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RESUME

La protéine accessoire U (Vpu) du VIH-1 cible efficacement BST2/Tetherin,
facteur de restriction restreignant la relache de divers virus enveloppés a méme la
surface cellulaire. Le récepteur naturel de BST2 récemment découvert est ILT7, une
protéine exclusivement exprimée a la surface des cellules produisant l'essentiel de
I'interféron de type 1 (IFN-1) lors d'infections virales, les cellules dendritiques
plasmacytoides (pDCs). L'interaction entre BST2 et ILT7 réprime la production d'IFN-1
des pDCs. Considérant le potentiel immunorégulateur de BST2 récemment décrit, nous
avons entrepris d'évaluer cet aspect de 'antagonisme de Vpu sur BST2. A l'aide d'un
systéeme de co-culture entre une lignée de cellules T CD4+ infectée avec un virus
exprimant ou n'exprimant pas Vpu et les cellules mononucléées du sang périphérique ou
de pDCs purifiés, nous avons observé que Vpu est responsable d'une atténuation
majeure de la sécrétion d'interféron de type 1 (IFN-1) produite en réponse aux cellules
infectées. La présence de molécules de BST2 de surface libres est essentielle a ce
processus, puisque le bloc de toute interaction en trans de BST2 par des anticorps
polyclonaux a-BST2 abroge 1'effet de Vpu. Similairement, Vpu ne peut exercer cet effet
lorsque ILT7 est déplété dans les pDCs a l'aide de petits ARN interférents. Enfin,
l'introduction de protéines recombinantes solubles d'ILT7 dans le systeme de co-culture
semble prévenir l'effet inhibiteur de Vpu, suggérant que Vpu exploite l'interaction de
BST2 avec ILT7 pour moduler la sécrétion d'IFN-1 des pDCs. En conclusion, nos résultats
démontrent que Vpu exerce un controle sophistiqué de la production d'IFN-1 par les
pDCs en réponse aux lymphocytes T CD4+ infectés par le VIH-1. Il semble ainsi que
'action de Vpu favorise, par un mécanisme encore méconnu, l'activation d'ILT7 a travers
BST2. En effet, cette fonction de Vpu semble tout aussi dépendante de BST2 que de
I'ILT7. En favorisant la relache virale et en menant a l'inhibition de la réponse antivirale
des pDCs, la régulation ciblée de BST2 par Vpu est non seulement cruciale a la

dissémination du virus, mais aussi a sa réplication.

Mots clés : Virus, VIH-1, protéines accessoires, Vpu, facteur de restriction, BST2, ILT7, IFN-1, pDCs et TLR.
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ABSTRACT

Viral protein U (Vpu) is an accessory protein of HIV-1 that efficiently targets
BST2/Tetherin, a cellular restriction factor that acts as molecular anchor impeding the
release of various enveloped viruses from the cell surface. The recently discovered
natural receptor of BST2 is ILT7, a molecule exclusively expressed at the surface of the
professional type 1 interferon (IFN-1) producing cells, plasmacytoid dendritic cells
(pDCs). The interaction between BST2 and ILT7 has been reported to efficiently induce a
repression of IFN-1 secretion by pDCs. Here, we investigated the impact of Vpu mediated
antagonism of BST2, in regards to this newly described immune function of BST2. Using
a system of CD4+ T cell lines infected with wild type or Vpu-deficient HIV-1 cultured with
peripheral blood mononuclear cells or purified pDCs, we report that the presence of Vpu
efficiently reduces IFN-1 production from sensing pDCs. Furthermore, we observed that
this Vpu effect is dependent on the availability of BST2Z molecules at the surface of the
infected cells, since the Vpu's immunoregulation is abrogated when blocking any
potential BST2 trans interaction with anti-BST2 antibodies. Similarly, depleting ILT7
from pDCs by means of small interfering RNA treatment equally negates the
downregulation of pDC IFN-1 secretion by Vpu. Finally, the use of recombinant soluble
ILT7 competes with pDC-bound ILT7 for the free BST2 and similarly results in high IFN-1
production, causing an identical phenotype. Overall, our results demonstrate that Vpu
heightens ILT7 activation and subsequent repression of IFN-1 production by pDCs in
response to HIV-1 infected CD4+ T cells by promoting it's trans interaction with infected
T cell bound BST2, through a yet uncharacterized mechanism. By allowing efficient
particle release and restraining pDCs antiviral functions, Vpu exerts a double role on

BST2 that seems crucial for the replication and dissemination of HIV-1.

Keywords : Virus, HIV-1, accessory proteins, Vpu, restriction factors, BST2, ILT7, IFN-1, pDCs and TLRs.
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Chapitre 1: INTRODUCTION

1.1 SIDA et VIH-1

Découverte du SIDA

En 1981, une nouvelle réalité clinique fait apparition sous I'appellation de
syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA). Diverses autorités médicales font alors
état d'un nombre anormalement accru de cas de pneumonies a Pneumocystis (PCP) chez
des groupes de populations relativement jeunes et normalement en santé. Dans un
rapport publié le 5 juin 1981 dans le journal «Morbidity and Mortality Weekly Report»
des Centres pour le contréle et la prévention de maladies, le médecin généraliste Joel
Weisman et I'immunologiste Michael S. Gottlieb décrivent les cas de 5 patients de Los
Angeles, des hommes ayant des relations sexuelles avec des hommes atteints de PCP et
de symptomes apparentés a des troubles immunitaires, incluant des pertes de poids
importantes, des noeuds lymphatiques enflés, de la fievre et des éruptions cutanées!. La
publication de ces observations constitue la premiere description du SIDA dans la
littérature médicale, a partir de laquelle une série d'études émergeront de sorte a
identifier progressivement d'autres groupes a risque tels que les utilisateurs de drogues
injectables, les récipiendaires de transfusions sanguines, les prisonniers, les femmes
ayant des contacts sexuels avec les hommes infectés et les enfants. En addition a ces
groupes a risque seront aussi décrites diverses infections opportunistes récurrentes chez
les patients, comme les infections mycobactériennes, la toxoplasmose, des infections
fongiques ainsi que certains cancers tels que les sarcomes de Kaposi et les lymphomes
non hodgkiniens2. Ces observations contribueront a dresser un portrait clinique de plus

en plus défini du SIDA.
Agent étiologique et incidence

Suite a I'émission de diverses théories quant a I'origine du syndrome, l'identité de
I'agent causal fut enfin révélée avec l'isolement d'un nouveau rétrovirus, le virus de

I'immunodéficience humaine (VIH), a partir d'un patient infecté3. Aujourd'hui, on sait



que cet agent se présente en deux variantes majeures, le VIH-1 et le VIH-2, provenant de
virus simiens différents ayant franchi la barriere d'espéece jusqu'a 'humain. Les groupes
prédominants du VIH-1 proviendraient ainsi du virus de l'immunodéficience simienne
(VIS) du chimpanzé (VIScp,) et le VIH-2 du VIS de Mangabey enfumé (VISsmm)*. Le VIH
pandémique, le VIH-1 du groupe M, cause présentement les plus hauts taux de morbidité
et de mortalité, frappant durement les pays en voie de développement avec en téte
I'Afrique sub-saharienne®. Dans son communiqué officiel de 2013, le programme
commun des Nations unies sur le VIH/SIDA (ONUSIDA) rapportait plus de 35,3 millions
d'individus infectés avec, en 2012, pres de 2,3 millions nouvelles infections et un total de

1,6 million de déces ©.

Classification et tropisme du VIH-1

Le VIH-1 est un lentivirus de la famille des Retroviridae, virus dont l'infection
comporte typiquement de longs temps d'incubation ou de latence, avant de provoquer
des manifestations cliniques chroniques issues d'une réplication virale persistante’. Le
VIH-1 cible préférentiellement les cellules hématopoiétiques exprimant le récepteur de
surface CD4 («Cluster de différentiation 4») ainsi que l'un des deux récepteurs de
chimiokines CXC de type 4 (CXCR4) et CC de type 5 (CCR5), qui agissent a titre de
corécepteurs. Ainsi, les lymphocytes T CD4+ naifs, activés ou mémoires, les
macrophages, les cellules dendritiques (DC) et les cellules microgliales du cerveau sont
tous susceptibles d'étre infectés par le virus en raison de leur expression du récepteur

CD4 et d'au moins I'un des deux corécepteurs du VIH-18.
Structure du VIH-1

Structurellement, le VIH-1 est un virus enveloppé d'un diametre de 100-120 nm®°.
Les VIH-1 et VIH-2 se distinguent physiquement des autres rétrovirus de par leur
capside de forme conique. Le VIH-1 expose 72 péplomeres, dont la face externe est
composée de trimeres de la glycoprotéine de 120 kDa (gp120) virale, elle-méme liée de
facon non covalente a une protéine virale transmembranaire, la protéine de 41

kilodaltons (kDa) (gp41) virale!®. L'enveloppe virale est également parsemée de



protéines de 1'hote, comme des antigenes de leucocytes humains (HLA) de classe I et 11
ou encore de protéines d'adhésion telle que la «Intercellular Adhesion Molecule 1»
(ICAM-1), qui pourraient faciliter 1'adhésion aux cellules ciblées par le virus!l. La
protéine de matrice p17 ou matrice (MA) se trouve quant a elle ancrée a la face
intérieure de la membrane lipoprotéique virale. Sous cette derniere se trouve la capside
(CA), renfermant deux copies du génome viral, en complexe avec les protéines de la
nucléocapside (NC). Non associées a l'acide ribonucléique (ARN) viral se trouvent la
transcriptase inverse (TI), l'intégrase (IN), la protéase (PR) ainsi que les protéines

accessoires Nef, Vpr et Vif (Fig.1).
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Figure 1: Schématisation du génome et de la structure du VIH-1 (A) Organisation génomique
du VIH-1. (B) Organisation structurelle du VIH-1.

