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Résumé

Modulation de la susceptibilité des cellules a I'infection par le VIH-1 : Effets des IFN-a et de
la protéine virale Rev

Ce travail a porté sur I'étude de deux mécanismes impliqués dans la modulation de la

susceptibilité cellulaire a l'infection par le VIH-1. Premierement, nous avons étudié |'effet des 12
sous-types d’IFN-a sur I'inhibition de la réplication virale. Nous avons montré que les IFN-a avaient
des puissances d’inhibition différentes. Nous avons initialement confirmé que le sous-type 14 est le
plus puissant. Nous avons également décortiqué I'effet de chaque IFN-a sur les différentes étapes du
cycle viral. Nous avons observé que différentes étapes du cycle sont affectées par les IFN-a et ce de
manieres différentes selon le sous-type. Ainsi, certains sous-types sont plus puissants sur les étapes
précoces alors que d’autres semblent plus efficaces sur les étapes tardives. L'étude du transcriptome
induit par les différents sous-types nous suggere que la plus forte inhibition de I'lFN-al4 serait en
partie liée a un plus fort niveau d’induction de plusieurs facteurs de restriction.
Deuxiemement, nous avons étudié un mécanisme d’interférence induit par le virus lui-méme. Nous
avions déja observé que la protéine virale Rev pouvait interférer avec une seconde infection virale.
Nous avons observé que tous les domaines fonctionnels de Rev (localisation nucléaire,
multimérisation, liaison a I’ARN, export nucléaire) sont nécessaires pour cette interférence. Nous
avons ensuite identifié I'étape du cycle viral ciblée par Rev comme étant I'import nucléaire et/ou
I'intégration. De méme, nous avons montré que certaines souches virales sont résistantes a la
restriction médiée par Rev. Les résultats de notre étude suggérent que la capside virale jouerait un
réle dans ce mécanisme et un ou plusieurs facteurs cellulaires pourraient également étre impliqués.

Mots clefs : VIH-1, IFN-a, Rev, restriction, cycle viral

Modulation of cell susceptibility to HIV-1 infection: Effects of IFN-a and of the viral protein
Rev

This work focused on the study of two mechanisms involved in the modulation of cellular

susceptibility to HIV-1 infection. First, we studied the effect of the 12 IFN-a subtypes on the
inhibition of viral replication. We showed that IFN-a have different inhibition potencies. We initially
confirmed that subtype 14 is the most potent. We also examined the effect of each IFN-a on the
different steps of the viral replication cycle. We observed that different steps are affected to various
extent by IFN-a depending on the subtype. Thus, some subtypes are more potent on the early steps
while others seem to be more effective on the late steps. The study of the transcriptome induced by
the different subtypes suggests that the inhibition potency of IFN-a14 is partly related to a higher
level of induction of several restriction factors.
Second, we studied an interference mechanism induced by the virus itself. We had already observed
that the viral protein Rev could interfere with a second viral infection. We observed that all
functional domains of Rev (nuclear localization, multimerization, RNA binding, nuclear export) are
necessary for interference. We then identified the steps of the viral cycle targeted by Rev as nuclear
import and/or integration. In addition, we demonstrated that some viral strains are resistant to Rev-
mediated restriction. Our results suggest that the viral capsid may be involved in this mechanism and
one or several cellular factors could be involved.

Keywords : HIV-1, IFN-a, Rev, restriction, viral cycle
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ADN : Acide désoxyribonucléique
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ARNg : Acide ribonucléique génomique

ARNt : Acide ribonucléique de transfert

ARNm : Acide ribonucléique messager

AZT : Zidovudine

CA : Antagoniste de CCR5

CCR5 : Récepteur a C-C chimiokine de type 5

CD4 : Cluster de différenciation 4

CMH : Complexe majeur d'histocompatibilité

CXCR4 : Récepteur a C-X-C chimiokine de type 4

DIS : Séquence d’initiation de la dimérisation

dNTP : désoxyribonucléoside triphosphate

DTG : Dolutégravir

FDC : Combinaison a dose fixe

FI : Inhibiteur de fusion

IFITM : Interferon induced transmembrane protein

IFN : Interféron

IKKe : I-kappaB kinase epsilon

INSTI : Inhibiteur d’intégrase

IRES : Site interne d’entrée du ribosome

IRF : Interferon regulatory factor

ISG : Interferon stimulated genes

ISRE : Interferon stimulated response element

JAK : Just another kinase

KD : Constante de dissociation

LGP2 : Laboratory of Genetics and Physiology 2

LTR : Long terminal repeat

MAVS : Mitochondrial antiviral-signaling protein

MDAS : Melanoma differentiation-associated protein 5
MDDC : Monocyte-derived dendritic cells
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MYD88 : Myeloid differentiation primary response protein 88
NVP : Névirapine
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NK : Lymphocytes natural killer

NNRTI : Inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse,
NPC : Complexes de pores nucléaires

NRTI : Inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse,
Nup : Nucléoporine

PAI : Inhibiteur post-attachement

PAMP : Pathogen associated molecular patterns

PBMC : Cellules mononucléaires du sang périphérique
PBS : Primer binding site

pDC : Cellules dendritiques plasmacytoides
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PE : Activateur pharmacocinétique

PHA : Phytohémagglutinine
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Figure 1 : Pathogéneése de I'infection VIH-1 au cours des 3 phases : en primo-infection (a gauche), en phase
chronique (au centre) et en stade SIDA (a droite).

Sont représentés sur le graphe, le nombre de lymphocytes T CD4 (noir) et T cytotoxiques (rouge), le titre
d’anticorps anti-VIH (bleu) et la charge virale au cours de I'infection (vert) (Site de 'ENS de Lyon).
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l.  Généralités sur le VIH-1 et le SIDA

A- Découverte du VIH-1 et épidémiologie

Le virus de I'immunodéficience humaine de type | (VIH-1) a été isolé et décrit pour la
premiere fois en 1983 (Barré-Sinoussi et al., 1983). Cette découverte fait suite a une épidémie
qui a commencé en 1981 et s’est propagée dans le monde entier. Les symptomes de cette
maladie étaient la réduction importante du nombre de lymphocytes T CD4+ dans le sang causant
un syndrome d’'immunodéficience acquise (SIDA) et |'apparition de maladies opportunistes
conduisant systématiquement a la mort des patients. Le VIH-1 a émergé chez I'homme suite a
plusieurs transmissions zoonotiques d’un virus de singe, le Simian Immunodeficiency Virus (SIV)
(Hahn et al., 2000). Chez 'homme, ce virus se transmet par voie sexuelle, contact avec le sang,
lors de I'accouchement et de I'allaitement.

Depuis le début de I'épidémie, pres de 75 millions de personnes ont été infectées par le
VIH-1 et environ 32 millions en sont mortes. En 2018, 37,9 millions de personnes dans le monde
vivaient avec le VIH et 24,5 millions seulement avaient accés a un traitement antiviral (source :
ONUSIDA). En 2018, 1,7 millions de personnes ont été nouvellement infectées par le VIH et 770
000 personnes sont décédées de causes liées au SIDA. L'Afrique Sub-Saharienne est la partie du
monde la plus touchée par le virus.

B- Cellules cibles et physiopathologie du VIH-1

La nécessité de la liaison du VIH-1 au récepteur CD4 et aux corécepteurs CCR5 ou CXCR4
pour infecter les cellules lui confére un tropisme spécifique pour les lymphocytes T CD4+ et les
macrophages. Les cellules dendritiques quant a elles peuvent internaliser le virus, le transmettre
aux lymphocytes ou dans certaines conditions, étre infectées. Linfection d’autres types
cellulaires a également été décrite, mais leur réle semble marginal. Chez la majorité des patients,
en absence de traitement, I'infection par le VIH-1 se manifeste en trois phases (Naif, 2013):

La primo-infection, souvent asymptomatique, ou avec des symptomes pseudo-grippaux non
spécifiques (fievre, malaise, lymphadénopathie, diarrhée, éruptions cutanées) (Schacker et al.,
1996). Pendant cette phase, le virus réplique efficacement et établit une infection permanente
dans tous les compartiments du corps (Figure 1). On observe également une forte déplétion en
lymphocytes T CD4+ et une expansion des CD8+. Puis le haut niveau de virémie dans le sang, qui
dépasse 1 million de copies d’ARN viral par millilitre, va chuter jusqu’a atteindre un plateau trés
variable selon les individus, appelé « set point », généralement de dix milles a cent milles copies
d’ARN viral par milliltre. Survient ensuite une phase chronique asymptomatique de durée
variable selon les patients (en moyenne 8 a 10 ans en 'absence de traitement). Pendant cette
phase, il y a une déplétion progressive des lymphocytes T CD4+ dans le sang et les ganglions
lymphatiques jusqu’a atteindre un seuil trop bas (200 cellules/ul ou moins) pour assurer le
fonctionnement du systeme immunitaire. Le patient entre alors dans la troisieme phase de la
maladie, le stade SIDA. Pendant cette phase, on observe une dérégulation du systéme
immunitaire et une inflammation systémique ainsi qu’une réplication persistante du virus. Au
cours de cette derniére phase, le systeme immunitaire est trop affaibli, ce qui conduit a
I'apparition de maladies opportunistes comme des infections a Pneumocystis jirovecii, myco-
bacteria, cytomegalovirus, Toxoplasma gondii, Cryptococcus ou des cancers peu fréquents chez
les individus immunocompétents, comme le sarcome de Kaposi ou des lymphomes non-
Hodgkiniens qui vont conduire fatalement a la mort du patient.
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C- Traitements

Un des obstacles majeurs au développement d’un traitement efficace contre le VIH a été sa
vaste diversité génétique. En effet, la transcriptase inverse du virus n’a pas d’activité correctrice,
ce qui crée une erreur environ toutes les 10000 bases (environ une erreur par génome et par
cycle viral) (Roberts et al., 1988). Ce virus présente également une dynamique de réplication tres
rapide. Chez un patient non traité, on observe une production d’environ 10° nouvelles particules
virales par jour au début de l'infection (Ho et al., 1995). De plus, dans un cas de coinfection
d’une cellule par deux virus, des évéenements de recombinaisons entre les virus peuvent avoir
lieu. Ces phénomeénes combinés conduisent a une trés large population virale trés diversifiée. On
parle alors de quasi-espéces.

Au début de I'épidémie, il n’existait pas de molécule antirétrovirale. Le traitement consistait
a soigner les maladies opportunistes qui se présentaient pendant la phase SIDA. La premiere
molécule utilisée en thérapie a été I'azidothymidine (AZT), en 1987, qui avait été développée
pour le traitement des cancers. Cette molécule est capable d’inhiber I'étape de transcription
inverse du virus. Cependant, des résistances virales a I’AZT se sont rapidement développées.
Les traitements ont été révolutionnés au milieu des années 90 avec le développement des
inhibiteurs de protéase et d’autres inhibiteurs de la transcriptase inverse. Ceci a permis
I’'administration d’'une combinaison de ces molécules aux patients, (combines Antiretroviral
Therapy, cART) qui provoque une réduction trés importante de la réplication virale et par
conséquent de la charge virale plasmatique, et réduit la probabilité d’émergence de mutants
résistants a ces inhibiteurs. Ces traitements ont fait chuter drastiquement la mortalité et la
morbidité liées au VIH-1 (Barré-Sinoussi et al., 2013).

Il existe aujourd’hui six classes différentes d’antirétroviraux qui ciblent plusieurs étapes du
cycle viral : les antagonistes du corécepteur CCRS5, les inhibiteurs de fusion, les inhibiteurs non
nucléosidiques de la transcriptase inverse, les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase
inverse, les inhibiteurs de l'intégrase et les inhibiteurs de la protéase (Puhl et al.,, 2019).
Actuellement les patients sont traités par une combinaison de trois antirétroviraux dirigés au
moins contre deux cibles virales distinctes, généralement un inhibiteur de I'intégrase associé a
deux inhibiteurs de la transcriptase inverse. Ces traitements sont trés efficaces dans la majorité
des cas, permettant un controle de la virémie et prévenant la transmission du virus au sein de
couples sérodiscordants ou de la mére a I'enfant lors de I'accouchement. Cependant, les
traitements doivent étre pris a vie, car ils ne permettent pas I'éradication de l'infection et I'arrét
du traitement conduit presque toujours a un rebond de la virémie.

Maintenant que les traitements antirétroviraux sont efficaces pour inhiber la réplication
virale, un des nouveaux enjeux est la guérison de l'infection par le VIH-1. Cependant, |'obstacle
majeur a |I’éradication de ce virus vient de I'existence d’un réservoir viral. Les réservoirs viraux
peuvent désigner a la fois des sanctuaires anatomiques, qui sont peu accessibles par le
traitement a cause d’'une mauvaise diffusion des antirétroviraux dans ces tissus, ou alors des
cellules (principalement des lymphocytes T CD4 mémoires) dans lesquelles le virus a intégré son
génome et est en phase de latence (Chun et al.,, 1995). Dans ces cellules, le virus n’est pas
reconnu par le systeme immunitaire car elles n’expriment pas d’antigénes et les traitements
n’‘ont aucun effet. Ce réservoir peut alors se maintenir car ces cellules ont une longue durée de
vie et peuvent continuer de proliférer, amplifiant en méme temps le provirus intégré dans leur
génome (amplification clonale) (Anderson and Maldarelli, 2018).

Actuellement, toujours aucun vaccin n’est efficace pour prévenir l'infection par le VIH-1.
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Le VIH-1 posséde une enveloppe composée d’'une bicouche lipidique dans laquelle sont enchassées les
glycoprotéines d’enveloppe ainsi que des protéines cellulaires. Sous I’enveloppe se trouvent les protéines de
structure qui protégent I’ARN génomique double brin ainsi que plusieurs protéines virales et cellulaires qui ont
été encapsidées lors du précédent bourgeonnement (Source : Viralzone).
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Figure 3 : Génome du VIH-1 (souche HXB2).
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Le génome du VIH-1 est composé de 9 genes. Il contient plusieurs éléments de régulation ainsi que plusieurs
cadres de lecture qui donneront lieu a la synthese de 15 protéines virales (Source : HIV sequence database, Los
Alamos National Laboratory).
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ll. Le VIH-1 et son cycle réplicatif

Le VIH-1 est un virus appartenant a la famille des retroviridae du genre lentivirus. C’est un
virus @ ARN simple brin de polarité positive diploide. Son génome mesure un peu moins de
10 000 bases. C’est un virus enveloppé faisant environ 100 a 120 nm de diameétre avec une
capside de forme conique (Figure 2).

A- Genes et protéines virales

Le génome du VIH-1 est composé de 9 génes codant pour 15 protéines (Figure 3) :

Le gene gag code pour une polyprotéine précurseur Pr55Gag qui donnera les protéines de

structure aprés clivage par la protéase (Jalalirad and Laughrea, 2010) :

e La matrice (MA-p17) est une protéine myristillée permettant le ciblage du précurseur Gag
vers les radeaux lipidiques de la membrane de la cellule hote au moment de I'assemblage.
Dans le virion mature, elle forme la couche protéique externe, sous la membrane lipidique.
Elle pourrait également étre impliquée dans la liaison de ’ARN viral et I'import nucléaire du
complexe de pré-intégration (PIC).

e La capside (CA-p24) est responsable de la multimérisation des précurseurs Gag. Une fois
maturée, elle forme la couche protéique conique interne qui contient le génome viral.

e La nucléocapside (NC-p7) est capable de se lier a I’ARN viral. Pendant les phases tardives du
cycle, elle participe a la dimérisation de I'ARN génomique, a son encapsidation, a
I'incorporation d’ARNt ainsi qu’a I'assemblage des virions néo-formés.

e La protéine pb6 joue un réle dans I'étape tardive du bourgeonnement en interagissant avec
certaines protéines cellulaires. p6 permet également I'incorporation de la protéine virale Vpr
dans la particule virale.

Le géne pol code pour une polyprotéine qui donnera les enzymes virales (Frankel and Young,

1998a) :

e La protéase (PR-p10) est un homodimére de 22 kDa. Pendant I'étape de maturation, la
protéase va s’autocliver puis clivera les polyprotéines Gag et Gag-Pol dans les virions
néoformés.

e Latranscriptase inverse (RT-p66/51) est une ADN polymérase ARN dépendante composée de
deux sous-unités de 51 kD et de 66 kDa. Elle permet la transcription de I’ARN viral en ADN
double brin. Elle a également une activité RNaseH conduisant a la dégradation de ’ARNv des
hybrides ARN/ADN permettant la synthése du deuxiéme brin d’ADN. La transcriptase inverse
du VIH-1 n’a pas d’activité correctrice, ce qui induit I'accumulation d’erreurs lors de la
transcription inverse.

e L’intégrase (IN-p32) est une protéine de 32 kDa qui fonctionne sous forme de tétramere. Elle
catalyse l'intégration de ’ADN viral double brin dans celui de la cellule hote.

Le géne env code pour les glycoprotéines d’enveloppe gp120 et gp41 (Checkley et al., 2011) :

o Les glycoprotéines d’enveloppe sont synthétisées sous la forme d’un précurseur gpl60. La
gp160 est clivée protéoliguement par une enzyme cellulaire (une protéase furine ou furine-
like) en gp120 et gp41 matures. Le clivage de la gp160 est nécessaire pour I'activité de fusion
et donc l'infectiosité des virions. Aprés clivage, la gp120 et la gp41 forment un complexe lié
de maniére non covalente qui est transporté a la membrane cellulaire. La forme biologique
active de Env est un trimére de dimeéres gp120/gp41.
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Figure 4 : Cycle de réplication du VIH-1.

Le VIH se fixe a la surface cellulaire grace a l'interaction de la glycoprotéine d’enveloppe virale gp120 avec le
récepteur CD4 et le corécepteur CCR5 ou CXCR4. L’enveloppe du VIH fusionne avec la membrane plasmique de
la cellule permettant la libération de la capside dans le cytoplasme. L'ARN génomique du VIH-1 est
rétrotranscrit en ADN double brin par la transcriptase inverse. L’ADN viral est transporté dans le noyau et
s’'intégre dans le génome de la cellule hote. Les ARN viraux génomiques et messagers sont transcrits, exportés
dans le cytoplasme et traduits en protéines virales, permettant ensuite I'assemblage et le bourgeonnement de
nouvelles particules virales qui sont libérées a la membrane cellulaire (schéma réalisé sur BioRender.com).
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Les genes restant codent pour les deux protéines régulatrices (Tat et Rev) et les protéines

accessoires (Vif, Nef, Vpu et Vpr) (Li et al., 2005) :

e Tat est une protéine de 101 acides aminés codée par deux exons. C'est la protéine
transactivatrice du virus. Lors de la transcription du génome viral, Tat se lie a la séquence
TAR de I’ARN naissant, permettant son élongation et augmentant son efficacité de
transcription.

e Rev est une protéine de 116 acides aminés également codée par deux exons. Rev régule
I’expression des ARN viraux en se liant sur la séquence Rev Response Element (RRE) présente
dans les ARN non et partiellement épissés.

e Vif est une protéine de 192 acides aminés présente dans la particule virale. Vif stimule la
transcription inverse et inhibe l'incorporation d’APOBEC3G, un facteur de restriction du
virus, dans les virions néoformés.

e Nef est une protéine de 27 kDa qui entraine une diminution de I'expression de surface de la
protéine CD4 et du complexe majeur d'histocompatibilité de type 1 (CMH-I). En diminuant
I'expression de CD4, elle favorise le bourgeonnement ainsi que l'infectiosité virale. Nef
interfere également avec certaines voies de signalisation cellulaire et des protéines
cellulaires capables de réduire I'infectivité virale.

e Vpu est une petite protéine de 9 kDa. Elle favorise le bourgeonnement des virions en
neutralisant lI'effet du facteur de restriction BST2. Vpu diminue aussi I'expression du
récepteur CDA4.

e Vpr est une protéine de 96 acides aminés qui est incorporée dans les virions en se liant a p6.
Elle participe a I'import nucléaire du complexe de préintégration. Vpr induit aussi un arrét du
cycle cellulaire en G2 ainsi que I'apoptose. Elle peut également transactiver le promoteur
viral et certains genes cellulaires.

B- Cycle de réplication virale

1. Attachement du virion

Le virion va adhérer a la cellule cible grace a des protéines cellulaires enchassées dans sa
membrane au moment du précédent bourgeonnement. Ces liaisons peuvent étre non
spécifigues, comme une interaction avec les protéoglycanes a héparane sulfate chargées
négativement a la surface des cellules (Saphire et al., 2001) ou peuvent étre plus spécifiques
comme linteraction avec l'intégrine a4B7 (Arthos et al.,, 2008). Elles peuvent également
reconnaitre la molécule DC-SIGN (Geijtenbeek et al., 2000). La liaison de ces molécules a la
surface cellulaire va permettre un rapprochement des protéines d’enveloppe du virion avec le
récepteur CD4 et le corécepteur CCR5 ou CXCR4.

2. Entréevirale

La premiére étape de I'entrée est la liaison de la sous-unité gp120 de la protéine virale Env
au récepteur cellulaire CD4 (Figure 4). Cette liaison entraine un changement de conformation de
Env permettant sa liaison au corécepteur CCR5 ou CXCR4. La liaison du corécepteur a Env
conduit a un nouveau changement de conformation qui induit I'exposition du peptide de fusion
de la gp41l. Ce peptide s’insére alors dans la membrane cellulaire et initie une fusion des deux
membranes. Ceci créé un pore de fusion et permet la libération de la capside virale dans le
cytoplasme (Klasse, 2012 ; Wilen et al., 2012).
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Figure 5 : Les différentes étapes de la transcription inverse du VIH-1.

Un ARNt s’apparie a la région PBS située dans le LTR en 5’ (A), puis la transcriptase inverse synthétise ’ADN
négatif et dégrade la matrice ARN (B). L'ADN synthétisé est transféré sur la séquence R en 3’ (C) et poursuit la
synthese de I’ADN négatif et la dégradation de I’ARN (D). La séquence ppt résistante a la dégradation par la
RNase H sert d’amorce pour la synthése de 'ADN positif (E). Un deuxiéme transfert de brin a lieu (F)
permettant la synthese totale des brins positif et négatif (G) (schéma réalisé sur BioRender.com).
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3. Transcription inverse

Durant son étape cytoplasmique, I’ARN génomique viral est rétrotranscrit en ADN double
brin et acheminé aux pores nucléaires. La transcription inverse est effectuée par la transcriptase
inverse présente dans le virion et est probablement déclenchée par I'exposition du complexe
viral a des dNTPs présents dans le cytoplasme. La transcriptase inverse du VIH-1 a deux activités
enzymatiques, une activité d’ADN polymérase ARN dépendante, permettant la synthese de
nouveaux brins d’ADN et une activité de ribonucléase (RNaseH) permettant la dégradation de
I’ARN génomique et de 'amorce ARNt.

L’ARNg de polarité positive sert de matrice et un ARNt™, incorporé lors du précédent
bourgeonnement, sert d’amorce. L’ARNt se fixe sur la séquence PBS (pour Primer Binding Site)
présente en 5’ et permet de rétrotranscrire la partie 5 de '’ARNg (séquence R et U5) (Hu and
Hughes, 2012b). En méme temps, la RNaseH dégrade ’ARN matrice (Figure 5). Ce petit brin
d’ADN est alors transféré sur la séquence R situé en 3’ du génome permettant la synthése
compléte du brin d’ADN négatif et la dégradation de I’ARN matrice (Basu et al., 2008). La
séquence PPT (pour PolyPurine Tract) proche d’U3 est résistante a la RNaseH et sert d’amorce
pour la synthése du brin positif. Ceci va conduire a la synthése des régions U3, R et U5 dans la
région 3’ du génome. Ce brin est ensuite transféré en 5’ et permet la synthése compléete du brin
positif de I’ADN viral. Le PPT en 3’ est nécessaire a la transcription inverse. En revanche, le cPPT
ne I'est pas mais augmente fortement la capacité du virus a compléter la synthése de 'ADNc
(Charneau et al., 1992).

Pendant la transcription inverse, la transcriptase inverse change souvent de brin matrice,
entrainant des recombinaisons entre les deux brins d’ARN et des formes recombinantes si les
deux brins d’ARN ne sont pas identiques. Ces sauts intramoléculaires entre les deux brins
conduisent aussi a des délétions, des insertions et des duplications (Hu and Hughes, 2012c).

4. Décapsidation

La capside renferme le génome viral (2 molécules d’ARN simple brin) et quelques protéines
virales (capside, nucléocapside, transcriptase inverse, intégrase et Vpr). Le rble de la capside
dans la transcription inverse ainsi que le lieu (cytoplasme, enveloppe nucléaire, noyau) et le
moment de la décapsidation, tres tot apres la fusion virale ou trés tard, juste avant I'intégration
nucléaire, restent sujets a débat (Campbell and Hope, 2015).

Certaines études ont montré qu’il n'y avait pas de protéines de capside associées au
complexe de transcription inverse et suggerent donc que la décapsidation a lieu trés tot apres la
fusion virale et est complete (Panté and Kann, 2002 ; Yang et al., 2012). D’autres études
suggerent qu’une certaine quantité de protéines de capside se désassemblent dans le
cytoplasme pendant I'acheminement au noyau mais qu’une majorité d’entre elles restent
associées au complexe de transcription inverse (Hulme et al., 2011; Xu et al., 2013). D’autres
articles ont mis en évidence que la capside virale reste intacte jusqu’a son arrivée aux pores
nucléaires et que la décapsidation avait lieu au moment de I'import nucléaire (Lahaye et al.,
2013 ; Fernandez et al., 2019 ; Francis et al., 2020). Récemment, il a été montré que la protéine
TRN-1 (Transportine-1) serait nécessaire a la décapsidation. TRN-1 se lierait a la protéine de
capside au niveau des pores nucléaires, entrainant un profond changement conformationnel de
la capside et permettant la libération du génome viral (Fernandez et al., 2019). Aprés la
décapsidation, TRN-1 permettrait le transport de CA dans le noyau. Il a aussi été montré que des
multiméres de capside restaient associés a I’ADN rétrotranscrit et seraient aussi importés dans le
noyau (Blanco-Rodriguez et al., 2020). Ces complexes s’accumuleraient en particulier dans des
sous domaines du noyau (Nuclear speckles) qui contiennent des régions génomiques dans
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Figure 6 : Facteurs interagissant avec la capside virale pendant les phases précoces d’une infection VIH-1.

Apreés la fusion, la capside virale est acheminée a la membrane nucléaire puis le complexe de préintégration
sera importé dans le noyau. Pendant ce transport et aprés I'import nucléaire, les effecteurs viraux intéragissent
avec de nombreux facteurs cellulaires (Yamashita and Engelman, 2017).
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lesquels I’ADN viral s’integre préférentiellement (Francis et al., 2020). Cependant, des études
trés récentes ont montré que des capsides intactes pouvaient étre retrouvées dans le noyau
(Burdick et al., 2020) et que la transcription inverse s’y acheverait (Dharan et al., 2020). La
décapsidation aurait ainsi lieu dans le noyau juste avant l'intégration (Burdick et al., 2020). De
maniére intéressante, cette équipe a également observé que la décapsidation de virus portant
des mutations (N74D/A77V) dans leur capside, les rendant incapables de se lier au facteur
CPSF6, se faisait au niveau de I'enveloppe nucléaire (Burdick et al., 2020). L'ensemble de ces
études suggerent que la décapsidation et I'import nucléaire sont peut-étre des étapes du cycle
dépendantes a la fois du type cellulaire mais également de la souche virale étudiée.

5. Import nucléaire

Une fois I’ARN rétrotranscrit en ADNv, celui-ci reste associé a plusieurs protéines virales et
cellulaires qui forment le complexe de préintégration compétent pour I'import nucléaire.
Contrairement a la plupart des rétrovirus qui entrent dans le noyau de la cellule cible au cours
d’un cycle de division, I'import nucléaire du génome du VIH-1 est un phénoméne actif qui passe
par les complexes de pores nucléaires et permet l'infection des cellules qui ne sont pas en
division (Weinberg et al., 1991 ; Lewis et al., 1992). Les complexes de pores nucléaires (NPC) sont
de larges structures multi-protéiques qui traversent la membrane nucléaire et sont responsables
des échanges passifs et actifs entre le noyau et le cytoplasme. L'import nucléaire est une étape
du cycle viral tres étudiée et encore controversée. Au cours de cette étape, le PIC va interagir
avec de nombreux facteurs cellulaires.

Certaines nucléoporines (NUP), une famille de protéines qui composent les NPC, comme
NUP153, NUP358 sont impliquées dans I'import nucléaire du VIH-1 (Bhargava et al., 2018).
NUP358 est située a la surface cytoplasmique des NPC. Cette protéine peut se lier a la protéine
de capside (Schaller et al., 2011). Sa déplétion inhibe l'infection virale a une étape post-
transcriptionelle. NUP153 a aussi été montré comme nécessaire pour I'entrée nucléaire du PIC
(Di Nunzio et al., 2013). NUP153 se lie également directement a la protéine de capside dans le
PIC (Matreyek et al., 2013).

Le role de deux autres protéines cellulaires ne faisant pas partie des NPC a été démontré
dans I'import nucléaire, TNPO3 et CPSF6 (Price et al., 2012). TNPO3, qui est une importine-B-like
karyopherin, a été montrée comme interagissant avec la protéine de capside et l'intégrase
(zhou et al., 2011 ; Valle-Casuso et al., 2012 ; Larue et al., 2012). Quelques études suggerent que
TNPO3 favorise I'import nucléaire du PIC (Christ et al., 2008 ; Logue et al., 2011 ; De laco and
Luban, 2011 ; Cribier et al., 2011). Sa déplétion réduit fortement le nombre de provirus intégrés.
CPSF6 est un composant de la machinerie de clivage et polyadénylation des ARNm. Cette
protéine contient un domaine de reconnaissance de I’ARN en N-terminal, un domaine riche en
proline central et un domaine C-terminal riche en séquences repétées arginine/serine,
arginine/glutamate et arginine/aspartate qui sont nécessaires pour sa localisation nucléaire. La
déplétion de TNPO3 conduit a une localisation cytoplasmique de CPSF6 suggérant que son
import nucléaire est médiée par TNPO3 (De laco et al., 2013). CPSF6 est capable de se lier a la
protéine de capside dans le cytoplasme et la séquestration de CPSF6 dans le cytoplasme inhibe
I'infection virale (Chin et al., 2015). De plus, la déplétion de CPSF6 conduit a une réduction de la
localisation nucléaire de I’ADN viral ainsi qu’une réduction de I'intégration (Chin et al., 2015). Il a
été suggéré que CPSF6 faciliterait I'entrée nucléaire en permettant la liaison de la capside a
TNPO3 (Yamashita and Engelman, 2017).
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Figure 7 : Les différentes étapes de I'étape d’intégration du VIH-1.

Deux nucléotides sont éliminés a chaque extrémité 3’ de 'ADNv formant des extrémités CA sortantes Ces
extrémités sortantes attaquent une paire de liaison phosphodiester sur des brins opposés de I’ADN cellulaire et
se lient de fagon covalence a I’ADN cellulaire. Les jonctions entre les brins viraux et cellulaires sont réparées par
des enzymes cellulaires (Van Maele et al., 2006).
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6. Intégration

Une fois dans le noyau, le génome viral, qui est maintenant sous forme d’ADN double brin,
est intégré dans le génome de la cellule hote par I'intégrase virale présente dans le complexe de
préintégration. Celui-ci peut s’intégrer n’importe ol dans le génome, mais les zones du génome
denses en génes et actives transcriptionnellement sont ciblées de facon préférentielle. Ce
ciblage est guidé en partie par la capside et I'intégrase virales mais également par des facteurs
cellulaires comme CPSF6 et LEDGF/p75 (Maertens et al., 2003 ; Ciuffi et al., 2005 ; Sowd et al.,
2016). La déplétion de ces deux facteurs cellulaires conduit a une réduction significative de
I'intégration et a une modification de la distribution des sites d’intégration. Il semblerait
également que CypA affecte le site d’intégration dans la phase nucléaire (Schaller et al., 2011).

L'intégration est catalysée par un tétramere d’intégrase lié aux deux extrémités de I’ADN

viral. La premiére étape de l'intégration est I’élimination de deux nucléotides a chaque extrémité
3’ de I'ADNv conduisant la formation d’extrémités AC sortantes (Figure 7). Ces deux extrémités
sortantes sont capables d’attaquer une paire de liaison phosphodiester sur des brins opposés de
I’ADN cellulaire cible. L’activité de transfert de brin de I'intégrase permettra alors de relier les
extrémités 3’ de I’ADN de maniéere covalente a I’ADN cellulaire. Puis les enzymes cellulaires vont
réparer les jonctions entre les brins viraux et cellulaires (Craigie and Bushman, 2012).
Cependant, une fois dans le noyau, tous les génomes ne vont pas s’intégrer dans le génome de
I’'hGte et peuvent se circulariser sous différentes formes. Cette circularisation peut étre causée
par un phénomeéne d’autointégration, I'extrémité 3’ sortante de I’ADN va attaquer des sites dans
le génome viral. Les cercles a 1 LTR sont formés exclusivement aprés recombinaison homologue
des deux LTR. Les cercles a 2 LTR sont les produits d’événements de réparation non homologues
par des enzymes cellulaires (Sloan and Wainberg, 2011). Il a également été montré que I’ADN
peut rester sous forme linéaire non intégrée (Hamid et al., 2017).

7. Transcription et traduction virales

Une fois intégré dans le génome de la cellule hote, le provirus pourra étre transcrit.

L’expression génique du VIH-1 est complexe et hautement régulée par les protéines Tat et Rev.
La région LTR située en 5’ du génome agit comme promoteur viral. Le LTR contient plusieurs
éléments de régulation comme des sites de liaison SP1 et une boite TATA qui recrute des TATA-
binding protein (TBP). Ces éléments vont permettre la fixation de TFIID et TAF, des facteurs
d’initiation de la transcription cellulaire ainsi que I’ARN polymérase Il. Le LTR contient également
des domaines de liaison de NF-kB qui vont favoriser la transcription (Nilson and Price, 2011).
Le génome viral va initialement étre transcrit a bas bruit par la machinerie de transcription
cellulaire. Le VIH-1 utilise également la machinerie post-transcriptionnelle cellulaire pour
maturer ses ARN. Comme les ARN cellulaires, les ARN viraux subissent plusieurs modifications
(coiffe, polyadénylation, épissage) avant leur export du noyau. La plupart des souches VIH-1
contiennent 4 sites donneurs et 8 sites accepteurs d’épissage ce qui conduit a la production de
plus de 40 ARNm viraux différents dans les cellules infectées (Karn and Stoltzfus, 2012a).

Trois classes d’ARNm viraux ont été identifiées :
e Les ARN multi-épissés de 1,7 a 2 kb qui codent pour les protéines Tat, Rev et Nef.
e Les ARN partiellement épissés d’environ 4,3 a 5,5 kb qui permettront la traduction des
protéines Vif, Vpr, Vpu et Env.
e Les ARN non épissés qui donneront I’ARN génomique et les ARNm permettant la
synthése des protéines codées par gag et pol.
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Dans un premier temps, les ARN viraux multi-épissés sont exportés dans le cytoplasme et
donneront lieu a la traduction des protéines régulatrices Tat et Rev et de la protéine accessoire
Nef. Tat est la protéine transactivatrice du virus. Une fois synthétisée, elle est importée dans le
noyau et se fixe sur la région TAR. La région TAR (Transactivation-response element) est située
juste en aval du site d’initiation de la transcription (entre les nucléotides +1 et +59) dans le LTR.
La liaison de Tat a TAR va induire le recrutement de P-TEFb et d’autres facteurs d’élongation qui
vont fortement augmenter la transcription virale (Karn and Stoltzfus, 2012a). Rev est une
protéine navette. Une fois synthétisée, elle est importée dans le noyau ou elle se multimérise et
se fixe aux ARN non et mono-épissés grace a une séquence RRE présente dans le gene env de ces
deux classes d’ARN viraux. Elle permet leur export nucléaire via la voie CRM1 et prévient leur
dégradation. Ces ARN non et mono-épissés permettent la synthése du reste des protéines virales
et constituent aussi 'ARN génomique qui sera encapsidé dans les futures particules virales. La
traduction des protéines virales est exclusivement dépendante de la machinerie cellulaire via les
ribosomes. Cependant, l'initiation de la traduction des protéines virales se fait par différents
mécanismes, elle peut-étre coiffe-dépendante comme la majorité des ARNm cellulaires ou peut
se faire via un site interne d’entrée du ribosome (IRES) (Ohlmann et al., 2014).

8. Assemblage

L'assemblage du virion nécessite I'empaquetement de multiples composants viraux et
cellulaires nécessaises pour que les virions soient infectieux. Ceux-ci comprennent deux copies
d’ARNg viraux, des ARNt™* cellulaires, des protéines d’enveloppe Env, Vpr et des polyprotéines
Gag et GagPol avec les trois enzymes virales : transcriptase inverse, intégrase et protéase. Vif et
Nef peuvent également étre retrouvées en petites quantités dans les virions. L’assemblage viral
se fait a la membrane plasmique, dans des microdomaines spécialisés. La polyprotéine
précurseur Gag joue un réle central dans I’étape d’assemblage. En effet, sa seule expression est
suffisante pour produire des pseudo-particules virales (Muriaux et al., 2001). La région N-
terminale de Gag (MA) médie sa liaison a la face cytoplasmique de la membrane plasmique et
recrute les protéines Env qui y ont été adressées aprées leur synthése (Wyma et al., 2000). La
partie centrale de Gag (CA) permet les intéractions protéine-protéine nécessaires pour créer des
particules sphériques immatures. La partie NC de Gag est la région qui se lie a 'ARNg via la
séquence | et permet I'encapsidation du génome dans la nouvelle particule virale (Corbin et al.,
2008 ; Freed, 2015).

9. Bourgeonnement

Pour bourgeonner, le virus détourne le complexe protéique cellulaire ESCRT. La partie C-
terminale de Gag (p6) contient un domaine PTAP permettant la fixation de TSG101, une sous-
unité du complexe hétérotétramérique ESCRT-l. p6 contient aussi un domaine « YPXL »
permettant la liaison du facteur ALIX. Ceci va permettre le recrutement des complexes ESCRT-II
ou lll qui participent au bourgeonnement et la protéine VPS4 qui médie la fission des
membranes plasmique et virale (Sundquist and Krdusslich, 2012). Les virions néoformés
acquiérent donc leur enveloppe lors du bourgeonnement a la membrane plasmique cellulaire.

10. Maturation

La maturation a lieu pendant ou aprées le bourgeonnement. La protéase virale incorporée
dans les virions au sein du précurseur Gag-Pol est activée (par autoclivage) et clive les
polyprotéines Gag et Gag-Pol a différents sites pour former des protéines matures (Hill et al.,
2005). Cette protéolyse est nécessaire pour rendre les virions matures et infectieux. Le clivage
de Gag entraine également de fortes modifications structurales qui donnent a la capside une
forme conique.
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Figure 8 : Structure du promoteur LTR du VIH-1.

Le promoteur du VIH-1 est divisé en 3 régions, U3, R et U5. La région U3 contient une région modulatrice, une
région enhancer et une région basale permettant I'activation et la régulation de la transcription. La région R
contient la séquence TAR sur laquelle va se fixer la protéine transactivatrice Tat (Churchill et al., 2015).
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Figure 9 : Séquences régulatrices du VIH-1.

Le génome du VIH-1 posseéde plusieurs séquences régulatrices impliquées dans la régulation de la transcription
inverse, I'import nucléaire, la transcription, la dimérisation et I’encapsidation au cours du cycle viral (Source :
Viralzone).

28



Introduction Alexandra Tauzin — Thése de doctorat - 2020

C- Séquences régulatrices du VIH-1

On retrouve de nombreux éléments de régulations dans le génome du VIH-1 impliqués dans

différentes étapes du cycle viral. Dans la région 5" du génome, on retrouve la région LTR qui
constitue le promoteur du VIH-1. Sous forme d’ADN, on retrouve, de 5’ a 3’, les régions U3, R et
U5. U3 contient une région modulatrice de la transcription, qui comprend des éléments de
régulation négatifs et des sites de fixation a la fois pour des facteurs activateurs et répresseurs,
une région Enhancer ou I'on retrouve deux sites de liaison du facteur de transcription NF-kB et
une région Basal/Core dans laquelle se trouve 3 sites de liaison du facteur Sp1 et une boite TATA
tres conservée (Figure 8). La transcription de I’ARN commence au premier nucléotide de la
région R qui contient la séquence TAR (trans-acting responsive element) qui formera une
structure ARN en boucle permettant la fixation de Tat (Churchill et al., 2015).
Durant I'assemblage des virions, des ARN de transfert sont incorporés dans la particule virale.
Dans le génome viral, on retrouve la séquence PBS de 18 nucléotides (positions 183 a 201)
(Figure 9) qui participe au placement et a la stabilisation de I’ARN de transfert RNAYS et qui sert
d’amorce a l'initiation de la transcription inverse (Kaushik and Pandey, 2002). On retrouve
ensuite dans le génome viral la séquence d’initiation de la dimérisation (DIS) qui est une
séquence palindrome trés conservée en forme de tige boucle. Cette séquence permet la
dimérisation de deux copies d’ARN génomiques de maniére non covalente (Mundigala et al.,
2014). L'encapsidation de I’ARN génomique est dépendante de la séquence W présente dans les
ARN non épissés. Elle est formée de 4 structures en forme tige boucle (SL1 a SL4) qui interagiront
avec la protéine de nucléocapside au moment de I'assemblage (Figure 9) (Dietz et al., 2008). Au
centre et en 3’ du génome du VIH-1, on retrouve les séquences appelées cPPT et PPT, qui sont
impliquées dans l'initiation de la synthése du brin plus de I’ADN viral (Iglesias et al., 2011). La
séquence RRE est un segment de 350 nucléotides couvrant la jonction entre la gp120 et la gp41
présente dans le géne env. Elle est présente dans certains ARNm viraux ainsi que I’ARN
génomique et est nécessaire pour leur export du noyau. C'est une séquence ARN complexe trés
conservée contenant plusieurs structures en tige boucle (Fernandes et al., 2012).

lll.  Modulation de la susceptibilité des cellules a l'infection par le
VIH-1

Lors de ma these, j'ai développé deux axes de recherches principaux. Dans les deux cas, je
me suis intéressée a la réduction de la susceptibilité cellulaire a I'infection par le VIH-1, mais les
causes de cette réduction sont de natures diverses. Cependant, comme discuté a la fin de mon
manuscrit, des données récentes de la littérature suggerent des liens entre ces phénomenes.
D’une part, j'ai étudié I'effet des différents sous-types d’interférons-a sur la modulation de la
susceptibilité des cellules. Les interférons sont produits par la cellule infectée elle-méme (ou des
cellules immunitaires sentinelles) en réponse a la détection du virus et vont alerter les cellules
voisines. lls permettent I'établissement d’un état antiviral dans les cellules infectées et les
cellules avoisinantes qui les rendent moins permissives a l'infection pour permettre un contréle
de celle-ci. D’autre part, je me suis intéréssée a l'interférence virale intrinséque, un phénomene
par lequel une premiere infection par un virus réduit la susceptibilité de la cellule a une
deuxieme infection. Il est généralement admis que l'interférence permet de prolonger la durée
de vie de la cellule infectée car une deuxieme infection pourrait entrainer une trop forte toxicité
et conduirait a la mort de la cellule par apoptose ou toxicité.
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Figure 10 : Voies de signalisation médiées par les PRR.

Les PAMP peuvent étre reconnus par différentes classes de PRR situés a la surface de la membrane plasmique,
dans les endosomes ou dans le cytoplasme de la cellule. La détection des PAMP par les PRR conduit a
I'activation de différentes voies de signalisation entrainant la production d’interféron de type | et/ou de

cytokines pro-inflammatoires (Kumar et al., 2011).
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Partie 1 : Modulation de la susceptibilité
cellulaire par les Interférons alpha

Avant la mise en place d’'une réponse immunitaire adaptative spécifique, la réponse
immunitaire innée antivirale intracellulaire joue un réle majeur. Elle constitue la premieére ligne
de défense contre l'infection et module la réponse adaptative. Celle-ci agit directement au
niveau cellulaire par des mécanismes trés complexes et hautement régulés.

A- Les Pattern Recognition Receptors (PRR)

Les agents infectieux expriment plusieurs « signatures », les Pathogen-Assiociated
Molecular Pattern (PAMP) qui sont des motifs conservés au sein des pathogenes. On retrouve
par exemple les lipopolysaccharides exprimés par les bactéries a Gram-, I'acide lipotéichoique
exprimé par les bactéries a Gram+, les acides nucléiques particuliers non cellulaires tels que
I’ADN simple brin ou I’ARN double brin associés aux virus etc... (kumar et al., 2011).

Ces PAMP sont reconnus par des composants du systéme immunitaire, les Pattern Recognition
Receptors (PRR). Chez 'Homme, toutes les cellules nucléées de I'organisme expriment des PRR
et ont donc la capacité de reconnaitre une infection grace a la détection des PAMP.

Plusieurs classes de PRR ont été décrites. Parmi elles, on retrouve les Toll-like receptors (TLRs),
les RIG-I-like receptors (RLRs), les NOD-like receptors (NLR) ainsi que d’autres senseurs
cytoplasmiques de I’ARN ou ADN (Figure 10).

Les TLR1, 2, 4, 5, et 6 sont exprimés a la surface des cellules et reconnaissent les PAMP

provenant des bactéries, champignons et protozoaires présents dans le milieu extracellulaire.
Les TLR3, 7, 8 et 9 sont exprimés dans les compartiments endosomaux et reconnaissent
principalement les acides nucléiques bactériens et viraux (Kawai and Akira, 2010). Les RLR sont
des senseurs qui reconnaissent les formes d’ARN viral (ARN double brin, ARN triphosphorylés en
5’) dans le cytoplasme des cellules infectées. On dénombre a ce jour 3 membres de cette famille,
RIG-1 (pour Retinoic acid-inducible gene | protein), MDA5 (pour Melanoma differentiation-
associated protein 5) et LGP2 (pour Laboratory of genetics and physiology 2). Ces 3 senseurs sont
tous exprimés de maniéere ubiquitaire dans le cytoplasme des cellules (Loo and Gale, 2011).
Les NLR sont une grande famille de PRR qui reconnaissent un large éventail de ligands dans le
cytoplasme des cellules infectées, comme des composants de la paroi des bactéries, des toxines,
etc... (Kanneganti et al.,, 2007). En fonction de la nature du pathogene détecté, certains PRR
seront engagés et activeront des voies de signalisation différentes.

La reconnaisance des PAMP par les TLR, conduit au recrutement de différents facteurs
comme MyD88 (pour Myeloid differentiation primary response protein 88), TRIF (pour TIR-
domain-containing adapter-inducing interferon-8), TIRAP (pour Toll/interleukin-1 receptor
domain-containing adapter protein) et TRAM (pour Thyroid hormone receptor activator
molecule). Selon I'adaptateur engagé, deux voies de signalisation vont étre activées. Tous les TLR
engagent la voie MyD88 sauf le TLR3, reconnaissant des formes virales d’ARN double brin, qui
utilise la voie de signalisation TRIF. TLR4 est capable de recruter a la fois MyD88 et TRIF
(Bergantz et al., 2019).

La voie de signalisation via MyD88 conduit a I'activation des facteurs de transcription IRF7 (pour
Interferon Regulatory transcription Factors 7) et NF-kB impliqués dans la transcription des IFN de
type | et de cytokines pro-inflammatoires respectivement. L'induction d’IFN de type | par MyD88
est dépendante de I'activation des facteurs IRF qui, en absence d’activation, sont séquestrés
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Pendant le cycle viral, différents éléments viraux peuvent étre détectés par les senseurs cellulaires. Cependant,
de nombreuses protéines virales ont été mises en évidence comme pouvant empécher la reconnaissance de
I'infection (Sauter and Kirchhoff, 2016).
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dans le cytoplasme sous forme inactive et ont besoin d’étre phosphorylés pour étre activés. IRF7
est le principal IRF impliqué dans la signalisation MyD88. MyD88 peut interagir directement avec
lui et I'activer, ce qui conduit a sa translocation dans le noyau et I’activation de la transcription
d’IFN-a et IFN-B (Thompson et al., 2011). Pour le TLR3, dont la signalisation est indépendante de
MyD88, TRIF se lie et active les kinases IKKe (pour I-kappaB kinase epsilon) et TBK1 (pour TANK
Binding Kinase 1) qui phosphorylent IRF3 conduisant a la production d’IFN-B.

RIG-1 et MDA-5, aprés reconnaissance des PAMP, interagissent avec |'adaptateur MAVS
(pour Mitochondrial antiviral-signaling protein) localisé a la surface de la membrane externe des
mitochondries. MAVS va alors activer des kinases, TBK1/IKKi, qui vont a leur tour activer
IRF3/IRF7 conduisant a la production d’IFN-a et IFN-B. MAVS peut également activer le facteur
NF-kB permettant la production de cytokines proinflammatoires.

B- PRR impliqués dans la reconnaissance du VIH-1

Au cours de l'infection VIH, plusieurs motifs sont susceptibles d’étre reconnus par les PRR
comme les protéines et le génome viral, qui passe par plusieurs phases (ARN simple brin, puis
hybride ARN/ADN pour finir en ADN double brin). Ces composants devraient, en théorie, étre
détectés par les TLR et/ou les senseurs cytosoliques. Un grand nombre de PRR sont impliqués
dans la reconnaissance du VIH (Figure 11).

1. Senseurs membranaires

Dans les cellules dendritiques plasmacytoides, les TLR7 et 9 reconnaissent I’ARN viral simple
brin et I’ADN viral CpG respectivement. Il a été montré que quand cette reconnaissance se fait
dans les endosomes précoces, ils engagent la voie de signalisation de IRF7 conduisant a la
production d’IFN de type |. En revanche, si cette reconnaissance se fait dans les lysosomes, elle
active préférentiellement la voie NF-kB conduisant a la production de cytokines inflammatoires.
Dans les monocytes, macrophages et mDC, les TLR7 et 8 reconnaissent I’ARN viral simple brin
dans les endosomes et stimulent I'expression des IFN de type | ainsi que des cytokines
inflammatoires via IRF7 et NF-kB (Heil et al., 2004 ; Guiducci et al., 2006 ; Simmons et al., 2013 ;
Joshi et al., 2019). La protéine d’enveloppe gp120 est reconnue par les TLR2 et 4 présents a la
surface cellulaire dans les cellules épithéliales génitales des femmes, ce qui conduit a la
production de cytokines proinflammatoires via la voie NF-kB (Nazli et al., 2013). BST2, qui est
une protéine transmembranaire empéchant le bourgeonnement des virions néoformés, est
également capable d’activer NF-kB (Van Damme et al., 2008).

2. Senseurs cytoplasmiques

Le récepteur cytoplasmique GMP-AMP (cGAMP) synthase (cGAS) reconnait I’ADN viral
rétrotranscrit dans le cytoplasme des macrophages et des cellules dendritiques (Gao et al.,
2013). La liaison de I’ADN viral a cGAS catalyse la synthése d’un isomére cGAMP qui se lie et
active une protéine du réticulum endoplasmique, STING (pour Stimulator of interferon genes
protein). STING va alors activer les protéines kinases IKK et TBK1 qui activent les facteurs de
transcription NF-kB et IRF3 et induisent |'expression des interférons de type | et de certaines
cytokines. La protéine PQBP1 (pour Polyglutamine-binding protein 1) a aussi été montrée
comme pouvant se lier directement a I’ADN rétrotranscrit et coopérer avec cGAS pour
synthétiser cGAMP et activer STING (Yoh et al., 2015). IFI16 (pour Interferon y-inducible protein
16) qui est aussi un senseur cytosolique, reconnait des structures en tiges-boucles présentes
dans 'ADN simple brin dans le cytoplasme des macrophages. Cette reconnaissance induit
également une réponse IFN de type | par la voie d’activation STING-TBK1-IRF3/7 (Jakobsen et al.,
2013).
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RIG-1 semble également capable de détecter I’ARN viral sous forme simple brin dans le
cytoplasme, conduisant ainsi a I'activation de IRF3 et I'induction d’ISG (Solis et al., 2011). De
plus, RIG-1 serait capable de reconnaitre les ARNm viraux synthétisés aprés intégration dans les
macrophages conduisant a une forte expression d’ISG (Nasr et al., 2017).

C- Echappement du VIH-1 a la reconnaissance par les PRR

Cependant, bien qu’il ait été montré que le VIH-1 peut étre reconnu par ces PRR, I'infection
des lymphocytes T et des macrophages par le VIH-1 ne conduit pas a une forte induction d’IFN
de type I. Le virus est capable d’échapper a la reconnaissance par les PRR.

Une des raisons de ce phénomene serait que la capside virale reste plutét intacte pendant
la transcription inverse. Celle-ci irait directement aux pores nucléaires et libérerait I’ADN double
brin a proximité du noyau, empéchant ainsi sa reconnaissance par les PRR (Arhel et al., 2007). De
plus, l'interaction de la capside virale avec des facteurs cellulaires (CPSF6, Nup358 et CypA)
favoriserait I'échappement du VIH-1 a la reconnaissance par les PRR. En effet, lorsque des
mutations dans la capside I'empéchent d’interagir avec ces cofacteurs cellulaires, on observe
une reconnaissance du virus et une production d’IFN de type | via NF-kB et IRF-3 dans les
macrophages (Rasaiyaah et al., 2013). Une autre raison a cet échappement est que le génome
viral est dégradé par des nucléases cellulaires comme I’exonucléase cytoplasmique TREX1. Dans
des cellules TREX1-/-, 'ADN viral s’accumule dans le cytoplasme, ce qui conduit a une activation
des IFN de type | via la voie STING-TBK1-IRF3 qui inhibe la réplication et la propagation virale
(Yan et al., 2010). Une autre protéine cellulaire impliquée dans la faible reconnaissance du VIH
serait SAMHD1, une enzyme qui dégrade le réservoir cellulaire de dNTP. Cette déplétion en
nucléotides réduit I'éfficacité de la transcription inverse et une infection productive dans les
macrophages et les lymphocytes T quiescents, qui présentent une faible concentration en
nucléotides, mais également la détection de I'infection par les senseurs (Baldauf et al., 2012 ; St
Gelais et al., 2012).

