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Abbreéviations

kpa : Kilodalton

+$SDNA : Strand strong-stop DNA
Hg : Microgramme

ML : Microlitre

pPm: Micrometre

HM : Micromolaire

E:Angstrém
AC@ : Anticorps dirigé contre
ADN : Acide desoxyribonucléique
ADN sb : ADN simple brin
ALIX: ALG-2 Interacting Protein X
ALLINI : Inhibiteurs allostériques de I'intégrase
ALV : Virus de la leucose aviaire
Annn:Absorbance
APOBEC : Apolipoproteins B mRNA editing enzyme, catalytic
polypeptide-like
ARN : acide Ribonucléique
ARNg : ARN génomique
ARNt : ARN de transfert
ARN111,,,: ARN mutant au niveau de la région de dimérisation
ARN111,,;:ARN de 111 nucléotide sauvage
ARNSL135 ¢ ARN correspondant a la tiges boucle SL1 de 35 nucléotides
ARNt lys 3 : ARNt de la lysine, isoforme 3
ART : Aantiretroviraux
ATP : Adenosine triphosphate
AUC : Ultracentrifugation analytique
B
BEt: Bromure d'éthidium
BHK21: Cellules de reins de hamsters
BMH : Branched Multiple Hairpins
BSA : Bovin serum Albumin
BTP : Bacto tryptone phosphate

C:Cystéine

c(s) : Coefficient de sédimentation

CA:Capside

CCR5 : C-C chemokine receptor type 5

CD4: Cluster of differenciation 4

Cell: Cellules

CHAPS : 3-[(3-cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-
propanesulfonate

CHMP4 : Protéine de corps multivésiculaire chargée
CMH : Complexe majeur d'histocompatibilité

Cmol : Concentration molaire

CO: Fractions concentrées

CPA : Cellules présentatrices d'antigénes
CRF : Forme circulante recombinante

CRM1: Chromosomal maintenance 1

CryoEM : Cryo microscopie électronique
CXCR4 : C-X-C chemokine receptor type 4
CypA : Cyclophiline A

DC : Cellules dendritiques

DDM : Dodécyl-[3-D-maltoside

DIS : Site d'initiation de la dimérisation

DLS : Dynamic light scattering

dn/dc: Incrément d'indice de réfraction spécifique
dNTP : Désoxynucléotides triphosphates

DTT : : Dithiothréitol

e : Electrons

EDTA : Acide éthylénediaminetétraacétique
Eff. : Effluent

ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay
Env : enveloppe

ESCRT : Endosomal Sorting Complex Required for Transport

ET : Extrait total
Em : Epsilon théorique

f/f0 : Coefficient de friction
FBS : Sérum de veau feetal
FDA : Food and Drug Administration
FIDABio : Analyse de la dispersion induite par flux
FTSC : Fluorescéine 5-thiosemicarbazide
G
G : Guanine
Gag : Group-specific antigen
GD : Glow discharged, décharges luminescentes
GFP : Green fluorescent protein
GMEM : Milieu minimum essentiel de Glasgow
Gp : Glycoprotéine
GPT : Guanine phosphoribosyl transferase
Groupe M : Majoritaire
Groupe N : Non -M, non -0
Groupe O : Outlier

HA : Hémagglutinine

HBR : Région hautement basique
HeNe : Hélium neon

His : Histidine

HPLC : Chromatographie en phase liquide haute performance

HRP : Peroxydase de raifort

HSH : Hommes ayant des rapports sexuels avec d'autres

hommes

IF : inhibiteur de fusion
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1g- : Immunoglobuline
11 Inhibiteur d'intégrase
IN: Intégrase

INNTI : Inhibiteurs non nucléosidiques de la transcription inverse
INTI : Inhibiteurs nucléosidiques de la transcription inverse

IP: Inhibiteur de protéase

IPTG : Isopropyl 3-D-1-thiogalactopyranoside
ISG : Interferon-Stimulated Gene

ITC: Isothermal titration calorimetry

K
kb : Kilo base
kDa : Kilo Dalton
K: Lysine

L
L: Litre

LB : Lysogeny broth
LEDGF : Lens epithelium-derived growth factor
LT : Lymphocyte T
LTR : Longues répétitions terminales
Lys, K: Lysine
M
M : Molaire
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I. La grande famille des Rétrovirus (Retroviridae)

1.1 Les principales découvertes autours des rétrovirus

Les rétrovirus sont découverts au début du 20®™ siécle dans le cadre d'études consacrées aux maladies
cancéreuses des poulets. Dans ce but, I'équipe du docteur Ellermann montre que la leucose du poulet est causée
par un virus, que I'on appelle aujourd’hui le virus de la leucose aviaire (ALV ; Ellermann and Bang, 1909). Quelques
années plus tard, I'équipe du docteur Rous isole le virus responsable d'un sarcome chez les poulets (Rous, 1911).
Le virus porte aujourd’hui son nom, le Rous Sarcoma Virus (RSV). C'est en 1936 que la découverte des tumeurs
induites par des virus est étendue aux especes mammiféres, commencant par les souris. Mais rapidement, de
nombreux virus de ce type sont découverts chez d'autres espéces comme les chats, les bovins et les singes (Coffin
et al., 1997). Dans les années 1957, I'infection de moutons par un rétrovirus produisant une maladie neurologique
(appelée Visna) met en évidence I'existence d'infections virales lentes. Le nom de lentivirus provenant du mot latin
lentus est associé a ces virus. Quelques années plus tard, la présence d'ARN dans les particules virales de RSV est
démontrée (Crawford and Crawford, 1961). Cependant, les cellules infectées par le RSV présentent des phénotypes
qui sont conservés au cours des mitoses. L'hypothése d'une copie ADN capable de s'intégrer dans le chromosome
de I'hdte est alors émise. Le nom de provirus par analogie avec le prophage intégré des bactériophages, est
proposé en 1964. Il faudra attendre les années 1970 et la découverte de la transcriptase inverse pour que la
présence d'un d’ADN rétroviral intégré dans les cellules infectées, soit acceptée (Temin and Mizutani, 1970).
L'isolement et I'identification du premier rétrovirus humain ont lieu en 1980 grace a la mise au point de culture de
cellules lymphocytes T in vitro. Ce virus est le virus de la leucémie des cellules T humaines de type 1 (HTLV-1;
Poiesz et al., 1980). En comparaison avec les autres virus déja découverts, le génome du HTLV-1 est défini comme
complexe. Le clonage et le séquencage de son génome viral montre qu'il code pour des protéines rétrovirales
additionnelles d'abord appelées protéines X, aujourd’hui renommées Tax et Rex (Coffin et al., 1997). En 1982, le
HTLV-2 est a son tour découvert (Yoshida et al., 1982). Toutes ces découvertes ont rendu nécessaire la création de

différentes classifications en fonction des caractéristiques des virus.

1.2 Classification phylogénique des rétrovirus

De nos jours, un virus appartenant a la famille des Retroviridae est caractérisé comme étant un virus enveloppé
qui posséde un génome a ARN de polarité positive et qui code pour la transcriptase inverse (RT) et I'intégrase (IN).
Ses protéines permettent respectivement la rétrotranscription du génome ARN en ADN double brin et son
intégration dans le génome cellulaire. Cette famille contient deux sous-familles les Orthoretrovirinae et les

Spumavirinae. Il existe au total 7 genres de rétrovirus qui peuvent étre classés en fonction de la complexité de
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leurs génomes ou de leurs caractéristiques virales. Les espéces ALV, RSV font partis du genre Alpharetrovirus, les
virus Mason-Pfizer Monkey Virus (MPMV) et le Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) font partie du genre
Betaretrovirus, les espéces Murine Leukemia Virus (MLV), Feline Leukemia Virus (FeLV) et Moloney Murine Sarcoma
virus (MoMS) appartiennent au genre Gammaretrovirus. Les Epsilonretrovirus sont représentés par le Walleye
Dermal Sarcoma virus. Tous ces genres sont des rétrovirus simples. Leur génome ne code que pour les protéines
de structure : groupe d'antigenes spécifique (group-specific antigen, Gag) enzymatique : Pol et d'enveloppe : Env
(voir section Introduction ; 8l11.2). Les rétrovirus dits complexes possédent un génome qui code pour ces protéines,
mais aussi pour des protéines supplémentaires appelées auxiliaires. Les Deltaretrovirus dont font partie le Bovine
Leukemia Virus (BLV), le HTLV, le primate T-lymphotropic virus et les Lentivirus dont le VIH, les virus de
I'immunodéficience du singe (SIV) et le Spumaretrovirinae sont des rétrovirus complexes.