Génétiquement, le VIH-1 ne partage que 40% d'homologie de séquence
nucléotidique avec le VIH-2 et contient le géne vpu au lieu de vpx?2. Le génome viral
s'étend sur pres de 10 kilopaires de bases (Kpb) d'ARN monocaténaire de polarité

positive. Celui-ci est flanqué a ses extrémités 5' et 3' de régions non codantes nommées



longues répétitions terminales («Long Terminal Repeats, LTR»), homologues apres
|'étape de transcription inverse. Le génome du VIH comporte 9 cadres de lecture ouverts,
dont 3 sont communs a I'ensemble de la famille des rétrovirus. Il s'agit des genes gag, pol
et env, qui donnent naissance aux précurseurs de gag 55 (Pr55629) et 160 (Pr1606ag-Fol)
ainsi qu'a la glycoprotéine de 160 kDa (gp160). Ceux-ci sont respectivement clivés en 4,
3 et 2 protéines. En effet, le Pr55¢%9 est clivé par la PR et donne les protéines de matrice
(MA), de capside (CA), de la nucléocapside (NC) et la protéine tardive p6. Le précurseur
Pr1606ag-Fol issu d'un changement de cadre de lecture entre Gag et Pol est également clivé
par la PR et fournit les 3 protéines virales a activité enzymatique, soit la TI, I'IN et la PR.
Quant a lui, le précurseur gp160 est clivé par la furine cellulaire et fournit les
glycoprotéines de I'enveloppe, soit la gp120 ainsi que la gp4113. Le VIH-1 emploie les
protéines Tat et Rev afin de réguler la transcription et l'exportation nucléaire des
transcrits viraux. Essentiels a la réplication virale uniquement in vivo, les produits des
genes Vif, vpr, nef et vpu sont qualifiés de protéines accessoires. Des études associent
régulierement de nouvelles fonctions a ces protéines, dont le réle général est de modifier
I'environnement intracellulaire et extracellulaire de I'h6te pour assurer la persistance, la

dissémination et la réplication du virus!4.
Infection productive et prolifération

L'infection d'une cellule cible avoisinante par une cellule T CD4+ productivement
infectée peut étre décrite en 10 étapes, en partant de la transcription du génome viral
intégré!s. A I'étape 1, la présence de séquences promotrices situées dans le LTR en 5'
permet la transcription des transcrits viraux, qui n'ont initialement aucune capacité
codante en raison de la faible processivité transcriptionnelle de I'ARN polymérase 1116,
L'accumulation nucléaire de Tat cause son interaction croissante avec 1'élément TAR
(Elément sensible a la transactivation) et le recrutement subséquent du complexe P-
TEFb («Positive Transcription Elongation Factor B»). Ce complexe permet la
phosphorylation du domaine C-terminal de 1'ARN polymérase II dont la processivité
accrue permet des lors la production de transcrits pleine longueur!’. L'expression des

geénes précoces et tardifs est ensuite contrélée par Rev. Cette derniere médie ainsi d'une



part, I'export de transcrits non épissés tels que Gag, Pol et celui de I'ARN génomique, et
d'autre part celui de transcrits monoépissés tels que Env, Vif, Vpu et Vpr en interagissant
avec une structure secondaire particuliere retrouvée uniquement sur ces transcrits, soit
I'élément de réponse a Rev («Rev Responsive Element, RRE») (étape 2, Fig.2). Au cours
de l'étape 3, les transcrits tardifs sont traduits et convergent aux sites d'assemblage.
Alors que les polyprotéines Gag et Gag-Pol sont transportés a la membrane plasmique,
Env transite quant a lui par le réticulum endoplasmique (RE) et I'appareil de Golgi avant
de se rendre a la surface cellulaire. L'assemblage (étape 4, Fig.2) puis la relache (étape 5,
Fig.2) des particules virales ont alors lieu. Au moment ou la particule émerge et
bourgeonne de la surface cellulaire, un dernier processus de maturation s'enclenche. Il
s'agit du clivage PR-dépendant des précurseurs Gag et Gag-Pol. L'agent infectieux libre
peut désormais infecter les cellules avoisinantes. A 1'étape 6, l'interaction entre la gp120
avec le récepteur cellulaire CD4 provoque un changement de conformation qui expose
les sites d'interaction des corécepteurs du VIH-1, soit les récepteurs de chimiokines
CXCR4 ou CCR518, ]I est intéressant de noter qu'une panoplie d'autres corécepteurs
comme les récepteurs de chimiokines de type CC-2 (CCR2), -3 (CCR3), -8 (CCR8), -9
(CCR9) ainsi que diverses autres molécules ont démontré une capacité a jouer un tel réle
dans l'entrée de certains isolats du VIH-1 in vitro1%29. Dans ce processus, c'est la boucle
V3 de gp120 qui détermine I'affinité pour I'un des deux corécepteurs et qui serait ainsi
impliquée dans le tropisme des particules virales. Les particules virales sont ainsi soit de
souche R5 (tropisme pour CCR5), infectant typiquement les macrophages et les
lymphocytes T CD4+ activés ou soit de souche X4 (tropisme pour CXCR4), infectant
préférentiellement les lymphocytes T CD4+ exprimant le récepteur CXCR421. Ceci étant
dit, certaines souches exhibent un double tropisme et portent ainsi I'appellation R5X422,
Indépendamment du tropisme, l'interaction avec le corécepteur provoque un
changement de conformation de la gp41, qui adopte une structure thermostable a six
hélices responsable du rapprochement et de la fusion des membranes virales et
cellulaires, processus qui génere un pore d'entrée au cytoplasme de la cellule ciblée?324,
Alternativement, le virion peut faire son entrée dans des compartiments intracellulaires

par endocytose récepteur-dépendante ou encore par fusion dynamine-dépendante?>.



Suite a I'étape 6 d'attache et de fusion, 1'étape de décapsidation (étape 7), s'amorce au
sein du cytoplasme de la cellule cible. Dans le cytoplasme, la capside subit alors I'action
de diverses protéases cellulaires et libere son contenu composé d'ARN viral associé a la
NC, Vpr, I'IN et une portion de la MAZ2¢, Le processus de transcription inverse (étape 8,
Fig.2) s'amorce et requiert la formation d'un complexe comprenant I'ARN viral, 'ARN de
transfert (ARNt) 3 Lys ainsi que la TI??. Tout juste synthétisé, I'ADN viral bicaténaire
ainsi qu'un produit incomplet de la transcription inverse dit ADN «flap» s'associent a ces
protéines pour former le complexe de préintégration viral (CPI)28. A 1'étape 9, le CPI est
responsable de I'habileté unique des Lentivirus a pouvoir pénétrer au travers des pores
nucléaires de cellules en arrét de division et permet I'import nucléaire du complexe viral.
Une fois au noyau, I'IN catalyse l'intégration du génome viral a un chromosome de 1'hote.
Ceci marque 1'étape 10, permettant au génome viral intégré de se servir de la machinerie
transcriptionnelle cellulaire pour exprimer ses propres genes et se répliquer!* (étape 10,

Fig.2).
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Figure 2: Infection productive et prolifération du VIH-1. Schéma illustrant I'infection d'une
cellule cible avoisinante par une cellule productivement infectée, en 10 étapes: 1) La
transcription 2) L'épissage de I'ARN et transport 3) Traduction et convergence a la membrane 4)
Assemblage 5) Relache 6) Attache et fusion 7) Décapsidation 8) Transcription inverse 9) Import
nucléaire 10) Intégration. Les étapes affectées par un facteur de restriction de 1'hdte sont
accompagnées d'un encadré ou en rouge est indiqué le facteur de restriction impliqué et en vert
le facteur viral I'antagonisant, lorsque applicable.

Profil clinique de I'infection

Le cours naturel de l'infection, en I'absence de thérapie antirétrovirale hautement
active («Highly Active Antiretroviral Therapy, HAART»), suit 3 phases majeures: aigué,
chronique et SIDA. La phase aigué est caractérisée par une forte dissémination virale en
raison de l'absence de réponse immunitaire anti-VIH spécifique efficace??. Dans cette
phase, la virémie atteint son apogée entre la troisiéme et la quatriéme semaine suivant

I'infection primaire30. Ainsi, aprés avoir franchi la barriére mucosale, le virus se réplique



faiblement a 1'aide de cellules T CD4+ partiellement activées de la lamina propria. La
dissémination de ces particules virales permettra au virus d'atteindre divers tissus
lymphoides, dont le tissu lymphoide associé a l'intestin. Une forte concentration de
cellules T CD4+ activées permettra au virus de s'y répliquer agressivement. La vaste
majorité de ces cellules activées mourront en raison des effets cytopathiques induits par
le VIH ou de la réponse immunitaire de I'hote, d'ou la déplétion qui y est observée31-33,
Ceci dit, une fraction des cellules cibles reviennent a un état de repos ou de latence,
contribuant a la création d'un réservoir viral. Durant la phase chronique, la réponse T
CD8+ VIH-spécifique soutenue est un important contributeur de la stabilité de la charge
virale plasmatique34. L'activation immunitaire soutenue en raison de la persistance
virale mene toutefois a un lent déclin du nombre de lymphocytes T CD4+ qui s'échelonne
sur plusieurs années3>. Durant la phase SIDA, I'h6te a atteint un niveau de déplétion qui
se traduit par une vulnérabilité croissante a divers pathogénes opportunistes, causant