Comme d’autres virus, le VIH-1 utilise aussi certaines de ses protéines pour contrecarrer
directement I'activation immunitaire. Par exemple, dans les étapes tardives du cycle viral, la
protéine accessoire Vpu est synthétisée et induit une réduction du niveau d’expression de la
protéine BST2, réduisant ainsi 'activation de la voie NF-kB (Gustin and Douglas, 2013). Vpu est
également capable d’inhiber BTrCP qui dégrade IkB-a, un inhibiteur de I'activité de NF-kB. Ceci
conduit a la diminution de la voie de signalisation canonique de NF-kb (Bour et al., 2001). Il a
aussi été montré que Vpu était capable d’adresser le facteur de régulation IRF3 aux
endolysosomes ou il sera dégradé, empéchant ainsi la mise en place d’une réponse immune
(Doehle et al., 2012). La protéase virale antagoniserait aussi la détection de I’ARN viral simple
brin par RIG-1 (Solis et al., 2011). De méme, il a été observé que la gp41 inhiberait le sensing de
TLR2 (Reuven et al., 2014) et la gp120 celui de TLR9 (Martinelli et al., 2007).

L’'ensemble de ces mécanismes conduit a une faible induction d’IFN de type | par les cellules
infectées. Or, les IFN de type | vont induire I'expression de centaines d’Interferon Stimulated
Genes (ISG) dont de nombreux facteurs antiviraux capables d’inhiber la réplication du virus in
vitro et probablement in vivo.
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D- Les Interférons

1. Généralités sur les Interféerons

Les IFN sont des glycoprotéines appartenant a la famille des cytokines, découvertes en 1957
(Isaacs and Lindenmann, 1957). Il existe chez I'homme 3 familles d’IFN qui agissent chacune via
leur récepteur pour activer la voie de signalisation Jak/Stat.

Les interférons de type | sont représentés par les IFNa, IFNB, IFNw, IFNe et IFNk.
L'expression des IFNa, IFNB est quasiment ubiquitaire dans toutes les cellules de I'organisme
alors que les trois autres sont limitées a certains tissus. lls agissent via leur récepteur commun, le
dimere IFNAR1/IFNAR2. Dans l'organisme, les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) sont
les principales productrices d’IFN de type | (Gilliet et al., 2008).

L'interféron de type I, représenté seulement par I'IFNy, est produit principalement par les
lymphocytes Natural Killer (NK) et les lymphocytes Natural Killer T (NKT) lors de la réponse innée
et par les lymphocytes CD4 Thl et lymphocytes CD8 cytotoxiques une fois que la réponse
adaptive s’est mise en place. Il agit via son récepteur IFNGR. |l a été démontré comme ayant des
propriétés immunorégulatrices, antivirales et anti-tumorales. Ses plus importants effets sont la
promotion de l'activité des cellules NK, I'augmentation de la présentation d’antigenes et de
I'activité lysosomale des macrophages, I'activation de I'oxide nitrique synthase inductible (iNOS),
I'induction de la production d’lgG2a et IgG3 par les lymphocytes B plasmatiques activés et
I’'augmentation de I'expression des complexes majeurs d'histocompatibilité de type | et Il a la
surface des cellules présentatrices d’antigénes ainsi que la promotion de I'adhésion et de la
liaison nécessaire pour la migration des leucocytes et l'induction de facteurs de défense
intrinseques. (Kosmidis et al., 2018).

Les IFN de type Ill, constitués des IFNA1 a 4, ont été découverts plus récemment et leurs roles ne
sont pas totalement élucidés. lls agissent en se liant au récepteur IFNLR, exprimé principalement
par les cellules épithéliales. Ils semblent cependant jouer un rdle dans les réponses antivirales
comme les IFN de type | (Hemann et al., 2017).

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés aux différents sous-types d’IFN-a qui
jouent un réle important dans la réponse antivirale en induisant I'expression d’effecteurs
antiviraux a larges spectres capables de contrer de multiples virus.

2. Les Interférons a

Parmi les IFN de type |, on retrouve les IFN-a. Les IFN-a sont une famille multigénique
composée de 13 genes. Les IFN-a peuvent étre produits par toutes les cellules de I'organisme.
Certaines cellules du systéme immunitaire comme les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC)
sont capables de produire des quantités trés importantes d’IFN en réponse a une infection
(Gilliet et al., 2008). Une fois produits, les IFN-a sont sécrétés et peuvent diffuser dans le milieu
extracellulaire. Ils agissent alors de maniére paracrine et autocrine par stimulation de leur
récepteur commun IFNAR.

a) Le récepteur IFNAR

Le récepteur IFNAR est un hétérodimere composé de deux sous-unités, IFNAR1 et IFNAR2
(Figure 12). Le récepteur IFNAR est unique parmi les récepteurs a cytokines par son nombre tres
important de ligands (16 IFN). IFNAR1 et IFNAR2 sont des protéines transmembranaires
appartenant a la famille des récepteurs de cytokines a structure hélicale de classe Il (hCR).
IFNAR1 posséde 4 domaines extracellulaires (SD1 a SD4) et IFNAR2 2 domaines (D1-D2) chacun
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Figure 13 : Induction de I’expression des ISG par les Interférons de type I.

La liaison des IFN de type | a leur récepteur conduit a I'activation des protéines kinases JAK1 et TYK2. Ces
kinases vont phosphoryler des membres de la familles STAT, permettant leurs dimérisation et translocation
dans le noyau de la cellule. Le dimére pourra alors soit activer les ISG en se fixant aux séquences GAS, soit
recruter IRF9 pour former le complexe ISGF3 qui activera la transcription des ISG en se fixant sur les séquences
ISRE (Ivashkiv and Donlin, 2014).
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contenant un sous-domaine fibronectine lll-like. Le domaine intracellulaire d’IFNAR1 est associé
a la Tyrosine Kinase 2 (TYK2) et celui d’IFNAR2 a la Janus kinase 1 (JAK1), deux kinases Janus
(Thomas et al., 2011). Les IFN de type | ont une plus grande affinité pour IFNAR2 que pour
IFNAR1 conduisant d’abord a la formation d’un dimére IFN/IFNAR2 qui recrutera ensuite IFNAR1
pour former un complexe ternaire (Sutter et al., 2018).

a) Activation de la voie Jak/Stat

La liaison de [I'IFN au récepteur conduit a [Iactivation des protéines kinases
cellulaires associées au récepteur : TYK2 et JAK1 (Figure 13). Ces kinases phosphorylent alors les
protéines de la famille des Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT1, 2,3, 4,5, 6
selon le type cellulaire). Ceci permet I’homodimérisation de STAT1 (STAT1-STAT1) ou
I’'hétérodimérisation de STAT1 et STAT2 (STAT1-STAT2) qui seront ensuite transloqués dans le
noyau. Le dimeére STAT1-STAT2 peut alors se fixer a la protéine IFN Regulatory factor 9 (IRF9)
pour former le complexe ISG factor 3 (ISGF3). Ce complexe peut se lier aux IFN-stimulated
response elements (ISRE) qui sont des séquences présentes dans les promoteurs des genes
stimulés par les IFN (ISG). D’autres complexes de STAT qui ne recrutent pas IRF9 peuvent se lier a
d’autres séquences (IFNy-activated site (GAS)) présentes dans les promoteurs d’autres genes, en
particulier des cytokines pro-inflammatoires ou des facteurs répresseurs de I'inflammation. La
liaison des dimeres STAT a ces séquences entraine la transcription de centaines d’ISG (lvashkiv
and Donlin, 2014).

b) Les Interferon Stimulated Genes (ISG)

Les ISG représentent une multiplicité de genes impliqués dans de nombreuses et diverses
fonctions cellulaires comme I'immunité et la défense contre les pathogenes, la prolifération, la
transcription, la traduction, I'organisation du cytosquelette, la réparation de I’ADN endommagé,
I'apoptose et le métabolisme lipidique (Schneider et al., 2014 ; Schoggins, 2019). Il a aussi été
montré que les IFN de type | ont un réle dans la différenciation des lymphocytes T CD4 et T CD8
et sont donc importants pour la mise en place de la réponse immunitaire adaptative (Gonzalez-
Navajas et al., 2012). lls sembleraient aussi avoir un réle important dans l’activation de
I'inflammasome (Kopitar-Jerala, 2017). Cependant, une grande majorité des ISG ont des
fonctions encore inconnues. Les ISG jouent un role important dans I'inhibition de nombreuses
familles virales. Certains ISG sont des facteurs de restriction des virus. D’autres ISG sont des
facteurs de transcription qui activent ou inhibent d’autres génes ce qui entraine une
amplification de la réponse IFN.

c) Facteurs de restriction et facteurs inhibiteurs du VIH

Dans le cadre d’une infection, de nombreux facteurs induits par les IFN de type | sont
capables d’inhiber la réplication virale, ce sont les facteurs de restriction. D’autres facteurs sont
capables d’inhiber la réplication du virus mais ne sont pas induits par les IFN de type |, ce sont les
facteurs inhibiteurs. Selon certains auteurs, la définition de facteurs de restriction implique
I’existence de protéines virales antagonistes. Ces facteurs de restriction et facteurs inhibiteurs
sont des protéines cellulaires jouant un réle dans la premiere ligne de défense contre les
pathogenes. La plupart des cellules de I'organisme les expriment de maniére constitutive et a
bas bruit. Aprés infection, ils sont fortement exprimés et permettent un contréle plus ou moins
efficace de celle-ci au niveau cellulaire. Les facteurs ont des structures et des fonctions assez
diverses. lls agissent contre différents composants viraux et sont en général efficaces contre
différentes familles de virus. Dans le cadre d’une infection VIH-1, une dizaine de facteurs
inhibant la réplication virale et agissant a différentes étapes du cycle ont été décrits (Figure 14) :
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Figure 14 : Facteurs de restriction du VIH-1.

Presque toutes les étapes du cycle viral sont inhibées par des facteurs de restriction. Cependant, certaines
protéines virales sont capables de contrecarrer ces facteurs de restriction permettant la réplication du virus
(schéma réalisé sur BioRender.com, adapté de Seissler et al., 2017).
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e Entrée virale

Les protéines IFITM (InterFeron-Induced TransMembrane) sont des protéines membranaires

présentes a la fois a la membrane plasmique mais aussi a la membrane des endosomes et des
lysosomes. Elles interferent avec la réplication virale au moment de I'entrée, probablement en
modifiant la structure des membranes, ce qui empéche la fusion (Li et al., 2013).
Il a également été montré que les protéines IFITM et plus particuliéerement IFITM2 et IFITM3
pouvaient étre incorporées a la surface de virions néoformés, ce qui réduirait leur efficacité
d’entrée lors du prochain cycle viral (Lu et al., 2011 ; Tartour et al., 2014 ; Compton et al., 2014 ).
Il a été montré que les virus de tropisme X4 ou R5 avaient des sensibilités différentes aux IFITM
(Tartour et al., 2017). Les virus X4 seraient plus sensibles aux IFITM2 et 3 qui sont localisées dans
les endosomes alors que les virus R5 seraient sensibles aux IFITM1 situées a la membrane
plasmique. De plus, il semblerait que les virus transmitted/founder (virus responsables de
I'infection d’un nouvel individu) de tropisme R5 soient plus résistants a la restriction des IFITM
gue des virus X4 qui apparaissent dans un stade plus tardif de la maladie (Foster et al., 2016).

Les protéines SERINC3 (SERine INCorporator) et SERINC5 font parties d’une famille de
protéines transmembranaires. Elles sont présentes de maniére ubiquitaire a la surface cellulaire.
Ce ne sont pas des facteurs inductibles par les IFN. Cependant, il a été montré que, bien que les
IFN de type | n’induisent pas une augmentation du niveau d’expression des ARNm et des
protéines SERINCS5, ils induisent une augmentation de la quantité de protéines SERINC5
exprimée a la surface cellulaire, suggérant que la localisation cellulaire de SERINC5 est régulée
par les IFN de type | (Passos et al., 2019). Au cours d’une infection VIH-1, les protéines
SERINC3/5 seraient incorporées dans la membrane des virions au moment du bourgeonnement,
ce qui empécherait I'infection en inhibant la fusion entre les membranes virale et plasmique lors
du cycle suivant (Rosa et al., 2015 ; Usami et al., 2015).

e Transcription inverse

TRIM5a (TRIpartite Motif-containing protein 5a), le premier facteur de restriction découvert
pour le VIH-1, est une E3 Ubiquitin ligase qui va se lier aux mailles de la protéine de capside du
virus dans le cytoplasme. La liaison de TRIM5a a la capside accélére la décapsidation. Ceci va
géner la synthése de I'ADN viral, probablement en exposant I'ARN viral aux senseurs
cytosoliques ou en déstabilisant le complexe de transcription inverse (Stremlau et al., 2004 ;
Stremlau et al., 2006).

APOBEC3G (APOlipoprotein B mRNA-Editing enzyme Catalytic polypeptide-like 3G) est une
cytidine déaminase qui est encapsidée dans les virions néoformés grace a sa capacité de liaison a
la nucléocapside et aux acides nucléiques (Sheehy et al., 2003 ; Zennou et al., 2004). Dans les
cellules nouvellement infectées, APOBEC3G reste associée au complexe de transcription inverse
et interfére avec le processus de transcription inverse. De plus, elle créée de nombreuses
hypermutations G vers A dans I’ADNv néosynthétisé, ce qui compromet fortement l'intégrité
génétique du virion (Lecossier et al., 2003 ; Okada and Iwatani, 2016).

SAMHD1 (Sterile a Motif and Histidine Aspartate domain-containing protein 1) est une 2’-
désoxunucléoside 5’-triphosphate (dNTP) triphosphohydrolase. SAMHD1 dépléete le niveau de
dNTP présents dans le cytoplasme des cellules qui ne sont pas en division (macrophages, MDDC
et cellules T mémoires). Ce manque de dNTP prive ainsi la transcriptase inverse du virus de
substrats pour synthétiser 'ADNc (Laguette et al., 2011). SAMHD1 a également été décrit
comme étant une nucléase pouvant dégrader I’ARN viral (Choi et al., 2015).

Daxx (pour Death domain-associated protein 6) est une protéine pouvant se lier a CypA par
son domaine SIM (pour SUMO-interacting motif). Cette liaison conduit a la formation d’un
complexe multiprotéique autour de la capside virale empéchant la décapsidation et inhibant
ainsi la transcription inverse (Dutrieux et al., 2015 ; Maillet et al., 2020).
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e Import nucléaire

La protéine Mx2 (pour Myxovirus resistance protein 2) est capable d’inhiber la réplication
virale apres |'étape de transcription inverse. Dans des cellules infectées ou Mx2 est
surexprimée, on observe une diminution du nombre de cercles a 2 LTR dans le noyau, qui est un
marqueur de I'import nucléaire, suggérant que Mx2 inhibe cette étape (Goujon et al., 2013 ;
Kane et al., 2013 ;_Goujon, 2014). Il a également été montré que Mx2 pouvait interférer avec
I’étape d’intégration (Goujon et al., 2013 ; Matreyek et al., 2014). De plus, il a été montré que
Mx2 pouvait interagir avec la protéine de capside, ce qui déstabiliserait la décapsidation, soit
directement soit de maniere dépendante de CypA (Liu et al., 2013 ; Fricke et al., 2014).

e Transcription et traduction

Plusieurs études suggérent que TRIM22 serait également un facteur de restriction du VIH-1.
Il empécherait la liaison du facteur Spl au promoteur LTR empéchant ainsi la transcription des
génes viraux (Kajaste-Rudnitski et al., 2011 ; Singh et al., 2011 ; Turrini et al., 2015).

La protéine Schlafen1l (SLFN11) agit également durant les étapes tardives du cycle en
inhibant la synthese des protéines virales. Cette protéine est capable de se lier aux ARNt de
maniére codon spécifique et de modifier le pool d’ARNt disponibles en présence du VIH (Li et al.,
2012).

e Bourgeonnement

La protéine Tetherin ou BST2 (Bone marrow Stromal antigen 2) est une protéine
transmembranaire. Elle empéche le relargage des virions bourgeonnant a la surface cellulaire
par la formation de ponts protéiques entre les membranes cellulaire et virale (Neil et al., 2008).

L'ISG15 appartient a la famille des protéines Ubiquitin-like. L'ISG15 inhibe la réplication du
VIH aprés une réaction d’ISGylation de Gag, qui inhibe son ubiquitinylation, empéchant
I'interaction de Gag avec Tsgl101 et le bourgeonnement viral (Pincetic et al., 2010).

March8 (Membrane-Associated RING-CH 8) est également une protéine membranaire qui
induit une réduction du nombre de protéines d’enveloppe incorporées dans les virions
conduisant a une diminution de l'infectivité de ceux-ci (Tada et al., 2015).

d) Evasion du virus aux facteurs de restriction

La primo-infection par le VIH-1 est caractérisée par une tempéte cytokinique et un fort
niveau d’IFN-a dans la circulation. Cette forte production d’IFN est associée a une augmentation
du niveau d’expression des ISG et des facteurs de restriction. Cependant, elle ne permet pas de
bloquer la propagation virale. Cela suggére donc que, malgré I'augmentation de I'expression des
ISG, les virus ont été sélectionnés sur la base de leur capacité a contrecarrer les fonctions des IFN
pour répliquer de maniére efficace. Les mécanismes par lesquels |’évasion se fait sont nombreux
et complexes. lls impliquent un blocage de différentes voies de réponses a I'IFN, notamment
dans la reconnaissance du virus, I'induction d’ISG et leur activité. Le VIH-1 a évolué de maniére a
échapper a ces facteurs de restriction de telle facon gu’ils sont incapables de contréler la
réplication virale dans les cellules de leur héte.

Nef entraine une diminution des niveaux d’expression des protéines SERINC3/5 a la surface
cellulaire en les adressant aux endosomes tardifs par interaction avec I'adaptateur de clathrine
AP-2. Ceci empéche leur incorporation dans les virions néoformés et augmente ainsi leur
infectivité (Rosa et al., 2015; Usami et al.,, 2015). La protéine virale Vif interagit avec les
protéines APOBEC3 et induit le recrutement d’'un complexe ubiquitine ligase E3 contenant le
scaffold protein cullin 5 (CUL5) et le substrat adaptateur elongin B (ELOB) et ELOC qui conduisent
a la polyubiquitylation des protéines APOBEC3 et leur dégradation par le protéasome
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Subtype R1% Ky (M) R2 k, (x10FM 's ") R2" k, (x10°M 's ") R2 ky (%10 %s ") R2* Ky (nM) R2" Ky (nM)
A2a 35 4.6 1T 1.7

AZb 38 55 11 73 13 066
Al 0.76 220.0

A4 3 40 6.1 21

AS 0.94 74 9 27.0 38 3.00
Al 083 mnrs a0 6.2 LG 012
A7 13 9.1 24 6.1 (1) 025
AB 053 6.4 10 99 16 059
A10 43 45 23 1.7 0.4 0.08
Al4 0.68 32 23 0.7

AlG 1.1 45 11 5.1 1.1 046
Al7 50 7.7 20 3.0 04 015
A2l 125 54 270 50

Figure 15 : Cinétiques et constantes d’affinité de chaque sous-type d’IFN-a pour les deux sous-unités du
récepteur IFNAR.

Les constantes d'association (ka), les constantes de dissociation (kd) et les constantes d’affinité (KD) ont été
mesurées par résonance plasmonique de surface avec IFNAR1-EC ou IFNAR2-EC immobilisés a la surface (a). Les
constantes d’affinité de certains sous-types pour IFNAR2 ont également été mesurées par stopped-flow (b)
(Lavoie et al., 2011).
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(Sheehy et al., 2003). Vpu quant a elle, interagit avec BST2, ce qui conduit a son ubiquitinylation
et sa dégradation dans les endolysosomes. Elle ne sera alors plus exprimée a la surface cellulaire
et ne pourra plus empécher le relargage des virions (Neil et al., 2008 ; Van Damme et al., 2008).

E- Les 12 sous-types d’IFN-a

A la suite d’une infection, les IFN-a sont produits en grandes quantités. Les IFN-a sont une
famille multigénique composée de 13 genes, tous localisés sur le chromosome 9 chez 'Homme
et dérivant d’un géne ancestral, IFNA-like, par conversion et duplication génique, qui conduisent
a I'expression de 12 protéines différentes : les IFN-a 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 13, 14, 16, 17, 21 (les
protéines IFN-al et 13 étant identiques) (Woelk et al., 2007). Les IFN-a présentent de fortes
similitudes de structure : ils n’ont pas d’introns, ils ont des tailles trés proches (entre 161 et 167
acides aminés) et des séquences trés conservées (75 a 99% d’identité de séquences en acides
aminés) (Gibbert et al., 2013). Bien qu’il existe 12 sous-types d’IFN-a, seul le sous-type IFN-02
est actuellement utilisé en clinique et dans la plupart des études réalisées sur les IFN-a.

Depuis quelques années, plusieurs équipes s’intéressent aux effets des différents sous-
types d’IFN-a afin de décrypter précisément le role de chacun. Ces études suggerent de plus en
plus qu’ils n"ont pas le méme rble et n’induisent pas les mémes effets. Un des aspects
intéressants des IFN de type | est qu’ils se lient tous au méme récepteur, le dimére IFNAR1 et
IFNAR2.

1. Affinité des IFN-a pour leur récepteur

Tous les IFN-a se lient au méme site sur le récepteur, conduisant a la formation de
complexes ternaires (IFNAR1-IFNAR2-IFN) tres similaires structurellement (Li et al., 2008). La
liaison de I'lFN au récepteur conduit a I'activation des tyrosines kinases associées au récepteur
dans leur partie cytoplasmique. Ces kinases vont a leur tour activer une cascade de signalisation,
principalement via les protéines STAT, conduisant a I’activation de centaines d’ISG. Comment en
se liant au méme récepteur, les différents sous-types sont capables d’induire des réponses
différentes ?

Plusieurs études se sont intéressées a I'affinité des différents sous-types d’IFN-a pour leur
récepteur IFNAR. Dans une premiere étude, les auteurs ont mesuré les constantes d’affinité de
guelques sous-types (1, 2, 8 et 21) pour le récepteur (Jaks et al.,, 2007). lls ont observé de
grandes différences de valeur pour les cinétiques de dissociation entre les différents sous-types,
notamment pour I'IFN-al qui présente une trés forte constante de dissociation (Kd) pour
IFNAR2. La constante de dissociation de I'IFN-a21 est également élevée. En revanche, les IFN-a2
et 8 présentent des constantes de dissociation plus faibles. Lorsqu’ils regardent les valeurs des
constantes d’affinité (Kp) pour les deux sous-unités du récepteur, ils ont observé que les valeurs
de Kp pour le récepteur IFNAR1 sont beaucoup plus élevées que pour IFNAR2, indiquant une
moins forte affinité pour cette sous-unité du récepteur. Dans leur étude, les auteurs suggerent
également qu’il existerait une corrélation entre I'affinité des différents sous-types pour la sous-
unité IFNAR2 et l'induction d’un ISG, le facteur ISGF3. De méme, ils suggérent aussi qu’il
existerait une corrélation entre I'affinité des IFN-a pour la sous-unité IFNAR1 et leur activité
antiproliférative.

Dans une autre étude (Lavoie et al., 2011), les auteurs ont mesuré I'affinité de tous les sous-
types pour IFNAR1 et IFNAR2, par résonance plasmonique de surface (Figure 15). Comme I'étude
précédente, ils ont mesuré que I'lFN-al avait la moins forte affinité pour IFNAR2. lls ont observé
qgue les constantes d’affinités d’IFNAR1 et IFNAR2 étaient assez similaires avec des différences
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Figure 16 : Mesure de I’activité anti-proliférative (par rapport a 'IFN-a2) dans 2 lignées cellulaires (A).

Corrélation entre I'activité anti-proliférative et I'affinité de liaison de chaque sous-type d’IFN-a au récepteur
hétérodimérique IFNAR (B) (Lavoie et al., 2011).
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Figure 17 : Mesure de l'activité antivirale de chaque sous-type d’IFN-a face a deux virus différents en
fonction de la lignée cellulaire.

L’activité antivirale contre es virus VSV et ECMV a été mesurée dans différentes lignées cellulaires (WISH, A549
et OVCAR (Lavoie et al., 2011).
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d’un facteur 10 maximum (sauf pour I'lFN-al) contrairement a ce qui avait été observé dans
I'autre étude (Jaks et al., 2007) ou ils trouvaient des valeurs de Ky beaucoup plus élevées pour
IFNAR1 que pour IFNAR2. En revanche, les hiérarchies des valeurs de Kp des différents sous-
types pour IFNAR1 et IFNAR2 sont conservées dans les deux études. Ainsi, ces deux études
suggerent que I'affinité des différents sous-types pour les deux sous-unités du récepteur IFNAR
pourrait jouer un réle important dans la régulation de I'expression des ISG.

2. Réponses antivirales et antiprolifératives aux IFN-a

L’activation de la voie Jak/STAT par les différents sous-types d’IFN-a conduit a des activités
antiproliférative et antivirale différentes sur des lignées cellulaires (Lavoie et al., 2011). Pour
étudier les effets antiprolifératifs, les auteurs ont traité deux lignées cellulaires, des cellules
WISH (dérivées de cellules Hela) et des cellules OVCAR-3 (dérivées de carcinome ovarien) avec
les différents sous-types d’IFN-a. IIs ont observé que les résultats étaient assez similaires entre
les 2 lignées (Figure 16A) et que I'IFN-al avait I'activité antiproliférative la plus faible et I'IFN-
al4, I'activité la plus forte. IIs ont également observé qu’il existait une corrélation entre I'activité
antiproliférative et I’affinité des IFN aux deux sous-unités du récepteur (Figure 16B).

Dans cette méme étude, les auteurs ont mesuré le potentiel antiviral des 12 sous-types
dans 3 lignées cellulaires (WISH, OVCAR et A549) et contre deux virus (VSV et EMCV) (Figure 17).
Ils ont observé que tous les sous-types d’IFN-a avaient des effets antiviraux différents. Cela dit,
ceux-ci semblent étre dépendants a la fois du type cellulaire mais également du virus. Par
exemple, on n’observe pas le méme profil d’inhibition du virus VSV dans les cellules WISH et
dans les cellules A549. Dans la premiére lignée, les IFN-a14 et 8 sont les plus puissants a inhiber
la réplication virale alors que dans les cellules A549, I'lFN-a10 est le plus puissant. De méme, on
observe qu’au sein d’'une méme lignée, certains IFN-a sont plus efficaces pour inhiber la
réplication d’un virus mais pas forcément d’un autre. Par exemple, dans la lignée A549, le virus
VSV est plus fortement inhibé par I'IFN-a10 alors que le virus EMCV est plus impacté par les IFN-
a8 et 17.

Ces études ont mis en lumiére les différences d’activité des sous-types d’IFN-a démontrant
ainsi des fonctions non redondantes de ceux-ci. Ces résultats suggérent donc des potentiels
antiviraux différents qui semblent étre a la fois spécifiques du virus et du type cellulaire.
Quelques études se sont focalisées sur les potentiels antiviraux des 12 sous-types d’IFN-a face au
VIH-1.

3. Profil d’induction des IFN-a au cours d’une infection VIH-1

Certaines études se sont intéressées au profil d'induction des IFN-a par I'infection VIH-1. La
proportion de chaque sous-type d’IFN-a est assez difficile a déterminer a cause de la forte
homologie de séquence qui existe entre les sous-types. Il n’existe pas d’anticorps spécifiques
pour chaque IFN-a. La technique la plus utilisée consiste a mesurer le profil d’expression des
ARNm de chaque IFN-a. Il est également compliqué de regarder le profil d’expression in vivo
chez des patients, particulierement en primo-infection, ou les échantillons sont trés rares.

Certaines études réalisées dans des modeéles animaux simiens pendant une infection SIV ont
montré que les profils d’induction des IFN-a étaient a la fois dépendants du tissu analysé, du
type cellulaire et du type de stimulus (Easlick et al., 2010 ; Zaritsky et al., 2013 ; Dutrieux et al.,
2014). Par exemple, on observe chez le macaque a queue de cochon, une sous-expression de
I'IFN-a dans le cerveau a 7 jours post-infection par rapport au contréle non infecté. Dans les
poumons, une surexpression des sous-types 6 et 13 seulement est détectée a partir de 14 jours
post-infection. Dans la rate, tous les sous-types sont exprimés chez les singes infectés mais avec
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Figure 18 : Profils d’expression des différents sous-types d’IFN-a dans des PBMC de patients.

Ces expériences ont été faites chez des donneurs sains (A), des patients en primo-infection (B), des patients en
phase chronique naifs de traitement (C) ou sous traitement antiviral (D). La quantification a été faite par RT-
gPCR (Li et al., 2017).

A pDC B pDC + VIH-A

20 B 2
151 g 151
dg .0 Da
5-g = Egg EE 54 EEE=

—rrrrrrrr—rrTr 0

214 7101617145 6 2 8 113 214 7101617145 6 2 813

% du nombre total de copies d'IFN-a

[=]

Figure 19 : Expression des différents sous-types d’IFN-a dans des pDC suite a une exposition au VIH-1.

Pourcentage de séquence de chaque sous-type d’IFN-a dans des pDC non infectées (A) et suite a une
exposition au VIH-1 (B) (Harper et al., 2015).
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Figure 20 : Inhibition de la réplication du VIH-1 par les différents sous-types d’IFN-a.

Des PBMC traitées avec les différents sous-types d’IFN-a ont été infectées avec le VIH-1. La quantité de virus
produits en présence d’IFN-a ainsi que leur infectivité ont été mesurées aprés infection des cellules
rapportrices TZM-bl avec les surnageants produits normalisés par volume (A). La quantité de protéine p24 dans
les cellules a également été mesurée par ELISA (B) (Lavender et al., 2016).
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de grandes différences d’induction. Les sous types 21, 17 et 4 sont induits beaucoup plus
abondamment (Zaritsky et al., 2013). Chez le macaque rhésus, 3 jours post-infection, on observe
dans le thymus I'induction de I'expression des sous-types 1, 2 et 3 chez la plupart des singes. De
méme, l'induction des sous-types 7, 14, 8 et 13 est fréquemment observée. En revanche les
autres sous-types sont induits de maniere plus sporadique (Dutrieux et al., 2014).

Une étude comparant les profils d’expression des IFN-a chez des patients en stade
chronique ou en stade SIDA a montré une augmentation de I'expression des IFN-a6 et 2 chez les
patients infectés par rapport aux donneurs sains (Lehmann et al., 2009). Les auteurs ont
également observé une augmentation significative de I'expression des IFN-a1, 8, 14, 16, 17 et 21
chez les patients en stade SIDA contrairement aux patients en phase chronique. En revanche,
I’expression des IFN-a4, 5, 7 et 10 ne semblent pas varier au cours de I'infection.

Dans une autre étude, une expression plus importante des IFN-a2 et 16 a été mesurée a la
fois chez des patients en stade chronique sous ART ou naif de traitement et chez des sujets non
infectés (Li et al., 2017). Chez tous les patients en stade chronique, les IFN principalement induits
étaient les IFN-a2, 4, 5, 6, 7, 14 et 16 (Figure 18). Les auteurs ont observé des profils
d’expression des IFN assez similaires entre chaque patient.

Le profil d’expression des IFN-a suite a une infection VIH-1 a également été mesuré in vitro
(Harper et al.,, 2015). Pour cela, les auteurs ont isolé des PBMC provenant de 4 donneurs
différents et ont trié les pDC. lls ont observé que dans les cellules ou il n’y a pas de pDC, il n’y a
pas non plus production d’IFN-a, confirmant que les pDC sont les principaux producteurs d’IFN.
En revanche, la production d’IFN-a est trés importante dans les pDC suite a une exposition au
VIH-1. lIs ont également quantifié I'abondance relative de chaque sous-type d’IFN produit
(Figure 19). Leurs résultats montrent un pattern d’expression trés variable des IFN. En effet, les
IFN-al et 5 sont trés fortement induits ainsi que les sous-types 14 et 2 a la suite d’une infection
VIH-1. En revanche, les autres sous-types d’'IFN-a semblent peu induits par le VIH-1.

L'ensemble de ces études montre que l'infection par le VIH-1 conduit a I'expression des IFN-
a. Cependant, le profil d’expression des différents sous types est trés différent et semble varier
en fonction du tissu analysé, du stade de la maladie ainsi que du traitement ou non des patients.

4. Profil d’inhibition du VIH-1 par les 12 sous-types d’IFN-a.

Trois études se sont intéressées aux profils d’inhibition des IFN-a contre le VIH-1. Une étude
réalisée dans des PBMC a montré que les IFN-a présentaient tous des profils d’inhibition du VIH-
1 différents (Lavender et al., 2016). Dans leur étude, les auteurs ont traité des PBMC avec les IFN
puis les ont infectées. 2 jours aprés infection, ils ont mesuré la quantité de protéine p24
cellulaire pour estimer la propagation du virus (Figure 20B). lls ont également récolté les
surnageants pour infecter des cellules rapportrices a volume égale. L'infection de ces cellules
permet ainsi de mesurer la quantité et l'infectivité des virions produits en présence d’IFN-a
(Figure 20A). Les deux expériences montrent des résultats similaires avec de fortes différences
d’inhibition de linfection en fonction du sous-type. On observe que les IFN-a6, 14, 17 et 21
entrainent une tres forte réduction de la quantité de protéine p24 cellulaire. Les autres IFN
présentent des effets plus modérés sur I'inhibition du virus (Figure 20B). Lorsqu’on regarde les
résultats de I'infection des cellules rapportrices par les virions produits en présence d’IFN (Figure
20A), on retrouve le méme profil d’inhibition, suggerant que cette faible infection reflete le fait
gu’il y a eu moins de virions relargués dans le milieu extracellulaire mais que l'infectivité des
virions est peu affectée.
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Figure 21 : Corrélation inverse entre la capacité antivirale et le nombre de copies induit apres infection de
chaque sous-type d’IFN-a.

(Harper et al., 2015).
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Figure 22 : Inhibition de la réplication du VIH-1 par deux IFN-a in vivo.

Des souris ont été infectées par le VIH-1 puis traitées quotidiennement ou non avec de I'lFN-a2 ou 14. 11 jours
post-infection, la quantité de protéine p24 dans le plasma a été mesurée par ELISA (A) ainsi que le nombre de
copies d’ARN viral par millilitre de plasma (B) par gPCR (Lavender et al., 2016).
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Dans une étude précédente, les auteurs avaient montré que, dans un modele de culture
de lamina propria agrégée, les IFN-a8, 14 et 6 montraient les plus forts taux d’inhibition du VIH-1
(Harper et al.,, 2015). En revanche, les sous-types 1 et 2 n’avaient pas ou peu d’effets
significatifs sur la réplication virale contrairement a ce qui a été décrit dans I'étude plus récente
(Lavender et al., 2016). De méme, ils observent que I'IFN-a8 était tres puissant (Harper et al.,
2015) alors qu’il n’a qu’un effet modéré dans I'autre étude (Lavender et al., 2016).

Pour déterminer I'impact antiviral des IFN-a produits aprés l'infection, les auteurs ont
comparé le nombre de copies d’ARN de chaque IFN-a produit par les pDC infectées a leur propre
effet antiviral. Ils ont observé gu’il existait une corrélation inverse entre ces deux facteurs,
suggérant que les IFN les plus produits pendant I'infection sont parmi les moins puissants pour
inhiber le virus (Figure 21). Par exemple, I'IFN-al est le plus fortement induit pendant I'infection
mais est également le moins puissant contre le virus. Au contraire, I'lFN-a6 qui est un des plus
puissants dans I'inhibition du VIH-1 fait partie des IFN les moins induits. Cependant, on observe
guand méme une forte induction des IFN-a8 et 14 qui semblent trés puissants contre le VIH-1.
Les auteurs ont également trouvé une forte corrélation entre le pouvoir inhibiteur des sous-
types d’IFN et I'affinité au récepteur IFNAR2 établie par le groupe de Gideon Schreiber (Lavoie et
al., 2011) mais pas avec le récepteur IFNAR1. Au vu de ces résultats, les auteurs ont suggéré que
la puissance d’inhibition d’un IFN-a pourrait étre corrélée a la puissance d’induction des ISG par
celui-ci. Pour étudier cela, le profil d’induction de certains facteurs de restriction du VIH-1 a été
analysé. Cependant, ces études se sont focalisées sur nombre limité d’IFN-a qui présentent soit
de fortes affinités pour le récepteur et un fort potentiel antiviral soit une plus faible affinité pour
le récepteur et un effet antiviral tres modeste. lls ont constaté que les puissances d’induction
des ISG étaient différentes et dépendaient également des donneurs. Dans les deux études, il a
été observé que les IFN les plus puissants induisaient plus fortement Mx2. Une corrélation entre
la puissance d’inhibition des IFN et I'induction du facteur Mx2 a méme été observée. BST2
semble également induit plus fortement par les IFN qui ont un effet antiviral plus important,
cependant des différences sont observées entre chaque donneur. En revanche, I'induction des
facteurs APOBEC3G et cGAS n’était pas associée a l'efficacité de I'IFN. Les facteurs SAMHD1 et
TRIM5a ne semblent pas induits de maniére significative par les IFN-a (Harper et al., 2015;
Lavender et al., 2016). Cependant, il avait déja été décrit I'IFN de type | n’induisait une
augmentation du niveau d’expression dans différents types cellulaires (monocytes, cellules
dendritiques, macrophages et lymphocytes T CD4 quiescents)(St Gelais et al., 2012 ; Goujon et
al., 2013b ; Dragin et al., 2013).

Dans une de ces études, |'efficacité des IFN-a a également été évaluée in vivo dans un
modele de souris humanisées (Lavender et al., 2016). Pour cela, les auteurs se sont focalisés sur
deux sous-types d’IFN, I'IFN-al4, qui dans leur étude présentait la plus forte puissance
d’inhibition de virus in vitro et I'lFN-a2, utilisé en clinique et dont les effets sont modérés sur le
VIH-1 (Lavender et al., 2016). lls ont infecté des souris avec une dose de VIH-1, puis les ont
traitées avec la méme dose d’IFN-a2 ou 14, 2h apres l'infection, puis chaque jour pendant 10
jours. 11 jours post-infection, les souris ont été euthanasiées et l'infection a été mesurée. Les
auteurs ont observé que le traitement a I'IFN-al4 permettait un bien meilleur contréle de la
réplication virale. En effet, chez les souris traitées avec I'IFN-al4, on observe une réduction
significative de la quantité d’antigéne p24 ainsi que du nombre de copies d’ARN viral dans le
sang (Figure 22A et B). Il y également moins de souris p24 positives dans le groupe traité a I'lFN-
a2 par rapport aux souris non traitées, cela dit, la réduction n’est pas significative et est
beaucoup plus importante chez les souris traitées a I'lFN-a14.
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Figure 23 : Réduction de lI'infection VIH-1 par I'IFN-a14.

Des souris ont été infectées avec un virus VIH-1. 35 jours post-infection, la quantité de p24 plasmatique est
mesurée. Puis les souris sont traitées quotidiennement soit avec de I'lFN-a2, 14 ou non traitées pendant 10
jours. 45 jours post-infection, la quantité d’ARN viral plasmatique est mesurée par RT-gPCR (C) ainsi que le
nombre de copies d’ADN par cellule (D) (Lavender et al., 2016).
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Les auteurs ont également mesuré |'efficacité des 2 sous-types d’IFN-a a controler
I'infection chronique chez les souris. Pour cela, ils ont infecté des souris, puis 35 jours post-
infection, ils ont administré chaque jour pendant 10 jours une dose des deux IFN-a (Figure 23).
10 jours apres traitement a I'IFN-a2, les auteurs n’observent pas de réduction significative de la
guantité de p24, comparé aux souris non traitées. Des résultats similaires sont obtenus lorsqu’ils
mesurent le nombre de copies d’ARN dans le plasma (Figure 23A). En revanche, une diminution
significative de ces facteurs est observée chez les souris ayant recu un traitement a I'lFN-a14.

De méme, ils observent que le traitement a I'lFN-al4 réduit la quantité d’ADN viral par cellule
suggerant que I'lIFN-a14 pourrait réduire la taille du réservoir viral (Figure 23B).

Cette hypothese a été testée par le méme groupe en 2019 mais pas validée (Sutter et al., 2019).
Dans leur étude, des souris humanisées ont été infectées avec le VIH-1. 6 semaines aprés
I'infection, elles ont été traitées soit par cART, soit par cART en combinaison avec de I'lFN-al14
pendant 4 semaines. Les auteurs ont observé que I'addition d’IFN-a14 diminuait trés fortement
la charge virale dans le sang (de 8 fois) par rapport au traitement cART seul. lls ont également
observé que les traitements (avec ou sans IFN-al14) diminuaient la quantité d’ADN viral total
dans les lymphocytes T CD4 de la rate. Cependant, I'ajout d’IFN-a14 n’induit pas une baisse plus
importante de I’ADN par rapport au traitement seul. Lorsqu’ils regardent la taille du réservoir en
mesurant le nombre de provirus intégrés, le traitement cART seul ne réduit pas significativement
la taille du réservoir (ADN intégré). En revanche, 'ajout de I'lFN-al4 au traitement semble
diminuer la quantité de provirus intégrés, toutefois, cette différence n’est pas significative en
raison de la faible quantité d’échantillons disponibles. Cependant, lorsque les traitements sont
interrompus, ils observent une augmentation de la quantité d’ARNv, de la quantité d’ADN et du
nombre de génomes intégrés par cellules et ce, de maniere équivalente entre les souris traitées
juste par cART ou par cART en combinaison avec de I'lIFN-a, suggérant que I'ajout d’IFN-al14 ne
confere pas de bénéfice dans la prévention du rebond viral aprés une interruption de traitement.

A l'inverse de ces études, il a récemment été proposé que les différents sous-types d’IFN-a
n‘induisaient pas des réponses biologiques différentes mais dépendaient seulement de la dose
administrée (Schlaepfer et al., 2019). Les différences seraient donc seulement quantitatives et
non qualitatives. En effet, les auteurs ont observé que le traitement de différents types
cellulaires (lymphocytes T CD4, macrophages et PBMC) avec quatre sous-types d’IFN-a (1, 2, 6 et
14) a des doses saturantes d’IFN-a conduisait au méme profil d’induction de genes et avaient les
mémes capacités antivirales contre le VIH-1. Cependant, si tel était le cas, on s’attendrait a ce
que les IFN-a les plus puissants sur un virus donné soient également plus efficaces sur les autres
virus, contrairement a ce qui a été observé dans d’autres études (Lavoie et al., 2011). Méme si
les effets a des doses saturantes sont similaires, dans une infection et dans un contexte
thérapeutique, ces concentrations saturantes ne seront probablement jamais atteintes. De plus,
il demeure important d’identifier les sous-types d’IFN-a qui nécessitent la dose la plus faible
pour obtenir I'effet biologique recherché, en limitant les effets indésirables.

F- Utilisation clinique des IFN de type |

1. Historique

Suite a la découverte des IFN et de leurs propriétés biologiques a la fois antivirale,
proapoptotique et antiproliférative, une utilisation clinique a été envisagée pour le traitement
d’infections virales et de cancers. Actuellement, parmi les IFN-a, seul le sous-type 2 est utilisé en
clinique, principalement parce qu’il fut le premier sous-type isolé et cloné pour une large
production et non apres évaluation de ses capacités antivirales.

En 1986, la Food and Drug Administration américaine a approuvé pour la premiere fois
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I'utilisation de I'IFN-a2 pour le traitement d’une leucémie. A ce jour, I'lFN-a est approuvé pour le
traitement de plusieurs maladies dont des leucémies, mélanomes malins, lymphomes
folliculaires, sarcomes de Kaposi associés au sida. L'utilisation de I'IFN-a est également répandue
pour traiter de nombreux cancers, en particulier les cancers de la vessie et du rein, souvent
comme complément d'autres thérapies (Pestka, 2007). Enfin, I'IFN-a2 était utilisé pour le
traitement des hépatites chroniques B et C. Plus tard, I'lFN-B a été approuvé pour le traitement
de la sclérose en plaques et I'IFN-y pour celui de la maladie granulomateuse chronique et
I'ostéopétrose maligne.

Les IFN entrainent beaucoup d’effets secondaires qui sont dépendants de la dose. Parmi
eux, on trouve des symptomes grippaux courants (maux de téte, malaises, fievre, frissons,
fatigue, myalgie, douleurs dorsales et articulaires) et une lymphopénie chez la plupart des
patients (Sleijfer et al., 2005). Bien que ces effets indésirables disparaissent souvent dans les
heures suivant I'administration, ils limitent le dosage injecté par voie systémique.
L'administration de fortes doses et pendant un long terme entrainent des effets secondaires
pouvant étre beaucoup plus graves. Il a été démontré que de fortes doses d'interféron ont une
efficacité substantielle pour controéler les cancers ou les maladies virales, mais malheureusement
les patients ne peuvent souvent pas tolérer les doses nécessaires. Ainsi, malgré I'énorme
potentiel des interférons dans le traitement des maladies, les effets secondaires empéchent
souvent l'administration des doses nécessaires pour prévenir ou guérir la maladie. Le
développement de nouvelles méthodes visant a réduire ces effets secondaires pourrait
améliorer considérablement I'efficacité des interférons. Par exemple, administrer les interférons
localement dans les tissus infectés ou les tumeurs permettrait sirement de limiter les effets
secondaires systémiques. De méme, en cas d’infection virale, administrer un autre sous-type
d’IFN qui présente des propriétés antivirales plus efficaces sur le virus ciblé spécifiqguement
semblerait plus approprié pour traiter une infection.

2. Les IFN-a dans le traitement du VIH-1

Au début de I'épidémie du VIH-1 et avant le développement d’antirétroviraux efficaces,
plusieurs études visant a mesurer I'efficacité des IFN-a contre le virus ont été réalisées. Dans la
plupart de ces études, I'utilisation de I'IFN de type | a montré sa capacité a réduire la charge
virale. Cependant, cet impact était assez modéré (1 a 2 log) et transitoire (moins de 6 mois). De
plus, dans ces études, les patients étaient a un stade assez avancé de la maladie et la
lymphopénie en CD4 causée par de fortes doses d’IFN-a constitue un risque important pour eux
(Noél et al., 2018).

Plus récemment, il a été montré que les IFN-a pouvaient avoir un réle bénéfique ou
délétere selon le stade de la maladie. La primoinfection est caractérisée par une forte tempéte
de cytokines. Parmis ces cytokines, on retrouve les IFN-a (Stacey et al., 2009). Il a été montré
dans un modele de souris humanisées que la déplétion des cellules pDC, pendant la phase
précoce de linfection, conduisait a une forte réduction de la production d’IFN-a et une
augmentation de la réplication virale (Li et al., 2014). De méme, l'administration d’'un
antagoniste d’IFNAR a des macaques rhésus conduit a une faible induction d’ISG, une
augmentation de la taille du réservoir, accélére la déplétion en CD4 et entraine une progression
plus rapide de la maladie (Sandler et al., 2014a). A l'inverse, I'administration précoce d’IFN-a2
pegylé améliore le contréle viral et réduit la transmission virale. Ces données suggérent que la
signalisation IFN dans la phase précoce de linfection est essentielle pour le contrdle de la
réplication virale.
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Au contraire, plusieurs études ont montré que la persistance de la signalisation IFN et de la

production d’ISG pendant la phase chronique serait délétere. En effet, il a été observé que des
patients présentant une plus forte virémie et une progression plus rapide vers la maladie avaient
un profil d’expression génique anormal de leurs lymphocytes T CD4 (Sedaghat et al., 2008 ;
Rotger et al., 2010). On retrouve chez ces patients une surexpression de nombreux ISG. Ces
études suggerent que l'activation chronique de la voie IFN est partiellement responsable du
dysfonctionnement et de la perte des cellules T CD4 pendant la phase chronique. Elle est
également associée a une virémie plus importante ainsi qu’a une progression plus rapide de la
maladie (Hardy et al., 2013 ; Doyle et al., 2015).
Ces observations sont confortées par des études réalisées dans des modéles simiens, le
macaque, un modele pathogénique de la maladie, et le singe vert africain ou le sooty mangabey,
des modeéles non pathogéniques. L’analyse du profil d’expression génique dans les lymphocytes
T CD4 montre une forte augmentation de I'expression des ISG dans les deux modéles simiens en
phase aigué de I'infection. Le niveau d’expression des ISG revient ensuite a la normale dans les
semaines suivant linfection dans les modeles non pathogéniques. En revanche, chez le
macaque, la surexpression des ISG est maintenue. On observe également un fort niveau d’IFN-a
qui est inversement corrélé avec le nombre de lymphocytes T CD4 (Bosinger et al., 2009 ;
Campillo-Gimenez et al., 2010 ; Jacquelin et al., 2009 ; Harris et al., 2010).

Quelques pistes sont étudiées dans le but de bloquer cette activation permanente de la

voie IFN. Des études réalisées chez des souris humanisées ont montré que des antagonistes
d’IFNAR entrainaient une réduction de I'expression d’ISG et de marqueurs d’activation cellulaire.
De plus, ceci conduit a une diminution de la virémie au stade chronique. L'administration d’un
traitement antiviral en plus entraine une suppression de la virémie plus rapide et une baisse du
réservoir inductible aprés arrét du traitement (Zhen et al., 2016 ; Cheng et al., 2016).
Des inhibiteurs de la voie Jak/Stat sont également étudiés pour réduire I'activation chronique
des cellules immunitaires. Il a notamment été montré que le ruxolitinib, un inhibiteur de Jak1/2
était efficace pour limiter la réplication et la réactivation in vitro (Gavegnano et al., 2014). De
plus, il limiterait la production de certaines molécules inflammatoires (IL-6, TNFa, IL1B et IFN-y)
(Spivak et al., 2016).
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Figure 24 : Endocytose de CD4 médiée par la protéine virale Nef.

Nef se lie a la partie cytoplasmique de CD4 ainsi qu’a I'adaptateur AP-2 ce qui va entrainer I'endocytose de CD4
via la voie des clathrines (Oldridge and Marsh, 1998).
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Partie 2 : Interférence « intrinseque »

L'interférence virale intrinseéque est le phénoméne par lequel une cellule infectée devient
moins susceptible a une réinfection par un virus de la méme famille grace a des mécanismes liés
a lI'expression du premier virus lui-méme (Marcus and Carver, 1967). Ce phénoméne est
commun a différentes familles virales. Il a été décrit pour le virus de la rougeole, de la grippe, de
I’'hépatite B et plusieurs rétrovirus, entre autres (Rott et al., 1972; Rott et al., 1981 ; Mikheeva
and Ghendon, 1982).

L'infection d’une cellule par deux virions VIH différents peut conduire a des recombinaisons
entre les deux génomes. La recombinaison nécessite I'incorporation des deux génomes dans une
nouvelle particule virale qui subiront des recombinaisons lors de la transcription inverse du cycle
suivant dans une nouvelle cellule cible (Galetto and Negroni, 2005).

Malgré I'avantage que peuvent conférer ces recombinaisons, les doubles infections sont peu
fréquentes in vivo chez les patients et la plupart des cellules infectées contiennent un seul
génome viral intégré (Josefsson et al.,, 2011). Les virus ont développé des mécanismes
d’interférence virale pour limiter les doubles infections. Le but de cette interférence est
d’empécher une réplication virale qui serait excessive et conduirait a la mort de la cellule. Pour
cela, le virus détourne certaines voies cellulaires. Pour le VIH-1, on observe deux grandes voies
d’interférence, une liée aux récepteurs cellulaires et une autre indépendante des récepteurs.

A- Interférence liée aux récepteurs du VIH

Les mécanismes les plus décrits expliquant cette interférence dans le VIH, et qui sont
communs a plusieurs familles virales, sont I'occupation et la modulation de I'expression de
surface des récepteurs cellulaires.

1. Interférence liée au récepteur CD4

Il a été montré par de nombreuses équipes que quand des lymphocytes T CD4 sont infectés
par le VIH-1, ils expriment une densité plus faible du récepteur CD4 a leur surface cellulaire. Trois
protéines virales sont majoritairement impliquées dans la régulation négative de CD4 : Nef, Env
et Vpu (Wildum et al., 2006).

Dans les lymphocytes T, le récepteur CD4 est associé a la protéine p56L°k, une tyrosine
kinase de la famille Src (Lin et al., 1998). p56LCk empéche normalement I’'endocytose de CD4 a la
surface cellulaire. En cas d’activation de la cellule par un antigéne, le domaine intracellulaire de
CD4 est phosphorylé, ce qui induit la dissociation de CD4 et p56LCk ainsi que l'activation d’un
signal d’endocytose. CD4 interagit alors avec AP-2, un complexe adaptateur de clathrine, qui
facilite son recrutement dans les vésicules de clathrine.

Au cours d’une infection VIH-1, Nef est trés fortement exprimée dans les phases précoces
post-intégration. Dans les lymphocytes T CD4, Nef se lie directement a un motif di-leucine-like
présent dans le domaine cytoplasmique de CD4 et entraine la dissociation du complexe
CD4/p56ICk a la surface cellulaire. Nef est également capable de se lier a différentes protéines
adaptatrices (AP-1, AP-2, AP-3 et AP-4) qui contiennent des signaux de transport. La liaison
simultanée de Nef a CD4 et AP-2 principalement (Figure 24) induit une endocytose du récepteur
CD4 et un adressage a la voie de dégradation lysosomale (Chaudhuri et al., 2007 ; Oldridge and
Marsh, 1998). De plus, la liaison de Nef a AP-1 et AP-3 dans le trans-Golgi peut détourner
I'acheminement des molécules CD4 nouvellement synthétisées directement aux lysosomes ou
elles seront dégradées (Neri et al., 2011; Tavares et al., 2017).
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Figure 25 : Contribution des protéines Vpu, Env et Nef dans l'interférence virale.

Des cellules Jurkat ont été infectées avec des virus soit sauvages ou délétés des génes nef (N) et/ou vpu (U)
et/ou env (E) portant un géne rapporteur. Trois jours aprés, une deuxieme infection a été faite avec un virus
sauvage exprimant un autre gene rapporteur. Le pourcentage de cellules doublement infectées a été mesuré
deux jours aprés la deuxieme infection par cytométrie en flux. La valeur indiquée correspond a la réduction du
nombre de cellules doublement positives par rapport a lI'infection faite avec le virus n’exprimant pas les
protéines Nef, Env et Vpu (Wildum et al., 2006).
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Figure 26 : Cinétique de la sous-expression du récepteur CD4 a la surface cellulaire dans des PBMC infectés.