Les Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus et Epsilonretrovirus sont des rétrovirus
oncogenes ; les Lentivirus sont des virus caractérisés par la lenteur de leur cycle infectieux et enfin les
Spumavirus dont le nom vient du latin spuma a cause de leur aspect mousseux dans le cytoplasme des cellules

infectées (d'aprés ICTV, https://ictv.global/taxonomy).

Il. Un rétrovirus particulier : le virus de 'immunodéficience humaine (VIH)

Parmi tous les rétrovirus, le VIH est un virus particulier. Responsable d'une pandémie mondiale depuis les années
1981, il n'a cessé de causer la mort de nombreux patients. En effet le nombre de personnes infectées depuis
I'apparition du virus est estimé a 84 millions et le nombre de décés associé une infection par le VIH est estimé a 40
millions (en 2021, selon I'ONUSIDA, https://www.unaids.org/fr/). Ainsi, ce virus représente encore actuellement un

probléme de santé majeur dont I'étude est importante encore de nos jours.

1.1 La découverte d'un nouveau virus : le VIH

En 1981, aux Etats-Unis, de jeunes patients sont atteints par des maladies telles que sarcome de Kaposi et des
pneumonies rares. De plus, ils présentent une incapacité a se défendre contre des maladies infectieuses
opportunistes normalement bénignes (Hymes et al., 1981). Ces maladies ont la particularité d'infecter des
personnes immunodéprimées. Des contrdles montrent que les patients atteints de ces maladies présentent tous
et sans exception un taux de lymphocytes T extrémement bas. La maladie associée a cet affaiblissement du
systéme immunitaire est alors nommée syndrome de I'immunodéficience acquise (SIDA). En 1983, I'isolement du
virus a partir des ganglions lymphatiques des patients a permis a I'équipe du docteur Barré-Sinoussi de montrer
que la protéine de capside est différente de celle du HTLV-1. Ainsi le nouveau virus est nommé lympho-adenopathie

virus (LAV; Barré-Sinoussi et al., 1983). Cependant, aprés plusieurs années de désaccords au sein de la
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communauté scientifique, le virus sera rebaptisé Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH) en 1986. Cette année
correspond aussi a la découverte d'un nouveau virus présentant 42% d'homologie avec le VIH de type 1 (VIH-1),
c'est le VIH de type 2 (VIH-2 ; Clavel et al., 1986). Les chercheurs ayant isolé et identifié le VIH-1 sont récompensés

du Prix Nobel de médecine en 2008.

1.2 Les Origines du VIH

I.2.1 Franchissements d'espéces et variabilité génétique du VIH

Le VIH-1 est sous-divisé en 4 groupes et le VIH-2 est sous-divisé en 8 groupes. Les deux espéces de virus, ainsi que
chacun de leurs groupes, proviennent d'événements de franchissement d'espéces indépendants. Ces
transmissions entre les espéces ont eu lieu dans la méme zone géographique, au Congo et ont été possibles a cause
des activités de chasse ou de capture des singes (Cavallari et al., 2011; Peeters et al., 1997). Ainsi, il existe quatre
groupes au sein du VIH-1, le groupe majoritaire (M), le groupe outlier (0), le groupe non-M, non-0 (N) et le groupe
P. Le groupe M provient d'un franchissement d'espéces entre les chimpanzés de la sous espéce de Pan troglodytes
infectée avec un SIVcpzPtt (figure 1). Ce groupe est responsable de la pandémie de SIDA, infectant environ 39
millions de personnes dans le monde (2022, ONUSIDA). Au cours de I'histoire, le SIVcpzPtt est transmis a 'homme
une seconde fois lors d'un nouvel événement de franchissement d'espéce permettant I'apparition du groupe N
(Keele et al., 2006). Le succes épidémiologique est largement différent d'un groupe a l'autre, en effet le groupe N
découvert en 1998 (Simon et al., 1998) a infecté 20 personnes au Cameroun (Ayouba et al., 2000; Roques et al.,
2004). Il est intéressant de noter que le franchissement d'espéce n'a pas eu lieu qu'entre le singe et I'Homme mais
aussi entre différentes espéces de singes. Ainsi, le SIVcpzPtt est aussi a I'origine des SIV infectants les espéces de
Gorilles gorilla (D'arc et al., 2015). Deux nouveaux événements de franchissement d'espece indépendants, du
gorille vers I'Homme ont permis I'apparition des VIH de groupe O et P (Keele et al., 2006; Plantier et al., 2009). Le
groupe O est responsable de l'infection d'environ 100.000 personnes, (Mourez et al., 2013; Peeters et al., 1997).
Enfin, le groupe P n'est reporté que pour deux cas, en 2009, au Cameroun (Vallari et al., 2011). Les raisons de la

différence de succés épidémiologique ne sont pas entierement définies a ce jour.
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Figure 1. Arbre phylogénétique des origines du VIH-1

Représentation de la relation phylogénétique pour une région du géne Pol parmi les SIVcpzPtt représentés en noir, SIVgor représenté en
gris et les quatre groupes du VIH-1. Le groupe M est représenté en violet le groupe N en bleu, le groupe P en vert et le groupe O en
marron. Les cercles blancs représentent les possibles transmissions entre chimpanzés et gorilles et les cercles noirs représentent les
possibles transmissions du chimpanzé ou du gorille @ I'homme (modifiée depuis Sharp and Hahn, 2011).

1.2.2 Origine et variabilité génétique du VIH de type 2

Le VIH-2 a une autre origine phylogénétique. En effet il provient d'un franchissement d’espéce a partir du SIVmmb
infectant le mangabey fuligineux (Gao et al., 1999). L'épidémie du VIH-2 est limitée a I'Afrique de I'Ouest (Tchounga
et al., 2016). Comme pour le VIH-1 plusieurs franchissements d'espéces entre le SIvsmm et I'Homme sont
responsables de I'apparition de 8 groupes de A a H (Sharp and Hahn, 2011). Le VIH-2 est beaucoup moins infectieux
que le VIH-1, seuls les groupes A et D se sont propagés et circulent toujours de nos jours (Visseaux et al., 2016). De
plus, leurs histoires naturelles difféerent au niveau de la progression de la maladie, en effet la plupart des personnes
infectées par le VIH-2 ne développent pas le SIDA (Rowland-Jones and Whittle, 2007).

Le VIH-1 et le VIH-2 ne présentent que 42% d'homologie de séquence (Dilley et al., 2011). Ainsi, la suite de mon

travail de thése portera sur le VIH-1.