éventuellement son déces3®.
Limitations thérapeutiques du HAART

Chacune des étapes du cycle de réplication viral représente des opportunités
d'intervention thérapeutiques. Ceci dit, avant 1990, peu d'options de traitement s'offrent
encore aux patients, et consistent essentiellement en des traitements prophylactiques
visant les pathogénes opportunistes ou gérant les maladies associées au SIDA. Les
premiers traitements antirétroviraux approuvés, divers inhibiteurs de la transcriptase
inverse, furent d'abord utilisés en monothérapie. Le traitement évolue ensuite vers la
thérapie double au début des années 1990 pour évoluer vers le traitement combinatoire
triple, a partir de 1996 et suite a I'émergence de nouvelles classes d'agents
antirétroviraux comme les inhibiteurs de protéases. Les agents antirétroviraux sont
présentement regroupés en 6 classes distinctes basées sur leur nature et mécanisme
d'action: les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI), les inhibiteurs
non nucléosidiques de la TI (INNTI), les inhibiteurs de I'IN, les inhibiteurs de fusion, les
antagonistes des corécepteurs, les inhibiteurs de la PR37. Aujourd'hui, la thérapie

antirétrovirale active diminue dramatiquement la réplication du virus de sorte a réduire



la charge virale plasmatique a des niveaux pratiquement indétectables (<50 copies
d'ARN/mL). Le traitement provoque également une reconstitution significative du
systéme immunitaire tel que mesuré par le nombre et la fonction de lymphocytes T CD4+

circulants3839,

Les approches de criblage a haut débit de candidats thérapeutiques potentiels
dans des systemes de réplication spécifiques au VIH, l'optimisation d'inhibiteurs
existants ou encore le design rationnel de nouveaux agents antiviraux a partir des
analyses de structure a haute résolution de protéines virales continuent de permettre
|'élaboration de nouveaux traitements visant a freiner la réplication virale. Ceci dit, bien
qu'il soit reconnu que le HAART ait grandement réduit I'émergence de variantes virales
résistantes aux traitements, ainsi que la morbidité et la mortalité chez les patients
infectés par le VIH40, il demeure que les patients doivent adhérer a ce traitement
dispendieux a vie, sans espoir de guérison. De plus, la thérapie antirétrovirale
combinatoire pourrait contribuer au vieillissement prématuré observé chez les patients
traités atteints du VIH-1, ainsi qu'aux comorbidités qui y sont associées*142, De ce fait, il
est admis que le défi actuel de la lutte au VIH consiste au développement conjoint
d'agents préventifs et de stratégies ou d'agents curatifs. Il en résulte que depuis quelques
années, une fraction importante de l'effort de recherche est désormais consacrée a
I'élimination des réservoirs viraux chez les patients sous HAART et a la compréhension

des mécanismes de pathogenese et de persistance virale*344,

1.2 Facteurs viraux d'évasion immunitaire

Le VIH-1 persiste malgré le HAART pour deux raisons majeures. D'une part, le
rétrovirus a la capacité de générer des réservoirs viraux rapidement apres l'infection
primaire et de maniere irréversible, tel que démontré par l'incapacité du HAART a
détruire ces-derniers*®. Le réservoir cellulaire du VIH-1 le mieux décrit consiste en les
cellules T CD4+ mémoires au repos contenant des copies de génome viral compétentes

pour la réplication et transcriptionnellement inactives#647. Avec une demi-vie pouvant



atteindre 4 ans*3, ces cellules sont retrouvées dans le sang périphérique, dans le tractus
gastro-intestinal et dans les ganglions lymphatiques des patients infectés.
Alternativement, d'autres types cellulaires ont été suggérés a titre de réservoirs viraux
potentiels et incluent les macrophages, les cellules dendritiques folliculaires, les cellules
gliales, les cellules endothéliales ainsi que les mastocytes#9-52, Alternativement, le VIH-1
persisterait en atteignant des sanctuaires de réplication. En effet, dans certaines régions
comme le systéme nerveux central et certaines régions de l'appareil urogénital, les
concentrations de drogues antirétrovirales peuvent se retrouver en concentrations
suboptimales et donner lieu a de la réplication virale a bas bruit, une source de souches
résistantes aux drogues et potentiellement réinjectées dans la circulation systémique>3.
Bref, le virus se sert ici de deux de ses caractéristiques géniques, soit sa capacité a
intégrer le génome de cellules de 1'h6te ainsi qu'a générer une diversité clonale a partir

de sa transcriptase inverse a basse fidélité pour persister en présence de HAART>%.

Pour persister, le VIH-1 s'adapte non seulement aux traitements antirétroviraux
combinatoires, mais également aux diverses composantes de la réponse immunitaire
intrinséque, innée et adaptative de I'hdte. A cet effet, le VIH-1 dispose de 4 génes (vif, nef,
vpu et vpr) qui lui permettent de fagconner 1'environnement cellulaire rendu autrement

trop hostile par les différents acteurs de I'immunité?4,
Vif et APOBEC3G

La protéine accessoire Vif (Facteur viral d'infectivité) est une protéine
cytoplasmique de 23 kDa exprimée durant la phase tardive du cycle réplicatif viral>> et
faiblement incorporée dans les particules virales°. Vif est dispensable a la réplication du
virus dans certaines lignées de cellules T, mais indispensable dans d'autres>7-8, La fusion
de cellules permissives et non permissives a révélé que cette restriction était due a
I'expression d'un facteur cellulaire pourvu d'une activité antivirale. Ce type de protéines
cellulaires, appelées facteurs de restriction, constituent des barrieres physiques ou
fonctionnelles de 1'h6te interférant avec diverses étapes du cycle de réplication viral et

sont les composantes de l'immunité intrinseque, un forme d'immunité innée>® dont les

10



composantes sont parfois exprimés constitutivement chez certains types cellulaires,
mais plus souvent induits par l'interféron de type 1 (IFN-1)¢0. Les composantes de ce
type d'immunité sont souvent neutralisées tres spécifiquement par certaines protéines
virales. Le facteur contrecarré par Vif flit reconnu comme étant le facteur de restriction
APOBEC3G («Apolipoprotein B mRNA-editing Enzyme Catalytic Polypeptide-Like 3G»)®1.
Incorporée dans les virions nouvellement produits grace a son interaction avec les
protéines Gag et de I'ARN viral ou cellulaire®?, APOBEC3G catalyse la désamination de
résidus cytidines en uridines au niveau de 1'ADN proviral simple brin généré lors de la
transcription inverse, d'ou son role hypermutagénique®3. APOBEC3G a également
démontré une activité restrictive au niveau des virus de 1'hépatite B (HBV) et du virus T-
lymphotropique humain de type 1 (HTLV-1)6465 Il fut observé que des échantillons
cliniques provenant de patients infectés par le VIH-1 présentent d'ailleurs fréquemment
ce type d'altérations®®. Des études récentes ont également démontré une activité anti-
VIH-1 similaire pour d'autres membres de la famille APOBEC3 également sensibles a
I'action de Vif, notamment APOBEC3D, APOBEC3F et APOBEC3H®’. Pour provoquer la
dégradation des APOBEC3 et prévenir leur incorporation dans les particules virales
nouvellement produites, Vif recrute le complexe d'ubiquitine E3 ligase «Cullin 5 RING»

afin de polyubiquitiner ce facteur de restriction et le diriger vers le protéasome®s.
Vpr, protéine aux roles pléiotropiques

La protéine virale R (Vpr) est une protéine de 14 kDa composée de 96 acides
aminés. L'importance de Vpr a été initialement démontrée par la forte réduction de la
virémie et I'absence de pathogeneése lors de l'infection de macaques rhésus avec un virus
SIVmac n'exprimant pas Vpro?. In vitro, la présence de Vpr est cruciale a la réplication du
VIH-1 dans les macrophages, un type cellulaire pouvant agir comme réservoir viral en
raison de sa capacité a abriter le virus pour de longues périodes’?. Bien qu'exprimée
tardivement, Vpr est incorporée dans les virions’! et est donc présente dans le
cytoplasme cellulaire des l'entrée virale. Malgré sa taille réduite, Vpr est une protéine
aux roles multiples affectant la réplication et I'évasion immunitaire du virus. Ainsi, des

I'entrée, Vpr pourrait, non sans controverse, influencer positivement la fidélité de la
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transcription inverse du VIH-1 et l'infectivité du virus a travers son interaction avec
I'uracile glycosylase UNG2 («uracil-N-glycosylase 2»), une enzyme de réparation de
I'ADN cellulaire retirant les uraciles de I'ADN cellulaire’2. Vpr serait également impliquée
au niveau de l'import nucléaire du CIP73, de la régulation de l'apoptose, de la
transactivation du LTR du VIH-1 et de plusieurs genes cellulaires’# ainsi que de 1'arrét de
cycle en G275. A ce titre, il a été récemment démontré que Vpr cause l'activation
prématurée d'endonucléases associées au complexe SLX4, entrainant la dégradation
d'intermédiaires d'ADN viraux et le traitement anormal des fourches de réplication
cellulaires’¢. Vpr entraine ainsi la dégradation d'intermédiaires viraux susceptibles
d'induire l'immunité innée tout en causant l'instabilité génomique cellulaire menant
ultimement a l'arrét de cycle en G277. Par ailleurs, de nombreux groupes ont démontré
I'implication de Vpr au sein de la régulation de divers processus immunitaires clés. En
effet, il semble que Vpr peut affecter la fonction immunitaire des lymphocytes T CD8+ de
sorte a réduire considérablement l'efficacité de vaccination in vivo’8. Vpr pourrait
également affecter la sécrétion de diverses cytokines tel que démontré par sa régulation
négative de la production de IL-12 ou positivement celle de IL-67980. De plus, Vpr semble
interférer avec le processus de présentation antigénique en modulant la présence de
molécules costimulatrices comme CD40, CD80, CD83, CD86, CD28 et CTLA-4 au niveau
des cellules T tout en réduisant le niveau d'activation et de maturation des macrophages
et des DCs81-83, Enfin, les formes sécrétées et virion-incorporées de Vpr auraient la
capacité d'induire I'apoptose de cellules T infectées et non infectées, réduisant de ce fait

la réponse immunitaires4.
Nef

Le facteur négatif (Nef) est une protéine de 27 kDa exprimée tot durant le cycle de
réplication viral. Deux formes de Nef ont été décrites, soit une forme membranaire
myristoylée ainsi qu'une forme cytoplasmique non-myristoyléess. Le gene Nef est
hautement conservé au niveau de tous les lentivirus de primates comprenant les VIH-1,
VIH-2 et VIS. Nef semble étre un facteur de virulence crucial au virus, car une

progression plus lente au SIDA f{it observée chez les humains et singes infectés avec un
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virus ANef. Faiblement incorporée au niveau des virions8¢, Nef est également retrouvée
sous forme soluble sécrétée retrouvée au niveau du sérum d'individus infectés87.88,
Protéine virale aux réles multiples, Nef a la capacité d'interférer avec plusieurs voies de
signalisation cellulaires et de moduler l'expression de surface de plusieurs protéines

membranaires pour promouvoir la réplication virale et I'évasion immunitaire du VIH-189,