Des PBMC activés ont été infectés avec un virus exprimant la GFP sauvage ou délété des génes nef (N) et/ou
vpu (U) et/ou env (E). L’expression de CD4 a la membrane plasmique a été mesurée par cytométrie en flux a 20,
32, 53, 45 et 71h post-infection (Wildum et al., 2006).
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Les protéines Env et Vpu sont exprimées plus tardivement que Nef apres l'intégration car
leur expression est dépendante de celle de Rev. Env et Vpu vont entrainer une sous-expression
de CD4 en empéchant le transport a la surface des protéines néosynthétisées. La gpl60
(précurseur de Env) se lie a CD4 dans le réticulum endoplasmique et entraine la formation
d’agrégats qui vont empécher son transport a la surface. Cependant, la formation du complexe
CD4/gp160 dans le RE bloque aussi le transport et la maturation de la protéine d’enveloppe
(Bour et al., 1991 ; Crise et al., 1990). Une des fonctions de Vpu est d’induire la dégradation des
molécules CD4 retenues dans le RE par la gp160 (Magadan et al., 2010 ; Willey et al., 1992). Vpu
régule également I'expression de CD4 en adressant les molécules néoformées a la machinerie de
dégradation E3 ubiquitine ligase qui va les conduire au protéasome. Ceci permet la libération de
la gp160 et son adressage a la membrane plasmique.

Cette diminution du nombre de récepteurs a la surface membranaire réduit fortement la
susceptibilité de la cellule a une seconde infection. Lorsqu’une cellule est infectée par un
premier virus délété d’une ou de plusieurs de ces protéines, elle devient plus susceptible a une
seconde infection (Figure 25). La protéine Nef est la plus puissante a induire une diminution de
I’expression de surface de CDA4. Les protéines Env et Vpu présentent des effets plus modérés.

Cependant, il a été montré que la sous-expression des protéines CD4 a la membrane ne
semble pas associée aux virus a tropisme CCR5 présents dans les phases précoces de I'infection
mais est plus caractéristique des virus de tropisme CXCR4 et CXCR4/CCR5 qui apparaissent plus
tardivement (Chenine et al., 2000). Ceci serait di a I'affinité de Env pour le récepteur CD4. La
transition de récepteur R5 a R5X4 puis X4 est coordonnée avec une augmentation de I'affinité a
CDA. Ces résultats ont également été observés dans une autre étude qui a montré que les génes
nef retrouvés chez des patients en stade SIDA semblent plus efficaces a induire la sous-
expression de CD4 que des alléles présents chez des patients asymptomatiques (Argafaraz et al.,
2003).

Des études sur la cinétique de la régulation négative de CD4 suggérent que ce phénomene
se met en place 2 jours aprés l'infection et seulement quelques heures avant que la cellule ne
meure (Figure 26). La demi-vie des cellules infectées a été estimée a 1 a 2 jours chez les patients
(Wildum et al.,, 2006). Cependant, certaines équipes ont montré que linterférence virale
intrinseque se met en place trés tot, dés 4 a 24h apres la premiére infection (Volsky et al., 1996).
Ces résultats suggerent donc que la sous-expression de CD4 n’est pas le principal effecteur
impliqué dans l'interférence virale précoce (Wildum et al., 2006). De plus, il a été suggéré que la
sous-expression a la membrane plasmique de CD4 serait plus importante pour la production de
la progénie que pour l'interférence virale. En effet, la réduction de CD4 a la surface facilite le
relargage des virions a la surface cellulaire (Lama, 2003).

57



Introduction Alexandra Tauzin — Thése de doctorat - 2020

2. Roles des corécepteurs CXCR4 et CCR5

D’autres études suggerent que l'infection par le VIH-1 pourrait également induire une
régulation négative des corécepteurs CCR5 et CXCR4 du virus a la membrane plasmique.
Cependant, méme si dans la plupart des études un effet est mesuré, les résultats sont assez
contradictoires.

a) Corécepteur CXCR4

Une étude a montré que Nef était capable d’induire la sous-expression de CXCR4 a la
surface cellulaire de lymphocytes primaires et de nombreuses lignées cellulaires (Venzke et al.,
2006). Dans leur étude, les auteurs ont montré que ce mécanisme serait suffisant pour diminuer
la susceptibilité des cellules a une surinfection par un virus de tropisme X4.

Une autre équipe a montré que certains alléles du gene nef du SIV ou du VIH-2, qui ont peu
ou pas d’impact sur le niveau d’expression de CD4, étaient capables de réduire la surinfection
des cellules par des souches ayant un tropisme X4, en induisant une réduction de I'expression de
CXCR4 a la surface cellulaire (Wildum et al., 2006). A I'inverse, dans cette étude, un large panel
d’alléles du géne nef du VIH-1 étaient incapables d’entrainer une diminution de I'expression de
CXCR4 (a la surface cellulaire de cellules Jurkat et de PBMC).

Ces résultats ont également été observés dans une autre étude ou aucune sous-expression du
récepteur CXCR4 dans des cellules infectées par des virus VIH-1 ayant un tropisme X4 ou R5X4
n’a été vue (Chenine et al., 2000).

b) Corécepteur CCR5

Quelques études ont montré que le récepteur CCR5 pouvait étre sous-exprimé pendant une
infection VIH-1. Dans une étude, les auteurs ont montré que Nef était capable d’induire une
sous-expression de CCR5 a la surface cellulaire de lymphocytes primaires et de différentes
lignées cellulaires mais n’affecte pas sa synthése (Michel et al., 2005). lls ont également montré
gue ce mécanisme était conservé au niveau de I'évolution car les génes nef du VIH-2 et du
SIVmac sont également capables d’induire une régulation négative de CCR5. Une autre équipe a
également observé une perte de I'expression de CCR5 a la surface des cellules infectées par un
virus R5 (Chenine et al., 2000). Cependant, une autre étude a mis en évidence que |'expression
du corécepteur R5 était rarement affectée par le VIH-1 (Wildum et al., 2006).

L'ensemble de ces études a permis de mettre en évidence que les protéines Env, Vpu et Nef
entrainent une réduction de I'expression de CD4 a la surface cellulaire. La protéine Nef pourrait
également étre impliquée dans la sous-expression des corécepteurs CCR5 et CXCR4. Cependant,
ces études montrent également que la sous-expression des récepteurs met de nombreuses
heures a se mettre en place (au minimum 24h) or l'interférence virale peut s’observer des
quelques heures post-infection. Ceci suggere qu’il existe trés probablement une ou plusieurs
autres voies conduisant a cette interférence précoce, de maniéere indépendante des récepteurs.
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Figure 27 : Mesure de l'interférence virale dans des macrophages.

Des macrophages ont été infectés avec une souche N1T-A capable d’étre rétrotranscrit mais pas de synthétiser
des protéines dans les macrophages. Une deuxieme infection avec une souche ADA a été faite a plusieurs
temps aprés la premiere infection. L'interférence virale est estimée par mesure de I'antigéne p24 du scond
virus dans les surnageants 10 jours apres la premére infection (UV : inactivation par les UV ; HI : inactivation par
la chaleur) (Potash and Volsky, 1998).
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B- Interférence indépendante des récepteurs

1. Preuves de |'existence d’une interférence indépendante des récepteurs

Plusieurs études ont montré que l'interférence virale pouvait étre due a des mécanismes
indépendants de la régulation des récepteurs cellulaires. Cependant, les mécanismes suggérés et
les protéines virales identifiées comme agissant sur cette interférence different d’'une étude a
I'autre, probablement a cause des techniques utilisées dans ces études « anciennes », qui
mangquent de sensibilité et de spécificité.

Déja en 1996, il avait été montré que la sous-expression des récepteurs n’était pas
nécessaire pour établir une interférence (Volsky et al., 1996). Dans cette étude, les auteurs ont
montré qu’un phénomene d’interférence virale se mettait en place rapidement apres la
premiere infection, des 24h, et donc en amont de la sous-expression des récepteurs cellulaires
qui observée a 48h post-infection. Dans cette étude, les auteurs ont réalisé des expériences de
surinfection avec deux souches de VIH-1 différentes (N1T-A et KS283) pouvant étre distinguées
car elles possédent des sites de restriction différents dans leur génome. lls ont infecté des
cellules CEM avec un premier virus, puis surinfecté avec le deuxieme a 4, 24 et 48h aprés la
premiere infection. 4 jours apres la premiére infection, la réplication virale des deux virus est
estimée en regardant par Southern Blot la quantité d’ADN des deux virus aprés digestion. Les
auteurs ont observé, que quand la seconde infection est faite 4h aprés la premiére, celle-ci est
détectable. En revanche, quand elle est faite 24h apres la premiere, la bande spécifique du
deuxieme virus est beaucoup plus faible. Quand les deux infections sont faites avec 48h
d’intervalle, ils n’observent plus de bande du deuxiéme virus, suggérant que la premiere
infection a bloqué la seconde. Les auteurs ont également observé que l'interférence dépend de
la MOI de la premiere infection. En effet, lorsque la premiére infection est faite avec une tres
faible MOI, ils sont capables de détecter la seconde infection méme lorsque celle-ci est faite 48h
apres la premiére.

Dans une autre étude, la méme équipe a montré que |'étape de transcription inverse du
premier virus est suffisante pour inhiber le deuxiéme virus (Potash and Volsky, 1998). En effet,
losque des macrophages sont infectés avec la souche lymphotropique N1T-A, capable d’étre
rétrotranscrit en ADNv mais donnant lieu a peu ou pas de synthése protéique, les cellules
deviennent moins susceptibles a une seconde infection (Figure 27) (Huang et al., 1993). En
revanche, lorsque la premiére infection est faite avec un virus inactivé (par UV ou par la chaleur)
et donc incapable d’étre rétrotranscrit, il n’y a pas d’interférence avec la seconde infection.
Cependant, dans ce systéme, l'interférence se met en place plus tardivement, on observe une
légere réduction de la seconde infection lorsque celle-ci est faite 48h apres la premiére infection
et n’est significative qu’a partir de 72h entre les deux infections.

Une autre équipe a mis en évidence des résultats similaires dans un modele de cellules
HUT-78 (F12) (Taddeo et al., 1993). Ces cellules portent dans leur génome un provirus entier
donnant lieu a la synthese et la production d’ARN et de protéines du virus. Cependant, elles ne
conduisent pas a la production de nouvelles particules a cause d’un trés grand nombre de
mutations présentes dans le génome viral. Les auteurs ont observé que ces cellules sont
résistantes a une deuxieme infection. lls ont observé que I'entrée virale n’est pas
significativement impactée suggérant qu’elle n’est pas la principale cible de l'interférence. En
revanche, ils ont montré que I'étape de transcription inverse est impactée et entraine la
formation d’ADN viral incomplet. Dans une autre étude, la méme équipe a montré que plusieurs
protéines virales étaient impliquées dans cette interférence (D’Aloja et al.,, 1998). Pour
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Figure 28 : Modeéle schématique de I'interaction entre Rev et I'intégrase.

Dans le complexe de pré-intégration, I'intégrase est liée a I’ADN viral. Une certaine quantité de ces complexes
Intégrase-ADN est transloquée dans le noyau et le provirus est intégré dans le génome de la cellule hote. Puis
Rev est synthétisé. Dans le cytoplasme, la liaison de Rev a l'intégrase induit la dissociation du complexe
Intégrase-ADN et bloque I'import de I'intégrase. Dans le noyau, Rev va également interagir avec le complexe
Intégrase-ADN, bloquer I'activité enzymatique de I'intégrase et entrainer la dissociation du complexe Intégrase-
ADN comme dans le cytoplasme. Puis Rev médie I'export nucléaire de I'intégrase (Levin et al., 2010a).
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Figure 29 : Mesure de la fréquence des cellules doublement infectées en fonction du temps entre les deux
infections.

Des cellules MT4R5 ont été infectées avec un virus exprimant la protéine HSA puis coinfectées (Oh) ou
surinfectées (3, 6, 12, 18 et 24h) avec un virus exprimant la GFP et portant une enveloppe du virus A-MLV
(Remion et al., 2016).
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démontrer cela, ils ont transfecté des cellules HelLa exprimant CD4 avec chacune des protéines
virales codées par le virus présent dans les cellules F12, puis ont infecté les cellules avec un virus
VIH-1. lls ont ensuite mesuré I'activité de la transcriptase inverse (RT) au cours du temps. Ils ont
observé que les cellules qui expriment les protéines Gag, Vif et Nef sont moins susceptibles a
I'infection. Nef semble la protéine la plus puissante car aucune activité RT n’est mesurée méme
a des MOI importantes (0,5). Au contraire, les auteurs ont observé que I’expression dans ces
cellules des protéines Rev, Tat ou Vpu conduit a une augmentation de la propagation virale. Ils
ont aussi observé que les protéines Pol, Env et Vpr n’avaient pas d’effet sur la réplication du VIH.

2. Role de la protéine Rev dans I'interférence virale

Plus récemment, deux équipes dont la notre ont mis en évidence le réle de la protéine Rev
dans le mécanisme de l'interférence virale indépendante des récepteurs.

L’équipe d’Abraham Loyter a mis en évidence dans une série d’articles le r6le de Rev dans

I'interférence virale. Dans leurs études, les auteurs ont proposé plusieurs mécanismes par
lesquels la protéine Rev pourrait bloquer la réplication virale d’un second virus (Figure 28).
Grace a des expériences en double hybride et coimmunoprécipitation, ils ont observé que la
protéine Rev et l'intégrase du virus pouvaient s’associer (Rosenbluh et al., 2007a ; Levin et al.,
2009). Par I'utilisation de peptides dérivés a la fois de Rev (13-23 et 53-67) et de I'intégrase (66-
80, 118-128 et 174-188) empéchant leur liaison, ils ont identifié les domaines d’interaction entre
ces deux protéines (Rosenbluh et al., 2007b ; Levin et al., 2009). Cependant, cette interaction n’a
jamais été confirmée par d’autres auteurs. Dans les expériences de surinfection, pour distinguer
les deux virus, ils utilisent un premier virus défectif pour I'intégration et mesurent le nombre de
copies intégrées du deuxieme virus. Dans ce contexte, Rev est exprimé par le premier virus non
intégré et ils montrent gu’il est exprimé de maniére efficace dés 6h post-infection. Suite a
I’expression de Rev dans les cellules, ils observent qu’il y a une réduction a la fois du nombre du
deuxieme provirus intégrés et du nombre de cercles a 2 LTR (Levin et al.,, 2010a ; Levin et al.,
2010b). lls proposent que la protéine Rev du premier virus intercepte I'intégrase du second virus
dans le cytoplasme et empéche I'import nucléaire du PIC. lls proposent également que Rev se lie
a l'intégrase dans le noyau, conduisant a son export vers le cytoplasme. Les auteurs ont
également observé que la protéine Rev pouvait interagir in vitro avec le complexe LEDGF/p75
impliqué dans I'intégration virale (Levin et al., 2010c). La liaison de Rev a LEDGF/p75 entrainerait
sa dissociation de I'intégrase et bloquerait I'intégration du provirus dans le génome de la cellule
hoéte.

Notre équipe a également mis en évidence le role de la protéine Rev dans l'interférence
virale (Remion et al., 2016). Dans cette étude, notre équipe a utilisé un systéme avec des virus
rapporteurs (exprimant soit la GFP, soit I'antigene HSA). Des cellules MT4R5 sont infectées avec
un premier virus puis, a différents intervalles de temps, par le deuxiéme virus. Pour mesurer
I'interférence virale, la fréquence des simples et des doubles infections est mesurée par
cytométrie en flux. L'interférence virale est estimée par calcul des Odds ratio (OR). Brievement,
lorsque I'OR est égal a 1, les deux infections sont considérées comme des événements
indépendants. Quand I'OR est supérieur a 1, les doubles infections arrivent plus fréquemment
gu’attendues. En revanche, lorsque I'OR est inférieur a 1, les doubles infections sont moins
fréquentes que prévues.

Notre équipe a observé que quand les deux infections sont faites en méme temps, la
fréquence des doubles infections est plus importante qu’attendue (Figure 29), ce qui avait déja
été décrit (Dang et al., 2004). Notre équipe a également participé a la compréhension de ce
phénoméne de coinfection (Ito et al., 2017 ; Ito et al., 2018).
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Figure 30 : Effet de I’expression des protéines virales sur la mise en place de l'interférence.

La premiere infection est faite avec un virus VIH sauvage (WT), un lentivirus (LV), un virus délété de Gag et Pol
(AGagPol), un virus n’exprimant que Tat (T+) ou un virus exprimant Tat et Rev (T+R+). Puis la seconde infection
est faite avec un virus VIH portant une enveloppe A-MLV (Remion et al., 2016).
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Figure 31 : Structure de la protéine virale Rev.

La protéine virale Rev contient un domaine NIS (10-24), deux domaines de multimérisation (11-25 et 51-65), un
domaine de liaison a ’ARNv (35-50), une séquence NLS (35-50) et une séquence NES (75-84).
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Figure 32 : Voie d’export des ARN viraux par Rev via CRM1.

Une fois synthétisée dans le cytoplasme, Rev est importée dans le noyau grace a sa séquence NLS. Dans le
noyau, Rev se lie sous forme de multimeéres a la séquence RRE présente dans les ARN non et mono-épissés. lls
pourront alors étre exportés via la voie CRM1. Une fois dans le cytoplasme, le complexe Rev-RRE se dissocie et
Rev peut recommencer un cycle d’import/export (schéma réalisé sur BioRender.com).
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En revanche, lorsque la deuxieme infection est faite plus tard dans le temps, la fréquence des
doubles infections diminue progressivement. L'interférence virale devient significative lorsque
les deux infections sont faites a 18h d’intervalle. Cette interférence virale est indépendante des
récepteurs car elle a lieu méme lorsque les virus portent I'enveloppe d’un autre lentivirus (A-
MLV) (Remion et al., 2016).

Par des expériences de délétions ou d’expression des génes viraux un par un, notre équipe
a montré que l'expression des protéines Tat et Rev par le premier virus était suffisante et
nécessaire pour mettre en place ce phénomene d’interférence. En revanche, la protéine Tat
exprimée seule est incapable d’induire de l'interférence, suggérant le role de la protéine Rev
dans ce mécanisme (Figure 30). De méme, les autres protéines virales ne semblent pas
impliquées dans l'interférence virale. En effet, lorsque la premiéere infection est faite avec un
virus délété pour chacun de ces genes, on observe qu’il est toujours capable d’interférer avec le
second, suggérant qu’ils ne sont pas impliqués dans ce phénoméne (Remion et al., 2016). Ces
résultats montrent donc que la protéine virale Rev joue un réle central dans un mécanisme
d’interférence virale indépendant de la sous-expression des récepteurs viraux.

3. Laprotéine virale Rev

Rev est une phosphoprotéine de 116 acides aminés faisant 19 kDa, majoritairement
présente dans le noyau. Elle est exprimée précocément apres l'intégration du provirus dans le
génome de I'hote. Elle posséde une séquence de localisation nucléaire (NLS), située entre les
résidus 35 et 50 lui permettant son import nucléaire ainsi qu’un signal NIS (Nuclear Inhibitory
Signal) présent en N-terminal qui sert a maintenir sa localisation dans le noyau (Figure 31). Rev
contient également un domaine de liaison a I’ARN, situé dans le méme domaine que sa
séquence NLS. Elle possede un autre domaine, situé entre les résidus 75 et 84, qui sert de signal
d’export nucléaire (NES) aprés interaction avec des protéines cellulaires. Ces séquences lui
permettent de faire la navette entre le cytoplasme et le noyau. Elle possede également deux
domaines d’oligomérisation (Suhasini and Reddy, 2009).

a) Fonction d’export des ARN viraux de la protéine Rev

Dans les premiéres étapes du cycle, les ARN viraux sont multi-épissés donnant lieu a la
traduction de la protéine Rev, entre autres. Une fois traduit dans le cytoplasme, Rev se lie via sa
séquence NLS a I'importine-B qui recrute Ran-GDP. Ce complexe est ensuite adressé au noyau
(Figure 32). La phosphoprotéine B23 est également nécessaire a son import nucléaire. Une fois
transloqué dans le noyau, Ran-GDP est converti en Ran-GTP par la protéine RCC1, ce qui entraine
la dissociation de Rev et l'importine-B. L'importine-B retourne dans le cytoplasme pour
recommencer un nouveau cycle d’'import de Rev. Dans le noyau, Rev se lie a la séquence RRE
présente dans le gene env de tous les transcrits viraux non ou mono-épissés ce qui masque la
séquence NLS, empéchant sa liaison avec I'importine-B. Un premier monomere de Rev se lie au
RRE avec une forte affinité, ce qui conduit ensuite au recrutement d’autres monomeéres de Rev
(jusqu’a 12). Les monomeéres de Rev vont alors se fixer via leur séquence NES a CRM1, un
membre de la famille des importines-B, entrainant leur export dans le cytoplasme par les pores
nucléaires. L'export nucléaire se fait de maniéere active et est controlé par Ran-GTP. Une fois
dans le cytoplasme, Ran-GTP est hydrolysé en Ran-GDP (par RanBP1 et RanGAP1), entrainant la
dissociation de CRM1 du complexe Rev/RRE. CRM1 est alors réimporté dans le noyau ou il peut
recommencer un cycle d’export. Une fois dans le cytoplasme, Rev se dissocie du RRE et va a
nouveau se lier a I'lmportine-B. L'ARN viral est quant a lui adressé a la machinerie de traduction
cellulaire (Caputi, 2011 ; Mahboobi et al., 2015).
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Figure 33 : Représentation de I'interactome de Rev.

(Naji et al., 2012)
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b) Cofacteurs de la protéine Rev

En plus des protéines CRM1 et Ran, un certain nombre de protéines ont été reportées

comme pouvant interagir avec Rev. Parmi elles, beaucoup de DEAD/H Box appartenant a la
famille des hélicases (Yedavalli et al., 2004) ont été décrites comme interagissant avec Rev. Il a
notamment été montré que DDX1, DDX3 et DDX5 favoriseraient I'infection virale en agissant
comme cofacteurs de Rev dans les étapes tardives du cycle ( Fang et al., 2004 ; Liu et al., 2011 ;
Zhou et al., 2013).
Une équipe a réalisé une étude protéomique visant a identifier les partenaires cellulaires de Rev
(Naji et al., 2012). Dans leur étude, ils ont montré que Rev pouvait interagir avec un grand
nombre de facteurs cellulaires (environ 150). De plus, Rev dont la localisation prédominante est
nucléaire, semble interagir davantage avec des facteurs nucléaires que cytosoliques. Ils ont
également montré que la liaison de Rev a la séquence RRE jouait un role dans le recrutement des
facteurs. A l'inverse, la liaison de Rev aux facteurs cytoplasmiques est altérée par la présence
d’un RRE (Figure 33).

c) Fonction de la protéine Rev dans les étapes tardives du cycle

Plusieurs articles ont mis en évidence que Rev pouvait aussi favoriser la traduction des ARN
viraux contenant une séquence RRE en plus de leur export. En effet, il a été montré que Rev
augmentait I"association des ARN codant pour les protéines Gag, Vif, Vpr et Vpu/Env avec les
polyribosomes (D’Agostino et al., 1992). Ce mécanisme dépendrait de la fixation de Rev a une
séquence située dans la région 5’'UTR des ARN (Kimura et al., 1996 ; Perales et al., 2005 ; Groom
et al., 2009a ; Groom et al., 2009b).

Il a également été montré que Rev pouvait se lier a une boucle de la séquence SL1 du signal
d’encapsidation Psi, qui a une structure similaire a celle du site de liaison de Rev dans le RRE
(Greatorex et al., 2002). Des mutations diminuant I'affinité de cette boucle pour Rev conduisent
a une réduction du nombre de génomes viraux exportés du noyau. Le nombre de virions
produits reste inchangé, en revanche, ils sont défectifs pour la réplication. Rev pourrait
également étre impliquée dans I’'encapsidation des ARN viraux (Greatorex et al., 2006 ; Brandt et
al., 2007 ; Blissenbach et al., 2010).

d) Role de la protéine Rev dans l'interférence virale

Comme décrit précédemment, notre équipe et celle d’Abraham Loyter ont mis en évidence
que la protéine Rev a également un réle dans I'interférence virale. Brievement, notre équipe a
montré que, dans un contexte de superinfection, la protéine Rev exprimée par le premier virus
était nécessaire et suffisante pour interférer avec une seconde infection (Remion et al., 2016).
De plus cette interférence est indépendante de I'expression de surface des récepteurs du virus.
L’équipe d’Abraham Loyter a observé que la protéine Rev pouvait interagir avec I'intégrase du
virus empéchant ainsi I'import nucléaire du complexe de pré-intégration mais également
I'intégration du provirus dans le génome de la cellule héte (Rosenbluh et al., 2007b ; Levin et al.,
2009 ; Levin et al., 2010a ; Levin et al., 2010b ; Levin et al., 2010c).

e) Role de la protéine Rev dans I'activation de la réponse immunitaire
Deux articles ont récemment démontré que Rev et I'export d’ARNv contenant des introns

via la voie CRM1 seraient détectés par des signaux de dangers de la cellule conduisant a un
déclenchement d’une réponse immunitaire innée.
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Figure 34 : Les étapes tardives du cycle de replication du VIH-1 induisent une activation immunitaire des
macrophages.

Effets des inhibiteurs d’entrée, de transcription inverse, d’intégrase et de protéase sur |’expression de CD169
(B) et d’IP-10 (C) (Akiyama et al., 2018).
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Figure 35 : L’export des ARNCci via la voie CRM1 est nécessaire pour I'activation des macrophages.

Mesure de I'expression de CD169 (C) et IP-10 (D) apres infection avec un virus sauvage ou avec les différentes
constructions virales (Akiyama et al., 2018)
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Dans un premier article, les auteurs ont observé que I'infection de cellules MDM par le VIH-
1 conduit a l'induction d’un certain nombre d’ISG spécifiques des cellules myéloides et a la
sécrétion de nombreuses molécules proinflammatoires (IFN-a et B, CD169, IP-10, ISG15, ISG54,
ISG56, Viperin et Mx1) conduisant a leur activation (Akiyama et al., 2018). Dans une autre étude,
les auteurs ont observé que l'infection de cellules dendritiques avec un virus sauvage conduit
aussi a 'augmentation de I'expression de nombreuses molécules de costimulation et d’activation
: HLA-DR, CD80, CD86, CD40, CD83, CCR7, CD141, I1SG15, MX1, IFIT1, CXCL10, IFNB1 et IL15 ainsi
gu’a une accumulation d’IFN-a, CCL7, IL-6, CXCL10 et TNF-a dans le surnageant, signe de
maturation des cellules dendritiques. En revanche, l'augmentation de I'expression de ces
molécules n’est pas observée aprés infection des cellules avec un lentivirus qui n’exprime pas
Rev (entre autre) (McCauley et al., 2018).

Le traitement avant infection des cellules MDM avec des inhibiteurs de fusion, de
transcription inverse, d’intégration ou de p-TEFP (transcription dépendante de Tat) entraine une
suppression de I'expression de ces molécules (Figure 34A et B). En revanche, le traitement avec
des inhibiteurs de protéase entraine quand méme |'expression de ces molécules suggérant que
les étapes post-transcriptionnelles activeraient les cellules (Akiyama et al., 2018). Dans I’étude
sur les cellules dendritiques, les auteurs ont observé que les étapes de transcription inverse et
d’intégration sont nécessaires pour induire la maturation de ces cellules (McCauley et al., 2018).
De plus, celle-ci est dépendante de I'expression des protéines Tat et Rev ensemble. En effet,
lorsque ces protéines sont exprimées seules, ils nobservent pas |'activation des cellules. Ils ont
également observé que lorsqu’ils remplacent le promoteur LTR par un promoteur inductible a la
doxycycline, la maturation des cellules dendritiques dépend de I'induction du promoteur. De
maniéere intéressante, le niveau d’expression de CD86 a la surface des cellules matures est
dépendant de la concentration en doxycycline, suggérant que la maturation est dépendante du
niveau de transcription du provirus.

Pour mesurer l'implication de Rev et sa fonction dans la maturation des cellules
dendritiques, les auteurs ont inséré dans leur virus une séquence RTE/CTE (du murine
intracisternal A-particle retroelement et du Simian Retrovirus de Type 1) a la place du géne nef.
Ces deux éléments conduisent a I'export des ARN viraux via la voie NXF1 au lieu de la voie CRM1
par Rev. Aprés infection avec ces virus, les auteurs n’observent pas d’induction de la maturation
des cellules dendritiques supposant que celle-ci est dépendante de Rev et de I'export via CRM1.
De méme, le traitement des cellules infectées avec de la leptomycine B (un inhibiteur de CRM1)
empéche également la maturation des cellules denditiques. De la méme facon, dans les
monocytes, les auteurs ont aussi observé que quand des cellules MDM sont infectées avec des
virus contenant des mutations affectant I'export des ARN non et mono-épissés (mutant M10 de
Rev empéchant I'export des ARN ou des virus contenant des délétions dans le RRE) I'infection
des MDM avec ces virus ne conduit pas a I'activation des cellules (Figure 35A et B) (Akiyama et
al.,, 2018). De méme, l'insertion de la région CTE du Virus Mason-Pfizer monkey (MPMV) dans
ces virus défectifs restaure I'export des ARNv par une autre voie que CRM1 et ne conduit pas a
I'induction de CD169 et d’IP-10. lls ont également observé que les cellules MDM s’activent
lorsqu’elles sont infectées avec un lentivirus dont I'export des ARN est dépendant de Rev. En
revanche, une infection faite avec un lentivirus dont I'expression protéique est indépendante de
Rev ne conduit pas a I'activation des macrophages. De plus, le traitement des cellules avec un
autre inhibiteur de CRM1 (KPT-330) inhibe aussi I'induction de CD169 et IP-10. Les auteurs ont
également observé que lI'infection des macrophages et des lymphocytes T par le VIH-1 conduisait
également a leur activation via ce mécanisme (McCauley et al., 2018).
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Leurs résultats indiquent donc que les ARN non ou partiellement épissés, exportés dans le
cytoplasme par Rev via la voie CRM1, sont détectés par la cellule comme un signal de danger et
induisent I'activation de nombreux facteurs. Cependant, dans les deux études, les auteurs ont
supprimé I'expression de nombreux facteurs impliqués dans la signalisation de I'immunité innée
(dont RIG-I et MDAS, des senseurs cytosoliques de I’ARN impliqués dans la voie de signalisation
des MAVS) et aucun d’entre eux n’affecte la maturation des cellules dendritiques et des
macrophages (Akiyama et al., 2018 ; McCauley et al., 2018). En revanche, I'inhibition du facteur
MAVS par des shRNA, supprime I'induction de CD169, suggérant qu’un facteur de la voie MAVS
non identifié détecterait ces ARN non épissés (Akiyama et al., 2018).
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Ce travail de these s’est articulé autour de deux grands axes. Le premier axe portait sur les
effets des différents sous-types d’IFN-a sur l'inhibition de la réplication virale du VIH-1.
Lorsqu’un organisme est infecté par le VIH-1 (ou par d’autres pathogénes), le systéme
immunitaire, en réponse a la détection du virus, déclenche des mécanismes de défense
permettant la mise en place d’un état d’interférence virale qui limitera la propagation du virus.
Cette réponse précoce est en grande partie médiée par les interférons de type | produits par la
cellule infectée ou par des cellules sentinelles et transmise aux cellules avoisinantes. Les
interférons de type | sont des cytokines de I'immunité innée qui induisent I'expression de
nombreux genes, les ISG, dont certains sont des facteurs antiviraux. Parmi les IFN de type |, le
génome humain code pour 12 sous-types d'IFN-a, présentant de fortes homologies de leur
séquence protéique et qui se lient tous au méme récepteur de surface, le dimere
IFNAR1/IFNAR2. La liaison des IFN-a au récepteur conduit a I'activation de la voie de
signalisation Jak/STAT. Cependant, bien que tous les sous-types se lient au méme récepteur, il a
été montré que les différents sous-types n’induisent pas les mémes réponses, notamment
antivirales dans le cadre d’une infection VIH-1.

Le premier objectif de ce travail de these était de mesurer les effets des 12 sous-types
d’IFN-a sur l'inhibition du VIH-1 au niveau du cycle viral. Pour cela, nous avons étudié leurs
effets, spécifiguement sur les différentes étapes du cycle de réplication du virus, a la fois dans
une lignée de lymphocytes T et dans des lymphocytes primaires. Pour réaliser cela, nous avons
utilisé des techniques permettant d’étudier spécifiguement des étapes du cycle du VIH-1, dont
I'entrée, la rétrotranscription, I'expression des protéines virales, le bourgeonnement et
I'infectiosité des virions néoformés. Nous avons également mesuré les effets des IFN-a sur la
prolifération et la mort cellulaire, la modification de ces paramétres pouvant participer
indirectement a l'effet antiviral global observé. Enfin, nous avons effectué une analyse du
transcriptome aprés traitement des cellules cibles avec les différents sous-types d’IFN-a, afin
d’identifier les génes induits par chacun. Cette étude du transcriptome, combinée a I'analyse du
phénotype de chaque IFN-a au niveau du cycle viral, incite a la recherche de nouveaux facteurs
anti-VIH, ciblant des étapes spécifiques de la réplication du virus et permettant également une
meilleure compréhension des modes d’action des IFN-a.

Le deuxieme axe de cette theése visait a étudier le role de la protéine Rev dans un
mécanisme d’interférence virale. Au niveau cellulaire, le virus met en place des mécanismes
empéchant une deuxiéme infection de la cellule, c’est I'interférence virale intrinseque. Il est
admis que l'avantage apporté par l'interférence virale est de réduire I'étendue de la mort
cellulaire par apoptose et/ou par toxicité induite par une seconde infection. L'occupation et la
sous-expression des récepteurs viraux est un mécanisme bien décrit de l'interférence virale.
L'interférence indépendante des récepteurs a également été démontrée, mais ses mécanismes
sont moins clairs. Nous avions rapporté le role clé de la protéine virale Rev dans l'interférence du
VIH-1 indépendante des récepteurs. En supprimant systématiquement chaque gene viral, nous
avions montré que |'expression de Rev est responsable de la grande majorité de l'interférence
dans les premiéeres 24h suivant l'infection initiale. La protéine virale Rev permet I'export des ARN
viraux génomiques complets et des ARNm codant pour les protéines Gag, Pol et Env qui portent
une séquence sensible a Rev (RRE). Des domaines distincts dans la protéine Rev permettent sa
liaison a I'ARN, sa multimérisation, I'export nucléaire et sa localisation nucléaire.

Le deuxieme objectif de ce travail de these était d’étudier les mécanismes impliqués dans
I'interférence virale médiée par la protéine Rev. Pour cela, nous avons transduit une lignée de
lymphocytes T permettant I'expression constitutive de la protéine Rev, soit sous sa forme
sauvage, soit contenant des mutations spécifiques qui empéchent une ou deux fonctions de Rev,
créant ainsi un systéme expérimental permettant d’étudier plus spécifiquement le réle de Rev et
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nous affranchir de la premiere infection. Grace a ce systeme et a des techniques permettant de
mesurer |'efficacité des différentes étapes du cycle viral, nous avons identifié I'étape impactée
par Rev. De méme, la construction de lignées cellulaires exprimant des protéines mutantes de
Rev nous a permis d’identifier les fonctions de Rev nécessaires a cette interférence. En étudiant
I'effet de Rev sur différentes souches virales, nous avons pu identifier différents facteurs
cellulaires potentiellement impliqués dans ce mécanisme d’interférence virale. Cette étude a
permis de mieux caractériser un phénomeéne d’interférence indépendant des récepteurs,
observé depuis longtemps dans la littérature mais dont les parameétres étaient encore mal
connus.

72



Matériels et Méthodes

73



Matériels et méthodes Alexandra Tauzin — Thése de doctorat - 2020

|.  Cultures cellulaires

Les cellules HEK-293T sont dérivées de la lignée HEK (cellules embryonnaires humaines de
rein). Elles expriment I'antigéne T du virus simien 40. Elles ont été utilisées pour les productions
virales car elles sont facilement transfectables et peuvent produire des hauts titres de virus.

Les cellules TZM-bl sont dérivées de la lignée Hela (cellules du col utérin). Elles expriment les
récepteurs CD4, CCR5, CXCR4 ainsi que les genes de la B-Galactosidase et de la Luciférase sous le
contréle du promoteur du VIH-1. Elles sont trés sensibles pour mesurer I'infectivité des virus.

Les cellules HL116 sont dérivées de la lignée HT-1080 (cellules de fibrosarcome). Elles expriment
le géne de la Luciférase Firefly sous le contréle du promoteur interferon-inducible 6-16
(inductible par les différents IFN-a) et ont été utilisées pour mesurer la force d’induction d’'un
ISG générique.

Les cellules MT4R5 sont dérivées de la lignée MT4 (lymphocytes T CD4). Elles expriment les
récepteurs CCR5 et CXCR4 et sont tres susceptibles a I'infection VIH-1.

Les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) ont été isolés par Ficoll a partir de sang
de donneurs sains, aliquotés et congelés a -80°C. Avant chaque expérience, les cellules sont
décongelées et activées avec 100 unités/mL de phytohémagglutinine (PHA).

Les cellules HEK-293T et TZM-bl sont cultivées en Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) supplémenté avec 10% de Sérum de Veau Feetal (SVF) et des antibiotiques (pénicilline
(100 UI/mL) et Streptomycine (100 pg/mL)). Les cellules HL116 sont en plus supplémentées avec
du HAT (hypoxanthine (20 pg/ml), thymidine (20 pg/ml), aminoptérine (0.2 pg/ml)).

Les cellules MT4R5 et ses dérivées ainsi que les PBMC sont cultivées en Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) supplémenté avec 10% de Sérum de Veau Fcetal (SVF), de la pénicilline (100
Ul/mL) et de la streptomycine (100 pg/mL). Le milieu de culture des PBMC a en plus été
supplémenté avec 100 U/mL d’IL-2.

Toutes les cellules sont cultivées a 37°C dans une atmosphére humide maintenue a 5% de CO, et
les cultures cellulaires sont divisées deux fois par semaine.

II. Plasmides

Les plasmides exprimant les genes rev sauvage et mutés nous ont été offert par le
Professeur Michael Malim. Ces genes ont été clonés dans un vecteur permettant I'expression du
géne par un promoteur fort (pGK) et I'expression de la GFP par un IRES. Pour cela, les géne rev
des plasmides ont été amplifiés par PCR avec la Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Life
Technologies) et les amorces RevBsp119I (foward) 5’-ATTATTTTCGAAATGGCAAGGAAGAAGCGG-
3’ et RevBglll (reverse) 5'-CAGTGTAGATCTCTAT TCTTTAGCTCCTGATCC-3’ permettant d’insérer
des sites de restriction Bsp119l et Bglll aux deux extrémités du géne. L’ADN amplifié a ensuite
été digéré et ligué dans le vecteur pGK-IRES-GFP préalablement digéré avec les enzymes Bsp119I
et BamHI donnant les plasmides pGK.Rev.eGFP.

Ill.  Productions virales

Tous les virus ont été produits par transfection des cellules HEK-293T avec du JetPei (Dna
transfection Reagent jetPEl, Polyplus, ref 101-10N) selon les instructions du kit avec un ratio
ADN/lJetPei de 1/2. La veille de la transfection, 1 million de cellules sont ensemencées en flacon
de culture T75 cm?. Le lendemain, le milieu de culture est changé 2 heures avant la transfection.
Les cellules sont transfectées avec :
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Virus Quantité de plasmide

NLAdS réplicatif 8 ug de pNLAd8

NL4-3-HSA réplicatif 8 ug de pNL4-3-IRES-HSA

Virus chiméres Vpr-Blam 12 pg de pLN4-3Aenv + 4 pg de pEnv (Ad8 ou SRa) + 4 pug pVpr-Blam

Virus pseudotypés 7 ug de pLN4-3AenvHSA ou pLN4-3AenvGFP + 1 pg de pEnv (Ad8 ou SRa ou VSVg)
Virus Luciférase 7 pg de pLN4-3AenvLuc + 1 ug de pEnvAd8

Bru 7 ug de pBrulAenv +1 ug de pVSVg

NL4-3-N74D 7 ug de pNL4-3N74D + 1 pg de pVSVg

Virus défectif pour Rev 7 ug de pNL4-3Rev- + 1 ug de pRev

Vecteurs Rev sauvage ou mutant 12 pg de pR8.74 + 5 pug pGK.Rev.eGFP + 3 ug de pVSVg + 2 ug pCMV-Rev
Lentivirus 12 pg de pR8.74 + 5 ug pGK.Empty.eGFP+ 3 pg de pVSVg + 2 ug pCMV-Rev
HxB2 7 ug de pHxB2 +1 pg de pVSVg

STCOR1 7 ug de pSTCOR1 + 1 pg de pVSVg

Ad17 7 ug de pAd17 +1 ugde pVSvg

CHO040 7 ug de pCHO40 +1 pgde pVSvg

CHO77 7 ug de pCHO77 +1 ugde pVSvg

Virus codant Tat et Rev 12 pg de pR8.74 + 5 g pTatRev + 3 pg de pVSVg + 2 ug pCMV-Rev

Virus codant Tat 12 pg de pR8.74 + 5 ug pTat + 3 pug de pVSVg + 2 ug pCMV-Rev

Tableau 1 : Liste et quantité des plasmides utilisés pour produire les différents virus.

Le lendemain des transfections, le milieu est retiré et du PBS est ajouté. Le PBS est ensuite
retiré et du milieu frais est ajouté. Deux jours apres la transfection, le surnageant est récolté,
centrifugé a 1000 g pendant 10 minutes et filtré (0,45 um). Les lentivirus et les vecteurs Rev ont
en plus été ultracentirifugés pendant 1h30 a 98 000g puis resuspendu dans du RPMI afin de les
concentrer 10 fois. Les surnageants sont ensuite aliquotés et stockés a -80°C. La concentration
en ng/mL de protéine virale p24 est estimée par un test ELISA (INNOTEST HIV antigen mAb,
INGEN, Ref 80564) selon les instructions du kit.

IV.  qPCR

Toutes les qPCR ont été réalisées avec le kit FastStart Essential DNA Probes Master (Roche,
ref 06402682001) sur un LightCycler 96 Roche.

gPCR gag: la réaction a été faite avec les amorces gag Foward: 5'-
TAGAGGTAAAAGACACCAAGGA, gag Reverse: 5'- ATGTCCCCCCACTGTGTTTA, sonde gag:
6[FAM]AGAAGAGAAGGCTTTCAGCCCA GAAGTAAT ACCC[TAM]). Une étape de préincubation a
50°C pendant 2 minutes puis 95°C pendant 15 minutes (1 cycle) est faite, puis une étape de
dénaturation a 95°C pendant 15 secondes puis une étape d’hybridation a 58°C pendant 30
secondes et une étape d’extension a 72°C pendant 30 secondes (40 cycles).

gPCR actine: la réaction a été faite avec les amorces Actine Foward: 5'-
AACACCCCAGCCATGTACG T, Actine Reverse: 5-CGGTGAGGATCTTCATGAGGTAGT, sonde
Actine : 5’-[6FAM]CCAGCCAGGTCC AGACGCAGGA[TAM]). Une étape de préincubation a 50°C
pendant 2 minutes puis 95°C pendant 15 minutes (1 cycle) est faite, puis une étape de
dénaturation a 95°C pendant 15 secondes puis une étape d’hybridation a 58°C pendant 30
secondes et une étape d’extension a 72°C pendant 30 secondes (40 cycles).

gPCR 2 LTR : la réaction a été faite avec les amorces 2 LTR Foward : 5’ AACTAGGGAACCCACTGCTT

AAG ; 2 LTR Reverse : 5'TCCACAGATCAAGGATATCTTGTC; Sonde 2 LTR:
5'[6FAM]ACACTACTTGAA GCACTCAA GGCAAGCTTT[TAM]. Une étape de préincubation a 50°C
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pendant 2 minutes puis 95°C pendant 10 minutes (1 cycle) est faite, puis une étape de
dénaturation a 95°C pendant 15 secondes puis une étape d’hybridation a 60°C pendant 30
secondes et une étape d’extension a 72°C pendant 30 secondes (40 cycles).

gPCR des génomes intégrés (Alu) : une étape de préamplification est réalisée sur 50 000
cellules/puits avec I'enzyme Superfi (Platinium™, SuperFI™ Master Mix PCR, Thermofisher,
12358250) et les amorces Alul66 : 5'-TCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGG ; Alul : 5’-ATGCCACGTAA
GCGAAACTTTCCGCTGGGGACTTTCCAGGG ; Alu2: 5-GCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAG. Une
étape de préincubation a 95°C pendant 2 minutes (1 cycle) est faite, puis une étape de
dénaturation a 95°C pendant 10 secondes puis une étape d’hybridation a 60°C pendant 10
secondes et une étape d’extension a 68°C pendant 5 minutes (18 cycles) et enfin une incubation
de 5 minutes a 68°C. Les produits de préamplification sont ensuite dilués au 20° puis une qPCR
Alu est faite avec les amorces AE3013: 5’-ATGCCACGTAAGCGAAACTC; Alu AE990: 5’-
CTGACTAAAAG GGTCTGAGG; Sonde Alu: 5- [6FAM]TTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGA
GTGC[TAM]) Une étape de préincubation a 50°C pendant 2 minutes puis 95°C pendant 15
minutes (1 cycle) est faite, puis une étape de dénaturation a 95°C pendant 15 secondes puis une
étape d’hybridation a 58°C pendant 30 secondes et une étape d’extension a 72°C pendant 30
secondes (45 cycles).

V. Marquages
A- Gag

200 000 cellules sont centrifugées a 900 g pendant 3 minutes et le surnageant est retiré. Les
cellules sont fixées avec de la PFA1% pendant 30 minutes a 4°C. Les cellules sont centrifugées 3
min a 900 g et la PFA est retirée. Le culot cellulaire est lavé avec une solution de PBS-BSA1% puis
une solution de PBS-BSA1%-saponinelX avant d’étre incubées avec un anticorps anti-Gag (KC57-
RD1, Beckman, ref 6604667) dilué au 1/400 final dans la solution de PBS-BSA1%-saponinelX
pendant 30 min a 4°C dans le noir. Les cellules sont ensuite lavées 2 fois avec une solution de
PBS-BSA1%-saponine 1X puis une fois avec une solution de PBS-BSA 1%. Les cellules sont ensuite
resuspendues dans la solution de PBS-BSA 1%. L'intensité de fluorescence de I’anticorps est
ensuite mesurée par cytometrie en flux.

B- HSA

200 000 cellules sont centrifugées a 400 g pendant 3 minutes et le surnageant est retiré. Les
cellules sont lavées 2 fois avec une solution de PBS-BSA1% puis incubées 10 minutes avec du
sérum humain. Les cellules sont ensuite incubées avec un anticorps anti-HSA (PerCP-Cy™5.5
Mouse Anti-Human CD24 Clone ML5 (RUO), BD Pharmingen, ref 561647) dilué au 1/200 final
dans une solution de PBS-BSA1% pendant 30 min a 4°C dans le noir. Les cellules sont ensuite
lavées 2 fois avec une solution de PBS-BSA1% puis fixées avec de la PFA 1% pendant 30 minutes.
Les cellules sont ensuite resuspendues dans une solution de PBS-BSA 1%. Ll'intensité de
fluorescence de I'anticorps est ensuite mesurée par cytomeétrie en flux.

VI. Analyses

Les données de cytométrie en flux ont été acquises sur Canto Il et Attune. Toutes les
analyses de cytométrie en flux ont été faites avec le logiciel FlowJo. Les analyses statistiques ont
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été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism.

Partie 1 : Etude de I'activité antivirale des différents sous-types
d’IFN-a lors d’une infection VIH-1

VIl.  IFN-a

Les IFN-a utilisés proviennent du kit Human Interferon Alpha Sampler Set (pbl assay science,
ref 11002-1). Le kit est conservé a -80°C. Avant les expériences, les IFN sont dilués dans du RPMI
a une concentration de 1000 ng/mL, aliquotés dans 10 pL et conservés a -20°C. Chaque aliquot
est utilisé pour une seule expérience.

VIIl. Tests de prolifération cellulaire

Les tests de prolifération ont été effectués grace au CarboxyFluorescein Succinimidyl Ester
(Invitrogen™ CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit, Invitrogen, ref C34554). 25 millions de
cellules MT4R5 ou de PBMC sont prélevées et centrifugées 5 minutes a 300g. Le milieu est retiré
et les cellules sont reprises en suspension avec du PBS. Les cellules sont de nouveau centrifugées
a 300g pendant 5 minutes et le PBS est retiré. Les cellules sont incubées a une concentration de
10° cellules/mL dans du PBS contenant 5% de SVF et du CFSE a une concentration de 2,5 uM/mL
pendant 10 minutes a température ambiante puis ensemencées en plaques 24 puits a une
concentration de 400 000 cellules/mL. Les cellules sont ensuite traitées ou non avec 2 ng/mL de
chaque sous-type d’IFN-a. Une partie des cellules est prélevée a J0, J1, J2 et J3, centrifugée a
300g pendant 5 minutes. Le surnageant est retiré et les cellules sont fixées avec de la PFA 1%.
L'intensité de fluorescence du CFSE est ensuite mesurée par cytometrie en flux sur un Canto |l
(excitation a 488 nm, émission a 517 nm).

IX. Tests de mortalité cellulaire

Les tests de mortalité cellulaire ont été effectués avec du Live/Dead (LIVE/DEAD Fixable
Violet Dead Cell Stain Kit, Invitrogen, Ref L34964). Des cellules MT4R5 ou PBMC sont
ensemencées en plaques 24 puits a une concentration de 400 000 cellules/mL. Les cellules sont
ensuite traitées ou non avec 2 ng/mL pour les MT4R5 ou 0,4 ng/mL pour les PBMC de chaque
sous-type d’IFN-a. Une partie des cellules est prélevée a JO, J1, J2 et J3, centrifugée a 300g
pendant 5 minutes. Le surnageant est retiré et les cellules sont reprises en suspension avec du
PBS. Les cellules sont de nouveau centrifugées a 300g pendant 5 minutes et le PBS est retiré. Les
cellules sont incubées a une concentration de 10° cellules/mL dans du PBS contenant du
Live/Dead (dilué au 1000éme) pendant 30 minutes a 4°C. Le surnageant est retiré et les cellules
sont fixées avec de la PFA 1%. L’intensité de fluorescence du Live/Dead est ensuite mesurée par
cytometrie en flux sur un Canto Il (excitation a 416 nm, émission a 451 nm).

X. Mesure de l'activité des IFN-a sur les cellules HL116

Des cellules HL116 sont ensemencées en plaques 96 puits noires a fond plat (20 000
cellules/puits). Le lendemain, les cellules sont traitées avec chaque sous-type d’IFN-a a des
concentrations allant de 10 ng/mL a 0,032 ng/mL (dilutions de 5 en 5).
6h apres I'ajout d’IFN le milieu est retiré et les cellules sont reprises en suspension avec du PBS.
Les cellules sont ensuite lysées pendant 10 min a température ambiante. L'activité luciférase est
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mesurée avec le kit Luciferase Assay System (Promega, Ref E4550) grace a un appareil Varioscan,
programmé pour injecter le substrat de la luciférase dans chaque puits, avec 2 secondes de délai
entre l'injection et la lecture puis 10 secondes d’intégration.

Xl. Réplication virale mesurée en cycles multiples

2 millions de cellules MT4R5 sont ensemencées en plaque 12 puits a une concentration de 1
million de cellules/mL. Les cellules sont traitées avec les différents sous-types d’IFN-a a une
concentration finale de 2 ng/mL. 24h apreés, les cellules sont exposées a une faible MOI (1 ng de
p24/mL) de virus NLAd8 réplicatif pendant 2 heures. Puis elles sont centrifugées a 600 g pendant
5 minutes, le surnageant est retiré et remplacé par du milieu frais contenant de I'IFN-a a une
concentration finale de 2 ng/mL. Les cellules sont ensuite ensemencées a 300 000 cellules/mL.
Chaque jour pendant 11 jours, une partie des cellules est prélevée, fixée avec de la PFA1%.
L'infection est suivie par marquage de la protéine Gag. Tous les 2 ou 3 jours, du milieu frais
contenant 2 ng/mL final d’IFN-a est ajouté.

Xll. Infection en cycle unique

A- Avec un virus sauvage

200 000 cellules MT4R5 sont encemencées en plaque 96 puits a une concentration de 1
million de cellules/mL. Les cellules sont traitées avec les différents sous-types d’IFN-a a une
concentration finale de 2 ng/mL. 24h apres, les cellules sont exposées a un virus NLAdS8 réplicatif
(10 ng de p24/mL). 24h apres l'infection, les cellules MT4R5 sont traitées avec 10 uM de
névirapine afin de ne regarder les effets que d’'un seul cycle de réplication virale. 48h aprés
infection, I'inhibition de l'infection est mesurée par cytométrie en flux aprés marquage de la
protéine Gag.

B- Avec un virus exprimant la luciférase

200000 cellules MT4R5 ou PBMC sont ensemencées en plaque 96 puits a une
concentration de 1 million de cellules/mL. Les cellules sont traitées avec les différents sous-types
d’IFN-a a une concentration finale de 2 ng/mL pour les cellules MT4R5 et de 0,4 ng/mL pour les
PBMC. 24h aprés, les cellules sont exposées a un virus exprimant la luciférase (20 ng de p24/mL
pour les cellules MT4R5 et 100 ng/mL pour les PBMC). 48h apres infection, I'inhibition de
I'infection est évaluée par mesure de I'activité luciférase e avec le kit Renilla Luciferase Assay
System (Promega, Ref E2820) grace a un appareil Varioscan, programmé pour injecter le substrat
de la luciférase dans chaque puits, avec 2 secondes de délai entre I'injection et la lecture puis 10
secondes d’intégration.

Xlll.  Test de fusion (Vpr-B-Lactamase)

Les tests de fusion ont été réalisés en utilisant des virus chimeéres dont la protéine Vpr a été
fusionnée avec la B-Lactamase. Des cellules MT4R5 sont traitées avec 2 ng/mL de chaque sous-
type d’IFN. 24h apreés, 300 000 cellules sont prélevées et infectées avec 50 ng de p24 d’un virus
Vpr-Blam portant une enveloppe CCR5 (Ad8) ou 10 ng de p24 d’un virus Vpr-Blam portant une
enveloppe CXCR4 (SRa) pendant 4h a 37°C sous agitation (1200 rpm pendant 30 secondes toutes
les 3 minutes). Les cellules sont ensuite lavées 2 fois avec du milieu CO, indépendant
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complémenté avec 10 % de Sérum de Veau Feetal (SVF) et des antibiotiques (pénicilline (100
Ul/mL). Puis les cellules sont incubées toute la nuit dans le méme milieu en présence de CCF2
(LiveBLAzer™ FRET-B/G Loading Kit with CCF2-AM, Invitrogen, Ref K1032). Les cellules sont
ensuite lavées une fois avec du milieu CO, indépendant et deux fois avec du PBS puis fixées avec
de la PFA1%. Aprés fixation, les cellules sont lavées une fois avec du PBS-BSA 5%-Saponine 1%
puis resuspendues dans du PBS-BSA 5%. L’intensité de fluorescence du CCF2 est ensuite mesurée
par cytometrie en flux sur un Canto Il (excitation a 405 nm, émission du CCF2 non clivé a 518 nm
et émission du CCF2 clivé a 447 nm).