1.2.3 Diversité génétique au sein des groupes du VIH-1
Le VIH a une grande capacité évolutive et de variabilité génétique. Cette particularité est directement liée a son

cycle viral et notamment aux erreurs produites lors de la transcription inverse (environ de 10 & 107 erreurs par
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paire de base par cycle (Yeo et al., 2020). Ces erreurs sont dues a I'absence de mécanisme de relecture et a la
recombinaison pendant la transcription inverse (détaillée section introduction ; §111.4.1). Ces erreurs augmentent
la diversité génétique du VIH-1 au sein des patients (Korber et al., 2001). Cette variabilité a permis I'apparition de
variants présentant jusqu’'a 35% de différence au sein du groupe M (Hemelaar et al., 2006). Les virus de ce groupe
sont donc subdivisés en 10 sous-types de A a L (Bbosa et al., 2019). Plus rarement, la recombinaison pendant la
transcription inverse peut impliquer des virus de sous-types différents qui auraient coinfecté la méme cellule
(Peeters et al., 1999; Rousseau et al., 2007). Ce phénomeéne s'est produit suffisamment pour qu‘une nouvelle
classification des formes recombinantes soit créée. Si les recombinants sont capables de circuler d'un individu a
un autre on parle de formes recombinantes circulantes (CRF). Au contraire, si les recombinants ne sont pas
capables de circuler entre les individus, on parle alors de formes recombinantes uniques (URF ; Robertson et al.,
2000). Actuellement, 98 CRF sont caractérisées et ce est en augmentation (Bbosa et al., 2019). La formation de
recombinaison entre sous types différents semble préférentiellement se produire lorsque les ARN présentent un
fort degré d'identité (Baird et al., 2006). Néanmoins, des recombinaisons entre isolats de groupes M et O ont déja
été caractérisées (De Oliveira et al., 2018 ; De Oliveira et al., 2018). Les erreurs et les recombinaisons lors de |'étape
de transcription inverse présentent un probléme de santé majeur, en effet cette variabilité favorise les

mécanismes d'échappement du virus face au systéme immunitaire, mais aussi face aux traitements.

11.3 Les chiffres clés dans le monde : données en 2021

En 2021, 38,4 millions de personnes vivaient avec le VIH, 650 000 personnes décédaient du virus. Les nouvelles
infections touchaient 1,5 million de personnes. Malheureusement, 9,7 millions de personnes n'ont pas eu accés
aux traitements antirétroviraux (AntiRetroviral Treatment, ART ; ONUSIDA,
https://www.unaids.org/fr/resources/fact-sheet). Il est important de noter que I'accés aux ART a un fort impact
sur la mortalité. En 2021, les populations clés fortement infectées sont les travailleuses du sexe et leurs clients,
les hommes ayant des rapports sexuels avec d'autres hommes (HSH), les consommateurs de drogues injectables
et les femmes transgenres. Ces populations représentent 70% de toutes les nouvelles infections au VIH. En
d'autres chiffres, le risque de contracter le VIH est évalué a 35 fois plus élevé chez les personnes utilisant des
drogues injectables que chez des adultes qui ne s'injectent pas de drogue ; 30 fois plus élevé pour les femmes
professionnelles du sexe que chez les autres femmes ; 28 fois plus élevé chez les hommes ayant des rapports
sexuels avec d'autres hommes que chez les autres hommes et 14 fois plus élevé pour les femmes transgenres.
Néanmoins, il est important de noter que les tendances varient entre I'Afrique subsaharienne, ot I'épidémie sévie

le plus fort et les autres pays (figure 2). En Afrique, les femmes &gées de 15 a 24 ans sont deux fois plus
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susceptibles de vivre avec le VIH que les hommes du méme age. En 2021, elles représentent 63% de toutes les

nouvelles infections (ONUSIDA, 2022, https://www.unaids.org/fr/resources/).

2,2
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Figure 2. Distribution de la prévalence du VIH-1 dans le monde

Encadré en bleu le nombre de nouvelles infections et en blanc le nombre de décés associés au VIH-1 en 2020 (ONUSIDA, 2022,

https://www.unaids.org/fr/resources/).

ll. Cycle viral du VIH-1

lil.1 La particule virale, structure et composition du génome

Le VIH-1 est un virus sphérique de 80 a 120 nm de diamétre enveloppé d'une bicouche lipidique externe acquise

lors de son bourgeonnement (figure 3).
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Figure 3. Représentation de la particule virale du VIH-1

La particule du VIH-1 est enveloppée d’une bicouche lipidique
provenant du bourgeonnement du virus lors d’une infection antérieure
et est recouverte de glycoprotéines d’enveloppes virales (gp120 et
gp41). La face interne de cette bicouche lipide est tapissée de protéines
de matrice (MA) qui entoure le core conique formé de protéines de
capside (CA). A l'intérieur se trouvent deux copies d’ARNg dimériques
recouverts de nucléocapside (NC) et les protéines enzymatiques de
transcriptase inverse (RT), protéase (PR) et d'intégrase (IN). La figure
est adaptée de Sundquist and Krdusslich, 2012.
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Cette bicouche est recouverte de glycoprotéines de surface cellulaires et virales. Les protéines d'enveloppes
virales sont nécessaires a la reconnaissance du récepteur cellulaire et donc a l'internalisation du virus. A I'intérieur
du virion, se trouve une structure conique en fulleréene composée de protéines de capside (CA) enfermant deux
copies d’ARN génomique (ARNg) simple brin de polarité positive. L'ARNg est protégé par de multiples copies de
nucléocapsides. D'autres macromolécules cellulaires et protéines virales sont aussi retrouvées a l'intérieur de la
particule virale (Sundquist and Krdusslich, 2012).

L'ARNg a un poids moléculaire d'environ 9,3 kb. De maniére semblable aux ARN messagers cellulaires, I'ARNg viral
est coiffé et polyadénylé. Il est flanqué de régions non codantes ou régions non traduites (untranslated region,
UTR) au niveau des extrémités 5’ et 3'. Ces régions sont composées de séquences régulatrices intervenant dans
différentes étapes du cycle viral. L'extrémité 5’ est importante pour la dimérisation et I'encapsidation de I'ARNg
(détaillée section Introduction ; §V1; Smyth et al., 2015). Cette région hautement structurée est composée d'une
région répétée (R) et d'une séquence unique U5. L'extrémité 3’ est importante pour la régulation de la transcription
(figure 4a). Elle contient la région R et une région unique U3 (Das et al., 1999). Les régions R des extrémités 5' et
3’ contiennent la séquence d'activation de la transcription (Trans-Activation Response element ; TAR) nécessaire a
la transactivation du promoteur viral et a la réplication du virus ainsi que le signal de polyadénylation (polyA). La
conformation de I'extrémité 5’ de I'ARN, ne permet pas la fonctionnalité de la région R alors que a I'extrémité 3’
cette région est fonctionnelle (Das et al., 1999). De plus, en aval de la région U5 de I'extrémité 5’ se trouve le site
de fixation de I'amorce de la transcription inverse (Primer Binding Site, PBS) permettant la fixation de I'ARNt lysine
cellulaire nécessaire a l'initiation de la transcription inverse (Kleiman, 2002; Rhim et al.,, 1991) et le site
d'encapsidation (Packaging Signal, psi ; ). Décrit plus en détails section Introduction ; §v.1.

Apreés la transcription inverse et la formation de I'’ADN viral double brin, les régions 5" UTR et 3' UTR sont remplacées
par deux longues répétitions terminales (Long Terminal Repeat, LTR) toutes deux composées de région uniques U3
(~450 nucléotides) et U5 (~80 nucléotides) séparées par R (100 nucléotides ; figure 4b ; Resnick et al., 1984; Zhang

and Crumpacker, 2022).
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Figure 4. Représentation du génome du VIH-1 et de I'ADN proviral

a. Représentation de I’ARNg et notamment des extrémités 5’ et 3' UTR. L’ARNg viral est coiffé a I'extrémité 5’ et polyadénylé a I'extrémité
3". b. Représentation de I'’ADN viral rétro-transcrit et des génes qui le composent. Ainsi, les différentes phases codantes sont représentées
encadrées par les longues régions terminales répétées (LTR) composées de U3, R et U5.Les trois génes caractéristiques des rétrovirus
gag, pol et env sont respectivement représentés en bleu, en vert et en orange. Chaque géne codant pour une polyprotéine est subdivisé
pour représenter les différents domaines. Les génes codants pour des protéines auxiliaires sont représentés en rose pour les génes vif,
Vpr, vpu et nef, jaune pour tat et vert pour rev (modifiée d partir de Meissner et al., 2022).