Ainsi, Nef affecte la réponse des lymphocytes T cytotoxique (CTLs), réponse de
I'immunité cellulaire déclenchée par la présentation d'antigenes étrangers en association
avec le complexe d'histocompatibilité majeur de classe 1 (CMH-1). Tout comme les
cellules cancéreuses, les cellules T productivement infectées par le VIH-1 sont
susceptibles a ce type d'immunité et il semblerait que le VIH-1 consacrerait au moins
I'une de ses protéines accessoires, soit Nef, a 1'évasion de cette réponse. En effet, Nef
promeut la survie de la cellule infectée en présence de CTLs en induisant la
relocalisation, puis la dégradation du CMH-120°1, Pour ce faire, Nef stabilise l'interaction
entre le CMH-1 et la «Clathrin-associated adaptor protein 1» (AP-1). La stabilisation de
cette interaction accélere la dégradation du CMH-1 a travers la voie endolysosomale?2.
Ceci dit, Nef n'expose pas la cellule infectée, dépourvue de CMH-1, a l'action cytotoxique
des cellules NK («Natural Killer»). En effet, les cellules NK ont la propriété de lyser les
cellules n'exprimant peu ou aucun CMH-1. Pour ce faire, Nef entraine l'internalisation
sélective de certains antigenes HLA, tels que HLA-A et HLA-B, reconnus comme
importants pour la fonction des CTLs, et non pas celle des HLA-C et HLA-E qui agissent
quant a eux comme des récepteurs inhibiteurs de la fonction antivirale des NK?3. Cette
spécificité de Nef permet ainsi a la cellule infectée d'échapper simultanément a l'action

des CTLs et des cellules NK.

Nef peut également affecter le développement de l'immunité spécifique de par
son action sur les cellules T CD4+ activées, les DC ainsi que les macrophages, exprimant
tous le complexe d'histocompatibilité majeur de classe 2 (CMH-II). Par exemple, il fit
rapporté que les cellules monocytaires infectées chroniquement par le VIH-1 in vitro

présentaient des défauts d'expression du CMH-II et de chargement de l'antigéne?®:.
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Compte tenu de l'importance du processus de présentation antigénique a partir de ce
complexe dans I'émergence de l'immunité a médiation humorale, Nef provoque une
réduction du CMH-II mature de surface, tout en causant une augmentation de molécules

de CMH-II immatures, donc non chargées, en surface®>.
Cas de CD4: Action combinée de Nef et Vpu

Nef a la propriété d'interagir avec d'autres membres proches d'AP-1, comme la
«Clathrin-associated adaptor protein 2» (AP-2) et -3 (AP-3) a travers un motif dileucine
situé dans son domaine C-terminal®®. C'est cette propriété, combinée avec sa capacité a
interagir avec les queues cytoplasmiques de plusieurs protéines membranaires qui
expliquent comment Nef peut accélérer l'internalisation de diverses protéines de 1'hote,
comme CXCR497, CCR5%8 et CD4?7. En causant la dégradation des molécules de CD4 qui
sont a la surface des cellules infectées, Nef promeut la dissémination virale en empéchant

la surinfection des cellules infectées et en potentialisant l'infectivité virale109,

De maniere intéressante, une autre protéine virale promeut une méme fonction a
travers son antagonisme de CD4, soit la protéine virale U (Vpu). Exprimée tardivement,
Vpu interagit quant a elle plutot avec les molécules de CD4 nouvellement synthétisées
présentes dans le réticulum endoplasmique (RE) et recrute un complexe ubiquitine
ligase pour médier la polyubiquitination de résidus présents dans la queue
cytoplasmique de ce dernier. Vpu induit ainsi la dégradation protéasomale de CD4 a
I'aide de la machinerie de dégradation des protéines associées au RE (ERAD)101.102 ] 3
d'ailleurs été récemment décrit que la coopération fonctionnelle de Nef et Vpu a cette fin
aurait des implications au niveau de la réponse de type cytotoxité cellulaire dépendante
des anticorps (ADCC) envers les cellules infectées par le VIH-1. Les cellules NK et les
monocytes/macrophagesi? présentent une telle activité lorsque leur récepteur Fcy
(FcyR) se lie a la portion Fc d'un anticorps dont le Fab est lié a un antigene exprimé a la
surface d'une cellule cible. Cette interaction entre la cellule effectrice et la cellule cible via
des anticorps cause la relache de granules cytolytiques par la cellule effectrice et méne a

la lyse subséquente de la cellule cible. Au niveau de la cellule infectée, l'interaction
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cellulaire entre Env et CD4 exposerait des épitopes normalement masqués dans le
trimere d'ENV, condition qui favoriserait une réponse de type ADCC. En dégradant CD4,
Nef et Vpu réduisent la susceptibilité de la cellule infectée a la réponse immunitaire de

type ADCC, bien que ce phénomene reste a étre évalué in vivol04,

1.3 Vpu: Biologie et fonctions

Le géne vpu

Alors qu'on désignait Il'ensemble des cadres de lectures ouverts
alphabétiquement, on découvrit celui de Vpu, référé a la lettre «U». Le géne vpu est
encodé au niveau de certains VIS, comme le précurseur du VIH-1, soit le VIS, ainsi que
le VIS de gorille (VISgor)105-108, Ainsi, a l'instar du VIH-1 et de ces quelques VIS, le VIH-2
n'encode pas ce genel®. Vpu est traduit a partir d'un ARNm bicistronique donnant
simultanément lieu a la traduction de l'enveloppe virale, suggérant une relation

fonctionnelle ancestrale entre ces deux genes!10,

La protéine Vpu

La protéine Vpu du VIH-1 est une protéine membranaire de type 1 de 16 kDa,
composée de 77-86 acides aminés. La protéine est retrouvée dans plusieurs
compartiments membranaires incluant le RE, le réseau trans-golgien (RTG) ainsi que
divers endosomes impliqués dans I'endocytose de protéines de surfacel11-113, Au niveau
du clone moléculaire viral prototypique NL4-3 du VIH-1, qui appartient au clade B du
groupe M, Vpu comprend 81 acides aminés dont 4-5 sont exposés luminalement, 23 sont
incorporés dans la bicouche lipidique et le reste est localisé au cytoplasme. La
multimérisation de la protéine en homooligomeéres permet au domaine
transmembranaire de former un canal ioniquel!4. Ceci dit, I'importance et la signification
de cette activité dans l'ensemble des fonctions qu'exerce Vpu demeure controverséells,
Le domaine cytoplasmique de la protéine contient une séquence lui permettant de
recruter la protéine B-TrCP («B-transducin repeat-containing protein»), adapteur liant le

substrat dans la formation du complexe d'ubiquitine E3 ligase SCF (Skp1/Cullin/F-box).
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La formation de ce complexe par Vpu s'effectue de maniére phosphosérine dépendante,
comme l'a démontré la perte de ce recrutement chez un mutant de Vpu dépourvu des
sérines 52 et 56116, En agissant a titre de pseudosubstrat recruté par le complexe 3-
TrCP/SCF-E3 ubiquitine ligase, Vpu entraine également la séquestration des récepteurs
cellulaires comme I'antigene des cellules NK,T et B (NTB-A) et la protéine CD1d («Cluster
de différentiation 1-d»), toutes deux impliquées au niveau de la fonction des cellules
NK115117 1] a d'ailleurs été remarqué que Vpu pouvait saturer le complexe cellulaire -
TrCP/SCF-E3 ubiquitine ligase, de sorte a inhiber par compétition la dégradation
physiologique de substrats cellulaires et entrainant par exemple, un certain degré

d'apoptose par la stabilisation de k3118,
Potentialiser la relache virale

Les premieres études faisant usage de clones du VIH-1 n'exprimant pas le gene
vpu ont observé une diminution relative de la relache virale par rapport au VIH-1
exprimant ce gene de lI'ordre de 5-10 fois au niveau de cellules T CD4+ infectées!1°. Des
études en microscopie électronique ont révélé le phénotype particulier de certains types
cellulaires infectés en absence de Vpu, ou les particules virales matures semblent
incapables de se détacher de la surface de la cellule productrice en plus de s'accumuler
dans des compartiments intracellulaires!2?. La fusion de cellules permissives et non-
permissivesi?l confirma la localisation membranaire de surfacel?? et le caractere
interféron-inductible!23 de ce facteur de restriction antagonisé par Vpu, et mena enfin a
l'identification d'une protéine nommée BST2 («Bone marrow stromal antigen 2»),
facteur de restriction responsable de l'inhibition de la relache virale du VIH-1 en absence
de Vpul?4125, Pour ce faire, BST2 agit comme une ancre membranaire en retenant les
virions nouvellement produits a la surface des cellules infectées. Diverses études ont
confirmé que cette activité n'était pas restreinte au VIH-1, en effet BST2 restreint la
relache d'une variété de virus enveloppés comme plusieurs membres de la famille des
Retroviridae tels que des alpha-, beta-, gamma- et deltarétrovirus, lentivirus et
spumavirus!?6 ainsi que des membres d'autres familles tels que les arenavirus, filovirus,

paramyxovirus et rhabdovirus126-130, De maniere intéressante, l'activité de BST2 s'étend
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également a certains virus qui émergent a partir de membranes intracellulaires comme

le virus herpés simplex de type 1 (HSV-1)131 ou le coronavirus HCoV-229E132,
Antagonisme de BST2 par Vpu