XIV. Test d’efficacité de la transcription inverse

Des cellules MT4R5 sont traitées avec 2 ng/mL de chaque sous-type d’IFN. 24h apres
traitement, les cellules sont infectées avec un virus NLAd8 « propre » (a2 une concentration de 10
ng de p24/mL). Aprés production par transfection, le virus NLAd8 est cultivé sur des cellules
MT4R5 pendant une semaine avec plusieurs lavages afin d’éliminer les restes d’ADN viral
plasmidique provenant de I'"ADN utilisé pour faire la transfection. 7h et 24h post-infection une
partie des cellules est prélevée et I'ADN est extrait selon les instructions du kit (QlJAamp DNA
Blood Mini Kit, Qiagen, Ref 51106). L’efficacité de la transcription inverse est mesurée par gPCR
ciblant le géne gag. Les résultats sont normalisés par rapport au nombre de copies de gag par
cellules calculées apres qPCR du gene actine.

XV. Test d’efficacité de bourgeonnement

15 millions de cellules MT4R5 sont infectées avec un virus NLAd8 (10 ng de p24/mL) en
flacon T75 cm? a une concentration de 1 million de cellules/mL. 16h post-infection, les cellules
sont lavées deux fois avec du PBS, puis reprises a 1 million de cellules/mL dans du RPMI frais.
Elles sont ensuite ensemencées en plaques 24 puits puis traitées avec les différents sous-types
d’IFN-a a une concentration finale de 2 ng/mL. 24h aprés traitement, les surnageants et les
culots cellulaires sont récoltés puis lysés. La concentration virale de I'antigene p24 des deux
fractions est mesurée par test ELISA et I'efficacité de bourgeonnement est calculée selon la
formule :

L o [p24]SN
(caciie e DOUTSEONNEMENt = I524]SN + [p24]culot

Une partie des surnageants est prélevée et conservée a -80°C pour effectuer les tests
d’infectivité résiduelle.

XVI. Test d’infectivité résiduelle

Des cellules TZM-bl sont ensemencées en plaque 96 puits a fonds plats (10 000
cellules/puits). Le lendemain, les cellules sont infectées avec les virus produits en présence des
différents sous-types d’IFN-a (Voir section: Test d’efficacité de bourgeonnement) a une
concentration de 5 ng d’antigene p24/mL. 48h post-infection, le milieu est retiré, les cellules
sont lavées avec du PBS puis lysées. L'activité B-Galactosidase est mesurée avec selon les
instructions du kit BGal Reporter Gene Assay (Roche, Ref 11758241001). La luminescence est
mesurée sur un appareil Varioscan.
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XVII.  Analyses RNAseq

Le séquencage de I'ARN a été effectué dans des cellules MT4RS5 traitées ou non avec 2 ng/mL
de chaque sous-type d’IFN-a pendant 24h. L'extraction ARN, le séquencage a haut débit et
I'analyse des données ont été faits par la plateforme génomique du Centre de Recherche du CHU
de Québec de I'Université de Laval (Canada). Le kit NEBNext Ultra Il Directional RNA Library Prep
Kit for lllumina (New Englands Biolabs, Ref NEB #E7765) a été utilisé pour préparer les librairies
de séquencage d'ARN total, en suivant les instructions du fabricant. Les librairies ont été
préparées avec 100 ng d'ARN total. L'ARN ribosomique (ARNr) cytoplasmique et mitochondrial a
été éliminé par une méthode basée sur la RNaseH (NEBNext rRNA depletion kit ; New Englands
Biolabs, Ref NEB #E7400). Puis I’ARN a été purifié avec des billes (RNAClean XP beads ; Beckman
Coutler, Ref A63987) et fragmenté a l'aide de cations divalents a température élevée. L'ARN
fragmenté a été utilisé comme matrice pour la synthése d'ADNc par transcriptase inverse avec
des amorces aléatoires. La spécificité du brin a été obtenue en remplagant les dTTP par des
dUTP. Cet ADNc a ensuite été converti en ADN double brin et réparé en bout de brin. La ligation
des adaptateurs a été suivie par une étape de purification des fragments PCR (AxyPrep Mag PCR
Clean-up Kits, Axygen), par une excision des brins contenant des dUTP. Puis une étape
d'enrichissement de 11 cycles a été faite pour incorporer des adaptateurs indexés spécifiques
pour le multiplexage. La qualité des librairies amplifiées a été examinée par une analyse DNA
screentape D1000 sur TapeStation 2200 et la quantification a été faite sur le fluorimetre QuBit
3.0 (ThermoFisher Scientific, Ref Q33216). Puis les librairies totales d'ARN indexés ont été
regroupées de maniere équimolaire et séquencées sur un systéme HiSeq 2500 V4 (Illumina) a la
plateforme de séquencage Next-Generation Sequencing Plateform, Genomics Center, CHU de
Québec-Université Laval Research Center, Québec City, Canada. Les lectures ont été ajustées a
I'aide de Trimmomatic v0.36 avec les options suivantes : TRAILING:30, SLIDINGWINDOW:4:20 et
MINLEN:30. Toutes les autres options utilisaient les valeurs par défaut. Un contréle de qualité a
été effectué sur les données brutes et ajustées pour garantir la qualité des lectures a l'aide de
FastQC v0.11.5 et MultiQC v1.5. La quantification a été effectuée avec Kallisto v0.44. L'analyse
d'expression différentielle a été effectuée dans R v3.5.0 en utilisant le DESeqg2 v1.20.0.

Partie 2 : Role de la protéine virale
Rev dans l'interférence virale

XVIIl.  Création des lignées MT4R5

500 000 cellules MT4R5 ont été infectées avec 100 uL de chaque vecteur Rev sauvage ou
mutant ultracentrifugé pendant 2h a 37°C. Puis les cellules ont été centrifugées 5 minutes a 300
g et le milieu a été changé. Les cellules ont ensuite été maintenues en culture pendant deux
semaines en faisant des lavages PBS réguliers avant d’étre triées sur un Aria 3 afin d’obtenir une
population de cellules totalement positives a la GFP.

XIX. Western Blot des proteines Rev et actine

5 millions de cellules MT4R5 ou de cellules transduites avec la protéine Rev sauvage ou
mutée ont été lysées dans du tampon RIPA 1X (NaCl 150 mM, NP40 1%, Sodium deoxycholate
0,1%, SDS 0,1%, Tris-HCI pH8 50 mM). Apres quantification des protéines totales par un test de
Bradford (Biorad, Ref 5000001) selon le protocole fourni par le fabricant, 50 pug de chaque lysat
sont resuspendus dans du tampon de Laemmli 1X (TrisHClI 0,2 M, Glycerol 40%, beta-
mercaptoéthanol 10 mM, SDS 10%, bromophénol bleu 0,05%) et chauffés 5 min a 95°C. Le
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mélange est ensuite déposé sur un gel de polyacrylamide (NUPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Gel 1.0
mm, Thermo-Fischer, Ref NP0329PK2) durant 1 h a 160 Volt dans un tampon adapté (MOPS SDS
Running Buffer 1X, Thermo-Fischer). Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane
polyvynilidene difluoride (PVDF, Immobilon 0,45 pum, Millipore) préalablement activée au
méthanol a 400 mA durant 1h30. La membrane est saturée avec du PBS complété avec 0,5% de
tween 0 et 5% de lait en poudre écrémé (Régilait), pendant 1h a température ambiante sous
agitation. La membrane est incubée avec l'anticorps primaire anti-Rev (HIV1 Rev antibody,
Fitzgerald, Ref 20-HS73) dilué au 1/5000 dans du PBS Tween20 0,5% lait 5%, a 4°C toute la nuit,
sous agitation. Aprés trois lavages au PBS Tween20 0,5%, la membrane est incubée avec un
anticorps secondaire (Rabbit anti-Sheep IgG (H+L) Secondary Antibody, HRP, Thermofisher, Ref
31480) dilué au 1/5000. Aprés 3 lavages, la membrane est révélée aprés ajout du substrat de
I’enzyme (Immobilon, Millipore). Pour normaliser avec la quantité d’actine, la membrane est
ensuite incubée avec un anticorps anti-actine (Anti-B-Actin antibody, Mouse monoclonal, Sigma
A1978) dilué au 1/1000 puis incubée avec un anticorps secondaire (Mouse 1gG HRP Linked
Whole Ab, Sigma, Ref GENA931-1ML) dilué au 1/1000. La chemoluminescence a été acquise
grace a une caméra (MyECL Imager, Thermo Fischer) et les images analysées sur le logiciel
Imagel.

XX. Mesure de la transcription inverse, de I'import et de I'intégration

1 million de cellules MT4R5 Rev sauvage ou mutant sont infectées avec un virus NL4-3-HSA
« propre » (15 ng de p24/mL). Aprés production par transfection, le virus NL4-3-HSA est cultivé
sur des cellules MT4R5 pendant une semaine avec plusieurs lavages afin d’éliminer les restes
d’ADN viral plasmidique provenant de ’ADN utilisé pour faire la transfection. 24h post-infection
I’ADN est extrait selon les instructions du kit (QlAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Ref 51106).
L’efficacité de la transcription inverse est mesurée par qPCR ciblant le géne gag. Les résultats
sont normalisés par rapport au nombre de copies de gag par cellules calculées par gPCR de
I'actine. L'efficacité de lI'import nucléaire est mesurée par gPCR 2 LTR. Les résultats sont
normalisés par rapport au nombre de copies gag. L'intégration est mesurée par qPCR Alu.

XXI.  Mesure de |'expression protéique

200 000 cellules MT4R5 Rev sauvage ou mutant sont infectées avec un virus NL4-3-HSA,
NL4-3Rev-, Bru, NL4-3-N74D, Ad17, STCOR1, HxB2, CH040 ou CHO77. 24h post-infection, les
cellules sont traitées avec 10 pM de névirapine. 48h post-infection, un marquage HSA
extracellulaire et/ou gag intracellulaire est fait selon les conditions. Le pourcentage de cellules
infectées est mesuré par cytométrie en flux.

XXIl.  Mesure de lI'interférence d’un lentivirus

200 000 cellules MT4R5 sont infectées avec un virus NL4-3AenvHSA ou un lentivirus codant
Tat et Rev ou juste Tat et la protéine HSA (avec 30 ng de p24 par puits). 24h post-infection, les
cellules sont infectées soit avec 100 ng de p24 d’un virus NL4-3AenvGFP soit 200 ng de p24 d’un
lentivirus exprimant seulement la GFP. 24h apres la seconde infection, un marquage HSA
extracellulaire est fait et le pourcentage de cellules infectées est mesuré par cytométrie en flux.
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Figure 36 : Mesure de la puissance d’induction d’un ISG par les différents sous-types d’IFN- a.

Des cellules HL116 ont été traitées avec des doses croissantes d’IFN-a (de 0,0032 a 10 ng/mL). 6h aprés
traitement, les cellules sont lysées puis mises en présence du substrat de la luciférase. L’activité de la luciférase
est ensuite mesurée (A). Dans le panneau (B) sont représentées les valeurs obtenues a 0,08 ng/mL d’'IFN
(résultats de 3 expériences indépendantes).
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Partie 1 : Etude de I'activité antivirale des différents sous-types
d’IFN-a lors d’une infection VIH-1

Notre étude visait a approfondir nos connaissances des effets de chaque sous-type d’IFN-a
sur le cycle de réplication virale du VIH-1. Pour cela, nous avons décrypté leurs effets sur
différentes étapes du cycle mais également sur la mort et la prolifération cellulaire. Pour associer
les effets observés au niveau des étapes virales avec les facteurs de restriction déja connus et
dans I'espoir d’en identifier de nouveaux, nous avons également effectué une analyse compléte
de I'expression du génome en RNAseq des cellules traitées.

Dans notre étude, nous avons choisi d’utiliser des concentrations massiques d’IFN-a plutot
gue des unités internationales, plus classiquement utilisées dans la littérature. Ce choix est
partagé par les auteurs qui travaillent sur les sous-types d’'IFN. En effet, les unités sont définies
par rapport a leur effet antiviral sur un virus, généralement celui de la stomatite vésiculaire (VSV)
et donc leur utilisation introduirait un biais pour une étude sur I'inhibition de la réplication du
VIH-1.

Nos expériences ont été réalisées avec 0,4 ng/mL d’IFN-a sur cellules primaires et 2 ng/mL sur la
lignée cellulaire ce qui correspond a environ 100 et 500 Ul/ml pour I'IFN-a2, une plage de
concentrations classiquement utilisée dans les études sur I'lFN-a. Ces doses ont été choisies car
elles nous permettent de voir des effets antiviraux assez différents entre chaque sous-type mais
n‘inhibe pas totalement la réplication virale, et I'effet sur la prolifération cellulaire est mineur.

La majorité de nos expériences ont été réalisées dans une lignée lymphocytaire, les cellules
MT4R5. Nous avons choisi cette lignée car elle présente I'avantage d’étre susceptible a la fois a
des souches VIH-1 de tropsime R5 et X4. De plus, ces cellules répondent a I'lIFN-a de maniére
similaire a des lymphocytes primaires et n’en produisent pas suite a une infection (Lepelley et
al., 2011).

|.  Puissance d’induction d’un ISG générique par chaque sous-type
d’IFN-a

I a précédement été décrit que chaque sous-type d’IFN-a présentait une puissance

d’induction différente des ISG due a leur affinité respective pour leur récepteur IFNAR1/IFNAR2
(Lavoie et al., 2011). Nous avons commencé notre étude en mesurant la puissance d’induction
d’un ISRE par chaque sous-type d’IFN-a.
Nous avons utilisé les cellules HL116 qui portent un géne codant pour la luciférase placé sous le
controle d’'un élément ISRE du promoteur du géne 6-16, un gene non antiviral impliqué dans
I’apoptose. Nous avons traité ces cellules HL116 avec des doses croissantes (3,2 pg a 10 ng/mL)
de chaque sous-type d’IFN-a. 6h post-traitement, les cellules ont été lysées et I'activité de la
luciférase a été mesurée (Figure 36).

Les résultats présentés dans la Figure 36A montrent que tous les IFN-a sont capables
d’induire I'expression du gene rapporteur et ceci méme a des doses tres faibles (quelques
picogrammes pour les IFN les plus puissants). De plus, cette capacité d’induction est dose-
dépendante pour tous les sous-types. lls montrent également que tous les sous-types présentent
des efficacités d’induction trés variables. En effet, a la concentration de 0,08 ng/mL d’IFN-a
(Figure 36B), concentration a laquelle tous les IFN sont dans la phase linéaire, I'IFN-a14 est le
plus puissant pour induire ce géne, suivi des sous-types 8, 6, 10 et 17. Les IFN-a2, 16, 21,5, 7 et 4
présentent
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Figure 37 : Corrélation entre I'affinité des sous-types d’IFN-a pour leur récepteur et leur capacité a induire
I'activation de I’élément ISRE.

Corrélation entre I'affinité de chacun des sous-types pour le récepteur IFNAR1/IFNAR2 (Lavoie et al., 2011) et
I'activité luciférase mesurée dans notre laboratoire aprés traitement des cellules HL116 avec 0,08 ng/mL de
chaque IFN-a (Spearman r=-0.7762, p (two-tailed)=0,0043 **).
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Figure 38 : Mesure de I'effet des différents sous-types d’IFN-a sur la prolifération cellulaire.

Des cellules MT4R5 ont été incubées en présence de CFSE puis la médiane de I'intensité de fluorescence a été
mesurée a J0, J1, J2 et J3 (A). Médianes des intensités de fluorescence mesurées par cytométrie en flux au
cours du temps de cellules MT4R5 marquées au CFSE, puis traitées avec 0,4 ou 2 ou 10 ng/mL d’IFN 1 ou 2 ou
14 (résultats d’une seule expérience) (B) ou avec 2 ng/mL de chaque sous-type d’IFN-a (résultats de 2
expériences indépendantes) (C).
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des puissances d’activation plus modérées. Le sous-type 1 conduit a la plus faible induction de
luciférase qui est quasi-nulle a cette dose.

On observe également qu’il existe une corrélation entre la puissance d’induction du gene de
la luciférase que nous avons mesurée et I'affinité calculée des sous-types pour leur récepteur
hétérodimérique IFNAR1/IFNAR2 (Lavoie et al., 2011). En effet, les sous-types 14, 6 et 8 qui ont
la plus forte affinité, sont également les plus puissants dans I'induction de la luciférase (Figure
37). De méme, I'lIFN-al qui a I’affinité la plus faible, conduit également a I'induction la plus faible
de la luciférase. Les autres sous-types qui ont des affinités intermédiaires entrainent également
une activation plus modérée de I'ISRE. Nos résultats sont donc en accord avec ceux
précédemment décrits dans la littérature.

ll. ROle des IFN-a dans la prolifération et la viabilité cellulaire

Les IFN-a sont connus pour avoir des effets sur la prolifération et la mort cellulaire in vitro
et in vivo (Tough et al., 1996 ; Akbar et al., 2000, Dondi et al., 2004). Nous avons testé leurs
effets sur la lignée cellulaire MT4R5 ainsi que sur des lymphocytes primaires pour déterminer si
I'effet antiviral des IFN-a sur le VIH-1 pouvait étre en partie di a un changement dans la
prolifération et la mort des cellules.

A- Effet des IFN-a sur la prolifération cellulaire des cellules
MT4R5

Pour étudier la prolifération cellulaire des cellules MT4R5, celles-ci ont été marquées au
CFSE, un colorant qui lie de maniere covalente toutes les amines libres présentes a la surface et a
I'intérieur des cellules. A chaque division cellulaire, la quantité de CFSE présente dans la cellule
est divisée entre les cellules filles. La prolifération cellulaire peut alors étre mesurée par
cytométrie en flux en suivant la décroissance de I'émission de fluorescence des cellules. Les
cellules MT4R5 étant une lignée de cellules immortalisées, les cellules se multiplient rapidement
et de maniere similaire entre elles, on observe alors qu’un seul pic de fluorescence chaque jour
(Figure 38A).

Pour mesurer les effets des IFN-a sur la prolifération cellulaire, les cellules MT4R5 ont été
marquées au CFSE puis traitées avec chaque sous-type d’IFN-a. Puis chaque jour pendant 3
jours, une partie de la culture a été prélevée, fixée et analysée par cytométrie en flux. Pour
mesurer la prolifération, la médiane de I'émission de fluorescence pour chaque condition a été
calculée. Lorsqu’on traite les cellules avec 3 doses (0,4, 2 et 10 ng/mL) de 3 IFN-a, I'IFN-al qui
est le moins puissant dans I'induction de I'ISG, I'lFN-al4 qui est le plus puissant et I'lFN-a2 qui
est le plus classiquement utilisé, on observe que toutes les courbes se superposent parfaitement
signifiant qu’il n'y a pas de retard de prolifération cellulaire aprés traitement par rapport aux
cellules non traitées (Figure 38B). On observe les mémes résultats lorsqu’on traite les cellules
MT4R5 avec chaque sous-type d’IFN a 2 ng/mL d’IFN-a, toutes les courbes se superposent
(Figure 38C). Les 12 sous-types d’IFN-a n’ont donc pas d’impact sur la prolifération cellulaire des
cellules MT4R5 a cette dose.
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Figure 39 : Mesure de I'effet des différents sous-types d’IFN- a sur la mort cellulaire.

Des cellules MT4R5 ont été traitées avec 2 ng/mL d’IFN-a. Chaque jour pendant 3 jours apreés traitement, les
cellules ont été incubées avec un marqueur de mort cellulaire, le Live/Dead. La mort cellulaire est ensuite
mesurée par cytométrie en flux (résultats de 3 expériences indépendantes).
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Figure 40 : Mesure de I'effet des différents sous-types d’IFN- a sur la prolifération et la mort cellulaires dans
des lymphocytes primaires.

Des lymphocytes primaires ont été incubés avec du CFSE puis traités avec 0,4 ng/mL d’IFN-a. 3 jours post-
traitement, la prolifération cellulaire a été mesurée par cytométrie en flux. Sur le graphe est représentée la
médiane de l'intensité de fluorescence du CFSE normalisée par rapport a sa valeur pour la condition sans IFN
(A, résultats de 6 expériences indépendantes). Des lymphocytes primaires ont été traités avec 0,4 ng/mL d’IFN-
a. 3 jours post-traitement, la mort cellulaire a été mesurée par cytométrie en flux avec un marqueur de mort
cellulaire, le Live/Dead. Sur le graphe est représentée la proportion de cellules mortes par rapport a sa valeur
pour la condition sans IFN (B, résultats de 6 expériences indépendantes).
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B- Effet des IFN-a sur la mort cellulaire des cellules MT4R5

Pour mesurer |'effet des IFN-a sur la mort cellulaire des cellules MT4RS5, les cellules ont été
traitées avec une concentration 2 ng/ml d’IFN-a, puis chaque jour pendant 3 jours, une partie de
la culture a été prélevée et marquée avec un marqueur de mort cellulaire, le Live/Dead. Ce
colorant se fixe aux amines et ne peut pas pénétrer les membranes des cellules vivantes. En
revanche, il peut pénétrer les membranes des cellules mortes qui sont endommagées entrainant
ainsi une coloration plus intense des cellules mortes que des cellules vivantes. Les cellules sont
ensuite fixées et analysées en cytométrie en flux (Figure 39).

A J1 et J2 post-traitement, on observe environ 15% de mortalité quelque soit la condition.
La mortalité augmente légerement a J3 a environ 20%. Cependant, on observe que lorsque les
cellules sont traitées avec les différents sous-types d’IFN-a, il n’y a pas de différences
significatives de la mortalité par rapport aux cellules non traitées. Les IFN-a n’ont donc pas
d’effet sur la mort des cellules MT4R5.

C- Effet des IFN-a sur la prolifération et la mort cellulaires de
lymphocytes primaires

Nous avons également mesuré les effets des IFN-a sur la prolifération et la mort cellulaires
de lymphocytes primaires. Des PBMC ont été incubés avec du CFSE puis traités avec 0,4 ng/mL
de chaque sous-type d’IFN-a. 3 jours post-traitement, la prolifération a été mesurée par calcul
de la médiane de l'intensité de fluorescence du CFSE. La mort cellulaire a également été
mesurée aprés marquage avec du Live/Dead (Figure 40).

Nos résultats montrent que les différents sous-types d’IFN-a ont trés peu d’impact sur la

prolifération cellulaire des PBMC. On observe une légére augmentation de la valeur des
médianes d’intensité de fluorescence pour certains sous-types (14, 8, 10 et 6) ce qui signifie gqu’il
y a eu un léger effet antiprolifératif (Figure 40A).
Cependant, cette variation est trés modeste. Ce manque d’effet antiprolifératif est
probablement d{ a nos conditions expérimentales. En effet, nos expériences ont été réalisées
apres décongélation et activation des cellules avec de la PHA qui est un puissant inducteur de la
prolifération des lymphocytes T (Valentine et al., 1985). En revanche, on observe que les sous-
types d’IFN-a ont un effet sur la mort cellulaire des PBMC (Figure 40B). L'IFN-a21 est le plus
puissant dans I'induction de la mort, il conduit a environ 2 fois plus de cellules mortes par
rapport aux cellules non traitées. A l'inverse, le sous-type 2 semble avoir trés peu d’effet sur la
mort cellulaire. Les autres sous-types conduisent a environ 1,5 fois plus de cellules mortes par
rapport aux cellules non traitées, ce qui représente environ 20 % de cellules mortes en culture
apres 3 jours de traitement.

L'ensemble de ces résultats montrent que les différents sous-types d’IFN-a n’ont donc pas
d’effet sur la prolifération et la mort cellulaire de notre lignée cellulaire MT4R5. Les effets
inhibiteurs des IFN-a sur la réplication virale du VIH-1 dans cette lignée seront donc
essentiellement dus a des effets antiviraux directs. Dans les lymphocytes primaires, nous
observons que les différents sous-types d’'IFN-a n’ont pas d’effet sur la prolifération dans nos
conditions expérimentales. En revanche, ils ont un effet plus ou moins variable sur la mort
cellulaire, ce qui pourrait impacter les résultats de leurs effets sur le cycle de réplication du VIH-
1.
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Figure 41 : Mesure de 'inhibition de la propagation du VIH-1 par les différents sous-types d’IFN-a.

Des cellules MT4R5 ont été traitées ou non avec 2 ng/mL de chaque sous-type d’IFN-a. 24h apreés traitement,
les cellules ont été infectées avec la méme dose de virus (1 ng de p24/mL). Chaque jour pendant 11 jours, une
partie des cellules a été prélevée et le pourcentage des cellules infectées a été mesuré par cytométrie en flux
apres marquage de la protéine virale Gag (résultats d’une seule expérience).
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lIl.  Effets des IFN sur la réplication du VIH-1 a cycle multiple

Nous avons ensuite mesuré la hiérarchie des puissances d’inhibition de chaque sous-type
d’IFN-a sur la réplication virale. Nous avons traité des cellules MT4R5 avec 2 ng/mL d’IFN-a. 24h
apres traitement, les cellules ont été infectées avec une faible dose d’un virus NLAd8 de
tropisme CCR5. La propagation du virus a été suivie pendant 11 jours apres infection par
marquage de la protéine virale Gag intracellulaire et mesure du pourcentage de cellules
infectées par cytométrie en flux (Figure 41).

En absence d’IFN, le virus se propage trés rapidement. On commence a détecter I'infection
dés 3 jours post-infection et au bout de 6 jours, toutes les cellules sont infectées. En présence
d’IFN-a, la propagation du virus est retardée quel que soit le sous-type. En revanche, on observe
des différences d’inhibition de la propagation assez importantes entre chaque sous-type. Pour
certains sous-types comme les IFN-al et 4, le virus arrive a échapper au controle assez
rapidement et 6 jours post-infection, les cellules sont presque toutes infectées comme en
absence d’IFN-a. Pour d’autres IFN, I'échappement est plus long et peut prendre plusieurs jours.
Pour I'lFN-a14 qui est le plus puissant face au VIH-1, on ne détecte I'infection qu’a partir du 7°8me
jour post-infection et a J11 seulement 20% des cellules sont infectées. Les IFN-al7, 8, 6, 21, 10 et
16 présentent également une forte puissance d’inhibition du virus. Les sous-types 7, 5 et 2 quant
a eux induisent des effets plus modérés. On observe également que pour chaque sous-type, le
virus arrive toujours a échapper au controle des IFN. Il arrive donc rapidement a contrecarrer les
effecteurs induits par les IFN. Ceci est d( au choix de la dose de virus et la concentration d’IFN.
Pour des concentrations d’IFN plus élevées ou des doses de virus plus faibles, il est possible
d’empécher la propagation du virus.

IV. Capacité des sous-types d’IFN-a a inhiber les différentes étapes
du cycle viral

Afin d’approfondir notre étude, nous avons réalisé tout une série de tests permettant de
mesurer plus spécifiquement les effets des IFN-a sur les différentes étapes du cycle viral.

A- Etapes précoces du cycle de réplication virale

Pour commencer, nous avons mesuré les effets des IFN-a sur les étapes précoces du cycle
viral (Figure 42). Ces expériences ont été réalisées a la fois dans des lymphocytes primaires et
dans les cellules MT4R5. Des lymphocytes primaires ont été traités avec 0,4 ng/mL de chaque
sous-type d’IFN-a. 24h post-traitement, les cellules ont été infectées avec un virus codant pour
le géne de la luciférase. 48h post-infection I'inhibition de I'infection a été calculée aprés mesure
de l'activité luciférase. Pour les cellules MT4R5, nous avons mesuré l'inhibition de ces étapes
précoces dans deux systemes différents. Pour cela, les cellules ont été traitées avec 2 ng/mL
d’IFN-a puis infectées avec le virus exprimant la luciférase ou un virus sauvage. 40h post-
infection I'inhibition de I'infection a été calculée soit aprés mesure de I'activité luciférase, soit
par cytométrie en flux aprés marquage de la protéine virale Gag. Ce systeme montre les effets
des IFN-a sur 'ensemble des étapes précoces du cycle viral, c’est-a-dire toutes les étapes allant
de I’entrée virale a I'expression des protéines virales apres intégration du provirus.

90



Résultats Alexandra Tauzin — Thése de doctorat - 2020

Cellules primaires Cellules MT4R5 Cellules MT4R5
100 100 I 100
50
30
*
-
3 * 3
g g I I + Fekkk
[ — . S b
gz £g SE I I
o= | —| c = L
S ]’_ S o 20 w @
22 =c 3 <
Q © @ © - ©
@ 0 Q0 ER I
g % 58 S
3 3 o
< dkk <
10
o 0 o
SN r e e e ed L I R IF U SNV e e A e
e’”é 4’& e”(&
Sous-types d'IFN-o. Sous-types d'IFN-o. Sous-types d'IFN-o

Figure 42 : Mesure de lI'inhibition des étapes précoces du cycle de réplication du VIH-1 par les différents sous-
types d’IFN-a dans des lymphocytes primaires ou dans des cellules MT4R5.

Des PBMC (A) et des cellules MT4R5 (B et C) ont été traitées ou non avec 0,4 ou 2 ng/mL de chaque sous-type
d’IFN-a respectivement. 24h apres traitement, les cellules ont été infectées avec la méme dose de virus codant
pour le géne de la luciférase (A et B) (100 ng de p24/mL pour les PBMC et 20 ng de p24/mL pour les cellules
MTA4R5) ou un virus sauvage (C) (10 ng de p24/mL). 48h post-infection, I'acivité luciférase a été mesurée (A et
B) ainsi que le pourcentage de cellules infectées par cytométrie en flux aprés marquage de la protéine virale
Gag (A : (résultats de 3 expériences indépendantes) * p < 0.05; B : (résultats de 5 expériences indépendantes)
*** p <0.0001; C: (résultats de 3 expériences indépendantes) *** p < 0.0001 comparé au non traité, Anova).
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Figure 43 : Mesure de I'inhibition de I’entrée virale du VIH-1 par les différents sous-types d’IFN-a.

Des cellules MT4R5 ont été traitées ou non avec 2 ng/mL de chaque sous-type d’IFN-a. 24h apreés traitement,
les cellules ont été infectées avec la méme dose de virus chiméres portant une protéine Blam-Vpr (50 ng de
p24/puits pour le virus NLAdS8 et 10 ng de p24/puits pour le virus NL4-3). L’efficacité de I'entrée virale a été
déterminée par cytométrie en flux par mesure de clivage du substrat de la B-Lactamase (résultats de 2
expériences indépendantes). (* p < 0.05 comparé au non traité, Anova).

On observe que tous les IFN-a sont capables d’inhiber les étapes précoces du cycle viral. De

91



Résultats Alexandra Tauzin — Thése de doctorat - 2020

plus, ils présentent des puissances d’inhibition différentes. On observe que les hiérarchies des
puissances d’inhibition sont assez conservées dans les trois systemes expérimentaux. En effet,
dans les deux systémes sur cellules MT4RS5, le sous-type 14 est le plus puissant dans I'inhibition
de l'infection et dans les lymphocytes primaires c’est le deuxieme plus puissant. De maniére
intéressante, I'IFN-a5 semble le plus puissant dans l'inhibition de I'infection dans les cellules
primaires (Figure 42A). Les IFN-al et 4 sont également les plus faibles dans les trois systemes
expérimentaux. Les autres sous-types présentent des effets plus modérés.
Les différences observées entre les cellules primaires et la lignée MT4R5 infectées avec le virus
codant pour la luciférase pourrait étre dues aux doses utilisées (Figure 42A et B). En effet, nous
avons choisi de traiter les cellules primaires avec une dose cing fois plus faible d’IFN-a afin de
limiter leurs effets sur la prolifération et la mort cellualre. Cependant, ces paramétres restent
guand méme a prendre en compte car ils ne sont pas totalement absents dans les cellules
primaires.

En ce qui concerne les deux systemes expérimentaux dans les cellules MT4R5, on observe
que les hiérarchies des puissances d’inhibition sont trés conservées (Figure 42B et C).
Cependant, l'inhibition est beaucoup plus importante dans le systeme luciférase (80 a 95%
d’inhibition) qu’en cytométrie en flux (50 a 90% d’inhibition). Ceci peut étre expliqué par le fait
que les virus codant pour la luciférase sont délétés de leur géne d’enveloppe et donc ces virus
sont produits par cotransfection avec un plasmide codant juste la protéine d’enveloppe. Ces
virus sont en général moins infectieux que les virus sauvages. On peut donc envisager gu’ils
seront plus efficacement inhibés que les virus sauvages.

Ces résultats nous montrent donc que les différents sous-types d’IFN-a ont des puissances
d’inhibition différentes contre le VIH. De plus, les hiérarchies des puissances d’inhibition sont
relativement conservées entre des lymphocytes primaires et les cellules MT4R5 suggérant un
profil d’induction d’ISG similaire et validant ce modele cellulaire dans I’étude des sous-types IFN.
Ce systeme nous a permis d’évaluer I'effet des IFN-a sur I'ensemble des étapes précoces du
cycle. Cependant, différentes étapes du cycle viral pouvent étre affectées par les IFN. Dans la
suite de notre étude, nous avons mesuré plus précisemment I'impact de chaque IFN-a au niveau
de différentes étapes.

1. Entréevirale

Dans un premier temps, nous avons regardé les effets des différents IFN-a sur I'entrée
virale, étape pouvant étre affectée notamment via I'induction des protéines IFITM. Nous avons
réalisé des tests de fusion virale en utilisant des virus chiméres dont la protéine Vpr est couplée
a la protéine B-lactamase. Aprés infection avec ces virus, les cellules sont incubées en présence
du substrat de la B-lactamase qui s’accumule dans le cytoplasme des cellules. L'efficacité de
fusion est ensuite évaluée par cytométrie en flux par mesure de clivage du substrat de la B-
lactamase. Les cellules MT4R5 ont été traitées avec 2 ng/mL de chaque sous-type d’IFN-a puis
infectées 24h aprés avec un virus chimere NLAd8 (tropisme R5) ou NL4-3 (tropisme X4) (Figure
43).

On observe que tous les sous-types d’IFN-a, sont capables d’induire une inhibition de la
fusion des virus. Pour les virus ayant un tropisme R5, cette inhibition est assez comparable entre
les sous-types et est d’environ 35% pour I'lFN-a21 qui est le plus faible et de 50% pour I'IFN-a16
qui est le plus puissant (Figure 43A). Pour les virus ayant un tropisme X4, on observe de plus
fortes variations d’inhibition entre les sous-types. En effet, contre cette souche de virus, I'lFN-al
ne bloque I'entrée virale que de 30% alors que I'IFN-a16 va inhiber de 65% cette étape (Figure
43B).
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Figure 44 : Corrélation inverse entre lI'induction de I’expression de la protéine IFITM1 par les sous-types

d’IFN-a et I'efficacité de I’entrée virale.

Une corrélation inverse a été calculée entre la capacité d’induction de I'ISG IFITM1 de chacun des sous-types et
I'efficacité de I'entrée virale aprés traitement avec 2 ng/mL de chaque IFN-a (Spearman r=-0,8042, p (two-

tailed)=0,0025 **).
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Figure 45 : Mesure de I'effet de I'inhibition de I’entrée virale sur les étapes en aval.

Des cellules MT4R5 ont été traitées avec du T20 puis infectées avec un virus NLAd8 sauvage (10 ng de p24/mL)
ou un virus chimere Vpr-Blam (50 ng de p24/puits). (A) La fusion cellulaire (test B-Lactamase), la quantité de
gene gag a 7h et 24h post-infection (QPCR) ainsi que la quantité de Gag intracellulaire (cytométrie en flux) ont
été mesurées apres traitement avec 10 nM de T20 (chaque point représente un puits, n=1). (B) La fusion
cellulaire (test B-Lactamase) et la quantité de Gag intracellulaire (cytométrie en flux) ont été mesurées apres
traitement avec des doses croissantes de T20 (résultats de 3 expériences indépendantes).
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Ces résultats nous montrent que I'entrée virale est affectée de maniére significative par les
IFN-a.. De plus, on observe que I'IFN-al6 est le plus puissant pour inhiber ces deux souches
virales a cette étape alors qu’en cycle multiple il ne présente pas la plus forte inhibition de la
réplication virale (IFN-a14). De méme, I'IFN-al qui a la plus faible puissance d’inhibition de la
réplication virale en cycle multiple, va inhiber aussi efficacement I'entrée du virus NLAd8 que la
plupart des autres sous-types.

Nos résultats de RNAseq nous ont montré que les protéines IFITM pouvaient étre fortement
induites par les IFN-a. De plus, nous observons une corrélation entre I'inhibition de I'entrée
virale du virus NLAdS8 et le niveau d’induction de la protéine IFITM1 suggérant un role possible
de cette protéine dans l'inhibition de la fusion virale (Figure 44). Ces suppositions restent a
confirmer par des expériences d’inhibition de I'expression de la protéine IFITM1 par des siRNA
apres traitement aux IFN.

2. Effet de l'inhibition de I'entrée virale sur les étapes en aval

Puisque les IFN agissent sur différentes étapes du cycle réplicatif du VIH-1, I'effet sur
I’entrée aura une répercussion aussi sur les étapes en aval. Nous nous sommes demandés si une
inhibition d’une étape du cycle viral (I’'entrée) entrainait une efficacité proportionnelle
d’inhibition des étapes en aval ou pouvait affecter celles-ci. Pour vérifier cela, des cellules
MT4R5 ont été traitées avec du T20 (Enfurvirtide), un inhibiteur spécifique de la fusion. Puis
nous avons regardé ses effets au niveau de la fusion, de la transcription inverse et de
I’expression protéique de Gag.

Lorsque les cellules sont traitées avec 10 nM de T20 (Figure 45A), ceci conduit a une
inhibition de 70% de l'entrée virale. On observe une inhibition un peu plus forte de la
transcription inverse a 7h post-infection qui semble revenir a la valeur d’inhibition de la fusion a
24h post-infection. Lorsqu’on regarde la quantité de Gag traduit, on observe également une
inhibition de 70% de celle-ci. Dans I'ensemble, ces résultats montrent que I'inhibition de 70% de
I’entrée virale donne une efficacité résiduelle de transcription inverse et d’expression de Gag
comparable. Quand on mesure I'effet du T20 a différentes doses sur I'entrée et la quantité de
Gag (Figure 45B), on observe une inhibition de I'expression Gag un peu plus élevée par rapport a
I'inhibition de la fusion. Cependant, cette variation de I'inhibition est tres faible et n’est pas
significative. L'inhibition de I'entrée virale semble donc affecter de fagon proportionnelle les
étapes plus tardives du cycle de réplication du VIH-1.

3. Transcription inverse

Puisque les différents sous-types d’IFN inhibent I'entrée du virus R5 de facon comparable,

nous avons pu étudier I'effet sur I'étape successive du cycle réplicatif, la transcription inverse,
sans avoir besoin de soustraire leur effet sur I’entrée. Les cellules MT4R5 ont été traitées avec 2
ng/mL d’IFN, puis 24h apreés, infectées avec un virus NLAd8. 7h et 24h post-infection, ’ADN des
cellules infectées a été extrait. Nous avons ensuite réalisé une gPCR du gene gag pour mesurer
les effets des IFN sur I'efficacité de la transcription inverse (Figure 46).
Nous avons conscience que dans cette expérience, nous regardons en fait I'effet des IFN-a sur
I’entrée virale ainsi que sur les étapes qui précédent la transcription inverse du virus. Cependant,
I'effet sur I'entrée virale étant trés similaire quelque soit le sous-type d’IFN-a sur la souche
NLAd8, nous avons considéré que les effets observés reflétaient probablement bien I'effet sur
les étapes en amont de la transcription inverse.

Sachant que I'entrée est inhibée entre 30 et 50%, nous observons que chaque sous-type est
capable de réduire l'efficacité de la transcription inverse mais cette fois-ci, les puissances
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Figure 46 : Mesure de I'inhibition de la transcription inverse du VIH-1 par les différents sous-types d’IFN-a.

Des cellules MT4R5 ont été traitées ou non avec 2 ng/mL de chaque sous-type d’IFN. 24h apreés traitement, les
cellules ont été infectées avec la méme dose de virus NLAd8 (10 ng de p24/mL). A 7h (A) et 24h(B) post-
infection, 'ADN cellulaire a été extrait et une gPCR ciblant le géne gag a été effectuée (résultats de 3
expériences indépendantes). (**** p < 0.0001 comparé au non traité, Anova).
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Figure 47 : Corrélation inverse entre lI'induction de I'expression de la protéine TRIM5a par les sous-types
d’IFN-a et I’efficacité de la transcription inverse.

Une corrélation inverse a été calculée entre la capacité d’induction de I'ISG TRIM5a de chacun des sous-types
et I'efficacité de la transcription inverse aprés traitement avec 2 ng/mL de chaque IFN-a (Pearson r=-0,6561, p
(two-tailed)=0,0205 **).

95



Résultats Alexandra Tauzin — Thése de doctorat - 2020

d’inhibition sont trés différentes. En effet, a 7h post-infection (Figure 46A) on observe que I'IFN-
014 est le plus puissant dans I'inhibition de ces étapes (85% d’inhibition). Les IFN-a10, 6, 8, 16 et
17 sont également trés puissants dans la réduction du produit de transcription inverse. En
revanche, les IFN-al, 4, et 21 montrent des effets assez faibles sur cette étape du cycle avec une
inhibition de 50 a 60% sachant que I’entrée avait déja été inhibée d’environ 30%. Les autres
sous-types montrent des effets intermédiaires.

On observe une corrélation inverse entre le niveau d’induction du facteur TRIM5a dans
I’étude du transcriptome et I'efficacité de la transcription inverse ce qui suggérerait que cet
effecteur puisse étre en partie responsable de la réduction de I'efficacité de transcription (Figure
47). Cependant, le role exact de TRIM5a dans l'inhibition de cette étape nécessite d’étre
confirmé expérimentalement.

Lorsqu’on regarde les résultats de la transcription inverse a 24h post-infection (Figure 46B),
on observe que l'inhibition est plus importante qu’a 7h post-infection, probablement a cause
d’une saturation atteinte en I'absence d’IFN-a a 24h. De plus, méme si la hiérarchie des
puissances d’inhibition des sous-types est assez similaire entre 7h et 24h, on remarque quelques
différences. En effet, I'IFN-a2 semble peu efficace dans I'inhibition de la transcription inverse a
7h alors qu’a 24h post-infection, il fait partie des IFN les plus puissants. De la méme fagon, I'lFN-
a8, bien qu’assez puissant a 7h post-infection, présente a 24h post-infection la plus forte
inhibition de la transcription inverse. Ces différences peuvent s’expliquer par le fait qu’a 7h post-
infection, la transcription inverse n’est pas totalement achevée (phase dynamique). Par contre, a
24h il y a probablement saturation de la transcription. De plus, a 7h post-infection, seules les
étapes d’entrée et de transcription inverse sont affectées par les IFN. En revanche, a 24h post-
infection, le virus a également effectué I'import nucléaire et I'intégration de son génome dans
celui de la cellule hote. Ces deux étapes ont trés probablement été elles aussi affectées par les
IFN notamment par le facteur Mx2. Linhibition de l'import nucléaire conduirait a une
accumulation de I'ADN viral dans le cytoplasme de la cellule ce qui peut entrainer sa
dégradation. De plus, une inhibition de I'intégration conduirait a la formation de génomes viraux
non intégrés (linéaires ou circulaires) dans le noyau qui sont moins stables que la forme intégrée.
Ces hypotheéses semblent en accord avec les résultats de RNAseq obtenus qui montrent une
forte induction du facteur Mx2 par les sous-types 2, 8 et 14 (Figure 48).

A cause de I'impact différentiel des IFN-a sur la transcription inverse, nous ne pouvons pas
poursuivre I'analyse de I'effet sur les étapes suivantes (import nucléaire, intégration...) sans
soustraire I'effet sur la transcription inverse. Au vu de la faible efficacité de la transcription
inverse résiduelle, le risque de biais dans I'estimation est important et d’autres approches
devraient étre employées.

A- Etapes tardives du cycle de réplication virale

Pour étudier les effets des IFN-a sur les étapes tardives du cycle, les cellules MT4R5 ont été
infectées avec du virus NLAdS8. 16h post-infection, un délai aprés lequel on considere que la
majorité des virus se sont intégrés dans le génome de la cellule hote, les cellules ont été lavées
puis séparées et traitées avec 2 ng/mL de chaque sous-type d’IFN-a. 24h post-traitement, les
surnageants ainsi que les culots cellulaires ont été récupérés, lysés et la quantité d’antigene p24
présente dans ces fractions a été mesurée par test ELISA. Ce systéme permet de s’affranchir des
étapes précoces du cycle de réplication virale, tres affectées par les IFN-a, pour ne regarder les
effets des IFN-a que sur les étapes tardives (a partir de la traduction des protéines).
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Figure 48 : Mesure de I'induction de I’expression de Mx2 par les différents sous-types d’IFN-a.

Des cellules MT4R5 ont été traitées ou non avec 2 ng/mL de chaque sous-type d’IFN. 24h aprés traitement,
I’ARN cellulaire a été extrait et un RNAseq a été réalisé (résultats d’une seule expérience).
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Figure 49 : Mesure de I'inhibition de I’expression protéique du VIH-1 par les différents sous-types d’IFN-a.

Des cellules MT4R5 ont infectées avec 10 ng de p24/mL d’un virus NLAd8 puis 16h post-infection, lavées et
traitées ou non avec 2 ng/mL de chaque sous-type d’IFN. 24h aprés traitement, les surnageants ainsi que les
culots cellulaires ont été récupérés, lysés et la quantité de totale p24 a été mesurée par ELISA (résultats de 5
expériences indépendantes) (** p < 0.05 comparé au non traité, Anova).
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Figure 50 : Mesure de I'efficacité de bourgeonnement des virus produits en présence des différents sous-
types d’IFN-a.

Des cellules MT4R5 ont infectées avec un virus NLAd8 puis 16h post-infection, lavées et traitées ou non avec 2
ng/mL de chaque sous-type d’IFN. 24h aprés traitement, les surnageants ainsi que les culots cellulaires ont été
récupérés, lysés et la quantité de p24 a été mesurée par ELISA. Le bourgeonnement a été calculé selon la
formule : Bourgeonnement = [p24 surnageant] / [p24 totale] (résultats de 5 expériences indépendantes).
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1. Transcription, traduction et maturation de la protéine p24

Nous avons tout d’abord mesuré la quantité totale de protéine p24 produite en présence
de chaque sous-type d’IFN-a (présente dans la fraction cellulaire et relarguée dans le milieu
extracellulaire).

On observe que tous les sous-types d’IFN-a induisent une diminution de la quantité de p24
produite. Cette diminution est assez variable entre les sous-types, en effet les IFN-a6 et 16
entrainent une forte inhibition (plus de 50%) suivie des IFN-a8 et 17 (Figure 49). Les IFN-al, 4, 7,
10 et 21 entrainent une diminution plus faible, seulement d’environ 25 a 30%. Les IFN-a2, 5 et
14 présentent des effets modérés. L'inhibition de la quantité de p24 détectée dans cette
expérience peut résulter a la fois d’'une inhibition de la transcription, de la traduction protéique
et/ou un défaut de la maturation de celle-ci qui peut étre moins bien détectée sous sa forme
immature par test ELISA. Les effets des IFN-a sur ces étapes du cycle viral ont été peu étudiés.
Cependant il n’est pas exclu que certains ISG soient capables de cibler ces étapes. Par exemple,
le facteur Schlafen 11 a été décrit comme un ISG pouvant affecter I'étape de la traduction (Li et
al., 2012). Cependant, nos résultats RNAseq nous montrent une trés faible induction de
Schlafen1l par les différents sous-types d’IFN qui n’est pas corrélée avec la quantité de Gag
observée.

2. Bourgeonnement

L'efficacité d’inhibition des IFN-a sur I'étape de bourgeonnement a été mesurée en
calculant le rapport entre la quantité de p24 relargué dans le surnageant par rapport a la
quantité de p24 totale (surnageant et cellulaire).

On observe que cette étape du cycle de réplication virale est peu affectée par les différents
sous-types d’IFN-a et les résultats obtenus ne sont pas significatifs (Figure 50). L'IFN-a14, qui est
le plus puissant dans I'inhibition de cette étape provoque une réduction de 25% du nombre de
virus relargués par rapport aux cellules non traitées. Les IFN-a4, 7, 10 et 21 présentent des effets
plus modérés conduisant a une inhibition de 15 a 20% de I'efficacité de bourgeonnement. Les
autres sous-types d’IFN-a montrent des effets négligeables sur cette étape (moins de 10%
d’inhibition). BST2 est le facteur de restriction le plus décrit dans I'inhibition de cette étape.
Nous n’avons pas observé de corrélation entre le niveau d’induction de BST2 et I'inhibition du
bourgeonnement. Cependant, dans nos expériences, le virus code pour la protéine virale Vpu qui
a été montrée comme pouvant contrecarrer le facteur de restriction BST2. L’effet faible des IFN-
a sur |'étape de bourgeonnement est donc probablement di a un ou plusieurs autres facteurs.

3. Infectivité résiduelle

Les effets cumulés des IFN-a sur toutes les étapes tardives du cycle viral (transcription,
traduction, bourgeonnement et maturation) conduisent ensemble a une forte réduction de la
guantité de virions relargués dans le milieu extracellulaire. En effet, les IFN-a6 et 14, conduisent
a une diminution du nombre de virions relargués de 60% par rapport aux cellules non traitées.
Les IFN les plus faibles, (les sous-types 1, 4 et 5) entrainent une inhibition de 35 a 40%. Les autres
sous-types conduisent a une inhibition d’environ 50% (Figure 51A).

Nous avons également mesuré I'infectivité de ces virions produits en présence d’IFN-a. Pour
cela, des cellules TZM-bl qui portent le géne de la B-Galactosidase sous le contréle du promoteur
LTR ont été infectées avec ces virions a une concentration (en ng d’antigéne p24/mL) égale
(Figure 51B). On observe une diminution de I'infectivité de 25 a 35% pour les sous-types 14, 10, 8
et 2.
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Figure 51: Mesure de l'infectivité résiduelle des virions produits en présence des différents sous-types
d’IFN-a.

Des cellules MT4R5 ont infectées avec un virus NLAd8 puis 16h post-infection, lavées et traitées ou non avec 2
ng/mL de chaque sous-type d’IFN. 24h aprés traitement, les surnageants ont été récupérés, lysés et la quantité
de p24 a été mesurée par ELISA (A) (résultats de 5 expériences indépendantes) (**** p < 0.0001 comparé au
non traitées, Anova). Des cellules TZM-bl ont été infectées avec 5 ng de p24/mL de chaque virus produit en
présence des différents sous-types d’IFN-a. 2 jours post-infection, I'activité B-Galactosidase des cellules a été
mesurée (B) (résultats de 3 expériences indépendantes).

Sous types d’IFN-a 1 2 4 5 6 7 8 10 14 16 17 21
chle multlple * * %k * * %k % %k % * %k % %k %k % %k % 3% %k %k k % %k %k k% k% % %k %
Entrée * %k * % * % * %k * %k * % * % * %k * % * % * %k * %k
Transcription inverse * * %k %k % % %k k %k %k k% % %k k% %k k% %k k% % %k k %k %
Transcription, traduction * ** * ok *kk * ok k * *% ok *okok *
et maturation
Bourgeonnement - * *x - * *% * *k * Kk _ _ *k
Infectivité - *ok - * - R *ok *k ok N * N

Tableau 2 : Récapitulatif des effets des 12 sous-types d’IFN-a au niveau des différentes étapes du cycle de
réplication de la souche NLAd8 dans des cellules MT4R5.

La puissance d’inhibition des différents sous-types d’IFN-a au niveau des étapes du cycle viral est représentée
par une échelle de 1 a 4 étoiles. Ce classement a été établi en fonction des différences d’inhibition entre le
sous-type le plus puissant et le moins puissant a chaque étape (- : pas d’effet, * : effets tres faibles, ** : effets
modérés, *** : effets puissants, **** : effets trés puissants)).
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Les IFN-al7 et 5 induisent également une diminution de l'infectivité de ces virions,
cependant leurs effets sont plus modérés. Les autres sous-types d’IFN-a n’entrainent pas de
baisse significative de I'infectivité. Cette baisse de I'infectivité des virions est probablement liée a
I'incorporation de protéines dans la membrane virale telle que les protéines IFITM au moment
du bourgeonnement. Ceci conduit a une diminution de I'efficacité de la fusion virale au cycle
viral suivant. Elle peut également étre causée par l'incorporation d’APOBEC3G dans le virion.
Cependant, le virus exprime Vif qui a été montré comme pouvant contrecarrer APOBEC3G. De
plus, nos résultats de RNAseq ne montrent pas d’induction significative de la protéine
APOBEC3G.

B- Résumé des effets des sous-types d’IFN-a sur le cycle viral

L'ensemble des résultats des effets des différents sous types d’IFN-a sur le cycle de
réplication du VIH-1 est résumé dans le Tableau 2.
L'ensemble de ces résultats nous montre que les puissances d’inhibition des sous-types d’IFN-a
résultent d’'une combinaison des effets sur I'ensemble des étapes du cycle viral. Aux extrémes,
on observe que I'lFN-a14 est trés puissant dans I'inhibition de toutes les étapes du cycle, ce qui
explique qu'’il est le plus puissant pour inhiber la réplication virale. A I'inverse, I'IFN-al présente
les plus faibles puissances d’inhibition au niveau de chaque étape et est également le plus faible
dans I'inhibition de la propagation virale.

V. Analyse du transcriptome induit par les sous-types d’IFN-a

Comme précédemment dit, nous avons effectué une analyse du transcriptome des cellules
aprés traitement aux IFN-a. Des cellules MT4R5 ont été traitées avec 2 ng/mL de chaque sous-
type d’IFN-a. 24h apreés le traitement, I’ARN des cellules a été extrait et un séquencage a haut
débit du transcriptome a été effectué.