Ainsi, la région U3 contient des domaines modulateurs, activateurs essentiels a la transcription du provirus intégré
(zhang and Crumpacker, 2022). La région 3'LTR joue un réle dans le contrdle de I'expression (Malim et al., 1989).
Entre les deux LTR se trouvent les régions codantes pour les protéines virales, caractéristiques des rétrovirus (gag,
pol et env), organisées en trois cadres de lectures ouverts et des génes individuels codant pour des protéines
auxiliaires, spécifiques des rétrovirus complexes. L'ARNg contient différents sites donneurs et accepteurs
d'épissage qui permettent I'obtention d’ARN plus ou moins épissés (Ocwieja et al., 2012). Ainsi I'ARNg peut étre
multi-épissé, permettant de synthétiser les protéines Transactivator of Transcription (Tat), Regulator of
expression of virion proteins (Rev) et Negative Element Factor (Nef). Ce sont les premiéres protéines a étre
synthétisées lors du cycle viral. L'ARNg peut aussi étre partiellement épissés permettant la traduction des protéines
Viral Infectivité Factor (Vif), protéine virale R (Vpr), protéine virale U (Vpu) et I'enveloppe (Env). Finalement, I'ARN
non épissé permet la traduction des polyprotéines Gag et GagPol et peut étre également encapsidé dans les

particules de type virales (viral like particules ; VLP).

1.2 Les protéines virales essentielles : Gag, Pol et Env

Le VIH-1 est un rétrovirus complexe et son génome posséde les trois principaux cadres de lectures ouverts codant
pour les protéines structurales et fonctionnelles du virus (Gag, Pol et Env). Le géne gag code pour la polyprotéine
de 55 kDa Pr55Gag ou Gag. Elle est composée de toutes les protéines structurales du virus et nécessite une étape
de maturation protéolytique par la protéase virale (PR) pour libérer ces protéines et former ainsi un virus mature.
Cependant, sous forme de polyprotéine, ce précurseur joue un réle crucial dans I'encapsidation de I’ARNg et dans

le bourgeonnement et le relargage du virus. Ainsi, la protéine Gag du VIH-1, comme toutes les protéines Gag
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rétrovirales est composée de quatre domaines appelés matrice (MA), capside (CA), nucléocapside (NC), p6 et de
deux peptides espaceurs (p2 ou spl et plou sp2). Chaque domaine de Pr55Gag joue un réle spécifique dans le

cycle réplicatif (figure 5).

2 - 133 366 378 433 449 500
Ancrage a lamembrane Multimérisation de Gag Selection spécifique de FARNg  Recrutement des ESCRT
Tran.sport de Gag Formation du core conique (deux doigts de zinc) Bourgeonnement
Interaction avec les ARNt Mutlimérisation de Gag  Selection spécifique de 'ARNg

Recrutement Env

Figure 5. Les différents domaines fonctionnels de la protéine Gag du VIH-1 et leurs multiples rdles
De Bussienne et al., 2021.

A partir de I'extrémité N-terminale, le domaine MA de 17 kDa permet d'ancrer la protéine Gag dans la membrane
plasmique (MP) au niveau de régions enrichies avec des phospholipides phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
(PI(4,5)P,). L'absence de PI(4,5)P; dans les cellules induit une réduction du nombre de Gag a la MP et inhibe I'étape
de relargage viral. De plus, dans ce cas particulier, les précurseurs seraient relocalisés vers les membranes
intracellulaires (Chukkapalli et al., 2008). Cet ancrage est possible grace a un signal bipartite composé de la
myristoylation de la glycine en position 2 (voir bussienne et al., 2021 annexe 1) et d'une région hautement basique
(Highly Basic Region, HBR ; Olety and Ono, 2014; Wen et al., 2020). L'acide myristique peut étre exposé ou séquestré

dans la poche hydrophobe du domaine de MA (figure 6).

a. b.

Figure 6. Les structures tertiaires du domaine MA dans différentes conformations

a. Le domaine MA dans sa conformation monomére (en gris) présente un acide myristique séquestré en vert (PDB : 1UPH,; d’'aprés
(Bussienne et al., 2021). b. Représentation du trimére de MA et des groupes myristoylés exposés représentés en vert. Les
phosphatidylinositides de la MP sont représentés en jaune avec les phosphates colorés en rouge. Enfin, les résidus de MA en contact avec
la MP sont représentés en bleu (figure issue de Saad et al, 2006). c. Modeéle de liaison de MA a la MP. Le trimére de MA est représenté en
gris avec les groupements myristoyles exposés colorés en vert. Les résidus en contact avec le phosphatidyl inositide représenté en jaune
avec les phosphates colorés en rouge, sont colorés en bleu (figure issue de Saad et al., 2006).
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Ce contrdle de I'exposition de I'acide myristique permet la prévention des interactions aberrantes avec les
membranes intracellulaires et assure ainsi l'insertion du groupement dans la MP. L'exposition du myristate est
déclenchée par les interactions entre Gag et PI(4,5)P2 (Saad et al., 2006) et des études de résonnance magnétique
nucléaire (RMN) démontrent que |'exposition au myristate serait également régulée par la trimérisation du
domaine MA. En effet la protéine MA dans sa forme mature présente une affinité plus faible pour les membranes
par rapportau précurseur complet (Hogue et al., 2012; Saad et al., 2007). De plus, le domaine MA dans le précurseur
lie des acides nucléiques tels que les ARNt de I'héte. Cette interaction facilite le recrutement spécifique de Gag a
la MP en inhibant les interactions avec les phosphatidylsérines chargées négativement contenues dans les
membranes endocytiques intracellulaires (Chukkapalli et al., 2008). Des études montrent que cette interaction avec
les ARN cellulaires ne change pas |'affinité du précurseur pour I’ARNg viral (Kutluay et al., 2014; Olson and Musier-
Forsyth, 2019). Enfin, la MA assure l'incorporation de la protéine d'enveloppe, Env, lors de I'assemblage des
particules virales en interagissant avec la queue cytoplasmique de la protéine gp41 (Saad et al., 2006; Tedbury et
al., 2015).

Le domaine de CA est un domaine de 24 kDa qui dirige la multimérisation de Gag (figure 7). Une fois mature, la

protéine de CA s'auto-assemble dans une structure fulleréne composée de 250 hexaméres et 12 pentameres
formant le core viral (Klingler et al., 2020a). L'interaction avec les protéines cyclophiline A encapsidées dans les
particules virales néoformées permet d'échapper au systéme de défense TRIM50t lors de I'infection d'une nouvelle
cellule cible (Kim et al., 2019; Klingler et al., 2020a ; section Introduction, §8Iv.2). Dans les étapes précoces du cycle
viral, la CA permet le transport du complexe de pré-intégration (PIC) vers le noyau cellulaire en interagissant avec
les protéines associées aux microtubules (MAP1A et MAP1S ; Carnes et al., 2018; Klingler et al., 2020a). Ensuite ce
domaine permet I'import du PIC au niveau du pore nucléaire en interagissant avec la nucléoporine nommée
Nup358/RanBP2 (Dharan et al., 2016; Klingler et al., 2020a). Dans le précurseur Gag le domaine de CA est séparé du
domaine de NC par un espaceur de 14 acides aminées appelé Sp1 ou p2. Cet espaceur permet les changements de
conformation du précurseur et favorise la multimérisation de Gag (Datta et al., 2016, 2011; Klingler et al., 2020a)
et semble également jouer un rdle dans I'empaquetage spécifiques des ARNg viraux par rapport aux ARN cellulaires

ou viraux épissés (Kaye and Lever, 1998; Klingler et al., 2020a).