Vpu antagonise le facteur de restriction BST2 par deux mécanismes généraux : 1)
en induisant sa dégradation lysosomale et 2) en provoquant sa séquestration
fonctionnelle a l'intérieur de la cellule. Divers groupes ont démontré que Vpu induit une
réduction des niveaux totaux de BST2 cellulaires!!> a travers le recrutement de 3-TrCP et
de maniere dépendante a la phosphorylation de Vpu!33. Comme dans le cas du récepteur
CD4, Vpu provoque la polyubiquitination des résidus sérine, thréonine, lysine et cystéine
de la queue cytoplasmique de BST2134 L'interaction entre les domaines
transmembranaires des deux protéines aurait lieu dans un compartiment post-ER135, La
polyubiquitination B-TrCP-dépendante de BST2 par Vpu accélere son triage vers la voie
endolysosomale par les composantes de la voie du complexe de triage endosomal requis
pour le transport (ESCRT). A ce titre, le substrat de la protéine tyrosine kinase régulée
par le facteur de croissance des hépatocytes (HRS) lie le cargo ubiquitiné et recrute les
composantes ESCRT a l'aide de son interaction avec le gene de susceptibilité tumoral 101
(TSG101)13¢, engendrant la relocalisation vers les lysosomes, puis la dégradation de
BST2133137138 [,'antagonisme de BST2 par Vpu ne se limite toutefois pas a la dégradation
de BST2. En effet, en absence de la dégradation et de déplétion des niveaux de BST2 de
surface B-TrCP-dépendante, Vpu est tout de méme en mesure d'amplifier la relache
virale, suggérant un deuxieme mode d'antagonisme virall3°. Suite a ces observations, il a
été démontré que Vpu a la capacité de séquestrer la protéine membranaire hors des sites
d'assemblages viraux ou encore vers des compartiments périnucléaires colocalisant avec
le marqueur du RTG, TGN46140.141 Ces observations sont le reflet que Vpu peut non
seulement dégrader BST2, mais aussi altérer sa localisation physiologique et

fonctionnelle142132133, Ces deux activités distinctes de Vpu sont illustrées a la figure 3.

Le VIH-1 est le seul parmi les lentivirus de primates comme les VIS¢p; et VISgor a

avoir développé une protéine Vpu possédant la fonction d'antagoniste de BST2. En effet,
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chez les VIS¢, et VISgr, Nef occupe plutdt cette fonction. Il pourrait s'agir d'une
adaptation évolutive du VIH-1 et plus précisément des Vpu appartenant aux groupes M
et N. En effet, la protéine BST2 humaine a subi une délétion de 5 acides aminés de son
domaine cytoplasmiques la rendant insensible a l'action de Nefl43, Chez I'humain, une
telle évolution fonctionnelle de Vpu pourrait étre responsable de la distribution étendue
du VIH-1 des groupes N et M, contrairement a celle beaucoup plus restreinte des groupes
O et P. Ce facteur pourrait avoir ainsi contribué a I'émergence pandémique du VIH-1 du

groupe M144,

Absence de Vpu Présence de Vpu

Relache virale efficace
BST2 libre

Agrégats de virions
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,
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Figure 3: Altération du trafic intracellulaire et dégradation de BST2 par la protéine
accessoire Vpu du VIH-1. BST2 est un facteur de restriction affectant la relache de divers
virus enveloppés comme le VIH-1. BST2 agit a titre d'ancre moléculaire retenant les virions
émergents au sein de microdomaines riches en cholestérol. Vpu séquestre BST2 au niveau du
RTG, induisant une altération fonctionnelle du trafic antérograde et du recyclage de cette-
derniére. Ceci résulte en une réduction marquée de la localisation fonctionelle de BST2 au sein de
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ces microdomaines. D'autre part, la protéine virale Vpu se sert de la machinerie cellulaire pour
forcer la polyubiquitination 3-TrCP-dépendante de BST2 et ainsi accroitre son transport ESCRT-
dépendant vers les lysosomes, lieu de sa dégradation.

1.4 BST2, effecteur viral et fonctions immunitaires

Geéne, structure et trafic

Le gene bst2 possede une séquence promotrice d'environ 2 Kpb contenant les
sites d'attaches de divers facteurs de transcription tels que STAT3 («Signal Transducer
and Activators of Transcription 3»), le facteur régulant l'interféron 1 (IRF1) et -7 (IRF7)
et le facteur génique stimulé par l'interféron-3 (ISGF3) suggérant sa nature interféron-
inductible!4>, 11 a effectivement été démontré que l'interféron-a, -8, -y, -A3, -1 et -w
induisent 1'expression de BST2 dans divers types cellulairesl46-149 bien que son
expression constitutive a également été rapportée dans certains types cellulaires?>?, Son
expression est d'ailleurs induite lors de diverses infections virales au méme titre que les
geénes induits par l'interféron (ISGs). Dans le cas du VIH-1, I'expression de BST2 correle
positivement avec la virémie chez les patients infectés au méme titre que chez les
macaques infectés par le VISmacl°11%3 Autrement, il fat récemment rapporté que
l'interleukine 27 (IL-27) pouvait induire I'expression de BST2 chez les monocytes et les

cellules T CD4+ de facon IFN-indépendantel>4.

BST2 est une protéine transmembranaire de type Il de 180 acides aminés et de 28
a 36 kDa de poids moléculaire. Elle est composée d'un domaine cytoplasmique a son
extrémité N-terminale, d'un domaine transmembranaire alpha-hélical, d'un domaine
extracellulaire «coiled-coil» ainsi que d'une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI) a
son extrémité C-terminalel4’. Cette topologie unique comportant deux ancrages
membranaires est retrouvée avec un certain degré de similarité chez certaines formes de
prions!s5, la ponticuline du myxomyceéte Dictyostelium discoideum?56, la protéine SM23
du vers parasite Schistosoma mansoni’>7 ou encore la protéine NcSRS2 du protozoaire

Neospora caninum?58,

Suite a sa traduction, BST2 atteint le RE puis le RTG ou l'ectodomaine de la
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protéine est N-glycosylé aux positions 65 et 92. Bien que ces éveéenements de
glycosylation soient importants pour le trafic de BST2 et potentiellement pour son
repliement naturel, ils ne semblent pas nécessaires a l'activité antivirale de BST215%. En
revanche, les trois résidus cystéine (C53, C63 et C91) se trouvant dans ce méme domaine
seraient facultatifs au trafic de la protéine, mais essentiels a la dimérisation de la
protéine qui elle, est essentielle au role antiviral de BST21%0. Les formes de BST2
matures transitent entre la surface cellulaire, les endosomes et le RTG138140,161 [] est
intéressant de noter que la demi-vie de BST2 de surface serait d'environ 8 heures et que
Vpu peut provoquer une réduction de pres de 80% de ces niveaux de surface en 6 heures
dans certains types cellulaires!3>, alors que dans d'autres types cellulaires Vpu inhibe

I'action de BST2 sans en affecter les niveaux de surfacel39,
Mécanisme de restriction viral

La propriété de BST2 de pénétrer la membrane plasmique par deux fois, a 1'aide
de son domaine transmembranaire et de son ancre GP], serait a I'origine de sa capacité a
amarrer les virions bourgeonnants de la surface cellulaire. En s'accumulant aux sites
d'assemblages viraux a raison de 4-7 molécules par site162163, BST2 agit a titre de pont
entre la membrane cellulaire et la membrane virale. L'absence de spécificité de BST2
pour un virus donné suggere que son activité releve de sa configuration structurelle
plutot que de sa séquence primaire. Cette hypothése fut prouvée par la construction d'un
homologue structurel de BST2, dit artificiel et synthétisé a partir de domaines
structurellement similaires de 3 protéines différentes: Un domaine transmembranaire
provenant du récepteur de la transferrine, un domaine «coiled-coil» de la protéine kinase
de la dystrophie myotonique de Steinert ainsi qu'une ancre GPI du récepteur de
I'activateur du plasminogene de type urokinase. Cette chimere est capable d'inhiber la
relache du VIH-1 ainsi que celle de pseudoparticules du virus Ebolal®0, Ceci dit, la
topologie des dimeres de BST2 de surface restreignant les particules virales demeura
encore nébuleuse jusqu'a tout récemment. En effet, une étude faisant usage d'une série
de mutants de BST2 a démontré que les dimeres adoptent une configuration «axiale»

avec une préférence d'ancrage (3 a 5 fois plus) dans le virion de leur domaine GPI plutét
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que de leur domaine transmembranairel64.

Senseur et régulateur de la réponse immunitaire

Une étude d'identification et de caractérisation a grande échelle des activateurs
de la voie du facteur nucléaire kappa B (NF-kB) a révélé que BST2 était capable d'une
telle activité16s, Il fut ensuite démontré que le pontage de plusieurs molécules de BST2 de
surface avec des d'anticorps dirigés contre celle-ci cause 1'activation de la voie NF-kB
puis la production de cytokines proinflammatoires!66.167, [] a été proposé que le pontage
de BST2 avec plusieurs particules virales pourrait provoquer une telle activité de sa part
et que BST2 pourrait ainsi agir a titre de senseur de l'infection8, L'impact de cette
activité de BST2, tant au niveau immunitaire qu'au niveau de la réplication virale,

demeure toutefois a clarifier.

D'autre part, le récepteur naturel de BST2 aurait récemment été découvert par
Cao et al'®%, BST2 interagit ainsi avec ILT7 («Leucocyte Immunoglobulin-Like Receptor
A4»), un récepteur préférentiellement exprimé au niveau des cellules dendritiques
plasmacytoides (pDCs), cellules spécialisées dans la production d'IFN-1. L'interaction
entre BST2 et le récepteur ILT7 provoquerait une régulation négative de la sécrétion
d'IFN-1. Cette fonction, combinée a leur capacité de présentation antigénique, permet

aux pDCs d'orchestrer les réponses innées et adaptatives!?9.

1.5 Les pDCs dans immunité antivirale et l'infection au VIH-1

La réponse antivirale médiée par I'IFN-1

I y a plus de 50 ans fut identifié le facteur responsable du phénomene
d'interférence virale, un phénomene par lequel l'infection de tissus ou de cellules par un
premier virus leur confére une résistance a un second virus de différente famillel7.. Ce
facteur, l'interféron (IFN), est aujourd'hui classé en trois types: I, II et IIl. Chez I'humain
et la souris, le premier type est composé de 16 membres, soit 12 sous-types d'IFNq, I'lFN

B, I'lFNg, I'lFNxk et I'lFNw. L'IFN de type Il ne représente a ce jour qu'une seule membre,
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soit I'I[FN y172, Enfin, le troisieme type d'IFN est composé de trois membres, soit les
IFNA1, IFNA2 et IFNA3 qui différent significativement des IFN de type I et II de par leur
ressemblance de structure et séquence protéique avec les membres de la famille de

I'interleukine-10173.