A- Expression des facteurs de restriction inhibant la réplication
du VIH-1

Nous avons tout d’abord regardé le niveau d’induction des différents facteurs de restriction

du VIH-1 déja décrits dans la littérature (Figure 52). On observe que certains ISG comme
APOBEC3G, SAMHD1 et Schlafen11 ne sont pas induits par les IFN-a. Cependant, I'expression de
SAMHD1 et APOBEC3G a été montrée comme étant dépendante du type cellulaire (Chen et al.,
2006 ; Sarkis et al., 2006 ; Wang et al., 2008 ; Refsland et al., 2010 ; Valverde-Estrella et al.,
2020).
En revanche, la protéine Schlafen 11 a été montrée comme pouvant étre induite dans les
lymphocytes T CD4 (Abdel-Mohsen et al., 2013). Les autres ISG sont induits par les différents
sous-types d’IFN-a mais de maniere différentielle. On observe que la protéine IFITM1 est induite
par tous les sous-types d’IFN-a, ce qui explique trés probablement la forte inhibition de I'entrée
virale. En effet, tous les IFN-a entrainent une augmentation de son expression d’au moins 6 fois
et le sous-type 14, qui 'induit le plus fortement, de plus de 10 fois. De la méme facon, la
protéine IFITM3 est également induite par la plupart des sous-types d’IFN-a mais de maniére
différentielle. On remarque qu’elle est fortement induite par les sous-types 6, 7, 8, 14 et 16, plus
modéremment par les sous-types 2, 4, 5, 17 et 21. En revanche, les sous-types 1 et 10
n’induisent pas son expression. De maniére trés intéressante, I'expression de la protéine IFITM2
est induite par certains sous-types, dont trés fortement par le sous-type 8, alors qu’elle est
fortement sous-exprimée par d’autres (IFN-al, 5, 17 et 21). Les facteurs Mx2, TRIM5a, TRIM22
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Figure 52 : Heatmap du niveau d’induction des facteurs de restriction connus du VIH-1.

Des cellules MT4R5, ont été traitées avec 2 ng/mL de chaque sous-type d’IFN-a. 24h aprés traitement, ’ARN
cellulaire a été extrait et le transcriptome entier a été séquencé. Les valeurs correspondent au niveau
d’induction des genes par rapport aux cellules non traitées.
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et BST2 sont induits par la plupart des sous-types d’IFN-a mais on observe des variations dans le
niveau d’expression de ces facteurs selon le sous-type d’IFN-a. Par exemple, Mx2 est fortement
induit (5 fois) par I'lIFN-a14 mais quasiment pas par les IFN-al, 7 et 21. De la méme fagon, BST2
est induit de maniére assez similaire par la plupart des sous-types excepté les sous-types 8 et 14
qui l'induisent plus fortement et I'IFN-al qui n’induit pas son expression. ISG15 est induit trés
fortement par tous les sous-types d’IFN-a.

De maniere générale, on observe que la puissance d’inhibition du VIH-1 d’un IFN-a semble
associée au niveau d’induction de ces facteurs de restriction. En effet, I'lFN-al4 qui est le plus
puissant pour inhiber la réplication virale est également le plus puissant dans I'induction de
plusieurs facteurs de restriction (IFITM1, Mx2, TRIM5a, TRIM22 et BST2). A I'inverse, I'lFN-al qui
est le plus faible présente également les profils d’induction les plus faibles. Par exemple, il
n’induit pas I'expression des protéines IFITM3, Mx2 et BST2.

B- Analyse préliminaire du transcriptome complet

Nous avons observé qu’un trés grand nombre de genes étaient induits par le traitement aux
IFN-a. Afin de simplifier notre étude, nous avons restreint nos analyses aux genes dont
I'induction est sur-exprimée ou sous-exprimée d’au moins trois fois par les IFN-a par rapport aux
cellules non traitées. Ces données seront exploitées dans une étude dédiée et nous reprenons ici
seulement les grandes lignes de cette analyse, pertinentes dans le contexte de nos résultats
expérimentaux.

Nos résultats préliminaires montrent que seulement 305 genes sont modulés d’au moins un

facteur 3 par au moins un des sous-types d’IFN-a. La plupart de ces génes sont transcrits a |’état
basal dans les cellules et leur expression est modulée par les IFN-a. Seulement une dizaine de
génes non transcrits dans les cellules non traitées sont exprimés spécifiquement suite a
I'induction des IFN-a. Parmi ces 305 genes, la grande majorité des ISG sont sur-exprimés par les
IFN-a et seulement 16 génes sont sous-exprimés par les IFN-a. Un nombre trés limité de genes
tel que celui codant pour IFITM2 sont a la fois sur-exprimés par certains sous-types et sous-
exprimés par d’autres.
Nos résultats montrent également que seulement 36 génes sont induits significativement par
tous les sous-types d’IFN-a. Parmi eux, on trouve des facteurs déja connus dans la littérature,
comme la proteine IFITM1, mais également des facteurs non décrits dans la littérature du VIH-1
et des IFN. Chaque IFN-a conduit a I'expression d’environ une centaine de génes suggérant que
la puissance antivirale contre le VIH-1 des IFN-a n’est pas associée a un nombre de génes induits
plus important. En revanche, nous observons qu’un tres grand nombre de génes sont induits de
maniére spécifique par un ou quelques sous-types seulement, confirmant I’hypothése que les 12
sous-types n’induisent pas le méme profil d’expression de génes. Nos résultats montrent
également de tres fortes disparités dans les niveaux d’induction des ISG.

Les résultats du séquencage du transcriptome, associés a I’étude des puissances d’inhibition

de chaque étape du cycle viral nous permettront de mieux identifier les facteurs impliqués dans
la restriction du VIH-1 et d’éventuellement découvrir de nouveaux facteurs de restriction.
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Clones Mutations Fonction Phosphorylation Localisation Transdominant Liaison a 'ARN Multimérisation
WT - ++ ++ N - + +
- STOP prématuré - - - - - -
M5 R38D R39L - +/- C>N - - ?
M6 R41D R44L A42-43 - - C>N - - ?
M7 254 A56 - ++ N>C - + -
M10 L78D E79L - ++ N ++ + +
012/14 $99D A100-112 G113L ++ +/- N +

Tableau 3 : Description des mutants de Rev.

(Malim et al., 1989 ; Szilvay et al., 1997).
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Partie 2 : Role de la protéine virale Rev dans l'interférence virale

Dans une précédente étude, notre équipe avait démontré le role de la protéine Rev du
VIH-1 dans l'interférence virale indépendante des récepteurs. Dans cette étude, des cellules
MT4R5 étaient infectées par un premier virus portant un gene rapporteur (GFP ou HSA) puis,
plusieurs heures aprés, une seconde infection était faite avec un deuxiéme virus portant I'autre
géne rapporteur. Ce systeme permettait de mesurer I'interférence virale par cytométrie en flux
(Remion et al., 2016).

Pour déterminer quelle protéine du premier virus était responsable de l'interférence, une série
d’expériences avaient été réalisées dans lesquelles la premiére infection était faite avec soit un
virus invalidé pour chaque géne, soit n’exprimant que certains genes. Grace a ces techniques,
notre équipe avait montré que I'expression des protéines Tat et Rev par le premier virus était
nécessaire et suffisante pour induire une interférence, mais que la protéine Tat seule n’était pas
suffisante. Cette étude nous avait montré le potentiel role de Rev dans I'interférence virale.

Mon projet avait pour but de confirmer le réle de la protéine Rev dans l'interférence virale et de
déterminer I'étape du cycle du second virus affectée par Rev. Nous avons aussi exploré les
mécanismes d’action impliqués dans l'interférence.

|. Lignées cellulaires MT4R5 Rev

A- Obtention des lignées cellulaires MT4R5 Rev

Pour cette étude, nous avons voulu nous affranchir de I'expression de la protéine Tat qui

était également exprimée par le premier virus utilisé dans la précédente étude. De plus, une des
difficultés dans cette étude sur l'interférence virale étant de distinguer les deux virus (le premier
responsable de l'interférence et le second qui va étre inhibé par Rev), nous avons décidé de
créer des lignées cellulaires exprimant de maniére stable la protéine virale Rev seule dans sa
version sauvage ou mutée, dans le but de mimer les effets de la premiére infection.
Pour cela, j'ai construit des vecteurs lentiviraux capables d’exprimer la protéine Rev dans sa
forme sauvage et une série de mutants, détaillés plus bas. Nous avons ensuite transduit des
cellules MT4R5 avec ces vecteurs lentiviraux portant la protéine Rev sauvage ou un de ses
mutants ainsi que la protéine GFP. Apres transduction, les cellules exprimant la GFP (et donc la
protéine Rev) ont été triées. Nous avons obtenu des lignées MT4R5 exprimant de maniére stable
la protéine Rev ou un de ses mutants. Afin de vérifier la stabilité de I'expression du vecteur dans
les lignées, I'expression de la GFP dans les cellules est vérifiée a chaque expérience.

Nous avons sélectionné six mutants de Rev précédemment décrits dans la littérature : le
mutant Rev- porte une inactivation de sa premiére méthionine (ATG —»ACG) et un codon stop
tres prématuré (Y23—»STOP) donnant lieu a une protéine tronquée non fonctionnelle (Zolotukhin
et al., 1994). Les mutants M5 et M6 portent des mutations dans leur domaine de liaison a I’ARN
et leur séquence NLS (Malim et al., 1989). lls sont donc incapables de se lier a 'ARN et ont une
localisation cytoplasmique. Le mutant M6 est également non phosphorylé. Le mutant M7 a deux
délétions dans un de ses domaines de multimérisation. Il ne peut alors pas s’oligomériser. En
revanche, il peut encore se lier a I’ARN viral et a une localisation principalement nucléaire. Le
mutant M10 a des mutations dans sa séquence NES, le rendant strictement nucléaire (Malim et
al., 1989). Il est en revanche toujours capable de se lier a I’ARN viral et de se multimériser. Il est
également transdominant. L’'ensemble de ces mutants sont non fonctionnels pour la réplication
virale car ils ne permettent pas I'export des ARN longs non et mono-épissés. Nous avons
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Figure 53 : Expression de Rev dans les lignées MT4R5 Rev.

Western-blot de la protéine Rev et de ses mutants ainsi que de l'actine dans les lignées MT4R5 transduites
(figure représentative de 4 expériences indépendantes).
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Figure 54 : Etude de la fonctionnalité de la protéine Rev dans les cellules MT4R5 transuites.

Les cellules MT4R5 non transduites ou exprimant une protéine Rev sauvage ou mutée ont été infectées avec un
virus défectif pour la protéine Rev (50 ng de p24/mL). 48h post-infection, les cellules sont marquées avec un
anticorps reconnaissant la protéine virale Gag. Le pourcentage de cellules infectées est mesuré par cytométrie

en flux (résultats de 2 expériences indépendantes).
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également séléctionné un mutant fonctionnel dans I'export des ARN, bien que tronqué dans sa
partie C-terminale, le mutant M12/14 (Malim et al., 1989). Les caractéristiques des mutants de
Rev sont résumées dans le Tableau 3.

B- Expression de Rev dans les lignées MT4R5 Rev

Afin de vérifier I'expression de la protéine Rev en plus de I'expression de la GFP dans nos
lignées cellulaires, nous avons réalisé un Western Blot de la protéine Rev. On ne détecte pas
I'expression de Rev dans les cellules non transduites ou transduites avec le vecteur Rev-. En
revanche, dans les cellules exprimant la protéine Rev sauvage, ainsi que ses mutants M5, M6,
M7, M10 et M12/14, on détecte une bande. Les protéines Rev sont exprimées dans toutes les
lignées transduites et font environ 13 kDa, excepté le mutant M12/14 qui est de plus petite taille
car il est tronqué dans sa partie C-terminale (Figure 53).

C- Fonctionnalité de Rev dans les lignées MT4R5 Rev

Afin de vérifier la fonctionnalité de la protéine Rev et de ses mutants dans les cellules
transduites, les cellules ont été infectées avec un virus délété de sa protéine Rev (NL4-3Rev-) ne
pouvant pas exporter les ARN contenant des introns et donc incapable de se répliquer in vitro (Yi
et al., 2002). 48h post-infection, les cellules ont été fixées et un marquage de la protéine Gag
intracellulaire a été fait. Le pourcentage de cellules Gag+ a ensuite été mesuré par cytométrie en
flux (Figure 54).

L'infection des cellules non transduites conduit a un trés faible niveau d’expression de la
protéine Gag, dont I'expression dépend de Rev. En revanche, dans les cellules transduites avec
Rev et son mutant M12/14 qui est fonctionnel, la protéine Gag est fortement exprimée,
signifiant que I'export des ARN non et mono-épissés est efficace. Comme attendu, les infections
des cellules transduites avec les autres mutants ne conduisent pas a I'expression de Gag, ces
mutants ayant été décrits dans la littérature comme non fonctionnels dans I'export des ARN long
(Malim et al., 1989). L’ensemble de ces résultats nous montrent que les cellules transduites
expriment de maniére stable les protéines Rev sauvages et mutées. De plus, les protéines ont un
phénotype conforme a celui attendu.

ll.  L'expression de Rev est suffisante pour l'interférence virale

Pour vérifier que I'expression de la protéine Rev seule dans les cellules transduites entraine
une diminution de I'infection, nous avons infecté nos différentes lignées cellulaires avec un virus
VIH-1 et mesuré l'interférence en regardant le pourcentage de cellules infectées par cytométrie
en flux. Comme Rev est une protéine impliquée dans la régulation de I'expression des protéines
virales, nous avons mesuré par cytométrie en flux a la fois I'expression de la protéine rapportrice
HSA, clonée a la place de Nef, et donc exprimée dans la phase précoce d’expression protéique de
maniere indépendante de Rev, ainsi que la protéine Gag, dont I'expression est plus tardive et
dépendante de Rev. Les cellules sont infectées, puis 24h apres, traitées a la névirapine afin de ne
mesurer l'infection que d’un seul cycle de réplication. 48h post-infection, les cellules sont
marquées et le pourcentage de cellules infectées est mesuré par cytométrie en flux.
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Figure 55 : Mesure de I'inhibition de I’expression de deux protéines du VIH-1 par Rev (sauvage ou mutée).

Les cellules MT4R5 non transduites ou exprimant Rev sauvage ou mutée ont été infectées avec la méme dose
de virus NL4-3 HSA (15 ng de p24/mL). 24h post-infection, les cellules ont été traitées avec 10 uM de
névirapine. 48h post-infection, des marquages de la protéine membranaire HSA (A) et intracellulaire GAG (B)
ont été faits et le pourcentage de cellules infectées a été mesuré par cytométrie en flux (résultats de 3
expériences indépendantes). Le pourcentage de cellules exprimant les protéines HSA et/ou Gag a également
été mesuré (C). Dot plot des différentes lignées cellulaires aprés marquage des protéines HSA et Gag (Flowlo)
(**** p < 0.05 comparé au non transduit, Anova.).
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Figure 56 : Phases d’expression protéique du VIH-1 en conditions normales (A) et dans les cellules exprimant

Rev (B).
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On observe une diminution significative de I’expression des deux protéines HSA et Gag dans

les cellules exprimant Rev sauvage ainsi que le mutant M12/14 par rapport aux cellules non
tranduites (Figure 55A et B). On n’observe pas de diminution significative de I'infection dans les
lignées exprimant les autres mutants non fonctionnels. Ces résultats montrent que |'expression
de Rev fonctionnel est suffisante pour réduire la susceptibilité des cellules a I'infection par le
VIH-1. L’étude précédente de notre laboratoire avait permis d’obtenir cette conclusion de fagon
indirecte en comparant des cellules qui expriment Tat et Rev (interférence) a celles qui
n’expriment que Tat seule (pas d’interférence). On observe également que la diminution de
I’expression de la protéine HSA est plus importante que celle de Gag. En effet, Rev conduit a une
réduction de 55% de I’expression de HSA contre 35% de celle de Gag. Ceci s’explique par le fait
gue Rev déstabilise les phases de la traduction des protéines virales.
En effet, dans les cellules non transduites ou portant une protéine virale Rev non fonctionnelle,
les protéines Tat, Rev et HSA (clonée a la place de Nef) vont étre exprimées en premier. Puis la
protéine Rev du virus sera synthétisée et permet I'expression de Gag (Figure 56A). Dans ces
conditions d’infection, on observe en cytométrie en flux que toutes les cellules exprimant Gag
expriment également la protéine HSA (Figure 55D). On observe aussi qu’une partie des cellules
expriment la protéine HSA seule car la protéine Gag n’a probablement pas encore été traduite
(Figure 55D, panneau « non transduites »).

Au contraire, dans les cellules exprimant la protéine Rev sauvage et ou le mutant M12/14

qui sont fonctionnels, on observe un phénotype inversé. Toutes les cellules exprimant la
protéine HSA expriment également Gag et certaines cellules expriment la protéine Gag seule
(Figure 55D, panneaux « Rev+ » et « M12/14 »). Dans ces cellules, ol la protéine Rev est déja
exprimée, elle va entrainer I'export des ARN non et mono-épissés favorisant I'expression de Gag
par rapport a la HSA (Figure 56B). Ceci a pour conséquence une plus forte inhibition de
I’expression de la HSA par rapport a Gag.
Pour palier a cet effet, nous avons mesuré |'inhibition de I'expression protéique « totale », en
considérant comme positives les cellules qui expriment HSA, Gag ou les deux. On observe que
Rev et le mutant M12/14 entrainent une réduction de I'expression des protéines d’environ 30%
(Figure 55C).

Ces résultats nous confirment que I'expression de la protéine virale Rev seule est suffisante
pour interférer avec une seconde infection. De plus, lorsqu’on étudie le profil des différents
mutants, on observe que seul le mutant M12/14 est capable d’interférer avec le deuxiéme virus.
C’est également le seul mutant capable de remplir son réle d’export des ARN non et mono-
épissés lors du cycle de réplication virale suggérant que la fonction d’export des ARN est
impliquée dans l'interférence. On observe également que le mutant M12/14 est plus puissant a
inhiber I'infection que la protéine Rev sauvage. Ces résultats nous informent également que
I'interférence virale a lieu a une étape située en amont de I'expression des protéines au cours du
cycle viral, car la synthése des protéines HSA et Gag est affectée par l'interférence.
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Figure 57 : Mesure de I'inhibition de I'infection en fonction de I’enveloppe portée par le virus.

Des cellules MT4R5 non transduites ou exprimant Rev sauvage ou Rev muté ont été infectées avec des virus
pseudotypés portant une enveloppe du VIH-1 a tropisme CXCR4 (A, 50 ng de p24/mL), ou CCR5 (B, 50 ng de
p24/mL), ou du virus VSV (C, 1 ng de p24/mL). 40h post-infection, un marquage a été fait avec des anticorps
reconnaissant HSA et Gag. Le pourcentage de cellules infectées a ensuite été mesuré par cytométrie (résultats
de 3 expériences indépendantes). (*** p < 0.05 comparé au non transduit, Anova.).
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Figure 58 : Mesure de la quantité d’ADN viral rétrotranscrit dans les cellules exprimant la protéine Rev
sauvage ou mutée.

Des cellules MT4R5 non transduites ou exprimant Rev sauvage ou muté ont été infectées avec la méme dose
de virus NL4-3 propre (15 ng de p24/mL). 24h post-infection, I’ADN de ces cellules a été extrait et une gPCR du

géne gag a été faite. (**** p < 0.05 comparé au non transduit, Anova.) (résultats de 5 expériences
indépendantes).
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lll.  Etape du cycle affectée

Dans un deuxieme temps, nous avons cherché a identifier I'étape du cycle viral affectée par
la restriction de la protéine Rev.

A- Entrée virale

L'entrée virale étant la principale étape du cycle viral décrite comme affectée par
I'interférence, via la sous-expression a la surface cellulaire des récepteurs par Nef, Env et Vpu,
nous avons regardé si Rev affectait également cette étape. Nous n’avons pas pu effectuer des
tests de fusion virale en utilisant des virus chimeéres dont la protéine Vpr est couplée a la
protéine B-lactamase car nos cellules expriment la GFP dont le spectre d’émission est trop
proche de celui du substrat de la protéine B-lactamase non clivée. Nous avons donc utilisé des
virus pseudotypés portant des enveloppes différentes qui utilisent des voies distinctes pour
I’entrée. Si I'expression de Rev affecte différentiellement ces virus, cela pourrait suggérer un
effet de Rev sur une voie d’entrée particuliere. Nous avons utilisé une enveloppe VIH-1 de
tropisme CXCR4, une enveloppe VIH-1 de tropisme CCR5, ou la glycoprotéine (g) du virus de la
stomatite vésiculaire (VSVg), qui entre dans les cellules par endocytose. Les cellules ont été
infectées par les différents virus, puis 40h post-infection l'interférence a été mesurée par
cytométrie en flux en regardant I'expression des protéines HSA et Gag.

La protéine Rev sauvage ainsi que le mutant M12/14 entrainent une réduction importante
de I'expression de Gag d’environ 30 a 50% par rapport aux cellules non transduites, quelle que
soit I'enveloppe portée par le virus (Figure 57). Le mutant M12/14 est également plus puissant
gue la protéine Rev sauvage dans I'inhibition de I'infection des virus portant les enveloppes CCR5
et VSVg. On observe quelques fluctuations dans I'expression des protéines dans les cellules
transduites avec les autres mutants, aprés infection avec les virus portant les enveloppes R5 et
VSVg. Cependant ces variations ne sont pas significatives. De plus, elles sont également
observées dans les cellules transduites avec le vecteur Rev- n’exprimant pas la protéine Rev,
pouvant suggérer une légére baisse de susceptibilité de ces cellules a I'infection plutot qu’un
phénoméne d’interférence.

Ces résultats suggérent donc que la protéine Rev n’interfére pas avec l'entrée virale du
deuxiéme virus lors d’une superinfection mais a une étape plus en aval.

B- Transcription inverse

Nous avons ensuite mesuré 'effet de Rev sur I'efficacité de la transcription inverse. Les
différentes lignées cellulaires MT4R5 ont été infectées avec un virus sauvage, puis 24h post-
infection, I’ADN a été extrait. Une qPCR ciblant le géne gag a été effectuée afin de quantifier le
nombre de copies d’ADN viral rétrotranscrit par cellule.

On observe quelques variations dans le niveau de transcription inverse entre les différentes
lignées (Figure 58), cependant, ces différences ne sont pas significatives. De plus, on observe la
méme quantité d’ADN rétrotranscrit dans les cellules non transduites et celles exprimant la
protéine Rev sauvage. Ces résultats suggerent donc que Rev n’interfere pas avec les étapes
précoces jusqu’a la transcription inverse du génome viral.
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Figure 59 : Mesure du nombre de génomes intégrés par cellule et de la formation de cercles a 2 LTR.

Des cellules MT4R5 non transduites ou exprimant Rev sauvage ou Rev- ont été infectées avec la méme dose de
virus (15 ng de p24/mL). 24h post-infection, ’ADN de ces cellules a été extrait et des gPCR 2 LTR (A) et Alu (B)
ont été faites. Le pourcentage de cellules infectés a également été mesuré par cytométrie en flux apres
marquage de la protéine intracellulaire Gag (C). (* p < 0.05 comparé au non transduit, Anova.)(résultats de 2
expériences indépendantes (8 réplicats biologiques par expériences)).
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Figure 60 : Quantification de la formation de cercles a 2 LTR aprés traitement avec un inhibiteur de
I'intégrase.

Des cellules MT4R5 non transduites ont été infectées avec 15 ng/mL de virus NL4-3 apreés traitement avec 2 ou
100 nM de Dolutégravir. 24h post-infection, I’ADN de ces cellules a été extrait et une gPCR 2 LTR (B) a été faite.
Le pourcentage de cellules infectées a également été mesuré par cytométrie en flux aprés marquage de la
protéine intracellulaire Gag (A)(résultats de 2 expériences indépendantes).

111



Résultats Alexandra Tauzin — Thése de doctorat - 2020

C- Import nucléaire et intégration

Nous avons ensuite étudié si Rev pouvait interférer avec la seconde infection au moment de
I'import nucléaire et/ou de I'intégration du virus. Les cellules non transduites ou exprimant Rev
sauvage ou Rev- ont été infectées avec un virus NL4-3. 24h post-infection I’ADN cellulaire a été
extrait. Nous avons ensuite mesuré par qPCR la formation de cercles a 2 LTR, comme marqueur
de I'import nucléaire et le nombre de génomes viraux intégrés par Alu gPCR.

Si I'import nucléaire est affecté par Rev, moins d’ADN viral devrait étre importé dans le
noyau et donc on s’attendrait a ce qu’il y ait moins de cercles a 2 LTR dans les cellules exprimant
Rev. Nous observons des quantités équivalentes de cercles a 2 LTR dans les trois lignées
cellulaires (Figure 59A) suggérant que cette étape n’est pas affectée. En revanche, on observe
gue dans les cellules exprimant la protéine Rev, il y a une diminution significative du nombre de
génomes intégrés par rapport aux cellules non transduites et aux cellules transduites avec le
vecteur Rev- (Figure 59B). De plus, cette inhibition est d’environ 30%, correspondant aux
résultats obtenus sur l'inhibition de I'expression protéique de Gag en cytométrie en flux dans ces
mémes expériences (Figure 59C). La quantité d’ADN total étant similaire (Figure 58), cette
diminution du nombre de génomes intégrés indique que Rev agit au niveau de l'intégration.
Cependant, si I'import nucléaire n’est pas affecté et l'intégration inhibée, nous aurions di
observer une accumulation de cercles a 2 LTR, car I’ADN non intégré devrait se circulariser.

En effet, nous avons mesuré I'effet d’un inhibiteur de I'intégrase sur la formation de cercles
3 2 LTR. Des cellules MT4R5 ont été traitées avec 2 ou 100 nM de dolutégravir (DTG) puis
infectées avec un virus NL4-3. 24h post-infection I’ADN cellulaire de la moitié de la culture a été
extrait et nous avons mesuré par gPCR la formation de cercles a 2 LTR. 48h post-infection nous
avons marqué le reste des cellules avec un anticorps ciblant la protéine Gag, pour mesurer le
taux d’infection en présence de DTG.

Lorsque les cellules sont traitées avec 2 nM de Dolutégravir, une dose qui entraine une
réduction d’environ 40% de I'expression de Gag (similaire a I'effet observé dans les cellules
exprimant Rev), on observe une trés forte augmentation du nombre de cercles a 2 LTR (9 fois
plus) (Figure 60A et B). Apres traitement avec 100 nM de DTG, qui inhibe totalement
I'intégration virale, on observe que le nombre de cercles est multiplié par 13 par rapport aux
cellules non traitées.

Ces résultats nous montrent que I'inhibition directe et spécifique de I'intégrase conduit a la
formation d’un trés grand nombre de cercles a 2 LTR. Ces résultats suggerent que Rev induit une
restriction post-entrée dans le noyau. Ceci peut étre di a une dégradation de ’ADN ou a une
inhibition de I'intégration en conduisant a la formation d’autres formes d’ADN virales (linéaires,
autointégrées ou circulaires a 1 LTR) qui ne seraient alors pas détectées par la gPCR ciblant les
cercles a 2 LTR. Il est également possible que les étapes d’'import et d’intégration soient toutes
les deux affectées par la restriction de Rev et que l'augmentation des cercles a 2 LTR soit
compensée par une réduction d’import nucléaire.
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Figure 61 : Mesure de lI'interférence induite par Rev contre un lentivirus.

Des cellules MT4R5 ont été infectées avec 30 ng de p24 d’un premier virus. Ce premier virus exprime la
protéine HSA et : soit les protéines Tat et Rev, soit juste la protéine Tat, soit tous les génes du VIH-1. 24h apres,
les cellules sont infectées avec un second virus exprimant soit : (A) tous les génes du VIH-1 et la GFP (100 ng de
p24), (B) soit uniquement la GFP (200 ng de p24). 48h aprés la premiére infection, les cellules sont marquées
et le pourcentage de cellules infectées est mesuré par cytométrie en flux. L'interférence est ensuite calculée
par la formule : OR=(DI/GFP+)/(HSA+/NI) (résultats de 3 expériences indépendantes).
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IV. Mécanisme d’action de Rev dans l'interférence

Notre dernier objectif était de déterminer comment Rev interfere avec une seconde
infection. Nous avons émis I'hypothése que Rev devait agir soit directement, soit par
I'intermédiaire de cofacteurs cellulaires contre le deuxiéme virus, ou alors I'expression de Rev
dans les cellules pourrait induire certains facteurs cellulaires visant le virus.

Sachant que Rev interfere avec la seconde infection entre la fin de la transcription inverse et
I'intégration et probablement a une étape post-entrée nucléaire, cela nous a permis de cibler
plus spécifiquement certains mécanismes qui pourraient étre impliqués dans I'interférence.

A- Implication des génes accessoires

Pour comprendre comment Rev interfére avec le second virus, nous avons mesuré

I'implication des genes accessoires dans ce phénomeéne. Pour cela, nous avons regardé si Rev
pouvait interférer avec un lentivirus, délété de tous les génes accessoires du VIH-1. Puisque les
lentivirus dont nous disposons expriment seulement la protéine GFP, nous n’avons pas pu
mesurer 'interférence en infectant nos lignées MT4R5 transduites car elles expriment aussi la
GFP.
Des cellules MT4R5 ont été infectées avec un premier virus exprimant soit toutes les protéines
virales, soit juste la protéine Tat ou les protéines Tat et Rev (Remion et al., 2016). Ces virus
expriment également la protéine HSA. 24h aprés, une deuxieme infection a été faite soit avec un
virus entier ou alors avec un vecteur lentiviral (exprimant tous les deux la GFP). Le pourcentage
de cellules simplement infectées (HSA ou GFP) et doublement infectées (HSA+GFP) est ensuite
mesuré par cytométrie en flux. L'interférence virale est évaluée par calcul des Odds Ratio selon
la formule :

(&z5)
GFP
OR = HSA

NI

Une réduction de la valeur de I'OR signifiant la mise en place d’'un phénomene d’interférence
virale (Remion et al., 2016).

Dans la Figure 61A, la deuxieme infection a été faite avec un virus sauvage NL4-3 exprimant
la GFP. On observe un plus faible OR lorsque les cellules ont été infectées en premier par un
virus sauvage ou exprimant Tat et Rev par rapport au virus exprimant seulement Tat. Cela
signifie que I'expression de Rev est requise pour interférer avec la seconde infection. On observe
aussi que lorsque les cellules sont infectées en premier avec un virus sauvage, il y a plus
d’interférence que lorsque l'infection a été faite avec le virus exprimant juste Tat Rev. Ceci est
tres probablement di a I'expression par ce premier virus des protéines Env, Nef et Vpu qui
entrainent la sous-expression du récepteur CD4 induisant une plus forte inhibition de la seconde
infection. Lorsque la seconde infection est faite avec un lentivirus, on observe également un plus
faible OR lorsque les cellules ont été infectées en premier avec le virus sauvage ou exprimant Tat
et Rev par rapport au virus exprimant seulement Tat. Le lentivirus n’est pas plus inhibé lorsque la
premiére infection est faite avec un virus sauvage qu’avec le virus Tat Rev car il porte une
enveloppe du virus VSV et n’est donc pas affecté pas la sous-expression du récepteur CD4
(Figure 61B).

Ces résultats nous montrent que la protéine Rev seule est capable d’interférer avec une
infection faite par un lentivirus. La particule lentivirale ne porte pas et n’encode pas Tat, Rev,
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Figure 62 : Mesure de I'inhibition par Rev sauvage ou mutée de différentes souches du VIH-1.

Les cellules MT4R5 non transduites ou exprimant Rev sauvage ou mutée ont été infectées avec la méme dose
de virus NL4-3 (A) et Bru (B). 24h post-infection, les cellules ont été traitées avec 10 uM de névirapine. Le
pourcentage de cellules infectées a été mesuré par cytométrie en flux aprés marquage intracellulaire de la
protéine Gag (résultats de 3 expériences indépendantes) (NL4-3 : **** p < 0.05 comparé au non transduit,
Anova.).
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Figure 63 : Alignement des séquences de la capside des virus NL4-3, Bru et du lentivirus (R8.74).

Un alignement des séquences des capsides de ces trois souches virales a été fait sur ClustalQ.
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Figure 64 : Mesure de I'inhibition par Rev sauvage ou mutée d’un virus NL4-3 portant la mutation N74D dans
sa capside.

Les cellules MT4R5 non transduites ou exprimant Rev sauvage ou mutée ont été infectées avec la méme dose
de virus NL4-3N74D. 48h post-infection, le pourcentage de cellules infectées a été mesuré par cytométrie en
flux apres marquage intracellulaire de la protéine Gag (résultats de 3 expériences indépendantes).
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Nef, Vif, Vpu ou Vpr. De plus, elle porte une enveloppe du virus VSV. Ceci nous indique
gu’aucune des protéines régulatrices et accessoires n’est la cible de Rev dans l'interférence. Il
est donc trés probable que Rev agisse contre les protéines Gag et/ou Pol du second virus.

B- Rev interfere avec le VIH-1 de maniére souche dépendante

Nous nous sommes ensuite demandé si d’autres souches du VIH-1 étaient sensibles a
I'inhibition causée par Rev. Nous avons infecté les différentes lignées MT4R5 Rev avec la souche
virale Bru et mesuré l'interférence par cytométrie en flux aprés marquage de la protéine Gag.
Alors que Rev et son mutant M12/14 entrainent une réduction d’environ 50% de I’expression de
Gag pour la souche NL4-3, on n’observe pas d’inhibition de I'infection lorsque les cellules sont
infectées avec la souche Bru (Figure 62A et B). En effet, on remarque exactement le méme
pourcentage de cellules infectées dans les cellules exprimant Rev par rapport a celles portant le
vecteur Rev-. Le mutant M12/14 n’entraine pas non plus de baisse de I'expression de Gag. La
souche Bru est résistante a l'interférence provoquée par Rev.

C- La capside virale est un déterminant de la susceptibilité a
I'interférence médiée par Rev

Nous avons réalisé des alignements de séquences des protéines codées par Gag et Pol des

virus NL4-3 avec celle de la souche Bru mais également celle du plasmide R8.74, nous ayant
permis de produire le lentivirus sensible a la restriction induite par Rev. Ceci nous a permis
d’identifier quelques différences dans Bru, par rapport aux deux autres virus, potentiellement
impliquées dans la résistance a l'interférence (Figure 63). Etant donné que cette interférence
agit au moment de I'import et/ou I'intégration, qu’elle est souche spécifique et que les cibles de
Rev dans le second virus sont trés probablement Gag et/ou Pol, la capside virale nous a paru étre
un tres bon candidat comme étant la cible de Rev.
En effet, la capside est une des protéines virales essentielles lors des étapes d’import nucléaire
et d’intégration car elle interagit avec différents facteurs cellulaires. De plus, c’est la cible de
plusieurs facteurs de restriction bien connus. Nous avons trouvé deux mutations dans la capside
de Bru qui pourraient étre responsables de cette perte de restriction (H120N et G208A) (Figure
63). En effet, il a été montré que la mutation G208A conferait au virus une résistance a Mx2 (Liu
et al., 2015).

Afin de confirmer le réle de la protéine de capside dans cette interférence virale, nous
avons regardé si un virus NL4-3 portant une seule mutation dans sa capside (N74D) qui le rend
incapable de se fixer au facteur CPSF6 et résistante a Mx2 était sensible a la restriction de Rev.
Dans ces expériences, les cellules transduites avec Rev+ et Rev- sont moins susceptibles a
I'infection que les cellules non transduites. La réduction étant similaire entre les cellules Rev+ et
Rev-, 'expression de la protéine Rev ne semble pas inhiber I'infection de ce virus (Figure 64). De
plus, le mutant M12/14 montre le méme taux d’expression de Gag que les cellules non
transduites. Nos résultats suggerent qu’une seule mutation dans la capside affectant la fixation
de CPSF6, un facteur cellulaire impliqué a la fois dans I'import et I'intégration, mais également
impliquée dans la résistance a Mx2 est donc suffisante pour ne plus observer d’inhibition par
Rev. L’'ensemble de ces résultats suggerent que la cible de I'interférence médiée par Rev soit la
capside du deuxieme virus.

Afin d’identifier une signature de la susceptibilité a Rev dans la capside du VIH-1, nous
avons testé la capacité de Rev a interférer avec une série d’isolats viraux. Les cellules non
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Figure 65 : Mesure de l'interférence virale médiée par Rev dans différents isolats du VIH-1.

Les cellules MT4R5 non transduites ou exprimant Rev sauvage, Rev- ou le mutant M12/14 ont été infectées
avec la méme dose de virus HxB2, STCOR1, CHO77, CHO40 ou Ad17. 24h post-infection, les cellules ont été
traitées avec 10 uM de névirapine. Le pourcentage de cellules infectées a été mesuré par cytométrie en flux
apres marquage intracellulaire de la protéine Gag (résultats de 1, 2 ou 3 expériences indépendantes selon la
souche virale).
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Figure 66 : Alignement des séquences de la matrice et de I'intégrase des différentes souches virales.

Un alignement des séquences des matrices (A) et des intégrases (B) des souches virales NL4-3, HxB2, CH077,
STCOR1, Bru, Ad17 et CHO40 a été fait sur ClustalQ. Les virus sensibles a la restriction médiée par Rev sont
surlignés en jaune.
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transduites, exprimant la protéine Rev sauvage, tronquée ou le mutant M12/14 ont été infectées
avec les souches virales suivantes : HxB2, STCOR1, CH040, CHO77 et Ad17 (Figure 65). Puis nous
avons mesuré le niveau d’expression de la protéine Gag en cytométrie en flux.

Les résultats montrent que les souches HxB2, STCOR1 et CHO77 semblent sensibles a la

restriction causée par Rev, avec une diminution de I'expression de Gag dans les cellules
exprimant la protéine Rev sauvage et le mutant M12/14 par rapport aux cellules non transduites
ou exprimant la protéine Rev défective. En revanche, les souches Ad17 et CHO40 semblent
résistantes a la restriction de Rev comme la souche Bru.
De maniére surprenante, nous avons observé que deux virus (Bru et HxB2), dont la séquence de
la capside est identique, sont I'un résistant et l'autre sensible a l'interférence médiée par Rev.
Ces résultats impliguent I'existence d’autres déterminants, en plus de la capside, dont le role est
attesté par le phénotype du virus NL4-3 présentant la mutation N74D dans sa capside.

Etant donné que nos résultats montrent que I'étape affectée est I'import nucléaire ou
I'intégration, nous avons comparé les séquences des protéines virales directement impliquées
dans ces étapes des différentes souches. En plus de la capside, trois protéines virales sont
impliquées dans I'import nucléaire, méme si leur rbéle reste controversé : la matrice, Vpr et
I'intégrase (Riviere et al., 2010).

Au niveau de la matrice, deux signaux de localisation nucléaire ont été identifiés dans les
régions N et C-terminales (Haffar et al., 2000). A partir de I'alignhement, nous avons remarqué
gu’une lysine est souvent remplacée par une glutamine dans le premier NLS, mais cette
mutation ne distingue pas les virus sensibles des résistants (Figure 66A). La seconde séquence
NLS, située en C-terminal, est quant a elle trés conservée entre les souches. L'alignement des
séquences ne permet pas de mettre en évidence une ou plusieurs mutations permettant de
distinguer les virus sensibles des résistants. Nous avons cependant remarqué des différences a
I'extrémité C-terminale, dans laquelle le nombre et la position des sérines different entre les
souches. Cette portion C-terminale de la matrice (hélice 5) ne fait pas partie de la « téte »
globulaire (hélices 1 a 4) et pointe vers le core viral. Les phosphorylations des résidus sérines et
de la tyrosine C-terminale de la matrice ont été montrées comme pouvant étre impliquées dans
I'import nucléaire du PIC, mais leur réle respectif n’est pas totalement élucidé (Kaushik and
Ratner, 2004).

Concernant la protéine Vpr, qui n’a pas de séquence NLS classique mais est une protéine
nucléophile, un réle dans I'import nucléaire a été proposé. Cependant, Vpr n’est pas strictement
nécessaire pour l'import nucléaire. En effet, le vecteur lentiviral que nous avons utilisé en est
dépourvu et sa sensibilité a Rev ne peut donc pas étre due a Vpr. De plus, en alignant les
séquences de Vpr des différentes souches, nous n’avons pas observé de mutations qui
pourraient expliquer les différences de susceptibilité des différentes souches a Rev.

L'intégrase joue un role dans l'import nucléaire et est responsable de l'intégration. La
comparaison des séquences des virus sensibles et résistants ne montre pas de différences
consistantes pouvant expliquer les différences des phénotypes (Figure 66B). De méme, les trois
séquences de l'intégrase, proposées par I'équipe d’Abraham Loyter (Levin et al., 2009b),
supposées interagir avec Rev sont strictement identiques entre les souches NL4-3 et Bru
(sensible et résistante). Il est cependant possible que des cibles différentes soient affectées par
Rev selon les souches virales. Seule la construction de virus chiméres avec des échanges d’une
protéine (ou de combinaison) entre un virus résistant et sensible permettra d’identifier les
domaines impliqués. C’'est dans cette direction que nous poursuivrons nos travaux.
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Projets collaboratifs

Au cours de ma these, j'ai également participé a plusieurs études réalisées dans mon
laboratoire ou en collaboration avec des équipes extérieures (manuscrits en annexes).

Dans I'étude des mécanismes de coinfection dans laquelle notre laboratoire a de
I’expertise, nous travaillons en collaboration avec I'’équipe du Professeur Iwami de I'université de
Kiushu (Japon) qui développe des modeles mathématiques s’appliqguant a des phénomenes
biologiques. Cette collaboration nous a permis de publier récemment deux articles dans des
revues scientifiques pour lesquels jai réalisé des expériences de coinfection virale. Les données
ont été analysées avec des modeles mathématiques développés par I'équipe du Professeur
Iwami, ce qui a permis d’extrapoler des données qu’il serait trés difficile de produire
expérimentalement.

La premiere étude a laquelle jai participé, publiée dans la revue Scientific Reports (Ito et al.,
2017), portait sur I’analyse de I'hétérogénéité de la susceptibilité des cellules lors de coinfection.
En effet, il avait précédemment été démontré que les événements de coinfection cellulaire se
produisent plus fréquemment gu’attendu pour des infections indépendantes et ne suivent pas
une distribution aléatoire. Des approches de modélisation mathématique avaient proposé que
ce caractéere non aléatoire pouvait étre expliqué par des différences de susceptibilité des cellules
cibles (Dang et al.,, 2004). Notre étude a permis de développer un nouveau modeéle
mathématique quantitatif plus détaillé que les modéles préexistants. En particulier, les
différences de susceptibilité sont prises en compte dans un continuum, au lieu de considérer des
sous-populations cellulaires avec des susceptibilités données (100%, 80%, 60%...) comme dans
les études précédentes.

La deuxiéme étude réalisée avec I'équipe du Professeur lwami, publiée dans la revue
Journal of Theoretical Biology (Ito et al., 2018) portait sur la caractérisation de I’hétérogénéité de
ces cellules. Ainsi, par le développement d’un autre modéle mathématique, ces analyses ont mis
en évidence que l'existence de deux sous-populations de cellules cibles de sensibilitées
différentes suffirait pour expliquer les résultats expérimentaux. En effet, les coinfections virales
auraient principalement lieu dans une seule de ces sous-populations cellulaires (98,3 % des
cellules coinfectées proviendraient de la sous-population la plus sensible). Cette approche
mathématique et expérimentale a également permis d’extrapoler la dynamique des coinfections
et de montrer que celles-ci se produisent trés rapidement apres |’exposition au virus.

Notre équipe travaille également en collaboration avec I'équipe du Docteur Miguel
Castanho de I'Institut de Médecine Moléculaire de Lisbonne (Portugal). Cette équipe a
récemment développé deux peptides dérivés de la protéine de capside du virus de la Dengue
ayant un pouvoir inhibiteur contre le VIH-1. Cette collaboration visait a étudier I'efficacité de ces
deux peptides et identifier par quels mécanismes ils inhibaient la réplication virale. Pour cette
étude, j’'ai testé I'efficacité des deux peptides contre de nombreuses souches virales et j’ai ainsi
pu observer qu’ils inhibaient uniquement les virus ayant un tropisme X4, suggérant un
mécanisme lié a I'inhibition de I'entrée du virus. J’ai donc effectué des tests de fusion virale
permettant de confirmer que ces peptides inhibent cette étape du cycle viral et seulement pour
les virus X4. Par des techniques de cytométrie en flux, j’ai également montré que ces peptides se
liaient de maniére spécifique au corécepteur CXCR4 modifiant sa structure mais sans induire son
internalisation. Ces peptides ont I'avantage de présenter une IC50 de I'ordre du nanomolaire. De
plus, ces peptides possedent une longue demi-vie dans le sérum humain (supérieure a 6h) et une
faible toxicité. L’étude a également montré que I'un des peptides agissaient comme agoniste de
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CXCR4 et l'autre comme antagoniste. L'article présentant les résultats de cette étude est
actuellement en révision dans la revue ACS Infectious Diseases, et un brevet a été déposé pour
I'un des peptides.

J'ai également participé a une étude réalisée dans mon laboratoire portant sur la
caractérisation des virus compétents pour la réplication, issus du réservoir viral de personnes
vivant avec le VIH-1 et traitées par cART. Grace a une technique permettant I'expression des
virus en latence dans des lymphocytes quiescents (VOA pour Viral Outgrowth Assay), notre
laboratoire a mené une étude génotypique et phénotypique de ces virus. Nous avons ainsi pu
montrer que la diversité du réservoir compétent reflete celle présente au début du traitement.
Ainsi, une mise sous traitement rapide apres infection permet de réduire cette diversité. De plus,
la durée de traitement ne semble pas impactée la diversité du réservoir viral. Pour cette étude,
j’ai participé a la mise en place des protocoles expérimentaux et a la formation des collégues
impliqués dans ce projet. Cet article devrait étre soumis dans une revue scientifique tres
prochainement.
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Partie 1 : Etude de I'activité antivirale des différents sous-types
d’IFN-a lors d’une infection VIH-1

Les IFN-a sont une grande famille de cytokines de I'immunité innée. Il en existe 12 sous-
types différents chez ’'Homme. Ils ont de forte homologie (75 a 99% d’identité de séquence au
niveau protéique) et sont trés proches structurellement. Plusieurs études ont mis en évidence le
réle antiviral de I'IFN-a in vitro mais aussi in vivo ainsi que sa participation au controle de la
virémie dans les phases précoces de l'infection. Il a notamment été montré que bloquer la
signalisation IFN-a chez des macaques rhésus en primoinfection conduisait a une diminution de
I'expression de génes antiviraux, une augmentation de la taille du réservoir et une déplétion
accélérée des lymphocytes T CD4, ceci conduisant a une progression plus rapide vers le stade
SIDA (Sandler et al.,, 2014a). Au contraire, I"administration précoce d’IFN-a2 entraine une
surexpression de genes antiviraux et limite I'infection systémique. Cependant, il a été montré
chez le macaque rhésus que le traitement continu a I'lFN-a2 induit une désensibilisation a celui-
ci, ce qui conduit a une diminution du nombre de lymphocytes T CD4 et une augmentation de la
taille du réservoir (Sandler et al., 2014b).

Lors de la phase aigué de l'infection par le VIH-1, on observe une forte production d’IFN-a
(Stacey et al., 2009). Cependant, il a été montré que l'infection SIV de macaques par le tractus
génital conduisait a une trés forte induction de cytokines proinflammatoires, ce qui favoriserait
la dissémination virale, et la production d’IFN de type | arriverait trop tard pour empécher la
réplication et la dissémination virale (Abel et al., 2005). En revanche, la persistance de la
production d’IFN-a pendant la phase chronique est associée a un dysfonctionnement et une
déplétion des lymphocytes T CD4 et correle avec une progression rapide de la maladie (Harris et
al., 2010). La plupart de ces études mesurent la production de la globalité des IFN-a et non la
proportion de chaque sous-type spécifiquement en raison des échantillons trés rares en primo-
infection. De plus, les IFN-a étant trés proches au niveau de leur séquence, il est difficile de les
discriminer de maniére spécifique. Une étude in vitro a montré que l'infection de cellules
dendritiques plasmacytoides (principales cellules productrices d’IFN-a) par le VIH-1 conduisait a
une forte production d’IFN-a. Cependant les sous-types qui semblent les plus induits par
I'infection sont également parmi les moins puissants pour inhiber la réplication du virus. Les
auteurs ont observé une corrélation inverse entre les niveaux d’induction des différents sous-
types d’IFN-a par les pDC et leur puissance anti-virale contre le VIH-1 (Harper et al., 2015).

Bien que I'existence des 12 sous-types d’IFN-a soit connue depuis des années, la plupart des
études sur les IFN-a se sont longtemps focalisées sur le sous-type 2 qui est toujours le seul sous-
type utilisé en clinique. L'étude des 12 sous-types est assez récente et remonte aux dix derniéres
années. Plusieurs études sur l'inhibition du VIH-1 par les 12 sous-types ont montré qu'’ils
présentent des potentiels antiviraux différents face au VIH in vitro et in vivo dans des modéles
animaux. Ces études ont notamment montré que le sous-type 14 était le plus puissant a inhiber
la réplication du VIH-1 (Lavender et al., 2016 ; Harper et al., 2015) et que I'l[FN-a2 avait des effets
plus modérés. Cependant, la plupart de ces études, apres une comparaison de tous les sous-
types, se sont focalisées sur un nombre limité d’IFN-a, probablement dans le but de simplifier
leurs expériences. Nous avons choisi d’étudier, de facon systématique, I'effet de tous les sous-
types afin de mieux évaluer leur rble respectif. Notre étude visait a approfondir I'effet des
différents sous-types sur le cycle de réplication virale et notamment au niveau de chaque étape
afin de mieux décrypter leur mode de fonctionnement. De plus, nous avons réalisé une analyse
du transcriptome des IFN-a afin d’évaluer le role des facteurs induits dans I'inhibition de ces
étapes.

Nos résultats montrent que les différents sous-types d’IFN-a présentent des puissances
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d’inhibition différentes du VIH-1. Comme la plupart des études sur les différents sous-types,
nous avons observé que I'lFN-al4 était le plus puissant dans I'inhibition de la réplication du VIH-
1. De méme, nous avons également observé que I'IFN-al, qui lie avec une faible affinité les
récepteurs, était le plus faible (Harper et al., 2015 ; Lavender et al., 2016 ; Abraham et al., 2016).
Nos résultats montrent aussi que les différentes étapes du cycle viral sont affectées par les IFN-a
et ce de maniere différente. Nous avons notamment vu que I'entrée virale était fortement
inhibée par tous les sous-types d’IFN-a et avec des niveaux d’inhibition assez proches. Cette
inhibition de I'entrée virale est trés probablement associée a I'induction des protéines IFITM. De
plus, nos résultats montrent que I'entrée virale de la souche de tropisme X4 (NL4-3) est plus
sensible aux IFN-a que la souche de tropisme R5 (NLAd8). Il a été décrit dans la littérature que
les virus R5 étaient plus sensibles a la protéine IFITM1, qui est exprimée a la surface de la
membrane plasmique, alors que les virus X4 semblent plus sensibles aux protéines IFITM2 et 3
majoritairement exprimées dans les endosomes (Foster et al.,, 2016). Nous observons une
corrélation entre I'inhibition de I’'entrée virale du virus NLAd8 et le niveau d’induction d’IFITM1.
Afin d’évaluer le role de la protéine IFITM1 dans I'inhibition de I’entrée virale, nous envisageons
de réaliser des expériences d’inhibition de son expression aprés traitement aux IFN-a. Ceci nous
permettrait de mesurer son impact sur I'entrée virale des souches R5 et X4.

Les étapes post-entrée sont inhibées par tous les sous-types d’IFN-a, mais cette fois-ci avec
des puissances différentes. Nos résultats montrent que I'IFN-al4 est le plus puissant dans
I'inhibition de ces étapes. Les IFN-al0, 6, 8, 16 et 17 présentent également un fort potentiel
inhibiteur. Les autres sous-types montrent des effets plus modérés. Nous observons que le
facteur de restriction SAMHD1 n’est pas induit dans les cellules traitées aux IFN-a quelque soit le
sous-type utilisé. Cependant, ce facteur est principalement exprimé dans les cellules qui ne sont
pas en division et a été montré comme inductible par I'lIFNy (Valverde-Estrella et al., 2020). De
plus, I'activité de SAMHD1 est dépendante de son état de phosphorylation, donc son niveau
d’expression n’est pas le seul marqueur de son activité antivirale (White et al., 2013). En
revanche, le facteur TRIM5a est induit par les sous-types et ce de maniére plus ou moins forte. Il
est admis que les protéines TRIM5a de certaines espéces de primates sont beaucoup plus
efficaces pour inhiber I'infection VIH-1 que la protéine TRIM5a humaine (Stremlau et al., 2006 ;
Sakuma et al., 2007). Cependant, la protéine TRIM5a humaine est quand méme efficace, dans
une plus faible proportion, pour inhiber la réplication virale (Battivelli et al., 2010). Une étude
récente a montré que le VIH-1 utilise le facteur CypA pour échapper a la reconnaissance de la
capside par TRIM5a. Ainsi, en absence de CypA, Trim5a est capable d’inhiber la réplication virale
(Kim et al., 2019). De plus, les IFN-a stimuleraient I'immunoprotéasome, ce qui favoriserait le
renouvellement du facteur TRIM5 et augmenterait son efficacité (Jimenez-Guardeio et al.,
2019). Dans nos expériences, nous observons une corrélation entre I'inhibition de la
transcription inverse et le niveau d’induction de TRIM5a par les différents sous-types.
Cependant, pour confirmer le réle de cette protéine dans la restriction de cette étape nous
prévoyons d’inhiber son expression apres traitement aux IFN-a.

Nous avons également observé que le facteur Mx2 était trés fortement induit par les IFN-
al4d, 8 et 2. Ce niveau d’induction semble correspondre aux résultats que nous observons
lorsque nous comparons la quantité d’ADN viral présente a 7h et 24h post-infection. En effet,
pour I'lFN-a2, qui semble peu efficace dans I'inhibition des étapes jusqu’a la transcription
inverse, on observe une tres faible quantité d’ADN viral a 24h post-infection. Cette observation
suggere que Mx2 aurait bloqué lI'import et/ou l'intégration de I’ADN viral, facilitant sa
dégradation, notamment par le facteur TREX1 qui est fortement induit par tous les sous-types
d’IFN-a et est connu pour dégrader I’ADNsb et ’ADNdb dans le cytoplasme (Yan et al., 2010). On
observe des résultats similaires pour I'lFN-a8. Pour confirmer cela, nous pourrions mesurer le
nombre de cercles a 2 LTR dans les cellules traitées ainsi que le nombre de génomes intégrés.
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Cependant, au vu de la restriction trés puissante sur les étapes en amont, la mesure des cercles a
2 LTR serait a risque d’artéfacts. De méme I'inhibition du facteur Mx2 permettrait de clarifier son
role.