36



Figure 7. Les structures tertiaires du domaine CA dans différentes conformations

a. Structure d’'un monomeére de CA représenté en vert (PDB : 3H47). b. Représentation du céne fulleréne pour la capside du VIH en
représentant les hexaméres en vert clair et les pentaméres en vert foncé (adapté depuis Pornillos et al., 2011). c. Structure d'un
pentameére de CA en vert foncé (PDB : 3P05). d. Structure d’un hexamére de CA en vert clair (PDB : 3H47).

Ensuite, la NC (domaine de 7 kDa), est crucial pour I'interaction spécifique avec I'ARNg viral et son empaquetage
grace a la présence de deux motifs en doigt de zinc (CCHC) qui interagissent spécifiquement avec la région Psi de
I’ARNg viral (Boutant et al., 2020; Webb et al., 2013 ; figure 8). Ce domaine permet également l'incorporation de
I'amorce de la transcription inverse, I'ARNt lysine 3 et la multimérisation de Gag, favorisant ainsi I'assemblage viral
(Cimarelli et al. 2000; Ott, Corenet Shatzer 2009). Ces résultats montrent bien qu'au-dela de leur fonction primaire
les différents domaines de Gag sont impliqués dans plusieurs étapes du cycle réplicatif. Enfin, dans sa forme
mature, la NC joue plusieurs réles de chaperonne d'ARN (Godet and Mély, 2010; Rein et al., 1998) et favorise la

processivité de RT et I'activité RNAse H (Poljak et al., 2003).

:‘"\,.2

Figure 8. Représentation de la structure tridimensionnelle de la NC
La NC est représentée avec deux molécules de zinc, en gris (PDB : 1MFS).

Dans le précurseur Gag, la NC est séparée du dernier domaine par un deuxiéme espaceur de 16 acides aminé (sp2
ou p1). Son réle est peu décrit dans la littérature, bien qu'il pourrait apporter la flexibilité nécessaire aux
changements de conformation du précurseur Gag nécessaires aux fonctions du précurseur (Sundquist and

Krausslich, 2012).
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Finalement, a I'extrémité C-terminale de Gag se trouve le domaine p6 non structuré de 6 kDa. Ce domaine est
largement connu pour réguler le bourgeonnement des virions a la MP en recrutant les éléments de la machinerie
ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport). De plus, des analyses de RMN ont montré que p6 assure
I'incorporation de la protéine virale R (Vpr) dans les particules virales (Salgado et al., 2009a). Récemment, le
laboratoire d'accueil a montré que ce domaine joue également un réle dans l'interaction spécifique entre Gag et

I'ARNg (Dubois et al., 2018a).

Le géne pol code pour les toutes les enzymes nécessaires au cycle viral, la PR, la RT et I'IN. Ces enzymes sont
exprimées sous la forme d'une poly protéine de 160 kDa Pr160 Gag-Pol ou Gag-Pol. Gag-Pol est produit lors d'un
évenement de décalage de cadre de lecture lors de la traduction de I'ARN viral. Ce décalage apparait avec une
fréquence de 5% permettant I'expression d'un précurseur Gag-Pol pour vingt précurseurs Gag (Jacks et al., 1988).
Le premier domaine qui compose Pol est la PR. C'est une protéine de 15 kDa qui permet de séparer toutes les
protéeines présentes dans les précurseurs Gag et Gag-Pol. La dimérisation du précurseur Gag-Pol dans les virions
immatures permet la dimérisation du domaine de PR, qui va alors étre capable de s'auto-exciser. Sa forme active
est un homodimeére symétrique, tandis que son site actif est composé des résidus acides aspartiques, thréonine et
glycine (Asp25, Thr26, Gly27), caractéristique de la famille des aspartyl-protéases. La protéolyse catalysée par la
PR se déroule de maniére séquentielle et ordonnée (Freed, 2015a; Lee et al., 2012).

La RT est un domaine de 66 kDa. La forme mature de I'enzyme est composée d'un hétérodimeére entre une sous-
unité de 51 kDa (p51) et une sous unité de 66 kDa (p66). La sous unité p51 est issue du clivage du domaine RNAse
H de la p66. Cette sous-unité n'a plus d'activité catalytique et ne posséde qu'un réle structural (Hu and Hughes,
2012; Jacobo-Molina et al.,, 1993). Seule p66 posseéde une activité catalytique d’ADN polymérase ARN/ADN
dépendante et une activité RNAse H qui dégrade spécifiquement I’ARN dans les hybrides ADN/ARN formés lors de
la transcription inverse. L'analyse cristallographique de la RT montre que le domaine polymérase de la p66 peut
étre comparé a une main droite, ou se loge le complexe matrice/amorce dans les sous domaines « doigts »,
« paume » et « pouce » (figure 9). La paume représente le site actif de I'enzyme, composé de la triade d'acides

aspartiques (Asp111, Asp185 et Asp186) qui catalysent I'attaque nucléophile du nucléotide entrant.
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Figure 9. Représentation de la structure tridimensionnelle de la RT

La RT est composée de deux sous unités, une de 66 kDa (p66) et une de 51 kDa (p51). La sous unité p51 est représentée en gris. Le
domaine RNase H de p66 est représenté en orange et le connecteur en jaune. Les domaines polymérases de p66 sont subdivisés en doigts
(en violet), la paume (en rose) et le pouce (en vert) adapté de Hu and Hughes, 2012.

Finalement, I'IN est une protéine de 32 kDa qui permet I'intégration de I'ADN viral dans le génome de la cellule héte.
Elle est constituée de trois domaines, le domaine N-terminal (NTD), le domaine central ou cceur catalytique (CCD)
et le domaine C-terminal (CTD ; figure10). Le NTD contient un motif en doigt de zinc capable de lier du zinc (HHCC)
qui est aussi important pour I'oligomérisation de I'IN. Le CCD est un domaine trés conservé chez les rétrovirus. Il
comporte la triade catalytique (Asp64, Asp116 - 35 - E152) qui est impliquée dans la liaison spécifique a I'ADN viral
et cellulaire. Il contient aussi la surface pour l'interaction avec le cofacteur cellulaire LEDGF/p75 et la région de
dimérisation de I'enzyme mature (Serrao et al., 2012). Enfin, le CTD est impliqué dans la fixation non spécifique a
I'’ADN et permet I'interaction avec la RT nécessaire a I'accomplissement optimal de I'étape de transcription inverse

(Lusic and Siliciano, 2017).
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Figure 10. Représentation de la structure des domaines de I'IN

L'IN est composée de 3 domaines. Le NTD contenant un doigt de zinc est représenté en rose, avec les résidus HHCC, représentés en rouge
sur la structure tridimensionnelle, coordonnant un Zn représenté par une boule grise (PDB : 6VRG). Il est relié par un connecteur au CCD
représenté sous forme dimérique avec une sous unité en violet et une sous unité en gris (PDB : 4LH4). Les résidus appartenant d la triade
catalytique (D64, D111 et E152) sont représentés en rouge sur la structure tridimensionnelle. Finalement, le CTD est représenté en jaune
(PDB : 1IHV ; adaptée de Engelman and Cherepanov, 2014).

