb, such that the intracellular

presence of gp 120 was observed as a red fluorescence and that of CXCR4 as a

green fluorescence. The superposition of the two fluorochromes (yellow) is
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indicative of a co-Iocalization ofgp 120 and CXCR4. This co-Iocalization can only

be observed in cells where endosomes are observed in the same microscopie

confocal laser section

FIGURE 3. C04-independent intemalization ofCXCR4 and gp120 in early endosomes. C04­

/CXCR4+ CHO-K1 cells were incubated in medium alone (A), in medium with

10 Ilg/ml of SOF1 a (B) or 10 Ilg/ml ofgp 120 wt (C and 0) in the presence of 125

Ilg/ml of Texas Red-conjugated transferrin for 1hr at 37° CAfter fixation and

permeabilization, the cells were stained with the FITC-conjugated anti-CXCR4

12G5 mAb (A, B, C), or the anti-g120 110-4 mAb and a FITC-conjugated anti­

mouse IgG (0) The intracellular localizations of CXCR4 and transferrin (A, B.

C) or gp 120 and transferrin (0) were analyzed by confocal microscopy Yellow

spots are indicative of the co-Iocalization of transferrin (red) with either CXCR4

(green) or gp120 (green) in early endosomes

FIGURE 4 Absence of internalized CXCR4-gp 120 complex in late endosomes C04­

/CXCR4+ CHO-K1 cells were incubated in the presence of either 10 Ilg/ml of

gp120 wt (A and 0), 10 llg/m1 of gp120 ~aHX1 (B and E) or medium alone (C

and F) for 1 hr at 37° C. After fixation and permeabilization, the intracellular

presence of CXCR4 (red, A, B, C), gp 120 (red, 0, E, F) and CO 107 (green) was

analyzed by confocal microscopy. Cells were stained with either the biotin­

conjugated anti-CXCR4 12G5 mAb followed by staining with Texas Red­

conjugated streptavidin (A, B, C) or a rabbit anti-g 120 anti-serum followed by

staining with a Texas Red-conjugated anti-rabbit IgG (D, E, F). Co-expression of

CD107 was assessed following staining of the cells with 10 III of the anti-CO 107
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FITC-conjugated mAb.

FIGURE 5. Binding of gp 120 to CXCR4 results in a CD4-independent phosphorylation of

Pyk2. Cell surface expression of CXCR4 and C04 on CD4- Jurkat cells was

analyzed by flow cytometry (A), following staining of the cells with the anti-CD4

üKT4a mAb (a), the anti-CXCR4 12G5 mAb (b), or an isotype-matched control

mAb (c) CD4- Jurkat cells were incubated with either gp120 wt (10 ~glml).

gpl20 LlaHXI (10 ~g/ml), SDFla (100 nM), or the anti-CD3 UCHT-I mAb (10

~g/ml) for the indicated time periods at 37° C (B). Immediately after incubation.

cells were lysed and Pyk2 was immunoprecipitated with an anti-Pyk2 Ab. The

tyrosine phosphorylation status ofPyk2 was analyzed by immunoblotting using an

anti-phosphotyrosine (anti-pTyr) monoclonal antibody. The immunoblot was

stripped and reblotted with an anti-Pyk2 Ab (anti-Pyk2) to ensure that equivalent

levels ofPyk2 were immunoprecipitaed in each lane

FIGURE 6. Binding of gp120 to CXCR4 does not involve activation of the ERKllERK2

MAP kinase pathway CD4ïCXCR4~ Jurkat cells were preincubated in medium

alone or in the presence of gpl20 wt (10 ~glml), gpl20 LlaHXI (10 Ilglml),

SOFIa (25 nM), the anti-CXCR4 12G5 mAb (10 ~g/ml), the anti-CD3 UCHT-l

mAb (10 Ilg/ml) or the anti-CD4 ST4 mAb (10 Ilg/ml) for 60 min on ice.