Linhibition des étapes plus tardives du cycle viral a été moins étudiée, exception faite pour
les études qui portent sur I'étape de bourgeonnement. Actuellement quelques facteurs ont été
montrés comme pouvant affecter la transcription et la traduction virale du VIH-1. On retrouve
parmi eux TRIM22 qui empéche la liaison du facteur de transcription Spl au promoteur LTR et
bloque la transcription des génes viraux et SLFN11 qui modifie le pool d’ARNt et bloque la
synthése des protéines virales (Li et al., 2012 ; Turrini et al., 2015). Dans nos expériences, nous
observons une baisse significative de la quantité totale de protéine p24. Cependant, la réduction
de la quantité de protéine p24 peut résulter a la fois de I'inhibition de la transcription, de la
traduction et probablement de la maturation virale, car le précurseur immature est moins bien
reconnu par les tests ELISA. Ceci ne nous permet donc pas d’évaluer spécifiquement I'impact des
IFN-a sur chacune de ces étapes précises. Nous observons que la protéine TRIM22 est induite
par tous les sous-types d’IFN-a. En revanche, le niveau d’expression de Schlafen 11 ne varie pas
aprés traitement avec les différents sous-types d’IFN-a. Des expériences complémentaires
pourraient nous permettre de mieux décrypter les effets de chaque sous-type au niveau de ces
étapes tardives. Par exemple, une quantification des ARN viraux transcrits aprés intégration
permettrait de mesurer le niveau de transcription virale. De méme un Western Blot de la
protéine Gag pourrait nous renseigner sur le niveau d’expression de celle-ci ainsi que sur sa
maturation.

Nos résultats montrent que le bourgeonnement des virions n’est que peu voire pas affecté
par les IFN-a. Certains facteurs comme BST2 et ISG15 ont été montrés comme inhibant I'étape
de bourgeonnement (Neil et al., 2008 ; Pincetic et al., 2010). Cependant, il a été montré que le
facteur BST2 est contrecarré par la protéine virale Vpu, qui est exprimée par le virus sauvage
utilisé dans nos expériences. L'ISG15 est induite par tous les sous-types d’IFN-a. En revanche,
nous n’avons pas observé de corrélation entre I'inhibition de I'étape de bourgeonnement et le
niveau d’induction d’ISG15. Il est possible que notre test ELISA détecte moins bien les formes
immatures de Gag, ce qui pourrait fausser les résultats. Cependant, on peut supposer que ce
défaut de détection soit équivalent dans les deux fractions (cellulaire et extracellulaire). Nous
pourrions tester |'efficacité de détection de notre test ELISA en mesurant les quantités de virions
formés en présence et en absence d’un inhibiteur de protéase ou analyser par Western Blot
(semi quantitatif) les deux fractions. La encore, la reconnaissance par les anticorps pourrait étre
différente pour la forme mature et immature.

Nous avons également mesuré l'infectivité des virons produits en présence d’IFN-a avec un
systeme de cellules rapportrices, les cellules TZM-bl. Avant infection, les surnageants ont été
dilués afin d’obtenir la méme concentration de virus pour toutes les conditions (en ng de p24).
Ceci nous a également permis de diluer les IFN-a encore présents dans les surnageants a
guelques picogrammes par mL, une dose négligeable pour avoir des effets sur les cellules TZM-
bl. Les défauts d’infectivité des virions résultent tres probablement de lincorporation de
certaines protéines, telles que les IFITM, dans la membrane virale au moment du
bourgeonnement (Tartour et al., 2014 ; Compton et al., 2014). Ces protéines incorporées
diminueraient I'efficacité de fusion lors du cycle de réplication suivant. lls pourraient également
résulter de modifications post-traductionnelles ou d’un défaut de maturation des virions. La
protéine APOBEC3G pourrait également jouer un réle en inhibant la transcription inverse.
Cependant, nous observons qu’APOBEC3G n’est pas induite par les différents sous-types. De
plus, notre virus code pour la protéine virale Vif qui est capable de la contrecarrer.

La puissance d’inhibition totale d’'un IFN est donc associée a I'addition de ses puissances
d’inhibition de chaque étape du cycle viral. Ainsi, I'IFN-al14 est I'IFN le plus puissant car il est
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capable d’inhiber fortement chaque étape du cycle viral. En revanche, les autres IFN peuvent se
montrer efficaces sur certaines étapes mais moins sur d’autres, les rendant moins puissants dans
I'inhibition de la réplication virale. Par exemple, I'lIFN-a16 est trés puissant dans I'inhibition des
étapes jusqu’a la rétrotranscription et I'expression des protéines mais n’a pas ou peu d’effet sur
le bourgeonnement et l'infectiosité des virions formés. Grace a I'étude du transcriptome, nous
avons observé que la puissance d’inhibition des sous-types d’IFN-a est associée au niveau
d’induction des facteurs de restriction du VIH-1. En effet, les sous-types les plus efficaces dans
I'inhibition de la réplication virale sont également ceux qui induisent le plus fortement ces
facteurs de restriction. Notamment, I'lFN-a14 est capable d’induire le plus puissamment les
protéines IFITM1, Mx2, TRIM5a et BST2. A I'inverse, L'IFN-al, qui est le moins puissant, n’induit
moins voire pas |'expression de ces ISG.

Dans notre étude du transcriptome, nous avons observé que certains ISG n’étaient pas
induits. Par exemple, SLFN11 est transcrit au méme taux quelque soit le traitement. Cependant,
un haut niveau d’expression de SLFN11 dans les lymphocytes T CD4 a été décrit comme
corrélant avec un contrdle de la réplication chez les patients (Abdel-Mohsen et al., 2013). Une
étude a montré que |'expression de SFLN11 était transitoire apres traitement aux IFN (Puck et
al., 2015). Notre transcriptome mesure I'expression génique 24h post-traitement, ainsi il est
possible que SFLN11 ne soit plus exprimé a ce temps apres traitement. Cependant, cette étude a
également montré que des cellules MoDC infectées avec virus HRV14 présentaient un fort
niveau de SLFN11 dés 4h post-infection, avant production d’IFN-a et que celui-ci était maintenu
a 24h. En revanche, I'expression des autres protéines SLFN était faible a 4h post-infection et
fortement boostée a 24h, probablement par la production d’IFN. Il est possible que le traitement
aux IFN ne soit pas assez puissant pour induire son expression de maniére stable et que
I'infection elle-méme permettrait de booster son expression. Ainsi, SLFN11 serait vraiment
exprimé dans les cellules infectées car elles auraient détecté le virus mais ceci ne serait pas
visible au transcriptome.

Nous n’observons pas non plus I'induction d’APOBEC3G. Cependant, il avait déja été montré
gue son induction était dépendante du type cellulaire. En effet, le traitement aux IFN-a entraine
I'induction d’APOBEC3G dans des lymphocytes T CD4 quiescents, dans des macrophages et des
cellules dendritiques (Chen et al., 2006 ; Sarkis et al., 2006 ; Wang et al., 2008) mais pas dans des
lymphocytes T CD4 activés (Refsland et al., 2010; Harper et al., 2015). En revanche, bien
gqu’APOBEC3G ne soit pas plus fortement exprimé, il a été montré que le traitement aux IFN-a
(par les sous-types 1 et 8) dans des lymphocytes activés entrainait quand méme une
augmentation des hypermutations, suggérant que I'activité d’APOBEC3G n’est pas entierement
associée a son niveau d’induction. De maniére intéressante, les auteurs ont remarqué que les
mutations typiquement induites par APOBEC3G étaient aussi fréquentes aprées traitement par le
sous-type 1 que par le sous-type 8 (Harper et al., 2015).

Nous avons réalisé la majorité de nos expériences dans une lignée lymphocytaire, les
cellules MT4R5. Nous avons choisi cette lignée car elle est susceptible a I'infection par le VIH-1.
De plus, elle répond aux IFN-a de maniére assez similaire aux lymphocytes primaires (Lepelley et
al.,, 2011). Cependant, nous avons conscience que ce modele reste peu physiologique. Par
exemple, nous n’avons pas observé d’effet des IFN-a sur la prolifération cellulaire et I'apoptose
des cellules MT4R5, contrairement aux lymphocytes primaires. Nous avons néamoins observé
qgue la hiérarchie des puissances d’inhibition des différents sous-types d’IFN-a était conservée
dans les cellules MT4R5 et les lymphocytes primaires, suggérant le méme profil d’induction de
génes antiviraux. Des expériences complémentaires nous permettront d’évaluer le réle de
certains facteurs dans l'inhibition d’étapes précises du cycle et seront confirmées ultérieurement
dans des lymphocytes primaires. De méme, 'analyse du transcriptome induit par chaque IFN-a
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pourrait nous permettre d’identifier de nouveaux facteurs de restriction induits spécifiquement
par certains sous-types. Par exemple, le facteur Mx2 a été découvert car il est fortement induit
par le sous-type 2 (et les sous-types 8 et 14) mais pas par les autres IFN-a. Il existe probablement
d’autres effecteurs induits par les autres sous-types qui n’ont pas encore été identifiés. Notre
analyse du transcriptome, des effets au niveau de chaque étape du cycle viral et la littérature
vont nous permettre de sélectionner de bons candidats comme potentiels facteurs de
restriction.

Le role de chaque sous-type d’IFN-a ainsi que leur mode d’induction des ISG restent encore
sujets a débats. En effet, tous les sous-types d’IFN-a ainsi que les autres IFN de type | se lient au
méme récepteur, le dimeére IFNAR1/IFNAR2 et élicitent la voie d’activation Jak/STAT. Certaines
études suggerent que I'affinité des IFN pour les deux sous-unités du récepteur ainsi que les sites
d’intéraction avec le récepteur pourraitent étre responsables de ces différences de potentiel. En
effet, les sous-types 8, 6 et 14, qui ont la plus forte affinité pour IFNAR2, sont également parmi
les IFN-a les plus puissants dans I'inhibition du VIH-1 (Harper et al., 2015). Il a été suggéré que
I’affinité des IFN-a a la sous-unité IFNAR1 du récepteur serait liée a 'activité anti-proliférative et
que I'affinité a la sous-unité IFNAR2 serait liée a I'activité antivirale (Lavoie et al., 2011). Il serait
intéressant de vérifier si les IFN-a qui ont une plus grande affinité pour IFNAR1 induisent plus
fortement I'expression d’ISG impliqués dans la prolifération cellulaire et si ceux qui présentent
une plus forte affinité pour IFNAR2 induisent plus I'expression de génes antiviraux connus.

Il a également été montré que les différents sous-types d’IFN-a ainsi que la dose
administrée pouvaient conduire a I'activation de différents membres de la famille des STAT et
MAPK. De plus, cette activation serait dépendante du type cellulaire et entrainerait des réponses
antiprolifératives, antiapoptotiques et antivirales différentes (Fasler-Kan et al., 1998 ; Cull et al.,
2003 ; Moll et al., 2011). Par exemple, dans des cellules J2E, il a été montré que tous les sous-
types d’IFN-a sont capables d’activer STAT2. De faibles concentrations d’IFN-al, 2, 4 et 5
entrainent une phoshorylation de STAT1 et de fortes doses d’IFN-al et 4 activent STAT5a et
STAT5b (Cull et al., 2003). Ceci conduirait a une régulation différente des ISG.

Enfin, le niveau d’expression du récepteur IFNAR a la membrane plasmique régulerait les
effets antiprolifératifs des IFN dans des cellules cancéreuses et des tumeurs solides (Wagner et
al., 2004). Il a été montré que dans des cellules exprimant peu de récepteurs a leur surface, I'lIFN-
B, qui a une plus forte affinité pour le récepteur, est plus puissant que I'lFN-a2 a induire une
activité antiproliférative. En revanche, dans des cellules exprimant abondamment le récepteur,
I'IFN-a2 est aussi puissant voir plus puissant que I'lIFN-B, suggérant que les réponses ne sont pas
dictées uniquement par |'affinité au récepteur mais également par la densité de surface du
récepteur (Moraga et al., 2009).

En contraste avec cette littérature, certaines études suggerent que les différents sous-types
induiraient les mémes effecteurs et que le niveau d’induction pourrait étre égalisé par une plus
grande dose d’IFN-a administrée (Schlaepfer et al., 2019). Ceci est supporté par I'observation
gue le niveau d’induction d’un ISG était dépendant de la dose (Moll et al., 2011). De méme, les
auteurs ont observé que le traitement de cellules avec 3 IFN-a (1, 2 et 4) administrés a une dose
saturante (400 ; 40 et 200 pg/mL respectivement) conduisait au méme niveau d’induction d’ISG.
Nous avons également observé que l'induction du géne de la luciférase dans les cellules HL116
était dose-dépendant et tendait vers un plateau. Cependant, ces observations sont limitées a un
nombre tres restreint d’ISG, et dans notre étude transcriptomique, certains sous-types
« faibles » pour I'induction d’un ISG, étaient de forts inducteurs d’autres ISG. De plus, il n’a pas
été vérifié si le traitement de ces cellules a cette dose saturante d’IFN-a leur conferait les mémes
effets antiviraux (Moll et al., 2011).
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D’autres études suggerent que les IFN-a induisent des effecteurs différents (Cull et al.,
2003 ; Der et al.,, 1998). Notre étude du transcriptome nous montre également que les sous-
types d’IFN-a sont capables d’induire des génes de maniere spécifique. Par exemple, nous
observons que les protéines Mx2 et IFITM3 ne sont pas induits par tous les sous-types d’IFN-a.
De méme, nous observons que chaque sous-type conduit a I'induction d’environ une centaine de
génes, dont environ une quinzaine spécifique a chaque sous-type. Ainsi, méme les sous-types les
plus faibles dans I'inhibition de la réplication du VIH-1 sont capables d’induire certains genes plus
fortement que les IFN plus puissants. Ces résultats montrent aussi que les IFN les plus puissants
n’induisent pas plus de géne que les IFN faibles.

En plus de ce profil d’induction différent, nous observons de grandes variabilités dans les
niveaux d’induction des protéines. Il avait déja été démontré que le traitement de cellules avec
les sous-types 14 et 8 induisait une plus forte expression de Mx2 et BST2 que les sous-types 1 et
2 (Harper et al.,, 2015; Lavender et al.,, 2016), ce que nous avons également observé. En
revanche, ces études suggerent que ce plus fort niveau d’induction est associé a la puissance
antivirale de I'IFN. Nos résultats montrent que bien que les IFN les plus puissants semblent
induire plus fortement la plupart des facteurs de restriction du VIH-1, ce profil n’est pas
universel. En effet, certains effecteurs sont induits plus fortement par des IFN moins efficaces.
Par exemple, I'IFN-a2 induit plus fortement la protéine IFITM1 que I'IFN-a8 qui est plus puissant.
A l'inverse, I'IFN-al4 n’induit pas I'expression de la protéine IFITM2 contrairement a d’autres IFN
moins puissants.

L’'ensemble de ces résultats nous confirme que I'expression des ISG par les différents sous-
types d’IFN-a est un mécanisme trés complexe comprenant différents niveaux de régulation en
plus de ceux déja décrits.

La liaison des IFN-a au récepteur va conduire a la formation d’'un homodimére de STAT1 ou
d‘un hétérodimeére STAT1-STAT2 qui recrutera la protéine IRF9 pour former le complexe ISGF3
(Ilvashkiv and Donlin, 2014). Ces complexes pourront alors activer I’expression des ISG en se liant
a des séquences canoniques (ISRE) présentes dans les promoteurs des ISG (Porter et al., 1988 ;
Levy et al.,, 1988). Cependant, la séquence des promoteurs des ISG ainsi que le niveau
d’accessibilité de la chromatine et la participation de facteurs de transcription restent peu
étudiés et pourraient constituer une importante voie de régulation de la réponse immunitaire
(Csumita et al., 2020). Il a par exemple été montré que les séquences ISRE avaient une certaine
plasticité. De plus, elles ne permettent pas uniquement la fixation du complexe ISGF3. Certaines
séquences ISRE peuvent également recruter le facteur IRF7 et induire I'expression d’ISG en
absence d’IFN (Schmid et al., 2010 ; Andrilenas et al., 2018). Il a également été montré que I'IFN-
a pouvait induire I'expression d’IRF7 ce qui ajouterait un niveau de régulation (Lu et al., 2000).

Ces dernieres années, le développement du séquengage a haut débit a mis en évidence
I’expression de centaines d’ARN longs non codants (ARNInc). Les ARNInc sont des ARN nucléaires
faisant plus de 200 nucléotides et qui ne codent pas pour des protéines (Valadkhan and
Gunawardane, 2016). Bien que décrits depuis longtemps dans la littérature, ils restent trés peu
étudiés. Des études ont montré qu’ils jouaient un role dans de nombreuses fonctions
biologiques (épigénétiques, cancer, différenciation...) notamment en régulant I'expression de
génes environnants (Mercer et al., 2009 ; Rinn and Chang, 2012). Des études récentes suggerent
qgue les ARNInc pourraient avoir un role trés important dans la régulation de la réponse
immunitaire innée et adaptative (Fitzgerald and Caffrey, 2014 ; Heward and Lindsay, 2014). Il a
été montré que I'expression de ces ARNInc était modulée apres infection virale ou traitement a
IlIFN-a2 (Carnero et al., 2014 ; Zhang et al., 2018). Dans ce contexte, les ARNInc pourraient
permettre la régulation de génes antiviraux. Par exemple, il a été montré que I’ARNInc NRAV est
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un régulateur négatif de plusieurs ISG comme IFITM3 et MxA. En cas d’infection par le virus de la
grippe A, il est largement sous-exprimé ce qui permet une inhibition de la réplication virale. Au
contraire, lorsqu’il est exprimé de maniere ectopique, NRAV favorise la réplication du virus
(Ouyang et al., 2014). De la méme facon, il a été montré que I’ARNInc BISPR était un régulateur
positif du facteur de restriction BST2 (Barriocanal et al., 2015). Nous avons observé que les
différents sous-types étaient capables d’induire ou de réprimer |'expression de dizaines
d’ARNInc. De plus, le profil d’expression, a la fois quantitatif et qualitatif de ces ARNInc est
dépendant du sous-type d’IFN-a. Le profil d’expression de ces ARNInc pourrait jouer un role
important dans I'induction des ISG par les différents sous-types.

Dans le cadre de l'inhibition du VIH-1, l'utilisation d’'un autre IFN-a que le sous-type 2
pourrait étre envisagée. Plusieurs études réalisées chez les souris ont suggéré que le traitement
précoce avec I'IFN-al4 limitait la taille du réservoir viral et permettait un bien meilleur controéle
de la virémie (Lavender et al., 2016 ; Abraham et al., 2016). De plus, il semblerait que I'lIFN-a14
induirait moins d’activation immunitaire et une meilleure préservation des lymphocytes T CDA4.
Les IFN-a pourraient également étre envisagés dans le cadre de I'élimination du réservoir aprés
interruption de traitement. Cependant, une étude récente, qui a testé directement cette
hypothése, a montré que le traitement par de I'lFN-al4 en complément de cART de souris
humanisées infectées chroniqguement ne réduisait pas significativement la taille du réservoir. De
plus, dans cette étude, I'lIFN-al14 n’a pas d’effet bénéfique sur le délai du rebond viral ni sur le
niveau d’expression des marqueurs viraux (Sutter et al., 2019).

Les IFN-a induisent I'expression de facteurs de restriction qui ne sont pas spécifiques mais
qui sont efficaces contre un large spectre de virus. En effet, il a été montré que les protéines
IFITM étaient efficaces contre un grand nombre de virus enveloppés dont des filovirus (virus
Ebola et Marburg), des flavivirus (virus de la Dengue et West Nile Virus) et un coronavirus (le
SARS-CoV) ainsi que le virus de la grippe A (Diamond and Farzan, 2013). Le facteur Mx2 est
également efficace pour inhiber la réplication du virus de I'hépatite B et plusieurs virus de la
famille des Herpesvirus (Staeheli and Haller, 2018 ; Wang et al.,, 2020). De méme, BST2 est
efficace dans la restriction de plusieurs familles de virus dont des filovirus, arenavirus,
paramyxovirus, herpesvirus, rhabdovirus et différents rétrovirus (Arias et al., 2011) etc...

Récemment, le virus SARS-CoV-2, appartenant a la famille des Coronavirus a émergé en
Chine et s’est rapidement propagé dans le monde entier. C’est I'agent éthiologique de la COVID-
19. Bien que son taux de mortalité soit relativement faible, sa forte capacité de dissémination
est responsable d’un trés grand nombre de morts dans le monde entier. Il n'y a pas de
traitement et pas de vaccin. Il a été montré que le SARS Cov-2 induit une trés faible expression
d’'IFN (type I, Il et lll) dans les cellules infectées dans le poumon contrairement aux Coronavirus
non pathogenes (Chu et al.). Cette faible production d’IFN défavorise probablement la réponse
immunitaire innée (O’Brien et al., 2020). L'efficacité des IFN de type | a été étudiée dans le
traitement des infections aux SARS-CoV et MERS-CoV, deux autres Coronavirus hautement
pathogenes, qui ont émergé en 2002 et 2012 respectivement. Ces études ont été réalisées in
vitro et in vivo, avec administration de I'IFN seul ou en combinaison avec d’autres traitements.
Les IFN-a et B étaient en général efficace in vitro et chez certains modéles animaux mais se sont
révélées peu efficaces chez I'homme (Stockman et al., 2006 ; Sallard et al., 2020). La voie
d’administration ainsi que le sous-type utilisé pourraient avoir une grande importance. Les IFN-A
conduisent également a l'induction d'ISG et de facteurs antiviraux similaires aux IFNa.
Cependant, les IFN-A agissent via leur récepteur, le complexe IFNL, qui est exprimé par les
cellules épithéliales et seulement certaines cellules immunitaires dont les neutrophiles. Il a été
montré que les IFN-A constituaient la premiere ligne de défense antivirale dans le tractus
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respiratoire avant la réponse IFN de type | (Galani et al., 2017). Chez les souris, les IFN-A sont les
premiers IFN induits en réponse a une infection a la grippe et permettent de limiter la réplication
virale. De plus, le traitement intranasal de souris empéche l'infection de souris (Galani et al,,
2017 ; Klinkhammer et al., 2018).

L'amélioration des connaissances sur le mode de fonctionnement et I'efficacité des
différents sous-types d’IFN-a pourrait promouvoir leur utilisation en clinique. En effet, le
décryptage des facteurs antiviraux induits par les différents sous-types ainsi que leurs effets
antiprolifératifs et proapoptotiques pourraient permettre une utilisation plus spécifique contre
une infection ou une maladie. De méme, l'utilisation d’IFN plus puissants permettrait
d’administrer des doses plus faibles, ce qui pourrait limiter les effets secondaires. Grace a leur
capacité d’inhibition d’un trés large éventail de virus, les IFN pourraient constituer une arme de
défense dans le traitement de certaines pathologies notamment des maladies infectieuses
émergentes.
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Partie 2 : Role de la protéine virale Rev dans l'interférence virale

Rev est une des protéines régulatrices du VIH-1. Elle reconnait la séquence RRE présente
dans les ARN viraux contenant des introns et permet leur export. Notre laboratoire avait
précédemment mis en évidence le role potentiel de Rev dans l'interférence virale en cas de
superinfection (Remion et al., 2016). Cependant, dans cette précédente étude, la protéine Tat
était également exprimée avec Rev et son possible role dans ce mécanisme d’interférence
n’avait pas totalement été exclu. Nous avions observé que cette interférence commencait a
s’établir des 18h apres la premiere infection et était indépendante des récepteurs cellulaires.

Dans mon travail de thése, j'ai créé des lignées cellulaires exprimant de maniéere stable la
protéine Rev sauvage ou un de ses mutants, permettant de mimer les effets de la premiére
infection avec un systéme plus reproductible. Nous avons également sélectionné des mutants de
Rev défectifs pour chacune de ses fonctions déja décrits dans la littérature (séquence NLS,
séquence NES, domaine de multimérisation, phosphorylation et trans-dominant négatif) ainsi
gu’un mutant fonctionnel (Malim et al., 1989; Szilvay et al.,, 1997). Grace a ces lignées
cellulaires, nous avons confirmé que la protéine Rev seule est capable d’inhiber la réplication
virale d’environ 30%. Nous avons observé que ni I'entrée virale, ni I'étape de transcription
inverse ne sont affectées par Rev. En revanche, nous observons une baisse significative du
nombre de génomes intégrés. Ces résultats nous indiquent que |'étape affectée par Rev est
I'import nucléaire et/ou l'intégration du provirus. Cependant, nous avons également observé
gue Rev n’influait pas sur le nombre de cercles a 2 LTR formés dans les cellules, suggérant un
défaut d’intégration. Or, si ’ADNv pénetre dans le noyau mais s’intégre de facon moins efficace,
nous nous attendions a une augmentation du nombre de cercles a 2 LTR.

Il a été montré que les cercles a 2 LTR sont formés uniquement dans le noyau (Munir et al.,
2013). lIs représentent une faible proportion de ’ADN viral total (2 a 5%). Les cercles a 1 LTR se
forment majoritairement dans le noyau, cela dit une petite fraction (10%) peut aussi se former
dans le cytoplasme. La formation des cercles a 1 LTR est assez courante car elle représente 20 a
30% de I’ADNv total.

Pour évaluer le niveau de formation des cercles a 2 LTR aprés inhibition de I'intégration,
nous avons traité les cellules avec une dose de DTG conduisant a une inhibition de 40% de
I'intégration (équivalente a celle induite par Rev). On observe une trés forte augmentation du
nombre de cercles a 2 LTR dans les cellules traitées (9 fois plus). Cependant, les inhibiteurs
d’intégration fonctionnent de facon a cibler spécifiquement cette étape et le traitement des
cellules avec un inhibiteur de transfert de brin comme le DTG, conduit a forte accumulation du
nombre de cercles a 2 LTR (Munir et al., 2013). Le traitement au DTG conduit également a une
accumulation de cercles a 1 LTR mais plus modérée que la forme a 2 LTR (Munir et al., 2013). Si
I'inhibition de l'infection se fait au moment de l'intégration, il est envisageable que celle-ci se
fasse de manieére moins spécifique que par les inhibiteurs d’intégrase, ce qui favoriserait la
formation de formes linéaires ou a 1 LTR qui ne seraient alors pas détectées par notre test et
pourraient étre dégradées. Pour confirmer quelle étape est inhibée par Rev, nous pourrions
mesurer les quantités d’ADNv totales présentes dans les fractions cytoplasmique et nucléaire.

De la méme fagon, nous pourrions mesurer la formation de cercles a 2 LTR apres inhibition
de I'import nucléaire de 40% pour voir s’il induit des variations dans le niveau de cercles. Cela
dit, comme les cercles a 2 LTR représentent une trés faible proportion de I’ADN viral total (2 a
5%), il est possible que notre technique de détection par qPCR ne soit pas assez sensible pour
détecter de faibles variations. De plus, les cellules MT4R5 proliferent trés rapidement et les
cercles a 2 LTR n’étant pas répliqués par la machinerie cellulaire, il est possible que le nombre de
cercles soit rapidement dilué.
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L'équipe d’Abraham Loyter avait également observé dans une série d’articles que la
surexpression de la protéine Rev dans des cellules conduisait a une inhibition de I'infection
virale. lls avaient également proposé que cette inhibition avait lieu au moment de I'import
nucléaire et de lintégration. Cependant, dans leurs expériences, ils observaient que la
surexpression de Rev conduisait a une inhibition totale de I'intégration virale alors que nous
observons que Rev entraine seulement une réduction de l'intégration d’environ 30% quelque
soit la MOI. De plus, ils ne détectaient pas de cercles a 2 LTR dans les cellules exprimant Rev
alors que nous n’observons pas de variation du nombre de cercles dans nos expériences (Levin
et al., 2010a; Levin et al.,, 2010b). Ces différences peuvent étre dues aux conditions
expérimentales, mais elles suggérent I'implication de mécanismes différents.

lls ont proposé que cette interférence était due a une interaction directe de la protéine Rev
avec l'intégrase présente dans le virion lors de la seconde infection. lls ont suggéré que cette
interaction pouvait se faire a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau de la cellule. De plus,
cette équipe a montré que le traitement des cellules avec des peptides dérivés de Rev (les
peptides 13-23 et 53-67) inhibaient I'interférence en empéchant la liaison de Rev a l'intégrase,
supposant que ces régions de Rev interagissent avec I'intégrase (Levin et al., 2010a).

Dans notre étude, nous avons testé différents mutants de Rev pour leur capacité a
interférer avec une seconde infection virale. Nous avons vu que seul le mutant M12/14 (qui
reste fonctionnel) est capable d’interférer avec le deuxiéme virus et aussi fortement que la
protéine Rev sauvage. Les séquences des peptides utilisés par I’équipe d’Abraham Loyter (13-23
et 53-67) étant exactement les mémes dans tous les mutants de Rev de notre étude, excepté
pour le mutant M7 qui a deux délétions dans sa séquence 53-67, on devrait s’attendre en cas
d’intéraction de I'intégrase avec ces séquences, a une interférence également avec les mutants
M5, M6 (qui ont une localisation cytoplasmique), M10 et possiblement M7 (localisation
nucléaire), ce que nous n’avons jamais observé. Par ailleurs, les séquences de I'intégrase sensées
intergir avec Rev sont identiques entre la souche NL4-3 (sensible) et la souche Bru (résistante).
De plus, une interaction de Rev avec l'intégrase n’a jamais été observée par une autre étude.
L'étude des effets des mutants de Rev nous a également informés que tous ses domaines
fonctionnels pour I'export des ARN viraux semblent nécessaires a l'interférence, suggerant que
I'interférence médiée par la protéine Rev est plus liée a sa fonctionnalité dans I'export des ARN
gu’a une de ses séquences. Nos données ne sont donc pas en faveur d’une intéraction directe
entre Rev et I'intégrase.

Dans notre étude, nous avons observé que la restriction médiée par Rev était dépendante
de la souche virale. En effet, la souche NL4-3 ainsi qu’un vecteur lentiviral (R8.74) sont sensibles
a Rev alors que la souche Bru est résistante. De méme, la seule mutation N74D dans la capside
du virus NL4-3 lui confere une résistance a Rev.

Au vu de ces résultats nous avons formulé plusieurs hypothéses pouvant expliquer le mode
de fonctionnement de Rev dans l'interférence virale :

Récemment, deux études ont montré que I'export d’ARN long non et mono-épissés par Rev
via la voie CRM1 pouvait étre détecté par un senseur encore non identifié de la voie des MAVS.
Cette détection conduit a I'activation de certains ISG et I'induction de nombreuses molécules
pro-inflammatoires dans les macrophages et cellules dendritiques de maniére indépendante de
I'induction des IFN de type | (Akiyama et al., 2018 ; McCauley et al., 2018). Les cellules MT4R5
utilisées dans notre étude ont été transduites de maniere stable par deux vecteurs portant une
séquence RRE : un vecteur permettant |'expression du récepteur CCR5 (Amara et al., 2003) et
l'autre permettant ['expression de Rev. Bien que les vecteurs intégrés expriment
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majoritairement la protéine d’intérét via un promoteur fort, inséré juste en amont du gene, il
n’est pas exclu que le vecteur soit transcrit sous une forme plus longue via le LTR. De plus, les
cellules MT4R5 ont été transformées avec le virus HTLV-1 et expriment sa protéine
transactivatrive Tax (Liang et al.,, 2002) qui a été montrée comme pouvant transactiver
I’expression du LTR du VIH-1 (Zimmermann et al., 1991). Si les vecteurs intégrés donnent lieu a
des transcrits longs, ces ARN pourraient alors étre exportés sous forme non épissée dans les
cellules exprimant Rev, car ils possedent une séquence RRE. On peut alors supposer qu'ils
seraient détectés par ce senseur, ce qui pourrait conduire a l'induction de certains ISG
responsables de l'interférence.

Avant d’élargir notre analyse a d’autres souches virales, le facteur Mx2 nous semblait étre
un bon candidat effecteur car il peut étre induit dans les cellules MT4R5 (par I'IFN) et la souche
NL4-3 y est sensible (Liu et al., 2015). De plus, il interfére avec la réplication virale au moment de
I'import ou l'intégration en se liant a la capside virale (Kane et al., 2013 ; Goujon et al., 2013). Il
a également été montré que certaines souches virales étaient résistantes a Mx2. Cette
résistance est conférée par des mutations dans leur capside. Parmi ces mutations, on retrouve la
mutation G208A, qui est présente dans la souche Bru (Liu et al., 2015). De plus, la mutation
N74D de la capside confere également une résistance a Mx2 (Bulli et al., 2016). Nous avons donc
analysé le niveau d’expression de Mx2 par RT-qPCR dans les cellules MT4R5, Rev+ et Rev-. Des
résultats préliminaires ne montrent pas d’induction dans les deux lignées, alors que le
traitement de cellules MT4R5 avec une faible dose d’IFN-a2 (0,08 ng/mL) induit une forte
expression du gene. De plus, I'implication de Mx2 dans l'interférence virale médiée par Rev
semble peu probable étant donné que nos résultats obtenus avec un panel plus large de souches
virales montrent que deux virus qui partagent la méme séquence de la capside sont I'un sensible
(HxB2) et 'autre résistant (Bru). L'implication de la capside dans I'interférence repose en grande
partie sur le phénotype du mutant N74D. Cette mutation dans la capside de la souche NL4-3
suffit pour transformer un virus sensible en virus résistant a Rev. Cependant, cette mutation
semble affecter plusieurs phénotypes viraux et il a été proposé qu’elle modifie le mécanisme de
I'import nucléaire. Il est possible qu’il existe plusieurs déterminants de la susceptibilité a Rev et
la capside en fait partie, ou alors le déterminant est une autre protéine virale qui joue un réle
dans une étape affectée par la mutation N74D.

Ces observations excluent la possibilité que Mx2 soit responsable de la restriction médiée
par Rev. Cependant, d’autres facteurs induits par la présence d’ARN long pourraient étre
impliqués. Pour le vérifier, nous pourrions bloquer la voie d’export des ARN avec de la
leptomycine B, un inhibiteur de CRM1 pour voir si Rev est toujours capable d’interférer avec une
nouvelle infection. Nous pouvons également envisager d’inhiber I'expression du facteur MAVS
qui a été montré comme étant impliqué dans cette reconnaissance et activation des ISG
(Akiyama et al., 2018). Dans ce cas |3, les cellules MT4R5 Rev constitueraient un trés bon modele
pour identifier le senseur responsable de cette activation immunitaire.

Une autre possibilité est que la protéine Rev agisse par des mécanismes plus directs pour
induire cette interférence, et non par I'induction de facteurs antiviraux.

Par exemple, il a été montré que Rev pouvait interagir avec la cyclophiline B (CypB) (Naji et
al., 2012). CypB est un membre de la famille des immunophilines et est une protéine
chaperonne. Cette protéine a une localisation a la fois cytoplasmique, nucléaire, dans le
réticulum endoplasmique/Golgi et aussi a la membrane plasmique (Price et al., 1994). CypB a été
montré comme interagissant avec Gag (Luban et al., 1993 ; Braaten et al., 1997). Cependant, le
site d’intéraction de CypB a Gag n’a pas été identifié précisemment. Quelques études ont
montré que ce facteur pouvait étre impliqué dans la réplication du VIH-1. Notamment, une

132



Discussion et perspectives Alexandra Tauzin — These de doctorat - 2020

étude a récemment montré que CypB favorisait I'infection virale en augmentant I'efficacité de
I'import nucléaire (DeBoer et al., 2016). En effet, lorsque CypB est surexprimé dans des cellules,
les auteurs observent une augmentation du nombre de génomes intégrés ainsi que du nombre
de cercles a 2 LTR. lls ont également montré que la région N-terminale de CypB était nécessaire,
région avec une possible séquence NLS, qui favoriserait I'import nucléaire en se liant au
complexe de pré-intégration. L'intéraction de Rev avec CypB pourrait ainsi réduire I'efficacité
d’import. De plus, il a été montré que l'interaction de CypB avec Rev était dépendante de la
liaison de Rev a son RRE (Naji et al., 2012) concordant avec notre observation que Rev n’est
efficace dans l'interférence seulement si sa fonction d’export d’ARN est fonctionnelle.

Il a également été montré que Rev pouvait se lier au facteur CPSF6 et que cette liaison était
dépendante de la liaison de Rev a la séquence RRE (Naji et al., 2012). CPSF6 est une protéine
majoritairement nucléaire qui peut se lier a la capside virale. Il a été suggéré que CPSF6
permettait la liaison de la capside a TNPO3, ce qui faciliterait I'entrée nucléaire (Yamashita and
Engelman, 2017). Des études ont montré que lorsque la protéine CPSF6 était mutée et que sa
localisation était strictement cytoplasmique, elle se liait a la capside virale ce qui la stabiliserait
et retarderait la décapsidation conduisant a I'inhibition de I'infection virale (Lee et al., 2010 ; De
laco et al., 2013 ; Hulme et al., 2015). CPSF6 aurait aussi un réle dans l'intégration du virus et
permettrait de cibler les zones transcriptionnellement actives du génome (Sowd et al., 2016).
Plusieurs substitutions d’acides aminés dans la capside virale réduisent I’affinité de CPSF6 pour
celle-ci (Saito et al., 2016). Notamment, il a été montré que la mutation N74D ne permet pas la
liaison de CPSF6 a la capside. De plus, il a été montré que cette mutation rendait la réplication de
ce virus insensible a la déplétion des facteurs TNPO3, NUP358 et NUP153, suggérant qu’il
emprunterait une « autre voie » d’'import nucléaire (Yamashita and Engelman, 2017). Ainsi la
liaison de Rev a CPSF6 pourrait déstabiliser a la fois 'import nucléaire et I'intégration virale.

Nos derniers résultats ont montré que la restriction médiée par Rev dépendait de la
souche virale cible. Cependant, en analysant les séquences des protéines virales impliquées dans
I'import nucléaire et I'intégration, nous n’avons pas été en mesure d’identifier une ou plusieurs
mutations pouvant expliquer la susceptibilité a Rev de certaines souches. Le phénotype observé
avec le virus NL4-3 N74D nous montre que la capside est un déterminant de cette restriction.
Cependant, I'observation que les séquences de la capside d’un virus résistant (Bru) et celle d’un
sensible (HxB2) sont identiques suggéere |'existence d’autres déterminants impliqués dans la
restriction. Ainsi, la construction de virus chiméres avec des échanges d’une protéine (ou de
combinaison) entre un virus résistant et sensible nous permettra d’identifier plus précisément
les domaines impliqués.

L'interférence virale a longtemps été décrite comme un mécanisme associé a la sous-
expression des récepteurs a la membrane plasmique. En effet, les protéines virales Nef, Env et
Vpu ont largement été décrites comme pouvant entrainer une diminution de I'expression du
récepteur CD4 par différents mécanismes (Wildum et al., 2006). Certaines études ont montré
que les corécepteurs CCR5 et CXCR4 pouvaient également étre sous exprimés (Venzke et al.,
2006 ; Michel et al., 2005). Cependant, cette interférence due aux récepteurs n’est pas
immédiate et met environ 24h a se mettre en place. Trés tot, il a été établi qu'un autre
mécanisme d’interférence pouvait se mettre en place plus précocément et de maniere
indépendante des récepteurs (Volsky et al., 1996). Notre étude a démontré que la protéine
virale Rev est en grande partie responsable de cette interférence et peut s’établir plus
précocément, car contrairement a l'interférence médiée par les récepteurs qui inhibent I'entrée
virale, Rev agit sur une étape plus tardive du cycle (Figure 67).
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Au cours de ma these, j'ai exploré deus situations dans lesquelles la susceptibilité cellulaire
a I'infection par le VIH-1 est modulée soit par l'utilisation de molécules de I'immunité innée, soit
par une protéine du virus lui-méme. Ces deux projets, initialement distincts, pourraient
présenter des similitudes importantes si notre hypothése que des effecteurs antiviraux sont
induits par la détection des ARN longs, exportés par Rev, est validée.
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Figure 67 : Schéma décrivant les mécanismes impliqués dans l'interférence virale intrinséque du VIH-1.

Lorsqu’un virus VIH-1 infecte une cellule, il met en place plusieurs mécanismes afin de prévenir une seconde
infection. La protéine Rev du premier virus inhibe la réplication du second virus au moment de I'import
nucléaire et/ou l'intégration virale (A). La protéine Nef se lie aux récepteurs CD4 présents a la membrane
plasmique entrainant leur internalisation et leur adressage a la voie de dégradation des lysosomes. La gp160 se
lie aux récepteurs CD4 néosynthétisés dans le RE empéchant leur transport a la membrane plasmique. La
protéine Vpu adresse ensuite ces récepteurs CD4 au protéasome ou ils seront dégradés. Ceci conduit a une
réduction du nombre de récepteurs CD4 a la surface de la membranaire, empéchant la fusion virale d’un
deuxieme virus (schéma réalisé sur BioRender.com).
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Bl SO Il HIV-1 accumulates changes in its genome through both recombination and mutation during the
Accepted: 9 May 2017 . course of infection. For recombination to occur, a single cell must be infected by two HIV strains.
Published online: 26 July 2017 . These coinfection events were experimentally demonstrated to occur more frequently than would
be expected for independent infection events and do not follow a random distribution. Previous
: mathematical modeling approaches demonstrated that differences in target cell susceptibility can
. explain the non-randomness, both in the context of direct cell-to-cell transmission, and in the context
. of free virus transmission (Q. Dang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101:632-7, 2004: K. M. Law
. etal., Cell reports 15:2711-83, 2016). Here, we build on these notions and provide a more detailed and
. extensive quantitative framework. We developed a novel mathematical model explicitly considering
. the heterogeneity of target cells and analysed datasets of cell-free HIV-1 single and double infection
. experiments in cell culture. Particularly, in contrast to the previous studies, we took into account the
. different susceptibility of the target cells as a continuous distribution. Interestingly, we showed that
. the number of infection events per cell during cell-free HIV-1 infection follows a negative-binomial
. distribution, and our model reproduces these datasets.

¢ The Human Immunodeficiency Virus type-1 (HIV-1) population in an infected individual is characterized by
. high genetic diversity that allows rapid adaptation to the changing environment, such as the development of
. an immune response or the initiation of an antiretroviral therapy. Genetic recombination events participate in
. the continuous production of these viral variants. For recombination to take place, distinct viruses must infect
. the same cell, and then different genomes must be packaged into a single virion so that the reverse transcription
. process can generate a chimeric viral genome by template switching (reviewed in ref. 1). By mixing the viral
: genomes, in one step, recombination creates new variants whose adaptation to the environment may exceed those
. of the parental viruses™*. This process could participate in the unfavourable prognosis of patients infected by two
¢ strains of HIV, known as double infection®. Although the majority of HIV-infected lymphocytes in the peripheral
: blood of patients carry only one viral genome copy™®, the epidemiologic spread of circulating recombinant forms
: (CRF) of HIV-1 demonstrates that recombination, and thus double infections, take place in infected patients’. It
- was also shown that recombination in HIV-infected patients may rescue defective viral genomes that carry drug
: resistance mutations®®.

The frequency of cells carrying multiple viral genomes is influenced by the virus transmission route. HIV-1
¢ infection can spread either by cell-free virus particles or by a cell-associated process, in which viral particles and
- cellular receptors converge at the donor- and target-cell contact sites'™'". Previous work has established that
. cell-associated HIV-1 transmission leads to frequent multiple infection events, while the majority of cells infected
. by free virions carry a single genome'”. The genomes transmitted by one infected cell via the cell-mediated path-
. way, however, are expected to be very similar, thus reducing the likelihood that recombination will produce
. chimeric variants with new properties following this transmission method. Interestingly, despite the difference
- in efficacy, both virus transmission pathways result in a higher frequency of double-infected cells than would be
. expected for independent transmission events, showing that these infections do not follow a random distribu-
. tion"""7. Two previous studies proposed that differences in cell susceptibilities could justify the experimental
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observation of double infection frequencies that are higher than expected for independent infection events''®, In
one study, the authors considered only either “susceptible” or “unsusceptible” cell populations, and using a math-
ematical model found that heterogeneity in target cell susceptibility could account for the observation that more
double infections occur in vivo than predicted by random models'®. In that report, the percentage of susceptible
cells in a target cell population was estimated to be 2.76%. In the other study, the cell population was considered as
composed of a discrete number of subpopulations characterized by distinct susceptibility levels, and for simplicity
5 subpopulations of the same size were considered'”. Here, by considering susceptibility as a continuous variable,
we expand on those original reports, and provide a more detailed quantitative framework. We describe a novel
mathematical model that explicitly considers the heterogeneity of target cells as a continuous variable. By fitting
the model to experimental datasets of cell-free HIV-1 single and double infections, we show that the number of
infection events per cell follows a negative-binomial distribution. We also quantified the increase in the double
and multiple infection events as a function of the amount of inoculated virus, and we found that a significant
proportion of cells can be infected by multiple genomes following cell-free HIV-1 exposure. Together, our results
re-evaluate the potential impact of cell-free HIV-1 infection on HIV-1 genetic recombination.

Materials and Methods

Cells and proviral plasmids. HEK293T cells were maintained in Dulbecco modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% heat-inactivated foetal calf serum (FCS) and antibiotics (100 IU/ml penicil-
lin and 100 pg/ml streptomycin). MT4R5 cells' were grown in RPMI-1640 medium supplemented with 10%
heat-inactivated FCS, 1001U/ml of penicillin, 100 pg/ml of streptomycin, and 0.25 g/ml of amphotericin B. All
cultures were maintained at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO,.

The proviral constructs used here were derived from previously published plasmids based on the pNL4-3 con-
struct and each carried a sequence coding for either green fluorescent protein (GFP) or heat stable antigen (HSA)
reporter proteins cloned before the nef gene, with an IRES sequence allowing concomitant expression of the viral
and reporter proteins®*". To prevent virus spread in culture, we have modified these constructs by deleting 1.3kb
of the env gene (between the Kpnl and BgllI sites'. To complement these proviral constructs, we used an HIV-1
Env-expresser plasmid in which HIV-1 (pNL4-3) Env, (as well as Tat and Rev) expression is under the control of
a chimeric SR promoter (SV40-early promoter and LTR from HTLV-I)**.

Preparation of virus stocks, infection, and datasets. Stocks of viruses expressing either GFP or HSA
were prepared by transfecting sub-confluent 293-T cells in T75 flasks by JetPei (Polyplus Inc. Illkrich, France),
following the manufacturer’s instructions. Medium was changed 16 h later, and the virus-containing supernatant
was collected 40 h post-transfection and overlaid on a 20% sucrose cushion in a Beckman SW32 tube, after which
particles were pelleted by centrifugation (98,000g, 4 °C) for 90 min. Viral pellets were re-suspended in RPMI
medium with FCS to obtain a 10-fold concentration as compared with the initial amount present in the culture
supernatant, separated into several aliquots, and frozen at —80 °C. One day before infection, 2.0 » 10° MT4R5
cells per well were seeded in a 96-well plate. Cells were then exposed to two-fold dilutions of one virus (single
infection) or of both viruses at the same time (coinfection), using the indicated combinations of each virus input
amount. Two hours after infection, cells were washed to eliminate excess virus and cultured for a total of 48 h.
The percentage of GFP-positive cells was measured after cell fixation with 2% para-formaldehyde (PFA). HSA
expression on the surface of infected cells was detected using a rat anti-HSA PerpCy5.5 antibody (Pharmingen,
Le Pont-de Claix, France) before fixation in PFA. Flow-cytometry data were acquired using a FACSCalibur instru-
ment (Becton Dickinson, Le Pont-de Claix, France) with CellQuest software and were analysed using FlowJo
software (Treestar, Ashland, OR, USA). Cell viability was measured in parallel and found to be stable for at least
72h post-infection (data not shown).

Calculation of the frequencies in different FACS quadrants.  Cells in a FACS graph can be divided
into four quadrants, A, B, C, and D, based on their expression of GFP and/or HSA (Fig. 1). Cells in quadrant A
express HSA only, those in quadrant B are positive both for HSA and GFP, cells in quadrant C are uninfected (i.e.,
negative both for HSA and GFP), and cells in quadrant D are positive for GFP only. Note that multiple infection
events by viruses expressing the same reporter gene in quadrants A and D cannot be distinguished using FACS.
Since for a given susceptibility parameter, s, the probability of a target cell being uninfected (i.e., no virus) is e~ *",
the probability of a target cell being infected is 1—e *"1°, We assumed that the susceptibility parameter, s, obeys
the Gamma distribution with the scale parameter, p, and the rate parameter, g (see Results for detailed calcula-
tions). Because two fluorescent proteins (i.e., HSA and GFP) are used, the term V is divided into V5, and V;pp,
which represent the amount of effective HIV-1 expressing HSA and GFP, respectively. Additionally, to consider
the case of each inoculated HIV-1 dataset (see Preparation of virus stocks and infection), we assumed V¢, = Vijss
and Vpp = Vypp for 3.12pl of inoculated HIV-1 expressing HSA and GFP, respectively, and Vg, = Vijea X s
and V;;p = Vipp X 1y for the other amounts of inoculated HIV-1. We estimated the distribution of the following
11 parameters (f): the shape parameter, p, the composed parameters, 3Vy;5,/q and 3Vp/g, for single HSA and
GFP HIV-1 experiments, respectively, and the scaling parameters r. for 6.25, 12.5, 25, 37, 50, 75, 100, and 200 ul
of the inoculated HIV-1 (Table 1) (i.e., 0 = {p, 8Viyea/qs BVgep/ @ 525 Tia.5 Tass Tap Fsgr Trsr Tigos Tago})- Therefore,
under the assumptions, the theoretically predicted frequency of quadrant A, B, C, and D, respectively, in double
HIV-1 infection experiments is calculated as follows:
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Figure 1. Flow cytometry analysis of single and double HIV-1 infection. Panels represent the following
conditions, clockwise starting from the upper left panel: no infection; infection by the HSA virus; coinfection
with HSA and GFP viruses, infection by the GFP virus. In each panel, the quadrants correspond to HSA' (A);
HSA*GFP* (B); uninfected cells (C); and GFP* (D). The percentage of cells in each quadrant is indicated under
the letter identifying the quadrant.

P 1.176 0.878-1512
AVisalq 1.484 x 1072 1.034 x 10721963 x 1072
BVplq 2.115 x 1072 1.486 x 1077-2.796 x 1077
i 2.417 1.487-3.344
has 4.231 2.588-5.812
s 4.352 2.683-6.026
ryy 11.09 7.100-15.16
s 8.115 5.322-10.97
s 12.79 8.485-17.42
fioo 16.75 11.82-22.16
P 26.87 17.49-36.81

Table 1. Estimated parameters in the mathematical model of cell-free infection.
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We further calculated and simplified those equations as follows:
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Notably, in the experiments with only HSA-expressing HIV-1 (i.e., single HSA HIV-1 experiments), we derived
Fy (0) =1 — 1(1 + 8Vigsa/q)’s Fy (6) = 0, F; (6) = 1/(1 + 3Vi5a/q)", and Fy, () = 0. Furthermore, in the
single GFP HIV-1 experiments, we derived E,o(8) = 0, F, (8) = 0, K ,(6) = 1/(1 + BVepp/q)f, and Fp (0)=
1 — 1/(1 + 3V5ep/q)? (see Data fitting, concerning the meaning of the index r, g, co).

Data fitting.  To fit the predicted frequency of each quadrant (i.e., Eqs (1-4)) with the experimental measure-

ments by FACS analyses, we employed likelihood estimation to obtain an optimal set of parameter values. If we

assume that the datasets used follow the Gaussian distribution with the mean I and the variance o> (i.e.,

NI (ui, o)), the corresponding likelihood function is given as follows:
1 _(-x? 1

e 220° =

270? 2na?

Note that p and x represent the set of parameters and the measurements, respectively. The specific form of sum
of squared residuals (SSR) is given by

—_ — )2
Lip; x) =11 e 2012(# %) .

10 10
SSRO) = Fo((Ey, — BV + (B, — B Py + D {(Beg — Fop) + (Bog — B’}
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18
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Here, # is the set of parameters needed to estimate. E}uamm’r‘glw and ﬁquﬂm"mgw (quadrant = {A, B, C, D})
represent the predicted frequencies and the measurements by FACS analyses, respectively. The index r, g, co repre-
sent experiments with different amounts of inoculated HIV-1 (i.e., r=1, ..., 10 correspond to 3.12, 6.25, 12.5, 25,
37,50, 75, 100, 100 and 200 pl, respectively, of single HSA HIV-1 experiments; g=1, ..., 10 correspond to 3.12,
6.25, 12.5, 25, 50, 50, 75, 100, 100 and 200 p, respectively, of single GFP HIV-1 experiments; co=1, ..., 18 corre-
spond to 25 and 25, 25 and 50, 50 and 25, 37 and 50, 50 and 50, 37 and 75, 75 and 50, 75 and 75, 25 and 100, 100 and
25,37 and 100, 50 and 100, 100 and 50, 100 and 50, 75 and 100, 100 and 75, 100 and 100ul and 100 and 100 pl,
respectively, of double HSA and GFP HIV-1 experiments). If the variance o is constant, then likelihood estimation
is completely determined by the SSR between theoretical values and measurements (i.e., >" (1 — x)%). However, to
take into account for possible variations, we assume that the variance is not constant, and employed Bayesian infer-
ence approach with the Markov Chain Monte Carlo (MCMC) method to estimate distribution of parameters.
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Bayesian inference method for the parameter estimation. The R package FME enables one to per-
form MCMC sampling by “delayed rejection and adaptive Metropolis algorithm”™?. In the framework of the FME
package to perform Bayesian inference, the error between observations and model predictions is assumed to
follow Gaussian distribution with the mean 0 and the variance . Moreover, the reciprocal of the variance (i.e.,
1/6?) follows a Gamma distribution, while the prior distribution of all parameters is a Gaussian distribution®%. In
this study, 120,000 MCMC samples were generated, and the first 20,000 chains were discarded as burn-in samples.
Convergence of the Markov chain was manually checked by the output of the ‘traceplot’ and the histogram of the
posterior distribution. As shown in Table 1, the 95% CI (credible interval) represents the range from 2.5% to
97.5% in each estimated distribution, and the mean value represents the one of each posterior distribution, and
also the estimated posterior distributions are obtained by using the same random seed. The fits of Eqs (1-4) to the
experimental data with different amounts of inoculated HIV-1 are shown in Fig. 2 and Fig. S1. Our estimated
parameter values are summarized in Table 1.