Les membres de la famille de I'IFN-1 sont des polypeptides a large spectre d'action
sécrétés non seulement par les pDCs mais également dans une moindre mesure par une
variété de cellules détectant des composantes associées aux pathogeénes!’4. Trois réles
majeurs sont associés a la fonction de I'lFN-1. Premiérement, I'I[FN-1 induit I'immunité
cellulaire intrinséque non seulement dans la cellule infectée, mais également dans les
cellules avoisinantes1’>. Deuxiémement, ils régulent l'activation de la réponse innée de
sorte a promouvoir la présentation antigénique et la fonction des cellules NK tout en
restreignant la réponse pro-inflammatoire ainsi que la production de cytokines!7é.
Troisiemement, ils polarisent les composantes de la réponse adaptative de sorte a
favoriser le développement de la réponse a haute affinité des cellules antigéne-spécifique
T et B ainsi que de la mémoire immunologiquel74177-179, Pour exercer 1'ensemble de ces
fonctions, I'l[FN-1 emprunte un chemin décrit depuis plus de 25 ans, ou le récepteur de
I'I[FN-1 (IFNAR) formés des sous-unités 1 (IFNAR1) et 2 (IFNAR2), provoque l'activation
de la JAK1 («Janus Kinase 1») et de la TYK2 («tyrosine kinase 2») qui a leur tour
phosphoryle les STAT1 et STAT2 («Signal Transducer and Activator of
Transcription»)180.181, Syite a leur phosphorylation, STAT1 et STAT2 forment un dimere
et s'assemblent avec I'IRF9 (facteur de régulation de I'IFN 9) pour former le complexe
facteur génique 3 stimulé par l'interféron («Interferon-stimulated gene factor 3,
ISGF3»)182, Suite a sa translocation nucléaire, le complexe ISGF3 lie un motif particulier,
dit élément de réponse aux interférons a et 3 («Interferon Sensitive Response Element,
ISRE») pour activer la transcription de plusieurs centaines d'ISGs, tels que BSTZ2, et qui
maintiennent l'environnement cellulaire dans un état réfractaire a la réplication

virale183,

Les pDCs, producteurs clés de I'lFN-1
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Découvertes par Steinman et Cohn et 1973, les DCs sont aujourd'hui considérées
comme des sentinelles majeures de 1'organisme en raison de leur réle d'inducteurs de
I'immunité innée et adaptative!84, En effet, leurs fonctions comprennent la détection de
pathogenes, la présentation antigénique, la tolérance immunitaire en plus d'étre
essentielles a la polarisation de la réponse immunitaire85-187, Les DCs comprennent deux
grandes lignées qui peuvent étre réparties selon un patron d'expression unique de
marqueurs de surface, leur répertoire de récepteurs de reconnaissance de motifs
moléculaires associés aux pathogenes («Pattern Recognition Receptors, PRRs») et leur
distribution tissulaire, entre autres. Sur la base de ces caractéristiques nous retrouvons:
les DCs d'origine myéloides (mDCs), dites conventionnelles, ainsi que les pDCs. Ces
dernieres possedent une capacité unique a produire rapidement de larges quantités
d'IFN-1 en réponse aux infections virales. Constituant uniquement 0.2%-0.8% des
cellules mononucléées du sang périphérique («Peripheral Blood Mononuclear Cells,
PBMCs»), ces derniéres peuvent produire jusqu'a 95% de I'IFN-1 en réponse au virus
HSV-1188, et jusqu'a de 1000 fois plus d'IFN-1 que tout autre leucocyte en réponse aux
pathogenes viraux18°. Les pDCs peuvent ainsi moduler la migration des cellules T et NK
en contexte d'infection par la production de chimiokines!?0.191, de potentialiser la
production d'anticorps en contribuant a la différenciation des cellules B en
plasmocytes178192 et a polariser les lymphocytes T en lymphocytes T auxiliaires de type
1, de type 2, de type 17 ou encore en lymphocyte T régulateur (Tregs), dépendamment

du contexte et du type de stimulation193-19,
Activation des pDCs en réponse au VIH-1

La prodigieuse capacité de production d'IFN-1 des pDCs est mise en évidence par
une série de caractéristiques moléculaires qui leur sont uniques. Parmi celles-ci se
trouve l'expression de certains récepteurs «Toll-like» («Toll-like Receptors, TLR»), des
PRRs reconnaissant avec haute spécificité divers motifs moléculaires associés aux
pathogenes («Pathogen Associated Molecular Patterns, PAMPs»). Chez les pDCs,
I'expression sélective des TLR7 et 9, situés au niveau des compartiments endosomaux,

est responsable de la reconnaissance de I'ARN simple brin par TLR7 et de 'ADN double
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brin non méthylé arborant des motifs CpG par TLR9. En présence de ces ligands,
'activation des TLR7 et de TLR9 provoque le recrutement du facteur de différenciation
myéloide-88 («Myeloid Differentiation Factor 88, MyD88»), un adaptateur moléculaire
permettant la formation d'un complexe comprenant les kinases associées au récepteur
de l'interleukine 1 («Interleukin 1 Receptor Associated Receptor, IRAK») et les facteurs
associés au facteur de nécrose tumorale («TNF Receptor Associated Factor, TRAF»),
causant la phosphorylation et la translocation nucléaire du facteur de régulation de
l'interféron 7 («Interferon Regulatory Factor 7, IRF7»), qui se lie alors aux séquences
promotrices responsables de la transcription massive d'IFN-1. De maniere importante,
I'activité de la PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) serait cruciale pour permettre la
translocation d'IRF7 et la production d'IFN-1, sans toutefois étre requise au niveau
d'autres réponses proinflammatoires des pDCs comme la production du facteur de
nécrose tumoral alpha («Tumor Necrosis Factor, TNFa») ou de l'interleukine-6 (IL-6)1°7.
Contrairement a tout autre type cellulaire, les pDCs expriment constitutivement IRF7 car
d'une part, ils expriment le facteur transcription lignée-spécifique E2-2 qui active sa
transcription98, et d'autre part en raison de l'absence des répresseurs traductionnels de
la famille des 4E-BPs («elF4E Binding Proteins»)1°°. Au niveau du VIH-1, les pDCs
immatures circulant dans les tissus et les muqueuses sont activées par les particules
virales capables de fusion, entrainant la relache de matériel génomique viral au sein des
endosomes. De 13, 'ARN simple brin viral est détecté par TLR7, activant la cascade
décrite précédemment290. De maniere intéressante, la détection des cellules T CD4+
infectées par le VIH-1 par les pDCs primaires ou les lignées de pDCs est beaucoup plus
efficace lors d'établissement de contacts cellule a cellule que la détection de particules
virales libres201, Les cellules T CD4+ infectées par des particules défectives provoquent
également la production d'IFN-1 des pDCs et pourraient ainsi représenter une cause

sous-estimée d'hyperactivation immunitaire201.
Régulation de l'activité antivirale

A ce jour, peu d'études ont fait état de la régulation de l'activité antivirale des

pDCs. Ceci étant dit, on sait que le pontage de certaines molécules de surface avec leurs
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anticorps respectifs peut causer soit une inhibition directe de l'activité antivirale ou
encore induire un certain degré de maturation chez les pDCs, selon la molécule ciblée.
Dans les deux cas, une régulation de la production d'IFN-1 peut étre observée2%2, Un
phénomene similaire est observé au niveau d'autres types cellulaires, comme chez les
cellules NK ou le pontage de plusieurs molécules de CMH-I avec des anticorps inhibe leur
fonction203. Chez les pDCs, Dzionek et al. ont d'abord rapporté que le pontage de BDCA2
(«C-type lectin domain family 2, member C») cause l'activation de certaines tyrosine
kinases et la mobilisation du Ca?* intracellulaire2%4. Ces événements meénent ultimement
a une répression de la production d'IFN-1, par exemple en réponse au virus de
I'influenza, aux ligands synthétiques de TLR9 et aux sera de patients souffrant de lupus
érythémateux disséminé (LED). De maniére intéressante, il a été rapporté que la
protéine d'enveloppe gp120 du VIH-1 peut interagir avec BDCA2 pour inhiber la
sécrétion d'IFN-1 des pDCs205, Une activité similaire fut rapportée au niveau d'un
membre de la méme famille que BDCAZ2, soit la neuropiline-1 (BDCA-4) lorsque des pDCs
furent traitées avec les sera de patients souffrant de LEDZ2%. Plus récemment ILT7,
récepteur de BST2, fut ajouté a la liste de ce type de récepteurs, capables de provoquer
une telle inhibition de la réponse de type IFN-1 et de la production de cytokines

proinflammatoires des pDCs207.208,
ILT7: Structure et signalisation

ILT7 fait partie de la famille des LILRs («Leucocyte Ig-like Receptors»), une
famille de récepteurs ayant émergé il y a au moins 300 millions d'années, tel que suggéré
par leur présence chez les oiseaux2%. Les LILRs font partie de la superfamille des Ig
(Immunoglobulines) dont les membres agissent a titre de récepteurs d'antigenes, de
protéines co-stimulatrices, de molécules d'adhésion et de récepteurs immuno-
modulateurs210, Tout comme les KIRs (Récepteurs inhibiteurs des cellules NK) et des
MIRs (Récepteurs inhibiteurs des monocytes/macrophages), les membres des LILRs
sont composés d'au maximum 4 domaines Ig extracellulaires et sont tous encodés au
sein du complexe de récepteur leucocytaire situé sur le chromosome 19q13.4. 14 LILRs