Stimulations were then performed at 37° C for the indicated time periods prior to

lysis. ERK llERK2 activation was assessed using a polycionaI anti-active MAP

kinase Ab. The immunoblot was then stripped and reblotted with an anti-ERK2

mAb.
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FIGURE 7. HIV-] I1IB gp 120 induces a chemotactic response in T cells in a C04­

independent manner. Migration of the human Th1 cell clone CB-828 in response

to stimulation with increasing amounts (from 10-1 nM to 103 nM) of

SOFIa (circles), gp120 wt (squares) or gp120 6aHXl (triangles), was analyzed

in an in \'l1ra migration assay as described in the Material and Methods. The data

depicted are representative of one of three independent experiments. Each point

represents the mean ratio of the migrated cells ± standard deviation (SO) from a

representative experiment performed in triplicate.
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CHAPITRE 4 : L'interadion indépendante du CD4, entre la gp120 du VIH-1 IIIB et le CXCR4 induit leur
cointernalisation dans les endosomes primaires, la phosphorylation de la PYk2 et le chimlOtactlsme
des cellules T.

DISCUSSION

La gp 120 pennet au Vlli-1 de se fixer sur le CD4 ainsi que sur les récepteurs de

chimiokines. Dans cette publication, nous avons essayé de comprendre les fonctions induites

par la gp120 sur les récepteurs de chimiokine. Sachant que nous travaillons avec une gp120

provenant d'une souche virale Iymphotrope (HXB2), le co-récepteur du Vll-I-1 approprié fut

le CXCR4.

Nous avons clairement démontré que la fixation de la gp 120 (de façon similaire au

ligand naturel du CXCR4, SDF1a) sur des cellules CD4 négatives exprimant le CXCR4

était suivie d'une cointemalisation du complexe gp 120/CXCR4 dans les endosomes
\

'précoces. Ces observations suggèrent que les glycoprotéines qui se détachent de la surface

des virions régulent négativement l'expression des récepteurs CXCR4 et contribuent ainsi de

manière significative à la vitesse d'infection. L'internalisation ainsi que le recyclage possible

des récepteurs de chimiokines peuvent moduler les interactions fonctionnelles du récepteur

avec les protéines d'enveloppe du vœ durant les étapes initiales de l'infection. Ce mode

d'action du virus pourrait empêcher la superinfection des cellules, en diminuant le taux de

récepteurs à la surface cellulaire (Pang et Coll., 1990). Il serait intéressant de voir si le virus

entier comme la gp 120, rentre dans les cellules par endocytose du co-récepteur utilisé. Le

rôle de l'endocytose dans l'infection virale n'est pas encore élucidé (Maddon et Coll., 1986;

Stein et Coll., 1987, Bedinger et Coll., 1988; McClure et Coll., 1988; Pauza et Price., 1988;

Gelezunias et Coll, 1994 ; Amara et Coll, 1997 ; Signoret et Coll., 1997). L'internalisation

du CXCR4 induit par la fixation de la gp 120 observée lors de nos travaux peut suggérer

l'existence d'une bonne affinité entre la gp120 et le CXCR4 et expliquer l'inhibition de

l'infection virale par la gp120ôaHX1 (Missé et Coll., 1998)

Nos travaux montrent que la transmission du signal par le récepteur CXCR4 provoque

une entrée de calcium, observée de manière indirecte par l'activation de la protéine tyrosine

kinase PYK1. La protéine PYK2 est activée par une élévation de la concentration

cj10plasmique de calcium, elle répond électivement à la dépolarisation et à l'influx calcique

qui en résulte (Levet Coll, 1995, Tokiwa et Coll., 1996) Ces effets ont également été
. -

démontré par Davis et Coll (1997) avec une fixation de gp120 provenant d'isolats viraux M-

tropiques sur le récepteur CCR5. La gp120 dans des cultures de neurones hippocampiques,

induit une augmentation de la concentration intracellulaire d~ calcium. les voies

intracellulaires activees par cene interaction semblent impliquer l'oxyde d'azote qui

pro\ oque par la suite des etrets Cj10toxiques (Brenneman et Coll. 19%. Drever et Coll .
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1990; Dawson et Coll., 1993). De telles interactions pourraient ainsi influencer les voies de

transmission de signaux et pourraient expliquer des données antérieures indiquant la toxicité

de la gp 120 soluble dans les cel1ules en culture.