Results

The number of infection events during cell-free infection follows a negative-binomial distribution.
It was previously demonstrated that cells infected by more than one virus occur at a frequency higher than that
expected by Poisson distribution'* 1>, Here, we developed a novel mathematical model explicitly considering
the heterogeneity of target cells susceptibility to infection. In our model, we define the following parameters: V
is the amount of effective virus for infection events, (3 is the infection rate of HIV-1, and s is the susceptibility of
the target cells to HIV-1 infection. The probability of a target cell being infected (i.e., carrying and expressing an
integrated HIV genome) by n viruses can be determined by Poisson distribution as previously described'> ¢ 17;

(BsVY" &Y
n! ' (5)

Additionally, to consider the heterogeneity of target cell susceptibility'*'%, we assumed that the susceptibility
parameter, s, obeys the following Gamma distribution:

fX=mn BsV) =

qf sl
rp) (6)

1t is well known that Gamma distribution can approximate any one-peak distribution and reproduce a variety
of biological phenomena®*-**. Here p >0 and q > 0 are the shape and rate parameters, and /*) is the gamma
function. In a previous study', it was artificially assumed that there are a finite number of subpopulations of cells
with different susceptibilities to infection (i.e., five discrete susceptible populations). We extended that assump-
tion to a continuous range of susceptible populations allowing our model to reflect, for example, the level of
expression of CD4 and/or co-receptors on target cells, which are widely but continuously distributed'*?%?”, Using
Eqs (5, 6), we calculated the probability density function for a cell being infected by n HIV-1 in a heterogeneous
target cell population:

X=mnp, 1/[1 +,@_V}
q

g poq) =

Pr - %4s,

n! I(p)

1 B oty st
VY P ntp—1 (JVLq)sd'
GVre s LT s

B fx (BsV)'e V) grgp1
0

ntI

rn+p| ¢
nT(p) |8V +q

P

av_ )
BV+q)’
LA AL

(n+p—1) 1 q
n 1+ &1+ &

q q (7)

Therefore, the number of HIV-1 infection events per cell during cell-free HIV-1 infection (i.e., Pr(X = n)) follows
a negative-binomial distribution of mean 3pV/q and variance GpV/q(1 + GV/q).

We estimated the parameters in Eq. (7) by fitting Eqs (1-4) to the experimental measured frequencies of quad-
rants A, B, C, and D in our FACS analyses (see MATERIALS AND METHODS), and these values are summarized
in Table 1. A set of representative analyses is shown in Fig. 2. In these panels, the coloured and white bars repre-
sent experimental measurements and theoretical predictions, respectively. In both single (Fig. 2a,b) and double
HIV-1 infection experiments (Fig. 2c), our mathematical model reproduces all experimental datasets well. An
independent set of data and the corresponding analysis are shown in Supplemental Figure 1, both for single and
double infection experiments.

The expected negative-binomial distributions of the number of infection events per cell in 200 pl for GFP
and HSA HIV-1 single experiments are shown in green and red curves, respectively, as examples in Fig. 3a. The
black curves represent the expected Poisson distribution with the mean of the Gamma distributed susceptibility
parameter, s (i.e., the target cell population is assumed to have homogeneous susceptibility). While the mean and
variance of a Poisson distribution are the same, the variance of a negative-binomial distribution is larger than its
mean. This property of negative-binomial distribution explains that the more susceptible one cell is, the more
effectively it will be infected by HIV-1'* 14,

I
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Figure 2. Frequency of single infection and coinfection: (a) The experimental and theoretical frequencies

of quadrants A (i.e., HSA-positive) and C (i.e., HSA-negative) in three independent experiments using only
HSA HIV-1 are shown by red and white bars, respectively. (b) The experimental and theoretical frequencies
of quadrants D (i.e., GFP-positive) and C (i.e., GFP-negative) in single GFP HIV-1 experiments are shown

by green and white bars, respectively. (c) The experimental and theoretical frequencies of quadrants A (i.e.,
HSA-positive), B (i.e., positive both for HSA and GFP), C (i.e., negative both for HSA and GFP),and D (i.e.,
GFP-positive) in double HIV-1 experiments are shown by blue and white bars, respectively. Two independent
experiments were run with the nine indicated combinations of HSA and GFP HIV-1 corresponding to all
possible combinations of the three different amounts of each virus used in single experiments. Note that each
error bar represents the 95% credible interval obtained from Markov Chain Monte Carlo (MCMC) parameter

inferences (Table 1).
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Figure 3. Frequency of multiple infection events per cell: (a) The expected negative-binomial distributions of
the number of infection events per cell in 200 il in GFP and HSA HIV-1 single experiments are shown in green
and red curves, respectively. These curves were drawn using the mean derived from MCMC parameter
inferences (Table 1). The black curves represent the expected Poisson distribution with the mean of the Gamma-
distributed susceptibility parameter, s (i.e., the target cell population is assumed to have homogeneous
susceptibility). (b) The experimental odds ratio (OR;) and theoretical odds ratio (OR,,, calculated by our
estimated parameters) are shown in blue and black box plots, respectively. The dotted line corresponds to the
odds ratio of 1 predicted by a Poisson distribution (i.e., ORy; = 1: random HIV-1 infection).

Calculation of the odds ratio in a cell-free HIV-1 infection. The frequency of co-infected cells with
HIV-1 expressing HSA and GFP has previously been quantified by calculating the odds ratios'*'°. The odds of
HSA-positive cells being GFP-positive can be calculated by

[Fy/(F, + Fp)l/1 — [Fy/(F, + Fpl} = Fy/F,,

while the odds of HSA-negative cells being GFP-positive can be calculated by Fy,/F... If the coinfection were ran-
dom (ie., independent events), then the F,/F, and F,/F,. would be expected to be equal to 1, that is, the experi-
mental odds ratio

ORy = (FyE)(Fy/E,) = FFJE,Fy = 1.

If coinfection occurred more or less frequently than that expected from random events, then the expected odds
ratio would be OR; > 1and OR; < 1, respectively. A higher frequency of coinfection has been experimentally
confirmed in independent reports'*'*. To study whether or not our novel model quantitatively reproduces this
important property of HIV-1 coinfection, we derived the theoretical odds ratio, ORy,, from Eqs (1-4) as follows:

Fy(0)F(0)

OR, =
M E(0)FL0)

1 1

B = ¥ s\ 5=\
(1+;(‘lm+"c‘.pp)) (‘*;Vlls;\) (“r;vorp)

=1+
1 1 1 1

iy Y 3w w fn V¥ 8 o N
(l s ;chp) (1 + g Vasa+ VGFP)) (l + ;VHSA) (1 + Vs + VGPP))

The second term is always positive (see Supplementary Note), which implies that OR,; > 1 for all arbitrary
parameter values. Therefore, under the condition of heterogeneous target cell susceptibility, our model always
predicts that non-random HIV-1 coinfection occurs more frequently than would be expected for independent
infection events (i.e., ORy; > 1). Notably, if the target cells have homogeneous susceptibilities (that is, the suscep-
tibility parameter, s, is not distributed but fixed), then our model converges to a Poisson distribution and
OR,; = 1. In Fig. 3b, we compared the odds ratio measured by our experiments, OR, with the theoretical odds
ratio, OR,,, which was calculated by our estimated parameters(Table 1). Thus, our novel model quantitatively
reproduces the odds ratio and captures the known property of coinfection during cell-free HIV-1 infection in
vitro.

Quantification of infection events during cell-free HIV-1 infection. As discussed in previous
work'? %, some multiple infection events cannot be detected by FACS analyses because cells that are infected with
one copy of HIV-1 expressing HSA and those carrying two copies of the same viral genome are similarly
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HSA-positive. Therefore, FACS analysis usually underestimates the true frequency of multiple infection?. As we
derived Fyuoum s g ol = 1, . 10)(g = 1, ..., 10)(co = 1, ..., 18) in the MATERTALS AND METHODS, we
calculateg the number of infection events during cell-free HIV-1 infection, using Eqs (1-4) and our estimated
parameters in Table 1. The frequency of cells infected by multiple HSA or GFP virions was calculated by the fol-
lowing equation, in which nyg, and nggp are the number of infection events with HSA and GFP virions,
respectively:

e ds.

fm (BsVigsa) 554 & Visa (BsVggp) 'S e sVarp q Pl
o Mg Mgep! I(p)

The estimated multiple infection frequencies in double HIV-1 infection experiments are shown in Fig. 4a (for
other combinations of multiple infection, the frequency is less than 0.001). For example, in the experiment with
100 pl each of HSA and GFP HIV-1, although the experimentally measured frequency of coinfection was 5.47%
(Fig. 2¢, lower right panel, blue bar in B), our model revealed that 18.0% of the target cells were multiply infected
(i.e., 1—(0.57 +0.10+ 0.15)=0.18). Our estimated value during cell-free infection is smaller than the values pre-
viously estimated (21% in ref. 12) during cell-to-cell HIV-1 infection in cell culture. This analysis further supports
that cell-to-cell infection enhances multiple infection events as compared with cell-free infection. In Fig. 4b, we
calculated the mean frequency of multiple infection events following incubation with different amounts of HIV-1
in both single and double infection experiments. The marks A, 4, @, and [ll show the mean frequencies of zero,
one, two, and three infection events per cell, respectively (data not shown for four or more infections events). As
the amount of inoculated virus increases, the frequencies of multiple events consistently increase, and those of
uninfected cells decrease. Interestingly, for these numbers of infection events, the frequencies reach steady state
values around 150 pl of inoculated HIV-1. Thus, our quantitative analyses reveal the true frequency of multi-
ple infection events and demonstrate that cell-free HIV-1 infection by itself induces multiple infection events.
Furthermore, taking advantage of our modelling approach, we could estimate the mean number of infection
events per infected cell during cell-free HIV-1 infection. In Fig. 4c, we found that the number increases from 1.02
to 1.65 as the amount of inoculated HIV-1 increases. Our estimated range is consistent with the previous observa-
tion of proviral copy number in infected cells measured by fluorescence in situ hybridization'?.

Discussion

In this study, we modelled the distribution of HIV infection events during cell-free infection in vitro, taking into
account differences in susceptibility within the target cell population. Our model fits well with our collected
experimental data for both single and double infections, indicating that the assumptions and the mathematical
formulation successfully capture the biological processes underlying the distribution of HIV-1 infection events.
More importantly, our mathematical model describes the hypothesis that variation in target cell susceptibility
could account for non-random co-infection more accurately than previous work.

Two previous reports suggested that differences in cell susceptibilities could be responsible for the observed
higher frequency of double infections, as compared to predictions based on the assumption of independent infec-
tion events'® '8 In those reports, cell susceptibility was either considered as a binary feature (cells were either
susceptible or non-susceptible)'®, or a limited number of subpopulations characterized by distinct susceptibility
levels were considered'*, Here, by considering susceptibility as a continuous variable, we expand on those origi-
nal reports. The idea that the susceptibility of target cells is continuously distributed is intuitive because, even in
cultured cells, it should be slightly different due to, for example, the change in the expression of (co-)receptors
on each cell membrane over time. Employing this condition, we showed that the theoretical odds ratio (ORy) is
always greater than 1 (see Fig. 3 and Supplementary Note). This result is consistent with the findings of previous
work!*%, Hence, considering susceptibility as a continuous variable seems to be a more appropriate assumption
for describing the cooperative nature of the HIV-1 infection process, for which several quantitative and qualita-
tive parameters (number of receptors, availability of nucleotide pool, phase of the cell cycle, etc.) participate in
defining the susceptibility of each cell within a population.

The approach described here may also be customized to describe other biological situations that display sim-
ilar properties, for instance a distribution of eclipse period of virus-infected cells* **. Note that our model does
not restrict the analysis to a situation in which the two events (infection by the GFP and the HSA virus, in our
study) have the same efficiency. Indeed, for each virus we estimated a composed parameter (3V;;s,/q or 6Vpp/q
in Table 1) to express the effective virus dose for a given volume of different viruses (e.g., 3.12 ul of inoculated
HIV-1 expressing HSA or GFP). This choice increases the flexibility of our approach and allows an extension of
its range of potential applications. Furthermore, we performed the experiments under conditions compatible with
a large proportion of cells remaining uninfected to prevent saturation of the system and the potential associated
biases. Of note, MT4 cells and their derivatives are highly susceptible to HIV infection. A gradual increase in the
percentage of infected cells is observed when they are exposed to increasing virus doses, including conditions in
which the majority of cells are infected. This feature allowed testing a wide range of experimental conditions,
assisting the development of our model. Additionally, the model can be customized to work with less susceptible
cells by experimentally determining the values of the parameters, p and g, because these two parameters are
strongly associated with the susceptibility in a target cell population.

Our model allows estimation of the frequency of single and multiple infection events for individual virus
inputs. As shown in Fig. 3a (for 200 pl of each virus), our model predicts values that differ from the Poisson dis-
tribution; in particular, it predicts higher frequencies of multiple infection events, Also, our model predicts an
OR,, of coinfection that is always >>1, reproducing the experimental observations from different groups'*-"7,
while the Poisson distribution predicts an ORy; = 1. Finally, having derived the values of the relevant parameters,
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Figure 4. Quantitative analyses of multiple infection: (a) The distribution of the number of infection events
per cell in double HIV-1 infection experiments with nine different combinations of virus amounts are shown.
The number in each square is the estimated frequency of the corresponding infection events. (b) The mean
frequency of the multiple infection events per cell inoculated with each different amount of HIV-1 is calculated.
For double infection experiments, the amount is defined as the total inoculation of HSA and GFP HIV-1.

The marks A\, ¢, @, and [ll show the mean frequencies of zero, one, two, and three infection events per cell,
respectively. (¢) The estimated mean number of infection events per infected cell with different amounts of
HIV-1is calculated. The red, green, and blue curves correspond to the experiments with HSA and GFP HIV-1
single infections, and double infections, respectively. In (a), (b), and (c), these calculations were all performed
using the mean value obtained from MCMC parameter inferences (Table 1).
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our model allows the estimation of the frequency of multiple infections with the same virus, which are events that
could not be experimentally determined in our system. Indeed, infection with one or more viruses carrying the
same tag will produce similar distributions in the resulting FACS plots, preventing their experimental discrimi-
nation. In Fig. 4b, we quantified the frequency of multiple infection events for different amounts of inoculated
HIV-1. As the inoculated amount increases, a significant proportion of cells can be infected by multiple viruses
(e.g. @/H). This demonstrates that cell-free HIV-1 infection by itself may have an important impact on driving
the recombination of viruses. The range of infection events per infected cell predicted by our model in Fig. 4c fits
the range of previously experimentally measured multiple infection events produced by cell-free HIV-1 infection
using in situ hybridization'. Taken together, our findings and predictions lead to a more detailed understanding
of the link between co-infection events and recombination,

An alternative mechanism was previously proposed to explain the disproportionate frequency of
double-infected cells observed during co-infection experiments. The authors proposed that otherwise silent
infection events were detected as a consequence of the additional Tat expression induced by the second virus'”.
We have previously demonstrated that in our experimental system this potential artefact did not play a role, since
the use of lentiviral vectors that only expressed GFP resulted in similarly high frequencies of double-infected cells
as those obtained using vectors that also encode Tat'?,

In addition to these in vitro experimental and theoretical analyses, other mathematical models and computer
simulations have been proposed to explain the observation of multiple infections in vivo. For instance, it was
described that CD4 " T cells from the spleen of HIV-infected individuals carry on average 3.2 HIV proviral cop-
ies?” ", Also, the number of multiply infected cells was found to correlate with the square of the overall number
of infected cells*"-*"*? in homogeneous target cell populations.

In agreement with previous reports'?, we show here that multiple infection events take place with measur-
able frequencies following incubation with cell-free HIV-1 particles in a heterogeneous target cell population.
Although the alternative pathway of infection that relies on cell contact-mediated infection is a more powerful
transmission means, the impact of cell-free virus coinfection on HIV-1 genetic diversity may be expected to be
more substantial because of the likelihood that spatially separated cells harbour genetically distinct variants. The
impact on HIV-1 diversity, and consequently on the potential to adapt to a changing environment, are expected
to correlate with the genetic distance between the parental variants. In the absence of antiretroviral treatment, the
recurrent exposure of cells to infectious virions over the course of several years during this chronic infection cre-
ates numerous occasions for coinfections to happen. In view of these considerations, infection by cell-free virions
emerges as a relevant means of HIV-1 diversification.
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HIV-1 mutations rapidly accumulate through genetic recombination events, which require the infection of
a single cell by two virions (coinfection). Accumulation of mutations in the viral population may lead to
immune escape and high-level drug resistance. The existence of cell subpopulations characterized by dif-
ferent susceptibility to HIV-1 infection has been proposed as an important parameter driving coinfection
(Dang et al., 2004). While the mechanism and the quantification of HIV-1 coinfection have been recently
investigated by mathematical models, the detailed dynamics of this process during cell-free infection re-
mains elusive. In this study, we constructed ordinary differential equations considering the heterogeneity
of target cell populations during cell-free infection in cell culture, and reproduced the cell culture exper-
imental data. Our mathematical analyses showed that the presence of two differently susceptible target
cell subpopulations could explain our experimental datasets, while increasing the number of subpop-
ulations did not improve the fitting. In addition, we quantitatively demonstrated that cells infected by
multiple viruses mainly accumulated from one cell subpopulation under cell-free infection conditions. In
particular, the frequency of infection events in the more susceptible subpopulation was 6.11-higher than
that from the other subpopulation, and 98.3% of coinfected cells emerged from the more susceptible sub-
population. Our mathematical-experimental approach is able to extract such a quantitative information,
and can be easily applied to other virus infections.

Keywords:

HIV-1 infection
Mathematical model
Coinfection
Non-random infection

© 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Human Immunodeficiency Virus type-1 (HIV-1) infection re-
mains one of the leading public-health concerns since the early
1980s (Barre-Sinoussi et al., 2013; Fauci, 2003). The major hurdles
to the control of HIV-1 infection are viral escape from immune
responses and high-level drug resistance to antiretroviral therapy
(Chang et al., 2013). These phenomena are caused by the rapid pro-
duction and accumulations of HIV-1 mutations over time in HIV-1
patients, driving viral evolution and escape (Gottlieb et al., 2004;
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Nora et al., 2007). One of the most efficient mechanisms favor-
ing the accumulations of mutation consists in the recombination
events, which allow to combine in a single step portions of the vi-
ral genomes that evolved independently (Burke, 1997; Jung et al.,
2002). Recombination events require the infection of a single cell
by two virions. Double infections can take place within a short
time frame (coinfection) or with variable delay (super-infection)
(Law et al., 2016; Remion et al, 2016). Double-infected cells pro-
duce virus particles that may carry two different RNA molecules,
which can recombine during reverse transcription and produce a
chimeric genome (Redd et al., 2013).

Genetic recombination is a relevant phenomenon in infected
patients, and several reports have described patients infected by
multiple HIV-1 variants (Allen and Altfeld, 2003; Powell et al.,
2009; Ronen et al., 2013; Smith et al., 2005). Although most in-
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fected circulating cells in patients harbor a single viral genome, dIfC2

double-i i ! L = BsViIf© 4 Bs;VIRC

ouble-infected cells are consistently detected (Josefsson et al., dr VR Vel T,

2013; Josefsson et al., 2011). Genetic recombination in coinfected dv;

cells constantly happens over time (Fraser, 2005; Simon-Loriere d—: = —(Vg,

and Holmes, 2011), and double infections by HIV-1 was shown v

to lead to the emergence of multidrug resistant viruses (Donahue CTIC = —cVe. (1)

et al., 2013; Quan et al., 2009).

Interestingly, it was previously shown in tissue culture that
HIV-1 coinfection is not a random event, and it takes place
with higher frequency than expected for independent events
(Dang et al., 2004). Dang et al.,, suggested that the heterogeneity
of target cells in terms of susceptibility to infection, is largely re-
sponsible for the nonrandom distribution of coinfection events in
vitro (Dang et al,, 2004). In their study, for simplicity, five subpop-
ulations with a gradient of susceptibility to the infection were con-
sidered (Dang et al., 2004). The concept of heterogeneity of tar-
get cells has been widely supported by subsequent publications
(Chen et al., 2005; Ito et al., 2017; Remion et al., 2016; van der
Kuyl and Cornelissen, 2007). One aspect that has not been suffi-
ciently investigated, is the time-evolution of coinfection. To under-
stand such non-random multiple infection events from the point of
view of “virus dynamics”, the kinetics of HIV-1 coinfection during
the course of the infection should be quantified. In a recent report
by Law et al., (Law et al., 2016), a simple ordinary differential equa-
tion model has been proposed and the frequency of HIV-1 coinfec-
tion in vivo was investigated. Their mathematical analysis showed
that HIV-1 coinfection is indeed non-random, and target cell pop-
ulation must have different susceptibilities to explain their exper-
imental data in vivo. Here, to further expand their approach, con-
sidering target cell heterogeneity and number of infection events,
and to investigate the time-evolution of HIV-1 coinfection in de-
tail, we developed a novel mathematical model, which captures a
large dataset from in vitro experiments, and characterized HIV-1
cell-free infection dynamics.

2. Results

2.1. Mathematical model considering target cell heterogeneity and
number of infection events

Our model extended the well-parameterized basic model of vi-
ral dynamics (e.g., (Perelson, 2002)) by incorporating both target
cell heterogeneity and number of infection events.N target cell sub-
populations with different susceptibility were assumed. Dynamics

of the target cell subpopulation i(e {1,..., N}) and the viral dy-
namics in cell culture were modelled as follows:

% = —BsiVkT; — BsiVcT;

d"JR‘ Ry Ry

G = BsiVeTi — BsiVil™ — Bsively,

di®:

d’t = BsikI — BsiVeI®,

drf‘ G G

T BsiVeT, — BsiVrl" — BsVel.

di®

5 = BVl — BsiVel™.
G

;[ = BSRIT + BVl — BsiVel e — BVl
drf:e

;t = BVl + BsVaIf ' — BsiVel©,
dife 2

g = BRI + BVl — Vil

Here T; is the number of uninfected (ie., susceptible) target
cell subpopulation i. The subpopulation i was further divided into
9 sub-groups by the state of infection: lf 7 and J'fk are the num-
bers of infected cells either by HSA HIV-1 (symbolized by R) or
GFP HIV-1 (symbolized by G), lfﬁ“ is coinfected cells, where the
subscripts j and ke {1, 2} correspond to the number of infection
events either by HSA or by GFP HIV-1 respectively (see Fig. 1).
Vi and Vi are the amount of HSA and GFP HIV-1, respectively. The
de novo infection, Bs;Vg + fBs;Vg, is assumed linearly dependent on
the number of viral populations, Vg and V. f is the infection rate
and s; is the relative susceptibility for subpopulation i. For sim-
plicity, we ordered the target cell subpopulations by susceptibility
(i.e, 1=51 > 53 > ... >s; for i=2). That is, B(= Bs;) is the net in-
fection rate of the most susceptible target cell population T; for
HIV-1 and, for example, fs; is the reduced infection rate of the
2nd susceptible populations T,. Since these HSA and GFP HIV-1
could not infect their target cells multiple times (i.e., single cycle
experiments), we only considered a viral clearance rate ¢ but not
virus production. As we previously estimated in Ito et al. (2017),
more than 99.9% of infection events were largely occupied by 1
and/or 2 infections by either HSA or GFP HIV-1 even in the 100
and 100 pl of double HSA and GFP HIV-1 experiment. Therefore, we
neglected the case which j, k=3 in Eq. (1) for analysing our exper-
imental datasets, and assumed that more than one infection events
did not occur simultaneously. Based on our previous findings, the
death rate of HIV-1 infected cell is negligible because cells were
exposed to the virus only during 2 hours in our experiments (Ito
et al., 2017; Remion et al., 2016).

2.2. Heterogeneity of target cell populations

To characterize the heterogeneity of target cell population we
quantified the goodness-of-fit between the candidate models with
different number of cell subpopulations, and the experimental data
(see Section 4 for our data fitting). To this end, we calculated the
Akaike Information Criteria (AIC) for each fit using

ss:r (é)

pts

AlC = Np.»s In =+ ZNpary

and compared them for the different number of susceptible sub-
populations in Fig. 2. Here Nps and Npgr represent the number
of data points and the number of parameters, respectively. The
sum of the residuals, SSR(E) is explained in Section 4. Interestingly,
complete homogeneity of target cells (i.e., the number of suscep-
tible target cell population is equal to “1”) yields a very poor fit
(high AIC) to our cell culture experimental datasets (see Fig. 2).
Although the very best fit (smallest AIC) was obtained with two
susceptible subpopulations (i.e.,, N = 2), higher dimensional mod-
els having more than three subpopulations provide an adequate
description of the data. We summarized our best-fitted parame-
ter values (i.e., estimated parameter values for N = 2) in Table 1. A
set of representative data fitting is shown in Fig. 3. In these panels,
the colored and white bars represent experimental and predicted
frequencies for each quadrant, respectively. In both single (Fig. 3a
and b) and double (Fig. 3¢) HIV-1 infection experiments, our math-
ematical model reproduces all experimental datasets well. An in-
dependent set of data and the corresponding analysis is shown in
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Fig. 1. Flow cytometry analysis of HIV-1 double infection and its mathematical modelling. (a) The panel shows a representative flow cytometry result of double infection
with HSA and GFP viruses, The colors of dots represent the density of cells in the following quadrants: HSA* cells (A); HSA*GFP* cells (B); uninfected susceptible target cells
(C); and GFP* cells (D). The percentage of cells in each quadrant is indicated under the letter identifying the quadrant. (b) Each quadrant, i.e., (A), (B), (C) and (D) is defined
as 2y ’f‘- 2T Z,‘kl‘c“and Tk I:z’c‘. respectively, in our mathematical model. Here the indices i represents the class of target cell susceptibility, and j, k correspond to the

number of infection events either by HSA virus or by GFP virus, respectively.

Table 1
Estimated parameters in the mathematical model of cell-free infection.

Parameter name Parameters  Unit Estimated mean values ~ 95% credible interval
Number of target cell subpopulations with differently susceptible N - 2 -

Infection rate B (vition/ul)=! - h=1 2709 x 10-° (1.818 — 3.836) x 10-%
Viral clearance rate ¢ h~! 0.3060 0.08060 — 0.5347
Reduction rate on target cell susceptibility Sa - 0.1304 0.1075 - 0.1566

Initial HSA HIV-1 viral amount Ve (0) (RNA copies/pl) 0.8505 x 10° (0.5967 — 1.200) x 10°
Initial GFP HIV-1 viral amount Vei(0) (RNA copies/ul) 1.205 x 10° (0.8383 — 1.704) x 10*
Increase rate at 6.12 ul of inoculated virus 25 - 231 1.735 - 2.958

Increase rate at 12.5 il of inoculated virus ri2s - 4.011 3.138 - 4913

Increase rate at 25 pl of inoculated virus T = 4.040 3.247 - 4.874

Increase rate at 37 pl of inoculated virus ry7 - 10.27 8.195 - 12.43

Increase rate at 50 ul of inoculated virus Tsp - 7425 6.005 - 8.938
Increase rate at 75 pul of inoculated virus s - 11.86 9.512 - 14.26

Increase rate at 100 gl of inoculated virus o0 - 15.03 12.13 - 18.08

Increase rate at 200 | of inoculated virus Tan0 - 24.24 19.59 - 29.11

Homogeneity Heterogeneity
430-
Q
< 426
422+
T T T T T
1 2 3 4 5

Number of differently susceptible target cell populations

Fig. 2. Target cell heterogeneity based on AIC calculation. For each number of dif-
ferent susceptible target cell populations, AIC values were calculated in Eq. (1), and
compared. The mean value of SSR derived from Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
inferences was used to calculate the AIC value,

Fig. S1 in Appendix A, both for single and double infection ex-
periments. In addition, our mathematical model with estimated
parameters successfully reproduces an important index on non-
randomness of HIV-1 coinfection, i.e., odd ratio (Dang et al., 2004;
Del Portillo et al, 2011; Ito et al., 2017; Remion et al., 2016), as
well (see Fig. S2 in Appendix B).

2.3. Dynamics of HIV-1 coinfection during cell-free infection

The FACS analysis itself could not extract a time-evolution of
HIV-1 coinfection (see Section 4). This is because conventional
FACS analysis cannot distinguish infected cells having different
number of infection events by the same virus (e.g., JIR‘ and !f’;

lf'c‘ and !’8262 ). In this study, using the mathematical model with
our estimated parameter values, we reconstructed the frequency
of HIV-1 coinfection dynamics during the cell-free infection in cell
culture, For example, as described in Fig. 4a-d, we calculated the
frequency dynamics of HSA HIV-1 infected (i.e., quadrant A), dou-
ble infected (quadrant B), uninfected susceptible target cells (quad-
rant C) and GFP HIV-1 infected (quadrant D) cells in the 100 and
100l of double HSA and GFP HIV-1 experiment, respectively. We
found that the frequency of infection in the 1st susceptible target
cell population was 6.11-fold higher than that of the 2nd suscepti-
ble cell population, when cells were exposed to the virus inoculum
for 2 h. In other words, cells from the more susceptible population
were almost selectively infected among the total target cell pop-
ulation (c.f, (Ito et al., 2017)). Furthermore, in Fig. 4e, we calcu-
lated the time-evolution of the number of infection events. Inter-
estingly, multiple infection events rapidly occur upon exposure of
cells to the virus, and they accumulate in up to 10% of all target
cells within hours.

176



Annexes

42

Alexandra Tauzin — These de doctorat - 2020

Y. Ito et al./journal of Theoretical Biology 455 (2018) 39-46

a
HSA HIV-1 25 pl HSA HIV-1 50 pl HSA HIV-1 100 pl
100 100 100
_ 80 _ 80 _ 80
£ £ £
§ 60 7 60 § 60
H g §
E 40 E’ 40 E 40
20 20 20
0 0 0
A c A c A c
b
GFP HIV-1 25 l GFP HIV-1 50 pl GFP HIV-1 100 pl
100 100
g 80 g 8 t g 80 {
z 60 F 60 g 60
g H g
g 40 £ 40 g 0
£ £ &
20+ 20 20 l
; [ &8
D c D c D c
c
HSA HIV-1 250l + GFP HIV-1 251 HSA HIV-1 25ul + GFP HIV-1 50u1 HSA HIV-1 2541 + GFP HIV-1 1001
100 100 100
_ 80" i _ 80F { _ 80
£ £ £ }
E 60 ? 60 ? 60
g 40- g 4of § 40
£ £ &
20+ 20 20+
* i
ol o .; ol =% —x. I 1 ol —=1 —k- |
A B [+ D A B c D A B [ D
HSA HIV-1 50p1 + GFP HIV-1 25p! HSA HIV-1 50pl + GFP HIV-1 50p! HSAHIV-1 50pl + GFP HIV-1 100p!
100 100 100
80
£ 60 g £
g 40f s g
2 s =
£ 55 g £
3
0
A B
HSA HIV-1 100! + GFP HIV-1 25p1 HSA HIV-1 100pl + GFP HIV-1 501 HSAHIV-1 100ul + GFP HIV-1 100u!
100f 100 100
_ 80+ _ 8of _ 80"
g g £
z 60 7 60 7 60 {
g4 ] 4 : 4
E o+ E of E 0+
20 20 20
b . gy W T amg Wl &
0 =i || ol M| | | ol M| mm |
A B c D A B [+ D A B [+ D

Fig. 3. Frequency of single infection and double infection. (a) The experimental and predicted frequencies of quadrants A (i.e., HSA*) and C (i.e., HSA~) at 2 hours post
exposure to the virus in three independent experiments using only HSA HIV-1 are shown by red and white bars, respectively. (b) The experimental and predicted frequencies
of quadrants D (i.e., GFP*) and C (i.e., GFP~) in single GFP HIV-1 experiments are shown by green and white bars, respectively. (¢) The experimental and predicted frequencies
of quadrants A (i.e., HSA*), B (i.e., HSA*GFP*), C (i.e., HSA-GFP~), and D (i.e., GFP*) in double HIV-1 experiments are shown by blue and white bars, respectively. Two
independent experiments were performed with the nine indicated combinations of HSA and GFP HIV-1 using the three different amounts of each virus used in single
experiments. Note that each error bar represents the 95% credible interval obtained from MCMC inferences (Table 1).
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Fig. 4. Dynamics of HIV-1 coinfection during cell-free infection. The predicted frequency dynamics of HSA-infected (i.e., quadrant A), double infected (quadrant B), uninfected
susceptible target (quadrant C) and GFP-infected (quadrant D) cells were calculated in (a), (b), (c) and (d), respectively, using the mean estimated parameter values derived
from MCMC inferences in 100 and 100l of double HSA and GFP HIV-1 experiment. The solid and dashed lines in (a), (b) and (d) correspond to the dynamics of total HIV-1
infection and each dynamics of 1, 2, 3 and 4 (co)infection event(s) denoted as in panels, respectively. In (c), the solid and dashed lines represent the dynamics of total and
each uninfected susceptible cell population, respectively. In (e), the dynamics of 1, 2, 3 and 4 infection event(s) were separately calculated.

2.4. Contribution of differently susceptible target cell populations to
coinfection

The more susceptible a target cell is, the more likely it will be
infected by HIV-1. To investigate how target cell heterogeneity af-
fects the HIV-1 coinfection frequency, we quantified the contribu-
tion of different target cell subpopulation to the event. The con-
tribution of T; at 2 h post exposure to the virus is defined as fol-
lows:

f2) +172(2) + i P ARIP))

J=1k=1

ﬁ’,&ﬁ) + g’fz(ZH % i > ’fjck(2)
i=1

i= i=1 j=1k=1

2

178

Interestingly, in Fig. 5, we revealed that 98.3% of coinfection
events emerged within the most susceptible target cell subpopu-
lation (i.e., 1st susceptible target cell population: T;) on average
based on the mathematical model with our estimated parameter
values. This demonstrates that certain susceptible target cell sub-
populations might be a driving force of HIV-1 recombination which
may lead to drug resistance and immune escape.

3. Discussion

HIV mutation and recombination are driving forces of HIV evo-
lution, especially for immune evasion and drug resistance in vivo
(Gottlieb et al., 2004; Nora et al., 2007; Price et al., 1997). HIV
recombination has been well studied both in vitro and in vivo
(Cromer et al., 2016; Law et al, 2016; Levy et al., 2004; Schlub
et al, 2010). An essential factor for viral recombination is coin-
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2" susceptible
target cell population

Contribution of
differently susceptible
arget cell populations
to coinfection events

98.3 %)

Fig. 5. Contribution of differently susceptible target cell populations to coinfection
events. In 18 double HSA and GFP HIV-1 experiments, 98.28% and 1.72% of coin-
fected cells, on average, were generated from 1st and 2nd susceptible target cell
population at 2 hours post exposure to the virus, respectively.

fection, and therefore it has been investigated extensively (Dang
et al., 2004; Del Portillo et al., 2011; Dixit and Perelson, 2005; Ito
et al., 2017; Remion et al., 2016). Taking advantage of mathemati-
cal modeling and its computational simulations, the dynamics of
viral recombination and coinfection has been gradually revealed
(Dixit and Perelson, 2005; Giorgi et al, 2013; Keele et al., 2008),
although those studies did not take into account the heterogeneity
of the target cell population,

To further our understanding of the coinfection (and multiple
infection) dynamics for HIV-1 infection, in particular, in the con-
text of different susceptible target cell populations, we propose
the novel mathematical model including target cell heterogeneity
(i.e., described as i) and explicitly counting the number of infection
events in infected cells (i.e., j and k) (Fig. 1). By our experimental-
theoretical approach, we characterized the heterogeneity of target
cell population, and found that the presence of two different sus-
ceptible subpopulations is enough to reproduce our cell culture ex-
perimental datasets for multiple infections, although models hav-
ing three or more subpopulations also might be acceptable (Figs. 2
and 3). For example, in Dang et al. (2004), it was reported that
a simulation model considering 5 different susceptible subpopu-
lations explained the nonrandom HIV-1 infection in cell culture.
They did not estimate the number of subpopulations from exper-
imental datasets, but our results further support their simple as-
sumption.

In addition, based on our estimated parameter values, we were
able to extract the dynamics of HIV-1 coinfection during cell-free
infection in cell culture (Fig. 4). Our simulation explained that mul-
tiple infection events rapidly occur and accumulate in up to 10% of
all target cells within hours. This implies that there might be mas-
sive multiple infection events, which enhance viral recombination,
during an exponential viral growth phase in patients. In fact, it has
been reported that in vivo the estimated template switching rate
is close to in vitro estimated rate found in primary T lymphocytes
(Cromer et al,, 2016). Furthermore, our important finding is that
around 98% of the infection by more than 1 virus has emerged
from the most susceptible target cell subpopulation (Fig. 5). This
demonstrates that certain target cell populations play a dominant
role as major coinfection source, as compared to the whole tar-
get cell population. Since highly susceptible target cells are selec-
tively infected and removed from the population due to apoptosis
or virus lysis, one can hypothesize that the coinfection rate and its

associated viral recombination rate reach a maximum during the
exponential viral growth phase, a possibility that it will be worth
examining in future studies. This is indeed a testable hypothesis
both experimentally and mathematically.

HIV-1 coinfection is an important strategy to promote the
genetic recombination followed by viral evolution, with conse-
quences for viral escape from the immune or pharmacological
pressures, As we previously estimated in Iwami et al. (2015), the
cell-to-cell infection accounts for approximately 60% of HIV-1 in-
fection events in cell culture and therefore this is a major infec-
tion mode. Despite its lower infection efficiency, we show here that
cell-free HIV transmission results in frequent coinfection events. In
the context of genetic recombination, cell-free infection may have
an advantage over cell-to-cell transmission, in that it is more likely
to bring together viruses that have different genotypic and phe-
notypic properties. Indeed, cell-free viruses produced by different
cells, may carry advantageous traits due to their exposure to dif-
ferent selective forces. Our study, by exploring the conditions that
favor coinfection and its kinetics, help elucidating this process that
participates in virus escape.

4. Methods
4.1. HIV-1 coinfection experiment

The proviral constructs were derived from previously published
plasmids based on the pNL4-3 construct and each carried a se-
quence coding for either green fluorescent protein (GFP) or heat
stable antigen (HSA) reporter proteins cloned before the nef gene,
with an IRES sequence allowing concomitant expression of the vi-
ral and reporter proteins. To limit infections to a single cycle, we
used Env-defective constructs, pseudotyped by HIV Env glycopro-
teins expressed in trans. Stocks of viruses expressing either GFP
or HSA were prepared by transfecting sub-confluent 293-T cells in
T75 flasks by JetPei (Polyplus Inc. Illkrich, France), following the
manufacturer’s instructions. Subsequently, MT4R5 cells in a 96-
well plate were exposed to two-fold dilutions of one virus (sin-
gle infection) or of both viruses at the same time (coinfection), us-
ing different ratios of the two viruses (as detailed in the results).
Finally, flow cytometry data were acquired using a FACS-Calibur
instrument (Becton Dickinson, Le Pont-de Claix, France) with Cel-
1Quest software and were analysed using Flow]o software (Treestar,
Ashland, OR, USA). Note that the detailed description of our exper-
iment can be found in our previous publications (Ito et al., 2017;
Remion et al., 2016).

4.2. Data fitting

In coinfection experiments, the expression of the two reporter
proteins (GFP and HSA) allows to separate infected cells in dif-
ferent quadrants of the FACS analysis: A: HSA-positive (HSA™),
B: both HSA-positive and GFP-positive (HSA*GFP*), C: both
HSA-negative and GFP-negative (HSA-GFP~), and D: GFP-positive
(GFP*) (Fig. 1a). Since these data are measured as frequencies, we
normalized the total cell number (ie., Ef-il Ti+ Z{-V:] ):12‘=1 .fI.Rf(I) +

Y T2 0 + X0, T2, T2, 17 @) = 1) and calculated the
expected values corresponding to each quadrant using Eq. (1) at
2 h post exposure to the virus. Note that FACS analysis does not
allow to identify the number of infection events per cell, as cells
infected by one or multiple virions carrying the same reporter
gene will be indistinguishable. Here, for considering the different
amounts of inoculated virus, we assumed that Vz(0) = Vx(0) and
Ve (0) = Vg(0) for 3.12 il of HIV-1 supernatant (our smallest in-
oculum), while Vz(0) = Vg(0) x . and V5(0) = V;(0) x r. for the
other inoculated amounts in Eq. (1). Therefore, the set of param-
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eters in Eq. (1), 8 = (B, c.s;. Vg(0),V;(0),r,) was estimated by fit-
ting: infection rate B, viral clearance rate ¢, reduction rate on the
target cell susceptibility s;, HSA-positive initial value Vg(0), GFP-
positive initial value V(0), the scaling parameters r- for 6.25, 12.5,
25, 37, 50, 75, 100, and200 pl of the inoculated HIV-1 (see
Table 1). Note that s; =1 and number of target cell subpopula-
tions, N, is determined by the AIC values (see Section 2).

To estimate those parameters in Eq. (1), we assumed the
dataset follows the Gaussian distribution with mean y¢; and com-
mon variance o2, and used the following likelihood function:

1 o
L(p. o x)=]] We’%rz = (

1
e
«/211'02)
Here, u and x represent the set of the expected values by

Eq. (1) and the corresponding experimental measurements, respec-
tively. The sum of the residuals, SSR(@), is defined as

s5t0) = 3. (£ O + (- 0
3 [ Bl0)" (e ()]

g=1

3 [(reo=Fea0)) + (= ()’

+ (Foco—Feco(8))” + (Foco— Fp_m(a))zl,

where F, 4 and F._ 4 are the expected values by Eq. (1) and the ex-
perimental measurements at 2 hours post exposure to the virus,
respectively. Here * and # correspond to one of the quadrants (i.e.,
A,B,C,D) and one of the experiments with different amounts of in-
oculated HIV-1 (ie,r=1,..., 10 correspond to 3.12, 6.25, 12.5, 25,
37, 50, 75, 100, 100 and 200pl, respectively, of single HSA HIV-
1 experiments; g=1,..., 10 correspond to 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50,
50, 75, 100, 100 and 200yl, respectively, of single GFP HIV-1 ex-
periments; co=1,..., 18 correspond to 25 and 25, 25 and 50, 50
and 25, 37 and 50, 50 and 50, 37 and 75, 75 and 50, 75 and 75, 25
and 100, 100 and 25, 37 and 100, 50 and 100, 100 and 50, 100 and
50, 75 and 100, 100 and 75, 100 and 100pl and 100 and 100pl,
respectively of double HSA and GFP HIV-1 experiments).

To consider the uncertainty of the variance as well as param-
eters in Eq. (1), we employed a bayesian inference approach to
estimate the parameters. We applied MCMC method sampling by
“delayed rejection and adaptive Metropolis algorithm” to the pa-
rameter estimation using the R FME package (R version 3.4.1)
(Soetaert and Petzoldt, 2010). In this package, the error between
experimental values and predicted values is assumed to follow a
Gaussian distribution with mean 0 and the variance o2, The ad-
ditional assumption is that the inverse of the variance (ie., 1/02)
follows a Gamma distribution, and the prior distribution of the
parameters follows a Gaussian distribution. We set 300,000 iter-
ations, while the first 200,000 chains are discarded as burn-in-
sample. Finally, the convergence of the posterior distributions of
the all parameters is confirmed by checking the “traceplot™ and
“histgram”. The 95% credible interval is the range from 2.5% to
97.5%, and each mean represents one of the posterior distribution
(Table 1).
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Appendix A

In addition to the representative experimental datasets in Fig. 3,
we used the other datasets from 7 single HSA HIV-1 infection, 7
single GFP HIV-1 infection and 9 double HIV-1 infection in our si-
multaneous fitting for our parameter estimation. As described in
Fig. S1, our mathematical model fits well to datasets independent
of inoculated viral amounts.

Appendix B

HIV-1 coinfection events were demonstrated to occur more fre-
quently than would be expected for independent infection events
and do not follow a random distribution (Chen et al., 2005; Dang
et al., 2004; Ito et al, 2017; Remion et al., 2016). If the coin-
fection occurred more frequently than that expected from ran-
dom events, then the expected odds ratio would be more than
1. As we reported in (Ito et al., 2017), the experimental odds ra-
tio, Fy #F-4/Fa4Fp#, was estimated to be more than 1 indepen-
dent of inoculated viral amount. To quantitatively further support
our model prediction, we calculated the theoretical odds ratio,
Fg 4Fc #/Fy 4Fp 4, from our mathematical model with our estimated
parameters in Table 1. In Fig. 52, we compared the odds ratio mea-
sured by our experiments with the theoretical odds ratio. Thus, our
novel model quantitatively reproduces the odds ratio and captures
the known property of coinfection during cell-free HIV-1 infection
in cell culture.
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Article 3 : Anti-HIV-1 activity of pepRF1, a proteolysis-resistant CXCR4 antagonist derived
from Dengue virus capsid protein (en révision)
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There is an urgent need for the development of new anti-HIV drugs that can complement existing medicines to
be used against resistant strains. Here, we report the anti-HIV-1 peptide pepRF1, a human serum-resistant
peptide derived from the Dengue virus capsid protein. In vitro, pepRF1 shows a 50% inhibitory concentration of
1.5 nM with a potential therapeutic window higher than 53,000. This peptide is specific for CXCR4-tropic
strains, preventing viral entry into target cells by binding to the viral co-receptor CXCR4, acting as an antagonist
of this receptor. pepRF1 is more effective than T20, the only peptide-based HIV-1 entry inhibitor approved, and
excels in inhibiting a HIV-1 strain resistant to T20. Potentially, pepRF1 can be used alone or in combination
with other anti-HIV drugs. Furthermore, one can also envisage its use as a novel therapeutic strategy for other
CXCR4-related diseases.

Introduction

Human immunodeficiency virus (HIV) is responsible for acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), a
condition characterized by CD4" T cell depletion and consequent susceptibility to opportunistic infections.(Moir
et al., 2011) In 2018 there were 37.9 million people globally living with HIV, with nearly one-half of this
population being treated with a combined antiretroviral therapy (cART).(UNAIDS, 2019) cART, which
generally consists in a triple drug regimen directed towards at least two distinct molecular targets, is broadly
accepted as the most efficient way to control viraemia.(Gunthard et al., 2014) However, this therapy does not
lead to complete virus elimination and the potential acquisition and transmission of HIV drug resistant strains
remains a therapeutical challenge.

The steady development of peptide-based drugs over the last decade is one of the most promising fields in drug
discovery.(Vlieghe et al., 2010)(A. Kaspar and M. Reichert, 2013) The specificity and high affinity of peptides
towards their molecular targets is one of their main advantages, together with a low toxicity.(Castel et al., 2011)
Several peptides have shown anti-HIV activity, targeting different steps of the HIV replication cycle such as
fusion with the host cell(Rausch et al., 1990)(Jin et al., 2000) reverse transcription,(Gleenberg et al.,
2007y (Agopian et al., 2009) integration,(Gleenberg et al., 2005)(Li et al., 2006) and maturation.(Schramm et al.,
1996)(Dyda et al., 1998) T20 (enfuvirtide, Fuzeon®) is emblematic of fusion inhibitor peptides used in the

clinical management of HIV infection, preventing the merging of viral and cellular membranes, thus precluding
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virus entry.(Kilby et al., 1998) (Lazzarin et al., 2003) HIV entry is a multistep process mediated by the viral
envelope glycoprotein complex (env), which consists of a trimer of heterodimers, each formed by a gp120
surface glycoprotein and a gp41 transmembrane protein.(Doms and Trono, 2000) Binding of gp120 to CD4 and
to one of the chemokine receptors that serve as HIV coreceptor (CCR5 or CXCR4) triggers conformational
changes, leading to the exposure of a hydrophobic peptide at the N-terminus of gp41, which inserts into the
cellular membrane.(Doms and Trono, 2000) Then, two alpha helices (HR1 and HR2) on gp41 fold onto each
other, forming a six-helix bundle for each env trimer.(Doms and Trono, 2000) This rearrangement brings
together the viral and cellular membranes, leading to their fusion.(Doms and Trono, 2000) T20, the only
clinically approved fusion inhibitor, is a 36 amino acid HR2-derived sequence that, by binding to HR1, prevents
the formation of the six-helix bundle.(Kilby et al., 1998)(Lazzarin et al., 2003) T20 has been shown to suppress
replication of HIV variants with multidrug resistance to reverse transcriptase and protease inhibitors.(Lalezari et
al., 2003y (Lazzarin et al., 2003) However, its administration by high-dosage injection and its short in vivo half-
life result in low efficacy and have limited its clinical application to “salvage” treatment.(Rimsky et al., 1998)
(Francis et al., 2010) As with any antiretroviral, the emergence of T20-resistant viral variants has been observed
both in vitro(Rimsky et al., 1998) and in the clinic.(X et al., 2002) (Ashkenazi et al., 2011)

Antimicrobial peptides (AMPs) are a group of molecules known for their broad-spectrum activity against
bacteria, fungi and viruses. Despite the considerable number of AMPs described, and the fact that some have
been shown to directly inhibit one or more steps in the HIV replication cycle,(Wang, 2012)(Qureshi et al., 2013)
in-depth studies of their anti-HIV potential are scarce. We have previously discovered a peptide,(Freire et al.,
2013)(Freire et al., 2014) pepR, that is derived from the Dengue virus capsid protein and displays antibacterial
activity against both Gram-positive and -negative bacteria.(Freire et al., 2015) Here, we investigate the anti-HIV-
1 activity of pepR and showed that the peptide is able to inhibit HIV-1 infection. Since one of the major
limitations in the development of peptide-based drugs is their vulnerability to proteolytic degradation,(Bottger et
al.,, 2017) we searched for an active, human serum-resistant fragment of pepR. We discovered a resistant
fragment, hereafter pepRF1, that shows remarkably potent activity against lab-adapted HIV-1 strains, patient-
derived viruses, and a T20-resistant virus. Mechanistic studies on its anti-HIV-1 activity additionally show that
pepRF1 is a potent CXCR4 antagonist that prevents CXCR4-tropic HIV-1 entry at nanomolar level, which

demonstrate its potential as a drug lead.

Results

pepR anti-HIV-1 activity and serum stability

The antiviral activity of pepR against the HIV-1 laboratory-adapted strain NL4.3 (HIV-1y143) was evaluated
using a single-cycle infectivity assay. As shown in Figure la, pepR inhibited infection of TZM-bl cells with an

IC50 of 37 nM.

The susceptibility of pepR to human serum was investigated by HPLC-MS (Figure S1). pepR underwent
relatively fast decay (Figure S1A), with >90 % of the initial product consumed after 90 min. A ¢, of 3.7 min was
determined by fitting of an exponential function to experimental data. The HPLC profile of the digest (Figure
S1B) shows a main peak (fragment I) reaching maximum intensity at ~20 min and remaining constant
henceforth. Based on MS data, a primary structure (LKRWGTIKKSKAINVLR, Table S1 and Figure S2) could
be unequivocally proposed for fragment I, which could plausibly result from trypsin-like cleavage of pepR at

Arg”-Glylg. An alternative, more complex pathway would entail chymotrypsin-like cleavage at Phe"’-Arg® to
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give intermediate LKRWGTIKKSKAINVLRGF (one among possible fragment V candidates, Table S1), which
would then undergo stepwise carboxypeptidase clipping of C-terminal Phe and Gly.

Aside from fragment I, the other five peaks (II-VI) observed by HPLC (Figure S1B) are of much lower intensity.
For fragment III, an unequivocal sequence can be assigned from MS data while, for fragments II and IV-VI, two
or more quasi-isobaric sequences can be proposed (Table S1), suggesting degradation pathways of minor
importance compared to those leading to fragment I accumulation. It was obvious at this point that, given its
superior serum stability and predictable reduction in cost of production, as a result of pepR’s >50% size
reduction, fragment I (henceforth pepRF1) should be explored as an alternative antiviral candidate over pepR.

Accordingly, a synthetic replica (in C-terminal carboxamide version) was also prepared and evaluated (Table 1).
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Figure 1. In vitro evaluation of peptides’ activity against HIV-1y,; infection of TZM-bl cells. Inhibition of
viral infection was assessed against the laboratory-adapted strain HIV-1y143 (100 TCIDs) in the presence of
increasing concentrations of pepR (a), pepRF1 (b) and pepR-derivatives (¢). A sequence-activity relationship
analysis of pepR-derivatives was performed and dose-response curves (¢) and corresponding mean ICs, values
(d) were compared to the ones obtained for pepR and pepRF1. In all assays, viral infectivity was quantified 48 h
post-infection through luciferase reporter-enzyme activity and converted to percentage of viral infection
inhibition.

Table 1. Fragment I (pepRF1), an abridged version of pepR

Peptide Sequence (:;z;ldgl:::s Molecular Net
b 1 ) mass (Da) |charge
pepR LKBWGT IKKSKAINVLRGFRKEIGRMLNILNRRRR- 35 4278.19 3
amide
pepRF1 LKRWGTIKKSKAINVLR-amide 17 2010.48 | +7

The antiviral activity of pepRF1 against HIV-1y.43 was assessed, and the ICs, value obtained, 1.5 nM, revealed
it as even more potent than its parent pepR, on the inhibition of infection of TZM-bl cells (Figure 1b).
Importantly, pepRF1 has no cytotoxic effects on TZM-bl cells for concentrations up to 80 uM (Figure S3), the

highest concentration tested. This corresponds to a potential therapeutic window of > 53,000.

The N-terminal domain of pepR is responsible for its anti-HIV-1 activity

A sequence-activity relationship analysis was carried out to unveil the domain of pepR responsible for its anti-
HIV-1 activity. pepR analogs were obtained by stepwise residue deletions at both N- and C-termini (Table S2).
As shown in Figure lc and d, assays against HIV-1y14; revealed that the domain responsible for the antiviral

activity of pepR is located in the N-terminal region. The results clearly show that the sequential deletion of
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amino acid residues towards the N-terminal region of the peptide resulted in an increase of the anti-HIV-1
activity: ICsp= 29 nM for AC4-pepR, ICsy= 27 nM for AC8-pepR, and ICs5y= 6 nM for AC12-pepR. These results
are in agreement with the ICs, value of 1.5 nM obtained for pepRF1, which would correspond to AC18-pepR. On
the other hand, the peptides generated by the sequential deletion of amino acid residues of the peptide N-terminal
region (AN4-, ANS-, AN12-pepR) resulted in peptides not active against HIV-1y 4.

pepRF1 targets an early step in HIV-1 entry

The HIV replication cycle consist of different stages that occur in a well-established chronological
order.(Frankel and Young, 1998b) Time-of-addition (TOA) experiments are a commonly used approach to study
the mode of action of HIV inhibitors,(Daeclemans et al., 2011) namely which replication step is being targeted.
First, we determined if pepRF1 targets HIV-1 before, during, or after viral entry into cells. pepRF1 was
incubated with HIV-1y.43 before addition to cells (&= -1 h), added to cells at different time-points during
infection (= 0, 1, 2 h), or added to cells after infection (= 3, 4 h). The inhibitory effect of pepRF1 was only
observed when the peptide was added before or during, but not after the virus infection period, indicating that it
acts during viral entry into cells (Figure 2 a and b). This effect was more pronounced when the peptide was pre-
incubated with virions (= -1 h) (ICse= 1.2 nM), or added to the cells together with virions (== 0 h) (ICsp= 2.5
nM), suggesting that the peptide targets an early event during viral entry. The results also showed that pepRF1

was more potent than pepR at inhibiting HIV-1 infection at all the time-points tested.