ont été répertoriés a ce jour et sont classés en deux groupes distincts: les récepteurs
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inhibiteurs et les récepteurs activateurs. Les récepteurs inhibiteurs sont tous composés
d'un domaine transmembranaire et d'un long domaine cytoplasmique contenant 2-4
motifs ITIM (Motif d’inhibition d’immunorécepteur a base de tyrosine) capables de
recruter des protéines tyrosine phosphatases comme les SHP-1 et SHP-2 («SH2-
containing protein-tyrosine phosphatase») de sorte a inhiber les fonctions effectrices
cellulaires?11-213,  Par opposition, les récepteurs LILR activateurs n'ont pas
nécessairement de domaine transmembranaire, et lorsqu'ils en ont un, possedent un
court domaine cytoplasmique. Leur domaine transmembranaire est positivement chargé
par certains résidus qui permettent leur association avec la chaine commune y du
récepteur de Fc (FcyR) nécessaire a leur signalisation cellulaire214-216, ILT7 est un
récepteur activateur de 499 acides aminés composé de 4 domaines Ig extracellulaires et
d'un domaine transmembranaire contenant une arginine positivement chargée. Celle-ci
lui permet une association a un FcyR qui est non seulement nécessaire a sa signalisation,
mais aussi a sa présence a la surface cellulaire. Suite a l'activation d'ILT7, I'adaptateur
FcyR enclenche une signalisation a l'aide de son motif ITAM (Motif d’activation
d'immunorécepteur a base de tyrosine), résultant en l'activation des tyrosines kinases
Syk et Src, la mobilisation du Ca2* intracellulaire et la phosphorylation de protéines

tyrosines menant a la répression de la production d'IFN-1217,

Contrairement a divers autres LILRs, I'expression d'ILT7 est remarquablement
restreinte a un seul type cellulaire, soit les pDCs2%8. Chez ces dernieres, c'est le facteur
déterminant de différenciation des pDCs in vivo, soit E2-2, qui se lie au promoteur du
géne ilt7 pour induire sa transcription. Les patients souffrant du syndrome de Pitt-
Hopkins qui sont haploinsuffisants du gene E2-2 démontrent d'ailleurs de faibles niveaux
d'expression d'ILT71°8. Alors que les conditions d'inductions de l'expression d'autres
LILRs activateurs, comme ILT3 et ILT4 ont été découvertes au niveau des monocytes,

celles de I'ILT7 chez les pDCs demeurent cependant inconnues?18,

Répartition et phénotype des pDCs au fil de I'infection
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L'infection chronique par le VIH-1 est associée a un fort déclin du nombre de
pDCs circulants dans le sang et leur accumulation au sein des ganglions lymphatiques?19.
En effet, la fréquence de pDCs dans les organes lymphatiques secondaires est plus élevée
chez les patients infectés que chez les individus non infectés, avec un taux maximal de
relocalisation chez les patients avec les plus forts titres viraux?20, De maniere
intéressante, cette tendance est significativement renversée par le HAART?21.222, Suite a
leur activation, les pDCs régulent a la hausse les protéines CCR7 (récepteur de
chimiokine CC de type 7) et CD62L («L-Selectin»), qui favorisent leur migration vers ces
organes. Plus encore, des analyses de migration ex vivo ont démontré que les pDCs de
patients infectés par le VIH-1 répondent plus fortement aux ligands de CCR7223, Au
niveau des organes lymphatiques secondaires, les pDCs peuvent secréter d'importantes
quantités d'IFN-1 en absence de stimuli sans toutefois exprimer des hauts niveaux de
molécules co-stimulatrices, comme les protéines CD80 («Cluster de différentiation 80»)
et CD86 («Cluster de différentiation 86»), suggérant un état d'activation en absence de
maturation complete?24, Par ailleurs, ces pDCs arborent davantage de marqueurs
d'apoptose, tel que suggéré par leur expression de lI'annexin V. Il semble donc qu'il y ait
une redistribution, dysfonction et mort éventuelle des pDCs au niveau des organes
lymphatiques au fil de l'infection. Une telle redistribution et un tel phénotype
d'activation/maturation fut également constaté au niveau des macaques infectés
chroniquement par le SIV225, Ceci contraste fortement avec l'infection du SIV chez des
hotes naturels comme les singes Mangabey, ou la phase aigué de l'infection se caractérise
initialement par un déclin du niveau de pDCs de la circulation vers les organes
lymphoides, mais dont les niveaux du sang circulant sont éventuellement reconstitués

lors de la phase chronique?22eé,
Role suggéré des pDCs dans la pathogénese du VIH-1

Le réle des pDCs au niveau de la pathogénese du VIH-1 semble complexe. L'une
des questions centrales qui les entourent est de savoir dans quelle mesure l'activation

des pDCs et leur sécrétion massive d'IFN-1 par le VIH-1 est bénéfique ou néfaste a I'hote.
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D'un coOté, la phase chronique de l'infection au VIH-1 est marquée par une
activation immunitaire aberrante, constituant aujourd'hui un meilleur indicateur de
progression au SIDA que la virémie35227-229_ Bien que le ou les facteurs a I'origine de cette
activation chronique ne soient pas encore completement identifiés, on sait que les
produits issus de la translocation microbienne ainsi que la stimulation soutenue de
cellules immunitaires innées par le VIH-1 pourraient fort probablement y contribuer. A
ce titre, il a été proposé que la production d'IFN-1 soutenue des pDCs pourrait contribuer
directement a l'activation immunitaire chronique et ainsi accélérer la déplétion des
cellules T230, En effet, des hauts niveaux d'IFN-1 plasmatiques durant les phases aigués et
chroniques correlent avec la progression des patients23! et les femmes, qui progressent
plus rapidement a la phase SIDA et qui expriment de plus hauts niveaux de marqueurs
d'activation leucocytaires, produisent plus d'IFN-1 que les hommes lorsque leurs cellules
sont stimulées par le VIH ex vivo?32, Par ailleurs, il a été suggéré qu'en présence de haute
réplication virale, I'élément distinguant l'infection d'hotes naturels et pathogéniques
simiens, est le niveau de stimulation chronique des pDCs, qui alimenterait
I'immunopathologie chez ces derniers226. De maniére intéressante, I'injection systémique
et chronique de ligands de TLR7 et de TLR9Y, ligands typiques des pDCs, induit chez la
souris une perturbation de l'organisation du tissu lymphoide et une immunodéficience

rappelant celle du VIH-1233234,

D'un autre coté, la sécrétion d'IFN-1 a un réle antiviral indiscutable, tel qu'illustré
par l'inhibition efficace de la réplication du VIH-1 au niveau de cellules T235-237, De plus,
I'I[FN-1 des pDCs provoque l'activation des fonctions effectrices des cellules NK, T CD4+
et T CD8+ dirigées contre les cellules infectées par le VIH-1230238, Enfin la production
d'IFN-1 des pDCs contribue au processus de maturation des cellules dendritiques
conventionnelles CD11c+, ce qui pourrait favoriser I'émergence de réponse T anti-VIH-1

spécifique?3°.

Compte tenu de ces roles potentiellement divergents, il est plausible que la
fonction de la production d'IFN-1 des pDCs évolue d'un réle protectif a pathogénique au

fil de l'infection au VIH-1. Par exemple, lors des étapes de l'infection ou lors de la
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transmission initiale, la production d'IFN-1 pourrait contribuer a freiner la réplication et
|'établissement de l'infection systémique. Par la suite, alors que le contrdle de la
réplication virale échappe éventuellement au systeme immunitaire, la sécrétion d'IFN-1
pourrait plutot forcer I'activation et la dysfonction immunitaire et la déplétion des
cellules T, contribuant ultimement a I'immunodéficience de 1'h6te. Une compréhension
approfondie des interactions dominantes VIH-1:pDC gouvernant la production d'IFN-1
devrait contribuer a établir un portrait plus complet de la subversion de cette fonction

antivirale centrale par le VIH-1.
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Chapitre 2: OBJECTIF GENERAL

La majorité de la recherche portant sur l'antagonisme de BST2 par Vpu s'est
principalement attardée a identifier les déterminants cellulaires et viraux qui
caractérisent cette interaction dans un contexte de relache virale. Ceci dit, des études ont
révélé qu'outre sa fonction de facteur de restriction, BST2 peut également agir a titre de
senseur antiviral capable d'induire la voie NF-kB ainsi qu'a titre de ligand
immunorégulateur. En effet, a travers son interaction avec le récepteur ILT7, BST2 peut

réguler a la baisse la sécrétion d'IFN-1 de pDCs activés.

Conséquemment, nous avons entrepris d'étudier les conséquences du contréle
par Vpu des niveaux de surface de BST2, non pas sur la relache virale, mais plutét sur
l'activité antivirale des pDCs détectant les cellules infectées par le VIH-1. A ce titre, nous
avons émis I'hypothése qu'en affectant l'accessibilité de BST2 a la surface des cellules
infectées, Vpu controle indirectement le niveau d'activation du récepteur ILT7 des pDCs
et par extension le niveau de sécrétion d'IFN-1 de ces cellules dans le contexte de
l'infection au VIH-1. Compte tenu du fait que l'essentiel de la détection du VIH-1 par les
pDCs implique une interaction directe entre les pDCs et les cellules infectées, nous avons

étudié ce phénomene au moyen d'un systéme de co-culture entre ces cellules.

L'objectif de mon projet de recherche consista donc a évaluer I'effet
immunorégulateur de la protéine accessoire Vpu sur le niveau d'activité antiviral des
pDCs, tel que mesuré par leur production d'IFN-1. En second lieu, j'ai étudié I'importance
de l'interaction entre le ligand BST2 et le récepteur ILT7 au sein de ce phénomeéne en
employant diverses techniques de blocage, de déplétion par traitement avec des petits

ARN interférents ainsi que par compétition a l'aide de protéines recombinantes.



Chapitre 3: RESULTATS

Présentation du systéeme d'étude des facteurs viraux et cellulaires déterminant la
relache d'IFN-1 en réponse aux cellules T CD4+ infectées par le VIH-1.
Les pDCs sont a l'origine de la vaste majorité de la production d'IFN-1 en réponse au
VIH-1201, Les premieres études étudiant ce phénomene firent usage de particules libres
virales pour stimuler ces cellules, qui s'avérerent de faibles inducteurs de cette réponse,
contrairement a d'autres virus comme le virus influenza. Plus récemment, une étude a
démontré que ce sont les cellules infectées par le VIH-1, plut6t que les particules virales
libres seules, qui stimule efficacement la production de I'I[FN-1 des pDCs201L, Le systeme
pour lequel nous avons opté est donc basé sur la co-culture de cellules de la lignée de
cellules T CD4+ MT4 (MT4) infectées avec des PBMCs ou des pDCs primaires purifiés a
partir du sang de donneurs adultes en santé. La co-culture de ces cellules provoque une

relache significative d'IFN-1 quantifiable. (Fig.4A).