Avant la connaissance de l'existence des co-récepteurs du Vlli-l, différentes équipes

ont démontré que l'interaction gp 120-CD4 é~ait associée à une augmentation de la

concentration du calcium intrace!lulaire et une dépolarisation de la membrane, suggérant

l'existence d'une étape d'activation (Gupta et Vayuvegula., 1987; Komfeld et Coll., 1988;

Neudorf et Coll., 1990). De la même manière, Dayanithi et Coll. (1995) ont montré que la

fixation de la gp 120 sur des cellules épithéliales de l'intestin CD4ïGaiCer- entraîne une

augmentation de la concentration intracellulaire de calcium, qui affecte l'intégrité du réseau

\de microtubules des entérocytes. On sait aujourd'hui que la dégradation de l'ADN produite

lors du processus d'apoptose (mort cellulaire programmée, ou mort induite par \' activation)

peut-être induite plus rapidement si on augmente la mobilisation intra-cellulaire du Ca--, par

exemple à l'aide du ionophore calcique la ionomycine (Jones et Coll., 1989). L'augmentation

de la concentration intracellulaire de calcium pourrait donc contribuer au processus

d'apoptose dans la pathogénèse du Vllf.

La PYK2 a été mise en évidence dans les cellules PC 12. Dans ces cellules, el1e est

stimulée par la dépolarisation, l'acétylcholine et peut phosphoryler les canaux K+ et activer

plusieurs effecteurs de la voie Ras / MAP kinase (MAPK), conduisant à l'expression de

gènes de cytokines inflammatoires (Levet Coll., 1995). Dans nos conditions expérimentales

nous n'avons pu observé aucune activation de la cascade des ERK/MAP kinases lors de la

fixation de la gp120 sur le CXCR4. L'activation de cette voie par la gp120 pourrait se

produire via une interaction avec le récepteur CD4. En effet, Popik et Coll. (1998) ont

récemment montré une activation par la gp 120 de la voie des ERK/MAP kinases au travers

du CD4. De plus, la P'{K2 est capable de stimuler aussi bien la cascade des ERKIMAP

kinases que la voie d'activation de JNK (NH2 Jun terminal kinases) Il se pourrait donc que

l'activation de la PYK2 par la gp120 sur le CXCR4 ait stimulé la voie d'activation de JNK

et non celle des ERKIMAP kinases. On sait également que les molécules hétérotrimériques

de GTP liées aux protéines G sont capable de stimuler Jl'.l-:. (Briant et Coll , 1998)

Les t-.1AP kinases sont localisés à un point crucial dans les systemes des seconds

messagers intracellulaires qui régulent la croissance et la différenciation cellulaire

Récemment, Briant et Coll (1998) ont montré que J'activation des ERK/MAP kinases

est unè etape intermedlaire dans la cascade des evenemèms qL11 reg'.llent l'activation des

tacteL1fS àe transcrIption J\T-KB et AP-l (acti\·ated proteln i) lor~ '::è l'Interaction de la
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gp 120 avec le CD4. Cette activation pourrait contribuer au dysfonctionnement des cellules,

qui pourrait être- due à une activation des gènes cellulaires résultant en une expression

aberrante des cytokines telles que, l'IL-6, l'IL-I0, l'IFN-y et le TNF-a (Chirmule et Pahwa.,

1996; Popik et Coll., 1998). L'infection à vœ peut ainsi entraîner une modulation de

l'expression des gènes des cytokines.

Récemment, il a été rapporté par des études de compétition que le complexe VIH-CD4

soluble (iHIV pour HIV-induced) ou l'incubation du complexe gpI20/anti-gpI20 avec le

CD4 soluble entraîne une abolition de l'activation des facteurs de transcription Nf-lCB et

AP-l. Ceci indiquant que, les voies de transduction des signaux liées au CXCR4 ne sont pas

prédominantes après la fixation de la gp 120 sur le CD4. Mais, la possibilité d'une

"implication du CXCR4 au moins ou en partie après fixation directe du vœ sur ce co­

récepteur ou à travers un cocapping avec le CD4 n'est pas à exclure Tous ces arguments

vont dans le sens d'une activation de la cascade des ERKIMAP kinases par une fixation

préalable de la gp 120 sur le récepteur CD4.