Le géne env code pour les glycoprotéines de I'enveloppe virale. Elles sont exprimées sous la forme d'une
polyprotéine appelée gp160 (figure 11). Elle est d'abord glycosylée dans le réticulum endoplasmique, puis clivée
dans l'appareil de Golgi par la protéase cellulaire a sérine, appelée furine. Cette étape de maturation génére ainsi
une protéine de surface (SU), la glycoprotéine de 120 kDa (gp120) et la glycoprotéine transmembranaire (TM) de
41 kDa (gp41 ; zhu et al., 2006). D'une part, la gp120 est composée de cinq domaines conservés (C1-5) internalisés
et de cinq régions variables (V1-5) a la surface (Starcich et al., 1986). Les régions conservées C1 et C5 sont les sites
d'interaction avec gp41 alors que les régions de C2-4 sont impliquées dans la liaison avec le récepteur cellulaire
cluster of differenciation (CD4). D'autre part la gp41 est constituée de trois domaines, le domaine extracellulaire
N-terminal, le domaine transmembranaire et la partie cytoplasmique C-terminale. C'est le domaine extracellulaire
qui contient le peptide de fusion permettant la fusion entre les membranes cellulaires et virales (Bartesaghi et al.,

2013).

Figure 11, Représentation de la structure d'un trimére d'Env du VIH-1
Représentation d’un trimére d’Env obtenu par cryotomographie électronique. Le trimére de protéines est composé des sous-unités
gp120, représentées en vert et gp41 représenté en violet (PDB : 4ZMJ ; adaptée Li et al., 2020).
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113 Les protéines virales auxiliaires

Le génome du VIH est complexe car il code pour six protéines supplémentaires par rapport aux rétrovirus simples.
Il code pour deux protéines régulatrices de la réplication virale et du métabolisme cellulaire, le facteur de
régulation de I'épissage (Rev) et la protéine Trans activatrice (Tat). Il code aussi pour quatre autres protéines
auxiliaires, le facteur régulateur négatif (Nef), le facteur d'infectivité virale (vif), la protéine virale R (vpr) et la
protéine virale unique (Vpu) qui ont des réles dans la pathogénése, le contréle du cycle cellulaire mais aussi dans

les mécanismes d'échappement aux facteurs de restrictions.

l11.3.1 Protéines régulatrices Rev, Tat et Nef

Les protéines Rev, Tat et Nef sont traduites a partir de I'ARN multi-épissé.

La protéine Rev est une protéine de 19 kDa. Cette protéine posséde un signal de localisation nucléaire (NLS) et un
signal d'export nucléaire (NES), qui facilite son transfert nucléo-cytoplasmique. Elle a pour réle le transport des
ARN non-épissés (ARNg) ou partiellement épissés, en se fixant a I'élément de réponse Rev (RRE) et en permettant
leur export dans le cytoplasme (Kalland et al., 1994). Les ARN non-épissés ainsi exportés sont soit traduits en
précurseurs Gag et Gag-Pol, soit incorporés sous forme de dimére dans les particules virales naissantes.

La protéine Tat est une protéine de 9,8 kDa, composée de deux domaines, le domaine d'activation et le domaine
de liaison a I'’ARN. Cette protéine active la transcription des ARN messagers viraux en se liant au niveau de I'élément
TAR dans I'’ARN messager viral naissant (Dingwall et al., 1989). Elle joue aussi un rdle dans le recrutement du facteur
d'élongation positif de la transcription b (P-TEFb) au niveau de I'ARN viral. Grace a une cascade de réactions, ce
facteur phosphoryle la queue C-terminale de I'ARN polymérase induisant la phase d'élongation de la transcription
(Cujec et al., 1997). De plus, Tat semble également favoriser la suppression immunitaire, I'apoptose et le stress
oxydatif en facilitant ainsi la progression de I'infection du VIH (EI-Amine et al., 2018).

La protéine Nef est une protéine de 23 kDa exprimée majoritairement dans les phases précoces du cycle viral. Elle
est essentielle pour maintenir les niveaux élevés de charge virale et joue un réle dans la destruction des cellules
LTCD4+. En effet elle favorise I'absorption de ces cellules immunitaires par le compartiment endosomal et dans les
lysosomes (Basmaciogullari and Pizzato, 2014). Nef régule aussi la communication entre les cellules présentatrices
d'antigénes (CPA) et les lymphocytes T, en inhibant la voie des récepteurs des cellules T (TCR; Bell et al., 1998;
Minch et al., 2007). De plus, elle régule négativement |'expression des molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité-1 (CMH-1) en protégeant les cellules infectées contre la destruction induite par les cellules LT

cytotoxiques (Collins et al., 1998) et interfére aussi avec I'expression du CMH-II (Schindler et al., 2003).
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l11.3.2 Protéines auxiliaires Vif, Vpr et Vpu

Les protéines Vif, Vpr et Vpr sont traduites a partir de I'ARN multi-épissé.

La protéine Vif est une protéine de 23 kDa qui joue un réle dans les mécanismes d'échappement au systéme
immunitaire notamment en supprimant la réponse antivirale médiée par les enzymes d'édition d'ARNm de
I'apolipoprotéine B, qui se comporte comme un polypeptide catalytique (APOlipoproteine B mRNA-Editing enzyme
Catalytic polypeptide-like APOBEC3G et 3F). Ce facteur de restriction cellulaire sera décrit plus en détails dans la
section Introduction, 8IV.2.

La protéine Vpr est une protéine de 14 kDa qui interfére avec de nombreuses fonctions cellulaire et virales tout au
long du cycle viral. Tout d'abord elle régule les étapes précoces du cycle viral. En effet elle joue un réle dans le
transport de PIC vers le noyau grace a son interaction avec des facteurs de transport nucléaire et des composants
du complexe du pore nucléaire. Elle permet aussi 'activation de la transcription et I'arrét du cycle cellulaire a la
transition G2/M. C'est la liaison entre Vpr et le facteur associé a la culline 4A, DCAF1 qui permet I'arrét du cycle
cellulaire (pour revue voir Morellet et al., 2009.). Cet arrét a pour conséquence I'augmentation de la transcription
virale, puisque la transcription est plus active pendant cette phase cellulaire (Le Rouzic and Benichou, 2005). Vpr
induit I'apoptose en perméabilisant la membrane des mitochondries. De plus, elle est également essentielle pour
I'infection des macrophages (Kogan and Rappaport, 2011). L'incorporation de Vpr dans les particules virales est
assurée par l'interaction avec la séquence riche en leucines (LXXLF) du domaine p6 du précurseur Gag. Des études
en utilisant des micelles de dodecylphosphocholine (DPC) mettent en évidence que I'affinité de vpr pour p6
augmente dans un environnement membranaire (Salgado et al., 2009b). Dans les virus bourgeonnants, un rapport
de 7 molécules de Gag pour 1 molécule de Vpr est identifié (Mlller et al., 2000). Avec ce rapport, le domaine de p6
reste disponible pour interagir avec ses autres partenaires cellulaires, tels que la protéine ALG-2 Interacting Protein
X (ALIX) et Tumor Susceptibility Gene 101 (Tsg101 ; Fossen et al., 2005).