To better discriminate which step(s) of HIV-1 replication are inhibited by pepRF1, we studied its activity against
HIV-1x143 over time relative to reference drugs.(Daelemans et al., 2011) HIV-1y43 virions were added to cells
and incubated for 1 h at 37°C. pepRF1 and the well-characterized inhibitors dextran sulphate, AMD3100, T20,
and zidovudine (AZT) were added to cells together with HIV-1y14; virions (= 0 h), or at different time-points
during the early phase of the virus replication cycle (== 1, 2, 3, 4 h). As expected, dextran sulphate, an inhibitor
of viral adsorption to the host cell,(Daelemans et al., 2011y (Ito et al., 1987) became ineffective if added 1 h after
infection. In this case the calculated time-of-drug-addition that maintains 50% inhibition (z5)) was 0.8 h (5= 0.8
h) (Figure 2c). The bicyclam AMD3100, a CXCR4 antagonist that prevents HIV-1 attachment to the
coreceptor,(De Clercq et al., 1994) (Donzella et al., 1998) became ineffective soon after infection (¢5p= 1.4 h for
AMD3100). The viral fusion inhibitor T20 remained effective up to a slightly later time (¢5, = 1.8 h), which is
consistent with its inhibition of the fusion event, occurring after receptor binding.(Kilby et al., 1998)(Lazzarin et
al., 2003) Finally, AZT blocked HIV-1 replication even if added with significant delay (#59 = 3.1 h), which is in
accordance with its intracellular targeting of the reverse transctiption process.(Daelemans et al.,
2011)(Gonzalez-Ortega et al., 2010) pepRF1 inhibited infection with a #55 of 1.3 h, similar to AMD3100. This
suggests that pepRF1 blocked HIV entry into cells by interfering with a process in between virus adsorption and

fusion, possibly by blocking attachment of viral glycoproteins to cell receptors.

To test this hypothesis, a viral inhibition assay was performed using HIV-1 virions pseudotyped with the
envelope glycoprotein G from the vesicular stomatitis virus (VSV-G), HIV-1y143-VSV-G. This modified virus
enters the cells via endocytosis and later fusion within acidified endosomes, without the requirement for HIV
glycoproteins (gp120 and gp41) and cell membrane HIV receptor (CD4) and co-receptors (CCRS and CXCR4).
As shown in Figure 2d, pepRF1 was not able to inhibit infection of HIV-1y143-VSV-G. The same was observed
for pepR (Figure S4) and T20. This clearly shows that viral inhibition by pepRF1 targets the HIV Env-mediated

entry process.
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pepRF1 inhibits HIV-1 entry by targeting the host cell

HIV-1 entry is a multistep process that progresses through viral gp120 binding to CD4 cell receptor, coreceptor
engagement (CCR5 or CXCR4), and fusion with the host cell membrane.(Doms and Trono, 2000) Several
peptides have been shown to block HIV infection by interfering with any of these steps in the viral entry
process.(Rausch et al., 1990)(Dyda et al., 1998)(Qureshi et al., 2013) The above results showed that pepRF1
blocks HIV-1 entry into the host cell but the specific molecular target of this drug remained elusive. To
investigate if pepRF1 targets the virion, the cell, or both, TZM-bl cells were pre-incubated with increasing
concentrations of the peptide. T20 was used as a control since it is known to target the viral gp4l. After
incubation, HIV-1yi43 was added to cells and infection was allowed to proceed for 3 h in the presence of pepRF1
or T20. In a different set of experiments, after pre-incubation with the peptides, cells were washed to remove the
peptides, and HIV-1y143 was added to cells for 3 h. As shown in Figure 2e, both pepRF1 and T20 were able to
inhibit infection by HIV-1y143 when present at the time that viruses were added to the cells. However, when the
viruses were added after washing the cells for peptide removal, the ability of T20 to inhibit infection was
completely abrogated (Figure 2f). This was expected because exposure of T20 target (the HR1 domain in gp41)
only takes place after the virus has interacted with its receptors. On the other hand, pepRF1 was able to inhibit
infection in spite of cell washing. This shows that during the incubation period with cells, the peptide was able to

establish a durable interaction with a cellular component.

To further exclude a possible direct action of pepRF1 at the level of the viral membrane, the impact of pepRF1
on HIV-1 structural integrity was studied and the result showed that the peptide does not cause viral particle

disruption (Figure S5).
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Figure 2. In vitro evaluation of pepRF1 time-of-action and efficacy against HIV-1y.4; entry into TZM-bl
cells. a, ICs values were determined for pepR and pepRF1 by treating cells with increasing concentrations of
each peptide at -1 h, 0 h, +1 h, +2 h, +3h, or +4 h relatively to the moment of HIV-1y4; addition (100 TCIDs).
b, ICs values represent mean values obtained from three independent experiments. ¢, Anti-HIV-1 activity of
pepRF1 over-time relative to reference anti-HIV inhibitors. HIV-1y143 (100 TCIDs,) was incubated with cells
for 1 h and unbound virus was subsequently removed by repeated washing to synchronize infection. Cells were
treated with 1 uM of pepRF1 and reference inhibitors (Dextran Sulphate, AMD3100, T20, and AZT) at 0 h, + 1
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h, + 2 h, + 3 h, or + 4 h relatively to the moment of virus addition. The percentage of infection was taken
relatively to the control (viruses in the absence of inhibitors). d, The antiviral activity of pepRF! against HIV-
INLa3-VSV-G was determined by infecting TZM-bl cells in the presence of increasing concentrations of the
peptide. T20, which targets HIV-1 gp41, was tested against HIV-1y143-VSV-G, as a control. The effect of
pepRF1 on HIV-1y143-VSV-G infection was compared to HIV-1y143: —®= HIV-1y143 we + pepRF1 (ICs= 1.5
0.4 nM); B HIV-1y43-VSV-G + pepRF1 (ICsp= n.a.); " HIV-1y143-VSV-G + T20 (ICso= n.a.). e, f, The
effect of pepRF1 on the target cell was studied by pre-incubating cells for 1 h with increasing concentrations of
pepRF1 or T20 (control). After incubation, HIV-1y43 (100 TCIDsy) was added to cells and infection was
allowed for proceed for 3 h in the presence of peptides (e): —®— pepRF1 ICs= 1.5 £ 0.4 nM; =&~ T20 IC5p= 33
+ 9.1 nM; or cells were washed to remove peptides, HIV-1y143 (100 TCIDs,) was added to cells, and infection
was allowed to proceed for 3 h in the absence of peptides (f): —®— pepRF1 ICso= 22 £ 12 nM; -2 T20 ICsp=
n.a.

In all assays, viral infectivity was quantified 48 h post-infection through luciferase reporter-enzyme activity and
converted to percentage of viral infection inhibition.

pepRF1 inhibits HIV-1 cell entry in a coreceptor specific manner

The above reported results show that pepRF1 specifically inhibits HIV entry (Figure 2) by interacting with a
cellular factor (Figure 2 e and f). To study the target used by pepRF1 to block HIV-1 entry, a direct virus-cell
fusion assay was performed based on the incorporation of Vpr-f-lactamase chimeric proteins (Vpr-BlaM) into
HIV-1 virions and their subsequent delivery into the cytoplasm of target cells as a result of virion fusion. This
transfer was then detected by enzymatic cleavage of the CCF2 dye, a fluorescent substrate of P-lactamase
(BlaM), loaded into the target cells. This is the validated assay to assess the extent and the kinetics of HIV-1
fusion with target cells.(Cavrois et al., 2002)(Daecke et al., 2005) HIV-1 pseudoviruses bearing the Vpr-§3-
lactamase chimera (Vpr-BlaM) with a CXCR4-tropic envelope (NL4-3) (PMID: 3016298) were produced and
used to infect MT4RS5 cells in the absence and in the presence of increasing concentrations of pepRF1. The
ability of pepRF1 to inhibit viral fusion was compared to pepR and T20. The results showed that pepRF1 was
the most efficient inhibitor (ICs¢= 4.3 nM) as compared to pepR (ICsp= 32.9 nM) and T20 (ICse= 48.9 nM)
(Figure 3a). In addition, pepRF1 was able to inhibit the HIV-1 strain resistant to T20 (HIV-1y143 DIM) with an
ICs¢ of 2.8 nM (Figure 3b). Interestingly, in contrast to T20, neither pepRF1 nor pepR were able to inhibit
infection by the CCR5-tropic virus, Blam NLAd8 (Figure 3c), showing specificity towards CXCR4-tropic viral
strains.

pepRF1 inhibits CXCR4-tropic HIV-1 clones carrying patient-derived envelope glycoproteins

We also investigated the ability of pepRF1 to inhibit infection of four different HIV-1 strains carrying primary
CXCR4 or CCRS-specific HIV-1 envelope glycoproteins. These strains carry gp120 and the extracellular part of
gp41 issued from variants present in one patient, as described elsewhere.(Skrabal et al., 2005) As shown in
Figure 3d, pepRF1 potently inhibited the two CXCR4-tropic viruses, X4-1 and X4-2, in addition to the CXCR4
reference strain used in the previous assays (HIV-1yi43). In contrast, it was not able to inhibit the two CCRS5-
tropic viruses, R5-1 and R5-2, and the CCRS reference strain (NLADS). The same was observed for pepR
(Figure S6). These results clearly reinforce the specificity of pepRF1 towards CXCR4-tropic HIV strains.
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Figure 3. A virus-cell fusion assay based on the use of virions containing the B-lactamase-Vpr chimeric protein
was performed using the CXCR4-tropic HIV-1 strains: Blam NL4.3 (a) and Blam NL4.3DIM (T20 resistant)
(b); and the CCRS5-tropic HIV-1 strain: Blam NLADS (¢). MT4RS5 cells treated with increasing concentrations of
pepRF1, pepR or T20 (control) were exposed to the different HIV-1 strains. Viral fusion and its inhibition was
quantified by measuring the percentage of cells in which a fluorescent substrate of pB-lactamase (CCF2) was
cleaved, as compared to untreated controls. d, Dose-response curves, and corresponding mean ICs, values for
inhibition of viral infection of pepRF1 against viruses carrying primary CXCR4-tropic envelopes (clones X4-1
and X4-2) and CCRS5-tropic envelopes (clones R5-1 and R5-2) isolated from a patient, and against the reference
strains NL4.3 (CXCR4-tropic) and NLAD8 (CCRS5-tropic). Infection inhibition was evaluated by infecting
TZM-bl cells in the presence of increasing concentrations of pepRF1. Viral infectivity was measured 40 h post-
infection through B-galactosidase reporter-gene expression and converted to percentage of viral infection
inhibition. Data points represent the average of results obtained from two independent experiments.

pepRF1 prevents viral fusion without inducing CXCR4 internalization

Based on the above observations, the most likely target of pepRFlappeared to be the coreceptor CXCR4. To
unravel the mechanism underlying peptide action, the effect of pepRF1 on CXCR4 expression at the surface of
the cell membrane was studied by flow cytometry on primary CD4" T-lymphocytes. T20,(Kilby et al., 1998)
(Lazzarin et al., 2003) AMD3100,(De Clercq et al., 1994)’(Donzella et al., 1998) and the chemokine CXCL12
(C-X-C motif ligand 12), the natural ligand of CXCR4, also known as SDF-1 (stromal cell-derived factor
1),(Oberlin et al., 1996)(Mishra et al., 2016) were used as controls. To determine whether pepRF1 and pepR
interact directly with CXCR4, we first used mAb 12G5, which is directed against a bridging epitope spanning
the first and second extracellular loops of CXCR4.(Schols et al., 1997)(Zirafi et al., 2015) As shown in Figure
4a, CXCR4 detection at the surface of the cell was reduced in a dose dependent fashion, to undetectable levels,
by both pepRF1 and pepR. The same was observed for AMD3100, in accordance with previous studies.(Schols
et al., 1997)(Zirafi et al., 2015) As expected, T20 had no effect on CXCR4 detection. These results suggest that
pepRF1 and pepR interact directly with CXCR4, inhibiting CXCR4-epitope recognition by mAb 12G5, which
could ensue by competitive binding, by changing the conformation of the coreceptor, or by inducing its
internalization.

We next explored if the loss of CXCR4 detection from the surface of the cell was due to coreceptor
internalization rather than competitive binding or conformational change. A different antibody, 1D9, that targets
the N-terminal domain of CXCR4,(Zirafi et al., 2015) was used. The binding of this mAb will not be perturbed
by changes in the conformation of the coreceptor at the ligand binding site.(Zirafi et al., 2015)(Carnec et al.,

2005) In this way, loss of detection of 1D9 from the surface of the cells would be strongly indicative of CXCR4

internalization. As shown in Figure 4, 1D9 binds equally well to CXCR4 in the presence and absence of pepRF1

188



Annexes Alexandra Tauzin — Theése de doctorat - 2020

and pepR, showing that the coreceptor is still on the cell surface, but is occupied/modified by the peptides, which
prevented 12G5 binding. The same was observed for AMD3100, which does not induce CXCR4
internalization.(Sigrid et al., 2002) The same experiments were performed using CXCLI12, which upon
interaction with the coreceptor induces its internalization and activates a complex cascade of intracellular
signaling pathways.(Schols et al., 1997)(Donzella et al., 1998)(Oberlin et al., 1996) (Zirafi et al., 2015)(Sigrid
et al., 2002) At the surface level, pepRF1, pepR, AMD3100, and CXCL12, reduced the recognition of CXCR4
by 12G5 (Figure 4a). In contrast, only CXCL12 decreased recognition of CXCR4 by mAb 1D9 (Figure 4b), as
described in previous studies.(Zirafi et al., 2015) To exclude a possible effect of pepRF1 and pepR on CCRS
expression on the surface of cells, primary cells were also labelled with an anti-CCRS5 antibody. Results show
that the surface expression level was unaffected by pepRFI1, pepR, AMD3100, and T20 (Figure S7), in
agreement with the infection data showing an effect only on CXCR4-mediated HIV entry. Overall the data show
that pepRF1 binds to CXCR4 co-receptor, preventing its use by HIV, but without inducing its internalization.

mAb 12G5 mAb 1D9

—~ 1254 ~ 125+

R X

= 100 = 1004

é é 100

= 751 = 754

g 50 g

o 2 504

254

& &

O o O 254

X X

© s R —

2 1 0 1 2 3 4 5 2 1 0 1 2 3 4 5

log ([inhibitor]/nM) log ([inhibitor]/nM)

—— pepRF1  —@ pepR  —&— T20 —@- AMD3100 —% CXCL12

Figure 4. Effect of pepRF1 and pepR on CXCR4 expression on cell surface. Primary CD4" T-lymphocytes
were pre-incubated for 90 min with different concentrations of pepRF1 and pepR at 37°C. The cells were then
stained with the mAb 12G5 (a) or 1D9 (b), and analyzed by flow cytometry. T20, AMD3100 and CXCL12 were
used as controls. The results are expressed as percent of cells positive for the surface expression of CXCR4, as
compared to untreated controls.

pepRF1 is an antagonist of CXCR4

The transient increase in cytosolic Ca’" concentration is an essential signaling pathway that is activated upon
CXCR4 stimulation.(Schols et al., 1997)(Donzella et al., 1998)(Oberlin et al., 1996) (Zirafi et al., 2015)(Sigrid
et al., 2002) The binding of the natural ligand, CXCL12, to CXCR4 elicits a transient increase in intracellular
Ca®" concentration, classifying the ligand as a CXCR4 agonist.(Schols et al., 1997)(Donzella et al.,
1998)(Oberlin et al., 1996) (Zirafi et al., 2015)(Sigrid et al., 2002) On the other hand, the compound AMD3100
by itself does not induce intracellular Ca** signaling and when both are present, AMD3100 antagonizes the
action of CXCL12.(Schols et al., 1997)(Donzella et al., 1998)(Oberlin et al., 1996) (Zirafi et al., 2015)(Sigrid et
al., 2002) For this reason, AMD3100 has been defined as a pure and specific CXCR4 antagonist.(Schols et al.,
1997y (Donzella et al., 1998)(Oberlin et al., 1996) (Zirafi et al., 2015)(Sigrid et al., 2002) In this study, we used
a cell-based fluorescence assay to measure intracellular Ca®" levels and determined the agonist or antagonist
nature of the pepRF1 and pepR. CXCL12 and AMD3100 were used as controls. THP-1 monocytes were first
loaded with the fluorescent Ca*" indicator Fluo-4 AM and incubated for 1 h. The agonist or antagonist effect of
the compounds on the intracellular Ca** influx was then determined by adding the compounds to cells (alone or

in combination), followed by immediate detection of variations in cytosolic Ca*" levels. Treatment of cells with
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CXCLI12 alone elicited a transient increase in Ca®" influx, which is in accordance with its expected agonist
function.(Schols et al., 1997)(Donzella et al., 1998)(Oberlin et al., 1996) (Zirafi et al., 2015)(Sigrid et al., 2002)
In contrast, same as with AMD3100, pepRF1 had no effect on cytosolic Ca*" levels (Figure 5a). Surprisingly,
pepR showed strong agonistic activity that lasted for the entire duration of the assay. Like AMD3100, pepRF1
was able to antagonize CXCL12 action (Figure 5b), showing that it acts as CXCR4 antagonist. Interestingly,
when compared to AMD3100, pepRF1 was more efficient at counteracting the strong agonist activity of pepR
(Figure 5c).
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Figure 5. Impact of pepRF1 and pepR on CXCR4-associated Ca’" intracellular mobilization. Time-
resolved fluorescence emission intensity profiles of Fluo-4 within THP-1 cells upon treatment with pepRF1
(1.25 pM), pepR (1.25 uM), AMD3100 (50 uM), and CXCL12 (50 nM), alone (a) or in combination (b, c).
Fluo-4 basal fluorescence emission intensity was collected for 30 s prior to addition of individual compounds
and combinations, and followed for an additional 270 s. A mark was added to the ¢ horizontal axis, at 30 s, for
clarity. Data was normalized to the basal Fluo-4 fluorescence emission intensity values, measured at =0 s.
Discussion

In the present study, we have developed a new potent CXCR4-targeted inhibitor of HIV-1 entry, pepRFI,
derived from the Dengue virus capsid protein. This highly stable peptide is the serum-resistant fraction of pepR,
a peptide previously developed by us with antibacterial activity and cell-penetrating properties.(Freire et al.,
2013) (Freire et al., 2015) Remarkably, pepRF1 shows impressive anti-HIV-1 activity when compared to T20,
the only peptide-based HIV-1 fusion inhibitor approved by FDA for clinical use. In addition, pepRF1 is able to
inhibit a T20-resistant strain, HIV-1y143 DIM, at a low nanomolar concentration. Our detailed studies on the
mechanism of action reveal that pepRF1 inhibitory activity is specific for CXCR4-tropic HIV-1 strains,
preventing viral entry into target cells by binding to CXCR4 coreceptor without inducing its internalization. Like

AMD?3100, a small molecule inhibitor that strongly restricts CXCR4 HIV-1 infection, pepRF1 does not elicit
intracellular Ca®" influx indicating that the peptide does not act as a CXCR4 agonist.(De Clercq et al., 1994)
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(Donzella et al., 1998)(Oberlin et al., 1996) (Zirafi et al., 2015)(Sigrid et al., 2002) Moreover, pepRF1, as
opposed to pepR, potently inhibited the intracellular Ca** signaling elicited by the CXCR4 natural ligand
CXCLI12, acting as an antagonist. Despite these differences both peptides are strong inhibitors of HIV-1

infection.

Inhibition of CXCR4 as a strategy to fight HIV-1 infection is important, because CXCR4-tropic HIV strains are
considered to be more pathogenic than CCR5-tropic strains. Indeed, their appearance during an extended time
course of infection correlates with a decline in the CD4" T-cell count leading to a more rapid progression to
AIDS symptoms.(Connor et al., 1997) Furthermore, drug resistance is also more often linked to CXCR4-tropic
strains,(Wagner and Frenkel, 2008) posing an urgent need for the development of effective drugs that block
CXCR4-mediated HIV infection. In such a scenario, the use of CXCR4 antagonists may be useful in delaying
the onset of disease. In combination with CCRS inhibitors, such as Maraviroc (Selzentry®), the only coreceptor-
targeted drug in clinical use, pepRF1 would be a potent complement to improve the options available for patients
predominantly infected with X4 or dual-tropic HIV-1 strains. Indeed, in more than 50% of HIV-1 infected
individuals, CCRS5 viruses are usually present as mixtures together with CXCR4 viruses.(Melby et al.,
2006)(Wilkin et al., 2012) A combination of CCRS5 and CXCR4 inhibitors would also eliminate the current need
to verify the tropism of the virus population, a factor that limits the prescription of CCRS inhibitors. Moreover,
some reports have shown that HIV gp120 can trigger signaling and chemotactic events specifically through
CCRS and CXCR4, and in a CD4-independent manner.(Missé et al., 1999)(Balabanian et al., 2004) Such effects
induced by the viral envelope, could also be effectively blocked by CCR5/CXCR4 antagonists, showing an
additional advantage of pepRF1.

Despite the growing interest in CXCR4 as a druggable target, the development of CXCR4 inhibitors has been
challenging. In fact, to date no CXCR4 inhibitor has been approved for clinical use as an anti-HIV-1 agent.
AMD?3100 (Plerixafor, Mozobil®), one of the most potent CXCR4 antagonist described, was initially developed
to be used as an anti-HIV-1 drug(De Clercq et al., 1994) (Donzella et al., 1998) but clinical trials were
interrupted due to undesired effects.(Hendrix et al., 2004)(Henrich and Kuritzkes, 2013) This molecule is now
being used to mobilize hematopoietic stem cells from the bone marrow to the bloodstream.(Hendrix et al., 2004)
(Pulliam et al., 2008) Thus, the quest for druggable CXCR4-targeting compounds for the treatment of HIV-1

infection continues.

Like AMD3100, the selective antiviral activity of pepRF1 against CXCR4-tropic HIV strains is based on the
specific inhibition of CXCR4-mediated virus entry via direct interaction with CXCR4, counteracting the effects
of CXCL12, without triggering any response by itself upon binding to CXCR4.(De Clercq et al., 1994) (Donzella
et al., 1998)(Oberlin et al., 1996) (Zirafi et al., 2015)(Sigrid et al., 2002) In addition, the fact that pepRF1 is

resistant to proteolytic degradation, is also indicative of its potential use at low doses by oral administration.

Conclusion remarks — beyond HIV

Taken together, our findings point towards a promising role of pepRF1 as an anti-HIV-1 lead that could be used
in the future, alone or in combination with other entry inhibitors in order to block infection of CXCR4- and dual
tropic (CXCR4 and CCRS) - HIV strains, and achieve measurable declines in overall plasma viremia delaying
the progression of the disease. It is also worth stressing that pepRF1 could also be used in the future as a novel

therapeutic strategy for CXCR4-related diseases.
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CXCR4 is a G-protein-coupled receptor (GPCR) that upon interaction with its cognate ligand, the chemokine
CXCLI12, activates a complex cascade of intracellular signaling pathways, which regulate a large number of
physiological processes including HIV-1 infectivity,(Schols et al., 1997)(Donzella et al., 1998)(Oberlin et al.,
1996) (Zirafi et al., 2015) tumorigenesis,57'63 stem cell migration,** autoimmune diseases,* and inflammation.®
CXCR4 expression has been implicated in a variety of other diseases, such as rheumatoid arthritis,®"*’
atherosclerosis,” neurodegenerative diseases,” and various types of cancers, playing a pivotal role in tumor
development and metastasis.””* This has been demonstrated for a variety of cancer entities, including breast,*®

%7 and colorectal cancer,” as well as primary brain tumors such as glioblastoma.” Hence, the

prostate,” lung,
disruption of the CXCR4-CXCL12 axis by using a CXCR4-antagonist provides a promising molecular target for

future specific therapies in areas beyond HIV-1 infection.

Methods

Peptide synthesis

Peptides were synthesized in C-terminal carboxamide form on a Liberty BlueTM automated microwave peptide
synthesizer (CEM Corporation, Matthews, NC) using Fmoc protocols. Peptides were assembled at 0.05 mmol
scale on a H-Rink Amide-ChemMatrix resin of 0.50 mmol/g substitution (PCAS BioMatrix, Montreal, Canada).
Couplings were performed at 90 °C with five-fold excess of Fmoc-amino acid/N,N’-diisopropylcarbodiimide
(DIC)/Oxyma (1:2.5:5 molar ratio) in N,N-dimethylformamide (DMF), and deprotection with piperidine (20%
v/v in DMF), followed by extensive DMF washes. After chain assembly, peptides were fully deprotected and
cleaved from the resin by acidolysis with trifluoroacetic acid (TFA)/H,0/3,6-dioxa-1,8-octanedithiol
(DODT)/triisopropylsilane (TIS) (94:2.5:2.5:1 v/v) for 90 min. Peptides were precipitated by cold diethyl ether
followed by 3x5 min centrifugation at 4800 rpm, 4 °C; the pellet was taken up in water and lyophilized. Crude
peptides were inspected by analytical reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) and
liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS), and purified by preparative RP-HPLC (Figure S8) as
described below. Fractions with the expected mass and with HPLC purity > 95% were pooled and lyophilized.
RP-HPLC and LC-MS analysis

Analytical RP-HPLC was performed on a LC-20AD instrument (Shimadzu, Kyoto, Japan) equipped with a Luna
C18 column (4.6 mm % 50 mm, 3 pm; Phenomenex, Torrance, CA) using linear gradients of solvent B (0.036%
TFA in acetonitrile (ACN)) into A (0.045% TFA in H,0) over 15 min, with 1 mL/min flow rate and UV
detection at 220 nm. Preparative RP-HPLC separations were performed on a LC-8A instrument (Shimadzu)
fitted with a Luna C18 column (21.2 mm % 250 mm, 10 um; Phenomenex), using linear gradients of solvent D
(0.1% TFA in ACN) into C (0.1% TFA in H20) over 30 min, at a 25 mL/min flow rate. Mass spectrometry
analysis was performed on an LC-MS 2010EV instrument (Shimadzu) fitted with an XBridge C18 column (4.6
mm x 150 mm, 3.5 um, Waters, Cerdanyola del Valles, Spain), eluting with linear gradients of F (0.08% formic
acid in ACN) into E (0.1% formic acid in H,O) over 15 min at a | mL/min flow rate.

pepR stability assay

To evaluate pepR stability in vitro, 100 pL aliquots containing 25% (v/v) pre-warmed human serum (Sigma) and
250 uM pepR were incubated at 37 °C with gentle agitation. At different time points (0.1, 5, 20, 30, 60, 90, 120,
180 and 360 min), the incubation was stopped by 20 L trichloroacetic acid (15% v/v in H,O). Samples were
cooled in ice for 15 min, centrifuged at 13000 rpm for 10 min and the supernatant was collected and analyzed by

analytical RP-HPLC and LC-MS as described above. Peak area corresponding to the intact peptide was
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estimated by integration of chromatograms and the percentage of peptide was calculated relative to t,. Kinetic
data were fitted to an exponential decay model to determine the half-life (t;,,).

Cell culture

Human embryonic kidney 293T (HEK293T) and HeLa-derived TZM-bl cell lines, were purchased from the
American Tissue Cell Culture Collection (ATCC) (Manassas, VA, USA). Cells were cultured in complete
medium composed of Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% (v/v) heat-
inactivated fetal bovine serum (FBS) and 100 U/mL penicillin/streptomycin (Pen-Strep). THP-1 cells were
obtained through the NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH
(Bethesda, MD, USA). Cells were cultured in complete medium composed of Roswell Park Memorial Institute
medium (RPMI-1640) supplemented with 10% (v/v) FBS and 100 U/mL Pen-Strep. MT4R5 cells (PMID:
12551993) were grown in complete RPMI-1640 medium supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated FBS and
100 U/mL Pen-Strep. Primary CD4" T were isolated from peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of a
donor and were activated with 1 pug/mL of phytohemagglutinin (PHA). One day after activation, they were
grown in complete RPMI-1640 medium supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated FBS, 100 U/mL Pen-
Strep and IL-2 (100 IU/mL). DMEM, RPMI-1640, FBS, and Pen-Strep were purchased from Gibco (Thermo-
Fisher, Waltham, MA, USA). All cell cultures were maintained at 37°C in a humidified atmosphere with 5%
CO..

Virus production

The full-length molecular clone pNL4.3, the env-defective molecular clone pNL4.3Aenv, and the pHEF-VSVG
vector were obtained through the NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, Division of AIDS,
NIAID, NIH. Infectious HIV-1y4; viruses and env-defective HIV-1y43 viruses pseudotyped with VSVG (HIV-
InLa3-VSV-G) were produced by transfecting HEK293T cells with pNL4.3 and pNL4.3Aenv clones,
respectively, through the calcium phosphate co-precipitation method.”*” Briefly, a total of 3.5 pg/well of
plasmid DNA was used to transfect HEK293T cells (5x10° cells/well) in tissue culture-treated 6-well
microplates from TPP (Trasadingen, Switzerland). Calcium-phosphate-DNA transfection mixtures were
prepared by diluting plasmid DNA in 1 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, 250 mM CaCl,, pH 7.6. The DNA
mixture was then added to an equal volume of 50 mM HEPES (Merck, Darmstadt, Germany), 280 mM NaCl
(Merck), 1.5 mM Na,HPO, (Merck), pH 7.05, under gentle agitation. Transfection mixtures were allowed to
incubate at room temperature, for 20 min, before addition to cells. After 18 h, transfection mixtures were
replaced with fresh complete medium. Viral supernatants were collected 48 h post-transfection, centrifuged at
315 g for 5 min to remove cell debris, and stored at -80 °C until used.

Viral supernatants were titered by the Reed-Muench method’® in a single-cycle viral infectivity assay on TZM-bl
cells. TZM-bl cells contain a HIV long terminal repeat (LTR)-driven B-galactosidase and luciferase reporter
cassettes that are activated by HIV-1 Tat expression. Briefly, TZM-bl cells were seeded at 2x10* cells/well in
tissue culture-treated 96-well flat-bottomed polystyrene microplates (Corning, NY, USA), and incubated for 24
h. Cells were then incubated with two-fold serial dilutions of viral supernatants for 3 h, after which the
supernatant was replaced with fresh complete medium. After 45 h, infection of TZM-bl cells was quantified

778 using the Luc-Screen” luciferase chemiluminescence

through luciferase reporter-gene expression levels
detection system (Thermo-Fisher), according to manufacturer instructions. Luminescence intensity, L, was

measured in an Infinite M200 microplate reader from Tecan (Mannedorf, Switzerland). Cells were considered
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infected if the respective luminescence intensity was five-fold higher than the intensity of control cells (in the
absence of viruses). Titration was performed with at least four replicates to allow accurate estimation of HIV-
Inpa-3 and HIV-1xp43aenv 50% tissue culture infectious dose (TCIDsg) of viral supernatants.

To measure the inhibition potency on patient-derived viruses, we used four previously described full-length
HIV-1 molecular clones carrying envelope sequences with different coreceptor tropism isolated from one patient
plasma (patient T28) (PMID: 16140761). Isolates X4-1 and X4-2 are CXCR4-tropic, while isolates R5-1 and
R5-2 are CCRS5-tropic. Viral particles were produced by transfecting sub-confluent HEK293T cells in T75 with
20 pg of each plasmid. DNA was diluted in 588 pL of H,O with 195 pL of CaCl,, and added to an equal volume
of HEPES (Sigma Aldrich, France) under agitation. Transfection mixtures were incubated at room temperature
for 30 min, before addition to cells. After 16 h, transfection mixtures were replaced with fresh complete medium.
Viral supernatants were collected 40 h post-transfection, centrifuged at 600 g for 5 min to remove cell debris,
filtered with 0.45 um filter and stored at -80 °C until used. Viral supernatants were titered in a viral infection
assay on TZM-bl cells. 24 h before infection, 1x10* TZM-bl cells/well were seeded in tissue culture-treated 96-
well flat-bottom microplates. Cells were then incubated with several dilutions of viral supernatants. After 48 h,
infection of TZM-bl cells was quantified using a chemiluminescent B-galactosidase reporter-gene expression
assay (Roche, France), according to manufacturer instructions. L was measured in a Varioskan Flash device
(Thermo Fisher Scientific).

The efficiency of viral entry into target cells was evaluated by the B-lactamase-Vpr assay (PMID: 12355096).
Virus stocks for this assay were produced by transfection of sub-confluent HEK293T cells in T75 flasks by Jet
Pei (Polyplus Inc. Illkrich, France) following the manufacturer instructions. 12 pg of pNL4.3 or pNLAd8
(PMID: 7745752) or pNL4.3DIM (PMID: 15078945) and 4 pg of a plasmid coding the Vpr gene fused to the -
lactamase gene (a kind gift from Michael D. Miller) were co-transfected. Medium was changed 16 h later, and
the virus-containing supernatant was collected 40 h post-transfection, filtered with 0.45 pm filter and overlaid on
a 20% (w/v) sucrose cushion in a Beckman SW32 tube, after which particles were pelleted by centrifugation
(98000 g, 4 °C) for 90 min. Viral pellets were re-suspended in RPMI medium to obtain a 10-fold concentration
as compared with the initial culture supernatant, separated into several aliquots, and frozen at —80 °C.

Viral inhibition assays

The anti-HIV activity of the peptides was evaluated through single-cycle viral infectivity assays using TZM-bl
reporter cells, as previously described.”” TZM-bl cells were seeded at 2x10* cells/well in tissue culture-treated
96-well flat-bottomed polystyrene microplates (Corning) and incubated for 24 h at 37 °C with 5% CO,. Cells
were then incubated for 3 h with 100 TCIDsy/well of HIV-1y143 or HIV-1x143-VSV-G in the presence of two-
fold serial dilutions of pepR, covering the 0.004 - 5 uM range, and four-fold serial dilutions of pepRF1 and
pepR-derivatives, covering the 0.000005 - 5 uM range.

For time-of-addition experiments, serial dilutions of pepR (0.004 - 5 uM) and pepRF1 (0.000005 - 5 uM) were
instead added to cells at -1 h, 0 h, +1 h, +2 h, +3 h or +4 h relatively to the moment of infection with HIV-1y4.3.
After a 3 h incubation period, cells were washed with PBS and fresh complete medium was added. To compare
the antiviral activity of pepRF1 with known HIV-1 inhibitors, cells were incubated with HIV-1y45 alone or in
combination to 1 uM of pepRF1, dextran sulfate, AMD3100 (> 97% purity), T20 (> 99% purity), and AZT (>
90% purity). Dextran sulfate and AMD3100 were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA); T20
and AZT were obtained through the NIH AIDS Reagent Program). After 1 h, cells were washed with PBS to
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remove all unbound viruses and synchronize the infection, as described elsewhere.”® 1 pM of pepRF1, dextran
sulfate, AMD3100, T20, and AZT were then added to cells at +1 h, +2 h, +3 h, +4 h, relatively to the moment of
the virus addition to cells. The concentration used corresponds to at least 100-fold the ICs of each inhibitor, as
established in a TZM-bl single-cycle infectivity assay (data not shown). Untreated cells were used as a control.
Infection of TZM-bl cells was quantified 45 h later through luciferase reporter-gene expression levels as
described above. L measurements were performed in an Infinite M200 microplate reader, converted to the
fraction of inhibited viruses, f;, and analyzed through a non-linear regression with the classical dose-response

relationship (median-effects model based on mass action):*’

f=1-= (1)

where L is the luminescence intensity in the absence of the inhibitor, ICs, is the concentration that inhibits 50%
of viral infection, m is a slope parameter equivalent to the Hill slope, and [I] is the inhibitor concentration. At
least three independent experiments were performed for each assay.

Susceptibility to pepR and pepRF1 of viruses carrying patient-derived envelope glycoproteins

24 h before infection, 1x10* TZM-bl cells/well were seeded in tissue culture-treated 96-well flat-bottom
microplates. TZM-bl cells were treated prior to infection with four-fold serial dilutions of pepR and pepRF1,
covering the 0.0012 — 1.25 uM range. Cells were then incubated with the supernatant of cells transfected with
the molecular clones expressing patient-derived envelope glycoproteins (R5-1, R5-2, X4-1 and X4-2) or the
laboratory strains NL4.3 (CXCR4-tropic) or NLAd8 (CCRS-tropic). After 40 h, infection of TZM-bl cells was
quantified through B-galactosidase reporter-gene assay (Roche), according to manufacturer’s instructions. L, was
measured in a Varioskan Flash instrument (Thermo Fisher Scientific).

Cell viability studies

The cytotoxic effect of pepR and pepRF1 on TZM-bl cells was studied using a resazurin reduction fluorometric
assay (alamarBlue® cell viability reagent, Invitrogen, Thermo-Fisher). Resazurin, the active compound in
alamarBlue®, is a blue dye that can be reduced to a pink fluorescent intermediate, resorufin, as a result of cell
metabolic activity. TZM-bl cells (2x10* cells/well) were seeded in tissue culture-treated 96-well black flat-
bottomed polystyrene plates (Corning) and incubated for 24 h at 37 °C with 5% CO,. Cells were then incubated
for 3 h with four-fold serial dilutions of pepR and pepRF1 covering the 0.07 - 80 pM range. After incubation,
cells were washed with PBS, alamarBlue® was added at a final concentration of 10% (v/v) and incubated for 3 h.
In a complementary assay performed at the same time, after washing the cells with PBS, fresh complete DMEM
medium was added and after 45 h, alamarBlue” (10% v/v) was added to cells and incubated for 3 h. Untreated
cells were used as a control. After the 3 h incubation of cells with alamarBlue®, resorufin production was
monitored by measuring the fluorescent emission intensity (excitation 560 nm, emission 590 nm) in an Infinite
M200 microplate reader. The percentage of metabolic active cells was expressed as the percentage of resazurin

reduction relative to the reduction measured for the untreated sample after correcting the data with background
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fluorescence emission intensity from resazurin in cell-free medium, according to the following expression:

- Ibackground

% of metabolic active cells = x100% 3)

]COIltl'Ol - Ibackground

where I corresponds to the resorufin fluorescence emission intensity in the presence of peptide, I.onuor to the
fluorescence emission intensity in the absence of peptides and /yaciground t0 the background fluorescence emission
from the non-reduced alamarBlue® reagent. At least three independent experiments were performed for each
assay.

Viral particle integrity studies

The effect of the peptides on the integrity of the viral particles was first evaluated using a Western blot-based
assay. 100 TCIDs, of HIV-1y143 Were incubated with 5 uM of pepR or pepRF1, for 1 h at 37 °C. Untreated HIV-
InLas Virions (in the absence of peptides), which will remain intact and be able to cross a 20% (w/v) sucrose
cushion, were used as positive control for viral integrity. HIV-1y4; virions treated with 0.5% (v/v) Triton X-100
for 1 h, were used as negative controls for viral integrity (positive controls for viral disruption). Samples were
then centrifuged through a 20% (w/v) sucrose cushion for 2 h at 40,000 rpm and 4 °C. The viral pellet was
resuspended and lysed directly in Laemmli buffer composed of sodium dodecyl sulfate (SDS, 4% w/v), 125 mM
Tris—HCI (pH 6.8), 2-mercaptoethanol (10% v/v), glycerol (20% v/v), and bromophenol blue (0.02% w/v). Viral

proteins were denatured by boiling for 10 min at 95 °C. Proteins were then separated by 12% (w/v) SDS-PAGE
(National Diagnostics, Atlanta, GA, USA), transferred to nylon membranes (Hybond, Amersham Biosciences,
GE Healthcare Life Sciences, Chicago, IL, USA), and reacted with anti-HIV p24 mAb (NIH AIDS Reagent
Program, Division of AIDS, NIAID). Membranes were then incubated with goat anti-mouse IgG (H+L)-HRP

conjugate (Bio-Rad, Milan, Italy) and visualized by enhanced chemiluminescence (ECL) (Amersham
Biosciences, GE Healthcare, BM, UK) using the Chemidoc XRS+ System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

A complementary assay was also performed to investigate the integrity of viral particles using the
QuickTiter™Lentivirus Titer Kit from Cell Biolabs (San Diego, CA, USA), which is an enzyme immunoassay
developed for the specific detection and quantification of HIV-1 capsid (CA) protein (p24) associated to intact
viral particles only. This can be achieved through the use of viral bind lentivirus reagents (ViraBind™, patented
technology) that form complexes with the intact virions while free p24 remain in the supernatant. Briefly, HIV-
Inrp43 virions (100 TCIDs,) were incubated with 5 uM of pepR or pepRF1 for 1 h at 37 °C. After incubation, a
virus pulldown (using the ViraBind™ lentivirus reagents in the QuickTiter'" Lentivirus Titer Kit) was
performed to recover intact viral particles from viral supernatants. Virions were disrupted using sample diluent
(QuickTiter™Lentivirus Titer Kit) and then added to an anti-p24 antibody-coated plate, and incubated for 4 h at
37 °C. Detection of viral-associated p24 protein was performed using FITC-conjugated anti-p24 mAb followed
by HRP-conjugated anti-FITC mAb (QuickTiter™Lentivirus Titer Kit) following manufacturer instructions.
Quantification of HIV-1y143 p24 protein was determined by adding HRP-substrate solution to each sample
followed by measuring absorbance at 450 nm. Untreated HIV-1y; 43 virions (in the absence of peptides) were
used as positive control for viral integrity. HIV-1y43 virions treated with 70% (v/v) ethanol or 0.5% (v/v) Triton
X-100 for 1 h, were used as negative controls for viral integrity (positive controls for viral disruption). At least
three independent experiments were performed for each assay.

B-Lactamase viral fusion assay

To measure the efficiency of virus entry into target cells, and the impact of peptides on this process, we used a
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previously described Vpr-BlaM assay.” In this assay, the p-lactamase enzyme fused to the viral protein Vpr is
incorporated into virions and delivered into the cytosol of target cells, where B-lactamase activity can be
quantified by the cleavage of a fluorescent substrate (CCF2). To this end, 2.0x10° MT4RS5 cells treated with a
four-fold serial dilution of pepR, pepRF1 and T20 covering the 0.0003 — 1.25 uM concentration range were
exposed to the virus preparation of Blam NL4.3, Blam NLADS or Blam NL4-3DIM for 4 h at 37 °C, using a
virus concentration that leads to on approximately 30% of positive cells in the absence of treatment.

Cells were then washed and loaded with the CCF2 substrate (CCF2-AM loading kit, Invitrogen) in the presence
of 1.8 mM probenecid (Sigma-Aldrich). Cells were incubated overnight at 15 °C with CO, independent medium
(Invitrogen), washed with PBS containing 1% (w/v) BSA and 0.05% (w/v) saponin (Sigma-Aldrich) and fixed
with paraformaldehyde (PFA). The cleaved CCF2 fluorescence emission intensity was measured by flow
cytometry with excitation at 405 nm and emissions at 448 nm (cleaved CCF2-AM) and 525 nm (uncleaved
CCF2-AM), on a FacsCanto II system with FACSDiva software (BD Bioscience). FlowJo, version 10 (Tree
Star), was used to analyze and quantify the data.

Expression of HIV coreceptors

The level of expression of CXCR4 on the cell surface was studied by flow cytometry using two different anti-
CXCR4 mAbs, targeting two distinct epitopes: 12G5 (PE mouse anti-human CD184 clone 12G5 (RUO), BD
Biosciences) and 1D9 (PE rat anti-human CD184 clone 1D9 (RUO), BD Biosciences). Activated primary CD4"
T-lymphocytes were incubated for 90 min at 37 °C with a four-fold serial dilution of pepR, pepRF1 and T20
covering the 0.0012 — 1.25 pM range, or a four-fold serial dilution of the CXCR4-antagonist AMD3100
covering the 0.049 — 50 pM range, or a four-fold serial dilution of CXCL12 covering the 0.098 — 100 nM range.
Then, each sample was split into two aliquots and the cells were separately stained with the two mAbs in the
presence of PBS-BSA 1% (w/v) 45 min at room temperature in the dark.

The expression of CCR5 on the cell surface was studied using human CCRS fluorescein mAb (clone 45502)
(R&D Systems). Activated primary CD4" T lymphocytes were incubated 10 min at room temperature with three
dilutions (1250 nM, 78 nM, 5 nM) of pepR, pepRF1, T20 and AMD3100. Then, the cells were stained with the
mAb in presence of PBS-BSA 1% (w/v) 45 min at 4°C in the dark. Fluorescence emission intensity was
measured by flow cytometry on a FacsCanto II system with FACSDiva software (BD Bioscience). FlowJo,
version 10 (Tree Star), was used to analyze and quantify the data.

Intracellular Ca®" mobilization assay

CXCR4-mediated intracellular Ca*" mobilization was assessed using a Fluo-4-based fluorescence assay.®' Fluo-4
is a fluorescently labelled probe that exhibits an increase in fluorescence emission intensity upon binding to
Ca’". ® Fluo-4 AM ester (Invitrogen, Thermo-Fisher) was dissolved in pure DMSO (Merck) to a final
concentration of 4 mM. Fluo-4 stock solutions were diluted to final working concentrations in Hank’s Balanced
Salt Solution (HBSS, Gibco, Thermo-Fisher). DMSO content was kept below 0.25 % (v/v) to prevent cell death.
THP-1 monocytes were cultured in complete RPMI medium. Cells were washed with HBBS, resuspended in
HBBS with 5 uM Fluo-4, at a density of 2.5x10° cells/mL, and incubated for 1 h at 37 °C, to allow Fluo-4 probe
internalization into the cytosol. To remove the extracellular probe, cells were washed and resuspended in fresh
HBSS and allowed to stabilize for 10 min at 37 °C, before starting fluorescence measurements.

Variations in cytosolic Ca®" levels were followed by time-resolved Fluo-4 fluorescence emission intensity

measurements. Measurements were carried out in a FLS920 spectrofluorometer (Edinburgh Instruments,
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Livingston, UK) at 37 °C. The excitation and emission wavelengths were 491 nm and 519 nm, respectively.
Excitation and emission slits were 3 nm and 8 nm, respectively. Fluorescence emission intensity of labeled cells
(1.25x10° cells/mL) was collected for 30 s, before addition of CXCL12 (Sigma, 50 nM), pepR (1.25 uM), pepR-
F (1.25 puM) or AMD3100 (50 uM), individually or in combination, after which the signal was collected for an
additional 270 s. Data was corrected for dilution and background noise. CXCL12 and inhibitors solutions were
prepared in HBSS. At least three independent experiments were performed for each assay.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism® version 7.0 for Macintosh (GraphPad Software, San

Diego, California USA, www.graphpad.com). Data are presented as mean + standard deviation of three

independent experiments performed, unless indicated otherwise.
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1. pepR stability in human serum
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Supplementary Figure S1. pepR stability in human serum. (a) Time course of pepR decay in human serum
(green circles, determined as % of starting HPLC peak) and of emerging main by-product, fragment I (white

204



Annexes

Alexandra Tauzin — Theése de doctorat - 2020

circles). The first curve was fitted to an exponential decay for half-life (t;,) estimation. (b) RP-HPLC
chromatograms of pepR, human serum and pepR human serum digests at various time points (0 to 90 min).
Peaks labeled I to VI in the red trace correspond to pepR degradation fragments, with the primary structures

outlined in Table 1.

Supplementary Table S1. Fragments resulting from pepR digestion by serum. Primary structures for peaks I
to VI on Figure S1, proposed on the basis of MS data. MS spectra of the fragments are shown on Figure S2.

Retention | Observe
. . Calculated
Peptide time d mass Sequence mass (Da)
(min) (Da)
LKRWGTIKKSKAINVLRGFRKEIGRMLN
pepR 10.0 4278 ILNRRRR 4279.20
Fragment | 6.4 2012 LKRWGTIKKSKAINVLR 2011.47
RKEIGRMLNILNRRR 1925.32
Fragment 11 6.9 1925 1925.32
KEIGRMLNILNRRRR
Fragment 111 7.3 1856 LKRWGTIKKSKAINVL 1855.28
LKRWGTIKKSKAINVLRGFRKEIGR
2955.57
Fragment IV 7.7 2956 GTIKKSKAINVLRGFRKEIGRMLNIL 2956.62
2955.59
KKSKAINVLRGFRKEIGRMLNILNR
LKRWGTIKKSKAINVLRGF 2215.70
Fragment V 8.5 2216 GTIKKSKAINVLRGFRKEIG 2215.65
KSKAINVLRGFRKEIGRML 2216.71
RGFRKEIGRMLNILNRRR 2285.73
Fragment VI 8.8 2285 228573
GFRKEIGRMLNILNRRRR

2. Mass spectra of pepR fragments
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Supplementary Figure S2. Mass spectra of peptide fragments resulting from human serum digestion of pepR
(as shown in Figure S1B). Amino acid sequences compatible with MS data are shown below the fragment title.
For Fragments II and IV-VI, the experimental mass is compatible within experimental error with more than one
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primary structure.
Supplementary Table S2. Peptide-derivatives obtained with the sequential truncation of pepR

Peptide Sequence Length clﬁ itge
pepR LKRWGTIKKSKAINVLRGFRKEIGRMLNILNRRRR 35 +13
AC4-pepR LKRWGTIKKSKAINVLRGFRKEIGRMLNILN 31 +9
AC8-pepR LKRWGTIKKSKAINVLRGFRKEIGRML 27 +9
AC12-pepR LKRWGTIKKSKAINVLRGFRKEI 23 +8
AN4-pepR GTIKKSKAINVLRGFRKEIGRMLNILNRRRR 31 +11
ANS8-pepR KSKAINVLRGFRKEIGRMLNILNRRRR 27 +10
AN12-pepR INVLRGFRKEIGRMLNILNRRRR 23 +8
AN22-pepR GRMLNILNRRRR 13 +6

3. Cytotoxicity of pepR and pepRF1
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Supplementary Figure S3. Cytotoxicity of pepR and pepRF1. TZM-bl cells were incubated for 3 h with the
indicated concentrations of pepR (blue bars) and pepRF1 (red bars). After 45 h, the effect of the peptides on the
metabolic activity of cells was measured by quantifying the amount of resazurin, a non-fluorescent indicator dye,
converted to red-fluorescent resorufin via the reduction reactions of metabolically active cells. The effect of
peptides on the metabolic activity of cells was also studied 3 h after incubation of cells with peptides and similar
results were obtained (data not shown).

4. Antiviral activity of pepR against HIV-1NL4.3-VSV-G
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Supplementary Figure S4. In vitro evaluation of pepR activity against HIV-15;43-VSV-G and HIV-1yp43.
The antiviral activity of pepR against HIV-1y143-VSV-G was determined by infecting TZM-bl cells in the
presence of increasing concentrations of the peptide. T20, which targets gp41 of HIV-1 envelope, was tested
against HIV-1y143-VSV-G as a control. The effect of pepR on HIV-1y143-VSV-G infection was compared to
HIV-1y143. Viral infectivity was quantified 48 h post-infection through luciferase reporter-enzyme activity and
converted to percentage of viral infection inhibition: “@ HIV-1y143 w + pepR (ICso= 37 + 3.8 nM); -l HIV-
InL43-VSV-G + pepR (IC5p=n.a.); & HIV-1y143-VSV-G + T20 (ICsp=n.a.).

5. Effect of pepR and pepRF1 on the integrity of viral particles
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Supplementary Figure S5. Effect of pepR and pepRF1 on HIV-1y;4; viral particle integrity. (a) Treatment
of HIV-1y143 particles with 5 pM of pepR or pepRF1 followed by detection of viral-associated p24 protein by
Western blot. Negative control (Ctrl -) for integrity corresponds to disruption of virions treated with 0.5% (v/v)
Triton X-100. Positive control (Ctrl +) for integrity corresponds to virions that were not disrupted. An identical
level of viral p24 protein in the presence of pepR and pepRF1 compared with positive control (no peptide)
indicates that the viral particles were not disrupted. (b) Quantification of HIV-1y143 p24 protein associated to
intact viral particles. HIV-1y143 particles were incubated with 5 pM pepR or pepRF1. Intact viral particles,
recovered from viral supernatants, were then quantified by measuring viral-associated p24 protein using the
appropriate antibodies provided by the QuickTiter™Lentivirus Titer Kit, following manufacture instructions.
Absorbance of each sample at 450 nm was measured in an Infinite M200 microplate reader from Tecan. Positive
control (Ctrl +) for integrity corresponds to virions that were not disrupted (virions in the absence of peptides).
Viral supernatants treated with 70% (v/v) ethanol and 0.5% (v/v) Triton X-100 were used as controls for viral
disruption (Ctrl -).

6. pepR inhibits CXCR4-tropic HIV-1 clones carrying patient-derived envelope glycoproteins
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Supplementary Figure S6. Antiviral effect of pepR on HIV-1 viruses carrying primary CXCR4 and CCR5
HIV-1 envelopes. Dose-response curves (a), and corresponding mean ICs, values (b) for inhibition of viral
infection of pepR against viruses carrying primary CXCR4-tropic envelopes (clones X4-1 and X4-2) and CCR5-
tropic envelopes (clones R5-1 and R5-2) isolated from a patient, and against the reference strains NL4.3
(CXCR4-tropic) and NLAD8 (CCR5-tropic). Infection inhibition was evaluated by infecting TZM-bl cells in the
presence of increasing concentrations of pepR. Viral infectivity was measured 40h post-infection through B-
galactosidase reporter-gene expression and converted to percentage of viral infection inhibition. Data points
represent the average of results obtained from two independent experiments.

7. CCRS recognition by pepR and pepRF1
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Supplementary Figure S7. CCRS detection on the cell surface by pepR and pepRF1. CD4" T-lymphocytes
were pre-incubated 10 min at room temperature with different concentrations (5, 78, 1250 nM) of pepRF1, pepR,
T20 and AMD3100. Cells were stained with CCR5 monoclonal antibodies and analyzed by flow cytometry. The
results are expressed as the percentage of cells that were positive for the surface staining of CCRS. Data points
represent the results obtained from one experiment.

8. Analytical reverse-phase HPLC and ESI-MS of purified pepR and pepRF1
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Supplementary Figure S8. (a) Analytical RP-HPLC chromatograms and (b) ESI mass spectra of purified pepR
and pepRF1.

Article 4 : Reservoir (en préparation)
Article 5 : Inhibition of HIV replication by the 12 interferon-a subtypes (en préparation)

Article 6 : Rev (en préparation)
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