L'activation directe ou indirecte de plusieurs voies de transmission du signal par la

fixation de la gp 120 à la surface des cellules pourrait aboutir à une activation de la

transcription de certains gènes qui contrôlent la différenciation et la division des cellules

eucaryotes Ce dérèglement pourrait être impliqué dans la cancérogénèse ainsi que dans les

phénomènes d'apoptose. En effet, il a été montré que la fixation de la gp 120 sur des cellules

neuronales et gliales entraîne une activation de JNK et, des ERKJMAPK indiquant que la

gp 120 pourrait être un effecteur induisant l'apoptose dans le système nerveux central

(Lannuzel et Coll, 1997).

Ces informations montrent l'importance de l'étude de ces voies d'activation cellulaire

après le contact des cellules par un agent infectieux. L'activation ou l'altération des voies de

transduction des signaux lors de la fixation du \'TH sur ses récepteurs ou co-récepteurs

pourrait avoir des conséquences dans la pathogénèse du SIDA

La fonction majeure des chimiokines est d'attirer des leucocytes sur le site

inflammatoire (Baggiolini et Coll, 1994, Loetscher et Coll, 1996) 1'\os travaux montrent que

fa gp 120 \\1 ainsi que la gp 120 ~aHX 1 induisent un chimiotactisme des clones TH2 stimulés

par l'IL--+ Cette observation est importante car eHe suggère que le récepteur CXCR4 pourrait

être directement impliqué dans l'activation persistante du système immunitaire qui caractérise

l'infection par le \'lH En outre, on sait que la réplication virale est plus efficace dans les

cellules activees On peut penser que l'activation induite par l'accrochage de la protéine

d'enveloppe sur les recepteurs de chimiokines pourrait contribuer a la pamogenie en attirant
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des lymphocytes T sur le site de réplication, favorisant ainsi la propagation du virus. Des

résultats semblables ont été rapportés récemment avec l'utilisation d'une gp 160 à tropisme

macrophagique (Weissman et Coll., 1997).

A partir de ces travaux et d'autres (Davis et Coll., 1997; Weissman et Coll., 1997), il est

clair que les gp 120 reproduisent en partie l~s effets produits lors de la fixation des

chimiokines sur leur récepteur, résultant en l'activation des protéines G hétérodimériques, du

flux calcique et la phosphorylation de tyrosines. De tels signaux peuvent avoir des rôles

importants dans les étapes de la réplication virale qui se produisent après l'entrée du virus

dans la cellule; ils pourraient aussi avoir des conséquences pathogènes pour les cellules non

infectées Par exemple on ne sait pas si la mort des cellules neuronales chez les patients

\infectées par le vrn est due à une infection directe des cellules ou de manière indirecte par

des effets secondaires de l'interaction des neurones avec des produits viraux ou cellulaires

relargués par les cellules infectées.

Ces différents travaux contribuent à la compréhension de la spécificité des mécanismes

induits par chaque récepteur après leur interaction avec le virus ou les glycoprotéines

d'enveloppe. Toutefois, il est très probable que ces différents récepteurs peuvent s'interéguler,

et qu'il y ait un croisement des différentes voies d'activation cellulaires.
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Conclusion générale et Perspectives

Actuellement, les équipes travaillant sur le VIH cherchent à mIeux appréhender les

interactions virus-cellules cibles afin de trouver des mécanismes permettant de bloquer

l'infection virale. Pour pouvoir pénétrer dans les cellules qu'il infecte, le VIH doit tout

d'abord interagir avec les protéines membranaires de l'hôte. La connaissance des sites

d'interaction du virus avec les cellules cibles est donc capital.