La protéine Vpu est une protéine membranaire de 16kDa. Elle stimule I'exposition d'un grand nombre de
glycoprotéines d'enveloppe sur les particules virales néoformées, en réduisant I'expression du corécepteur CD4.
En effet en I'absence de Vpu, les protéines Env et CD4 transitent par les mémes compartiments cellulaires ce qui
induit la séquestration des protéines Env en faveur de la formation des complexes avec CD4. Ainsi, Vpu recrute le
complexe ubiquitine ligase qui induit la dégradation protéasomique des récepteurs CD4. Elle favorise aussi le
relargage des particules virales néoformées en inhibant I'expression du facteur restriction cellulaire tétherine (Van

Damme and Guatelli, 2008). Ce facteur sera décrit plus en détails dans la section IV.2
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1.4 Le cycle de réplication viral

Les cellules cibles du VIH-1 sont majoritairement les cellules de I'immunité adaptative, les cellules lymphocytes T
auxiliaires et régulatrices (LT CD4+). Cependant, le virus est aussi capable d'infecter les cellules de I'immunité innée
comme les macrophages, les monocytes et les cellules dendritiques (Weiss, 2002). Dans ces cellules le virus réalise
un cycle de réplication qui peut étre divisé en deux phases (figure 12). La phase précoce commence par |'entrée
du virus dans la cellule cible et se termine par I'intégration du génome proviral dans I'ADN de I'hdte et la phase
tardive qui commence par la transcription et la traduction des protéines virales et se termine par I'assemblage du
virus au niveau de la MP et par son bourgeonnement. Une étape supplémentaire de maturation protéolytique est

nécessaire pour rendre le virus mature et infectieux.
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Figure 12. Cycle réplicatif du VIH-1

Le cycle du virus peut étre séparé en deux phases, tout d’abord la phase précoce qui commence par I'attachement du virus au récepteur
cellulaire CD4 et a ses corécepteurs CCR5 ou CXCRA4. Il est suivi de la fusion des membranes virales et cellulaires permettant la libération
de la capside dans le cytoplasme. La capside permet le transport du PIC le long des microtubules jusqu’au pore nucléaire ou il est
internalisé. Une fois la transcription inverse terminée, ce complexe permet I'intégration de I’ADN proviral dans le chromosome cellulaire.
Cette étape marque le début de la phase tardive du cycle viral. Elle débute par la transcription du provirus. Les ARN sont alors exportés
dans le cytoplasme et vont soit, servir de matrice pour la traduction des protéines virales, soit étre sélectionnés et encapsidés sous forme
de diméres dans les particules virales en formation. La sélection et I'encapsidation de I'ARNg sont orchestrées par le précurseur Gag qui
permet également le transport des diméres d’ARNg aux sites d’assemblage @ la MP permettant le bourgeonnement de la particule virale.
Cette étape est possible grace au recrutement de partenaires cellulaires comme les protéines ESCRT qui permettent son relargage.
D’abord sous forme immature, une étape supplémentaire de maturation protéolytique assurée par la protéase virale est nécessaire pour
permettre aux protéines virales de constituer un virus mature et infectieux.

lI.4.1 Phase précoce - de I'entrée du virus a I'intégration de son ADN viral

Le virus s'attache soit de maniére aspécifique grace a linteraction des spicules d'enveloppe avec les
protéoglycanes a la surface de la cellule (Saphire et al., 2001), soit de maniére plus spécifique via l'interaction des
glycoprotéines d'enveloppe avec les intégrines 34, ou les récepteurs des cellules dendritiques de type DC-SIGN
(Geijtenbeek et al., 2000). Une fois attachée la protéine d'enveloppe gp120 interagit avec le récepteur CD4 des
cellules (Klatzmann et al., 1984). Cette interaction induit un changement de conformation d’Env, permettant le

repositionnement de la boucle V3 qui peut alors se lier soit, au récepteur de chimiokine C-C de type 5 (CCR5) ; soit,
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au récepteur de chimiokine C-X-C de type 4 (CXCR4) qui sont les corécepteurs de I'entrée virale (Raja et al., 2003 ;

figure 13).
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Figure 13. Représentation de I'entrée du VIH-1 dans les cellules cibles

1. L'enveloppe du VIH-1 est composée de triméres de la sous unité gp120 représentés en bleu et gp41 représentés en rouge. 2.
Attachement du VIH-1 a la cellule par ligison de la gp120 au récepteur CD4 représenté en vert. 3. Réarrangement conformationnel
permettant la libération du peptide fusion, représenté en marron et la ligison au corécepteur, représenté en violet. 4. Fusion
membranaire suite d la formation du faisceau a six hélices du peptide fusion (adaptée de Wilen et al., 2012).

L'affinité pour I'un ou l'autre corécepteur définit le tropisme du virus. On parle alors de tropisme R5 ou
macrophagique lorsque I'Env se lie préférentiellement a CCR5 et de tropisme X4 ou lymphocytaire lorsque I'affinité
est majoritaire pour CXCR4. Au cours de I'infection, les phases de primo-infection et asymptomatique (voir section
Introduction : 8IV.1) sont caractérisées par la dissémination des souches de tropismes R5 contrairement a la phase
SIDA pendant laquelle le patient est infecté par une majorité de souches de tropisme X4 (Bleul et al., 1997; Esté et
al., 1999). Les virus a tropisme R5 représentent la majorité des souches transmises par voie sexuelle. Elles sont
peu réplicatives et peu cytopathogénes. De plus, 1% de la population présente une mutation dans le corécepteur
CCR5 leurs conférant une auto-immunité face au virus. Cependant au cours du temps et de I'évolution génétique
du virus, les souches ayant un tropisme R5 et X4 vont coexister jusqu'a ce qu‘une majorité de souches a tropismes
X4 subsistent. Elles sont hautement réplicatives et ont un effet cytopathogéne prononcé.

L'interaction entre les glycoprotéines d'enveloppe et les récepteurs et corécepteurs cellulaires induit le
changement de conformation des deux sous-unités gp120 et gp41 permettant |'insertion dans la MP du peptide
de fusion de gp41. La formation du faisceau a six hélices permet alors de rapprocher les deux membranes (virale
et cellulaire) et de former le pore de fusion par lequel la capside virale rentre dans la cellule cible (Killian et al.,
2006). A l'issue de l'internalisation de la capside, il était décrit que la transcription inverse avait lieu dans le
cytoplasme avant I'entrée dans le noyau et nécessitait une décapsidation partielle de la capside. Néanmoins ce

dogme a récemment été remis en question en faveur d'un nouveau modéle selon lequel la capside intacte pénétre
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dans le noyau. Ainsi, c'est seulement dans le noyau que I'étape de décapsidation a lieu au niveau des sites
d'intégration (Burdick et al., 2020; Dharan et al., 2020; Rensen et al., 2021) et que la transcription inverse se
terminerait (Burdick et al., 2020; Francis et al., 2020; Selyutina et al., 2020). Le modéle actuel décrit donc qu'a
I'issue de la fusion membranaire, la capside est libérée intacte dans le cytoplasme, puis elle est transportée
activement grace au systéeme de microtubules jusqu'au complexe du pore nucléaire ol elle est activement
importée. Pour cela, les protéines de CA interagissent avec les protéines du complexe du pore nucléaire comme
Nup153 et Nup358 mais aussi la Cyclophiline A (CypA), la transportine 3 (TNPO3 ; Dharan et al., 2020; Klingler et al.,
2020Db). Une fois accrochées au pore nucléaire les CA interagissent avec le facteur de clivage et d'épissage 6 (CPSF6)
facilitant I'entrée dans le noyau. La transcription inverse initiée dans le cytoplasme se termine a ce stade. A ce
moment, la capside virale perd alors son intégrité et I'ADN retro-transcrit peut étre intégré dans le chromosome
de I'hdte.