La définition des épitopes VIraux reconnus par les anticorps capables de neutraliser

l'infection est l'axe de travail privilégié des dernières années par les équipes engagées dans la

production de vaccins contre le VIH.

De manière générale, les agents pathogènes infectent 1'hôte en utilisant des structures

conservées. Ces structures sont capables de reconnaître et d'interagir avec les récepteurs

cellulaires. Ces structures doivent être préservées de la variabilité, dans un but d'efficacité de

l'infection dont dépend leur survie. Dans le cas contraire, il s'agirait d'un « suicide collectif»

et par conséquent un arrêt de l'infection induite. Fréquemment ces régions constantes

(séquences ou structures) sont soumises à une très forte pression de sélection qui maintient les

structures indispensables, éléments majeurs de l'identité de chaque famille d'agent pathogène

et, au-delà, de tout être vivant.

La variabilité antigénique du VIH, comme d'autres agents infectieux (PlaSIIlOdl1l111

jalciparulll agent du paludisme), a pour conséquence, de permettre l'échappement du virus à

l'immuno-surveillance de l'hôte. Cette variabilité antigénique que l'on constate chez le VIH

est une conséquence des mutations des régions hypervariables de la SU gp 120 de l'enveloppe

du VIH, désignées comme VI-V5.

Ce sont ces réflexions qui nous ont orienté vers la thématique concernant l'étude des

interactions entre les structures conservées du VIH et les récepteurs des cellules cibles. Parmi

les structures conservées, nous avons choisi de débuter nos travaux sur les hélices a car ces

structures sont généralement impliquées dans des interactions diverses (interactions avec des

protéines, des lipides ou avec l'ADN).
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Les résultats obtenus dans le cadre de cette thèse nous ont permis de définir une région

supplémentaire impliquée dans l'interaction de la gp 120 avec le récepteur CD4. Par délétion

de l'hélice alpha 1 de la gp 120, nous avons obtenu une molécule qui n'interagit plus avec le

CD4 mais est capable de se lier au co-récepteur CXCR4. La délétion de l'aHX 1 de la gp 120

démontre l'importance des structures en hélice a conservées dans les mécanismes de

reconnaissance et d'infectivité des cellules de l'hôte. Ce mutant de gp 120 (gp 120 ~aHX 1)

peut servir également d'outil, permettant de comprendre les différents mécanismes

d'interaction de la gp120 avec les cellules hôtes indépendamment de la fixation au CD4. On

sait aujourd 'hui que la gp 120 subit un changement conformationnel après sa fixation sur le

récepteur CD4. Nos études en cours visent à déterminer si la délétion de l'hélice a-l dans la

gp 120 a entraîné ce changement conformationnel. Si tel est le cas, nous disposerons d'une

molécule potentiellement immunisante. La fabrication par la même occasion d'un virus

contenant cette gp 120, permettra d'étudier les mécanismes d'entrée du virus dans les cellules

indépendamment du CD4.

Nous avons déterminé avec précision dans l'hélice a-1 de la gp 120, l'acide aminé

responsable de la fixation au récepteur CD4. Nous avons démontré que le tryptophane W112

pouvait jouer un rôle majeur dans le maintien de la poche hydrophobe d'interaction de la

gp 120 au CD4. Ces travaux ont pu montrer que ce résidu aromatique avait une aussi grande

importance que le W427 ou "CD4 binding site". Toutes ces données laissent supposer un rôle

important des tryptophanes dans les interactions gp 120-cellules cibles. On peut constater que

dans la majorité des cas, ces W sont très conservés (dans les différents isolats de VIH-l), ce

qui souligne leur importance biologique.

Différentes mutations dans d'autres structures conservées de gp 120 sont actuellement

testées dans notre laboratoire.