Une étape clé du cycle viral, la transcription inverse permet la rétrotranscription de I'ARN viral en ADN double brin.
Elle estinitiée par la RT qui utilise comme matrice, I'’ARN viral et comme amorce I'ARNt Lysine 3 hybridée a la région
PBS de la 5 UTR (figure 14). Cette liaison est facilitée et stabilisée par la NC (Auxilien et al., 1999; Tisné et al., 2005).
La RT reconnait spécifiquement le complexe matrice d'amorce ARN/ARN et commence a synthétiser le brin (-) de
I'’ADN simple brin (ADN sb) a partir de I'extrémité 3’ de I'ARNt Lys 3. En paralléle, son domaine RNase H dégrade
I'ARN matrice dans I'hybride ARN/ADN créé par la polymérisation de I'ADN. La rétrotranscription s'interrompt
lorsque la RT atteint I'extrémité 5' de I'ARNg, aprés avoir copié les régions U5 et R. La présence de régions
complémentaires au niveau de I'extrémité 3’ de I'ADN sb (-) et la dégradation de I'’ARN matriciel permettent le
transfert de la RT (ou saut de brin) vers la région R de I'extrémité 3’ de I'ARNg. La RT redémarre alors pour retro
transcrire le reste du génome, jusqu'a atteindre la séquence PBS, qui était le point de départ de la
rétrotranscription. A l'issue de la synthése de I'ADN sb (-), la matrice d’ARN est complétement dégradée a
I'exception de la région PolyPurine Tract (PPT) et de la région PPT centrale (cPPT) résistantes a la RNase H. Ces deux
régions servent alors d'amorces de la transcription inverse pour former I'’ADN sb (+). La synthése a partir du PPT a
I'extrémité 3’ donne naissance a I'ADN sb (+) nommé strand strong-stop DNA (+ssDNA). Apres le clivage par la RNAse
H de I'ARNt Lys 3 hybridé au PBS, le +ssDNA s'hybride sur la région PBS complémentaire du brin (-) aprés un
deuxiéme événement de saut de brin. La synthése du brin d'ADN (+) reprend et se termine par la formation de
I'’ADN bicaténaire double brin. L'ADN proviral qui en résulte est flanqué par deux LTR a chaque extrémité. De plus
une zone n'est pas reliée au niveau de cPPT, ce court chevauchement est appelé « flap central » (figure 14). Comme

mentionné précédemment, I'absence d'activité de relecture induit I'apparition de nombreuses erreurs au cours de
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la transcription inverse. De plus, les événements de transfert de brin, en particulier, lorsqu'ils se produisent dans
des virus hétérozygotes, peuvent amplifier la diversité génétique, en combinant plusieurs polymorphismes
différents présents dans les deux copies de I'ARNg présentes dans le virion (Chen et al., 2009; Hu and Temin, 1990).

R U5 PBS PPT U3 R
A AAA tRNA Primer Placement

" Minus-Strand

strong-stop DNA synthesis

)

R U5 PBS PPT U3 R
B mmm = AAA tRNA lys 3
rous Strand transfer
y
PBS PPT U3 R
C AAA
ﬁ DNA (-)
r ub
Minus-Strand DNA synthesis
PBS / PPT
D —— . —
Plus-Strand ud r us
strong-stop DNA synthesis
pBs | PPT U3 R U5 PBS
E ..
pbs ud r us
RNase H
U3 R U5 PBS
F
pbs ud r ub
l Second strand transfer
G
us
R Al Y
PBS
3 .
i r ubs
u3 pbs

l Plus-Strand DNA synthesis

H U3R Us PBS m PPT U3 R US

R v 4 DNA ()
u3 r u5 pbs ppt u3 r us

Figure 14, Transcription inverse du génome du VIH-1

L’ARN est représenté en noir. A. L'amorce ARNt Lys 3 représentée en vert s’hybride & sa séquence complémentaire, le site de ligison de
I'amorce (PBS). B. La synthése du brin d’ADN (-) représenté en violet commence par I’ARNt et continue jusqu’a atteindre I'extrémité 5°. C.
Aprés la dégradation du brin d’ARN hybridé & I'ADN par la RNaseH, le brin d’ADN (-) est libéré et peut s'hybrider sur la séquence
complémentaire R @ I'extrémité 3’ par un saut de brin. La synthése du brin (-) d’ADN continue et I'’ARN hybridé a I'’ADN est dégradé en
paralléle. D. Au fur et @ mesure de la synthése du brin de polarité (-), la synthése de I’ADN du brin de polarité (+) est initiée & partir des
séquences PPT, résistantes d la RNaseH. La synthése & partir du PPT en 3’ donne naissance au plus strand strong-stop DNA (+SSDNA)
représenté en rose. E. Elongation de la synthése du +ssDNA. F. dégradation de I'’ARN matriciel par la RNase H. G. Aprés le clivage de I'’ARNt
Lys,3 hybridé a la région PBS par la RNase H, le +ssDNA s’hybride sur la région PBS complémentaire du brin de polarité positive d I'aide
d’un second saut de brin, afin de permettre la synthése compléte des LTR. H. La synthése aboutit @ un ADN bicaténaire avec un LTR &
chaque extrémité. Ainsi qu’une zone non liée en amont de la région du PPT central (cPPT) qui sera réparée par des protéines cellulaires
(Adapté de Basu et al., 2008).
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Lorsque les deux étapes de transcription inverse et de décapsidation sont terminées dans le noyau, I'ADN viral
néoformé est associé au complexe de pré-intégration (PIC) en interagissant avec un tétramére d'IN. Ce complexe
est composé, en plus de I'IN, de plusieurs protéines virales et cellulaires dont la NC, la MA, la RT et Vpr. L'ADN viral
estainsiintégré par I'IN dans le génome de la cellule hdte (Craigie, 2012). Liés a I'ADN viral, les tétrameéres ordonnés
d'IN forment ce qu'on appelle l'intasome. L'IN catalyse alors I'intégration de I'ADN en deux étapes, d'abord le
traitement de I'extrémité 3’ (ou 3’ processing) et le transfert de brin. Ces deux réactions sont des réactions de
transestérifications dépendantes d'une molécule de magnésium. L'IN liée aux LTR de I'ADN viral hydrolyse deux
nucléotides de chaque extrémité 3’ en utilisant une molécule d'eau, créant deux extrémités 3'OH réactives
(Engelman et al., 1991). Suite a cette réaction les extrémités 3'OH libérées restent en interaction avec les acides
aminés du site actif de I'IN. Elles sont utilisées pour attaquer les groupes 5'-phosphate dans un sillon majeur de
I'ADN chromosomique hdte, conduisant a la transestérification et a la liaison covalente de I'ADN viral au
chromosome (Engelman et al., 1991). Il en résulte un intermédiaire d'intégration qui doit étre réparé par la
machinerie de réparation des jonctions non homologues de I'hdte et abouti a l'intégration compléte du génome
proviral dans celui de la cellule (Maertens et al., 2022). Une fois intégré I'ADN viral est nommé provirus et son

intégration marque la fin de la phase précoce du cycle réplicatif.

l11.4.2 Phase tardive : de I'expression du provirus a la formation d'une nouvelle particule virale.

Une fois intégré, le provirus se comporte comme un géne cellulaire. Cependant, I'endroit ou il est intégré va
conditionner son devenir. En effet soit son intégration a lieu dans des régions transcriptionnellement actives et il
sera efficacement transcrit ; soit dans des régions transcriptionnellement inactives et il restera par conséquent
silencieux (Eisele and Siliciano, 2012; Shan et al., 2017). Il est suggéré que le réservoir latent des virus proviennent
d'infections de cellules LT CD4+ actives qui passeraient ensuite a I'état de repos (Shan et al., 2017). Néanmoins, les
mécanismes régulant la latence ne sont pas encore complétement élucidés a ce jour. La transcription du provirus
commence par le recrutement des facteurs de transcription cellulaire au niveau des régions promotrices dans la
séquence U3 a I'extrémité 5’ NTR. D'autres régions sont reconnues par les facteurs NF-kB et AP-1 qui activent la
transcription. La tige boucle TAR joue un réle important de régulation positive de la transcription. Elle est liée par
la protéine virale Tat, qui est I'une des premiéres protéines virales a étre traduite. Suffisamment accumulée, elle
rentre dans le noyau ou elle se lie aux séquences TAR présentes sur les ARN viraux ce qui permet ainsi de recruter
le facteur positif d'élongation transcriptionnelle (P-TEFb). P-TEFFb phosphoryle alors la partie C-terminale de I'’ARN
polymérase induisant sa transition vers la phase d'élongation (Karn and Stoltzfus, 2012).Le produit de transcription

du provirus est un ARN messager d'une taille d'environ 9 kb, qui contient de nombreux sites donneurs et accepteurs