Dans tous les cas, une meilleure compréhension du rôle des structures conservées et de

leur niveau d'intervention dans les différentes étapes de l'infection, devrait pennettre

d'imaginer des stratégies thérapeutiques et/ou immunisantes plus efficaces. C'est une des

finalités de nos recherches.
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Nous avons également démontré que la glycoprotéine d'enveloppe gp 120 (provenant

d'une souche virale T-tropique) est capable de reproduire la plupart des effets du SDFlu en se

fixant sur le co-récepteur CXCR4 (chimiotactisme cellulaire, mobilisation de la concentration

intracellulaire de calcium, internalisation du co-récepteur CXCR4). Néanmoins, parmi les

effets du SDFlu sur le CXCR4, nous n'avons pas pu mettre en évidence une activation de la

voie àes MAPK (erkl / erk2) via le CXCR4. Il serait intéressant d'étudier la voie d'activation

de JNK après fixation de la gp12ü sur le CXCR4. Cette étude permettra d'élucider les

mécanismes d'activation des différentes voies lors de la fixation de la gp12Ü sur tel ou tel

récepteur. Tous ces mécanismes d'activation provoqués par la fixation de la gp120 sur le

CXCR4 pourraient expliquer certains effets pathogènes observés au cours de l'infection par le

VIH.

La compréhension des processus impliqués dans la fixation et la fusion de la SU de

renveloppe virale avec la membrane cellulaire, ainsi que les réponses physiologiques,

permettront le développement de nouvelles stratégies, afin de mieux contrôler l'infection par

le VIH.
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RESUME

Le Virus de l'Immunodéficience Humaine (VIH) est l'agent étiologique du
Svndrome d'Immunodéficience Acquise (SIDA). Pour pouvoir entrer dans les
c~llules qu'il infecte, le VIH doit tout d'abord interagir avec les proteines
membranaires de l'hôte. Il est donc important de connaître les sites d'interaction des
glycoprotéines d'enveloppe du virus avec' les cellules cibles.

De manière générale, les agents pathogènes infectent l'hôte en utilisant des
structures conservées. Ces structures sont capables de reconnaître les sites de fixation
et de pénétration cellulaire.

Les résultats obtenus dans le cadre de cette thèse nous ont permis de démontrer
le rôle de l'hélice amphipatique alpha 1 (structure hautement. conservée) de la gpl~O

dans les interactions entre la glycoprotéine d'enveloppe du VIH-l et le récepteur
CD4. Nous avons pu, après délétion de cette hélice alpha (E91-S115), obtenir une
gp120 qui ne se fixe plus sur le CD4 mais qui maintient son interaction sur le co­
récepteur CXCR4. Des mutations ponctuelles dans cette structure conservee de la
gp120, nous ont permis de déterminer avec précision l'acide aminé (aa. \'\'112)
impliqué dans l'interaction gp120-CD4. Les données cristallographiques de la gp120,
actuellement disponibles, nous ont permis de localiser avec précision, le Wl12. L'aa
W1l2 est un élément majeur de la cavité de la gp120 impliquée dans l'interaction
avec le CD4, et ce au même titre que le W 427 (de la région C4 de la gp120), décrit
pendant plus de dix ans comme « site de fixation de la gp120 sur le CD4 ".

Outre la détermination de cette région d'interaction, nous avons également
démontré que la glycoprotéine d'enveloppe gp120 est capable de reproduire les effets
des chimiokines sur les cellules possédant leur récepteur (ici le CXCR4). Les réponses
cellulaires observées sont: un chimiotactisme cellulaire, une mobilisation de la
concentration intracellulaire de calcium, l'internalisation du co-récepteur CXCR4.
Ces resultats sont observés indépendamment d'une fixation de la gp12U sur le
récepteur CD4. Ces données pourraient expliquer qu'au travers du CXCR4, la gp120
serait capable d'induire des effets physiopathologiques "inconnus" jusqu'ici.

L'ensemble des résultats rapportés dans cette thèse nous permettent d'une part
de mieux appréhender les mécanismes d'interaction entre la gp120 du VIH-1 et les
récepteurs cellulaires, d'autre part d'appréhender des effets de la gp120 sur la
physiopathologie du VIH.

Mots Clés : VIH-l, gp120, CXCR4, CD4, Structures Conservées, Interactions,
Récepteurs, Co-récepteurs, Signalisation Cellulaire, Internalisation, Chimiotactisme.