Plus précisément, des cellules MT4 sont infectées avec le clone du VIH-1 NL4.3 de
type sauvage dit «wild-type» (WT) ou n'exprimant pas Vpu dit «delta Vpu» (delU). Ces
deux clones viraux expriment tous deux la protéine fluorescente verte («Green
Fluorescent Protein, GFP») en raison de la présence d'un site d'entrée interne pour le
ribosome («Internal ribosome entry site, IRES») situé en aval du génome viral. Quarante-
huit heures suite a l'infection des cellules MT4 a différentes multiplicités d'infections, le
pourcentage de cellules infectées dans chaque condition est déterminé en fonction de
leur expression de la GFP, tel que déterminé en cytométrie en flux. Un total de 50 000
cellules MT4 infectées avec un virus WT ou delU et a un méme taux d'infection, variant
entre 20-40% (Fig.4B), sont ainsi mis en culture avec 200 000 PBMCs ou bien 1000 pDCs
de donneurs. Lorsque l'utilisation de pDCs purifiés est nécessaire, ces derniers sont
isolés a partir de la fraction négative d'une immunoséparation magnétique. L'utilisation
de la fraction négative est préférable a I'utilisation de la fraction positive considérant le

fait que le pontage de molécules par le biais d'anticorps peut affecter la fonction ou



encore induire la maturation partielle des pDCs202. De plus, les fractions négatives que
nous avons obtenues ont démontré de hauts niveaux de pureté (Fig.4C), ce qui justifie
davantage l'utilisation de cette méthode. La co-culture perdure pour 18-24 heures, apres
quoi le surnageant de culture est récolté et sa concentration d'IFN-1 bioactif déterminée

al'aide du systéme rapporteur d'IFNa /(3 cellulaire HEK-BlueMC,
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Figure 4: Présentation du systéme de co-culture (A) Le systéme d'étude de la réponse
antivirale de type IFN-1 des pDCs en réponse aux cellules infectées par le VIH-1 consiste en la co-
cultures de PBMCs ou de pDCs avec la lignée de cellules T CD4+ MT4 (MT4) infectées. Aprés 18-
24 heures de co-culture, la concentration d'IFN-1 relachée dans les surnageants de culture est
quantifiée a l'aide du systéme rapporteur d'IFNa/f cellulaire HEK-Blue. (B) 48 heures suite a
leur infection, la concentration de cellules MT4 non infectée (N.I), infectées avec un virus sauvage
(WT) ou un virus isogénique n'exprimant pas Vpu (delU) est déterminée en fonction de leur
expression de la GFP en cytométrie en flux. Ceci permet de mettre en culture avec les PBMCs ou
pDCs un nombre de cellules MT4 a un méme taux d'infection entre les conditions WT et delU. (C)
La concentration en pDCs de chaque fraction soit PBMCs, PBMCs déplétés de pDCs (PBMCs-
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pDCs), la fraction issue de la sélection négative des pDCs (pDCs-négative) et la fraction issue de la
sélection positive des pDCs (pDCs-positive) est déterminée en cytométrie en flux a l'aide du
marqueur de surface pDC-spécifique BDCA2 et du marqueur de surface hautement exprimé par
les pDCs, CD123. N.], non-infectées; WT, virus de type sauvage; delU, virus n'exprimant pas Vpu.

La protéine virale Vpu régule a la baisse la production d'IFN-1 des pDCs. L'utilisation
des virus WT et delU nous a permis d'évaluer la contribution de Vpu dans la sécrétion
d'IFN-1 des pDCs détectant les cellules infectées par le VIH-1. Tel que 1'ont démontré
Lepelley et al?%1, aucun IFN-1 n'a été détecté dans les surnageants de cultures contenant
des cellules MT4 non infectées (N.I). De maniere intéressante, nous avons constaté que la
présence de Vpu (WT) dans les cellules infectées était associée a une réduction
significative des niveaux d'IFN-1 relachés dans les milieux de culture moyennant 50%
(Fig.5A). Contrairement a notre hypothese, I'antagonisme de BST2 par Vpu est ainsi
associé a une baisse de sécrétion d'IFN-1 des pDCs. La viabilité et la fonction des pDCs
parmi les PBMCs furent évaluées par l'utilisation d'agonistes pDC-spécifiques, soit de
TLR7 (Imiquimod, IMIQ) et TLR9 (ADN CpG-A, CpG). Les pDCs parmi les PBMCs n'ont par
ailleurs pas démontré de production spontanée d'IFN-1 lorsque cultivés sans agonistes

et sans cellules MT4 (X).

Nous avons ensuite examiné si l'effet immunorégulateur de Vpu était entiéerement
dépendant de la présence des pDCs au sein des PBMCs. Le retrait des pDCs (PBMCs-
pDCs) des PBMCs résulte en l'abrogation de toute production d'IFN-1. Plus encore,
lorsque nous avons mis en culture les pDCs enrichis par sélection négative (pDCs) avec
les cellules MT4 infectées, nous avons constaté non seulement la restitution de la
production d'IFN-1 mais aussi l'effet immunorégulateur qu'exerce Vpu sur celle-ci
(Fig.5B). Ceci confirme que le VIH module la fonction antivirale des pDCs de maniere

Vpu-dépendante lorsque ceux-ci sont exposés a des cellules T CD4+ infectées.
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Figure 5: Vpu régule a la baisse la production d'IFN-1 des pDCs lors de la détection de
cellules MT4 infectées par le VIH-1. (A) Exemple représentatif des concentrations d'IFN-1
recueillies dans les surnageants de cultures de PBMCs d'un donneur mises en culture avec des
cellules MT4 non infectées (N.I), infectées avec un virus NL4.3 complet (WT), infectées avec un
virus NL4.3 n'exprimant pas Vpu (delU), seules (X), seules et stimulées avec des agonistes de
TLR7 (IMIQ) ou seules et stimulées avec des agonistes de TLR9 (CpG) pour 18-24 heures. (n=3)
(B) Exemple représentatif des concentrations d'IFN-1 retrouvées dans les surnageants de culture
de PBMCs (PBMCs), de PBMCs déplétés de leurs pDCs (PBMCs-pDCs) et de pDCs purifiés par
sélection négative (pDCs) d'un donneur représentatif mis en culture avec des cellules MT4
infectées avec un virus WT ou delU pour 18-24 heures. (n=3) N.I, non-infectées; WT, virus de
type sauvage; delU, virus n'exprimant pas Vpu; X, PBMCs non stimulés; IMIQ, Imiquimod; CpG,
ODN 2216 CpG-A.

L'effet de Vpu est dépendant d'une interaction de BST2 avec un partenaire en trans.
Vpu régulant a la baisse la production d'IFN-1 des PBMCs de fagon pDC-dépendante,
nous avons ensuite évalué si ce processus était dépendant de la disponibilité d'une cible
de Vpu a la surface cellulaire, soit BST2. Plus précisément, considérant le rodle

potentiellement immunorégulateur de BST2 sur l'activité des pDCs récemment décrit,
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nous avons évalué si l'effet de Vpu persisterait en présence du bloc interactionnel de
BST2 avec tout partenaire en trans, tel qu'exercé par le biais d'anticorps dirigés contre
BST2 a la surface des cellules MT4 infectées (Fig.6A). Pour vérifier 1'efficacité de nos
conditions de blocage, nous avons traité des cellules MT4 avec des anticorps anti-BST2
de lapin pendant 18 heures, puis ensuite marqué ces cellules avec des anticorps anti-
BST2 de souris pour évaluer la quantité de BST2 disponible. Apres 18 heures, la vaste
majorité du BST2 était toujours lié aux anticorps de lapin, tel que suggéré par l'absence
de signal provenant des anticorps anti-BST2 de souris. Cette absence de signal ne
provient pas de 1'absence de BST2 a la surface de ces cellules aprés 18 heures, car apres
18 heures de traitement des cellules MT4 avec l'anticorps anti-BST2 de souris,
I'anticorps polyclonal anti-BST2 de lapin révele la présence de hauts niveaux de surface
de BST2 (résultats non publiés). Comme prévu, le traitement de ces cellules avec un
controle isotypique ou avec aucun anticorps pendant 18 heures n'affecte peu ou pas la
disponibilité de BST2 aux anticorps anti-BST2 de souris, indiquant la disponibilité
interactionnelle de BST2 dans ces contextes (Fig.6B). L'efficacité de nos conditions de
blocage confirmée, nous avons ensuite mis en culture les cellules MT4 infectées avec un
virus WT (WT) ou delU (delU) préalablement traités avec des anticorps anti-BST2
(Anticorps aBST2) ou avec un contréle isotypique (Controle isotypique) avec des PBMCs
pendant 18-24 heures, puis mesuré la relache d'IFN-1 des pDCs. Tel que démontré avec
I'exemple représentatif d'un donneur (Fig.6C) ou du combiné de 4 donneurs de sang
distincts (Fig.6D), la production d'IFN-1 rejoint les niveaux observés en absence de Vpu
lorsque l'accessibilité extracellulaire de BST2 est compromise. A ce titre, ces résultats
suggerent donc que l'effet immunorégulateur de Vpu est dépendant de l'interaction de

BST2 avec un partenaire en trans.
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Figure 6: Le blocage de surface de BST2 par des anticorps polyclonaux annule I'effet
immunorégulateur de Vpu. Des cellules MT4 infectées avec un virus sauvage (WT) ou un virus
n'exprimant pas Vpu (delU) furent incubées avec des anticorps polyclonaux anti-BST2 de sérum
de lapin (Anticorps a-BST2) ou avec des controles isotypiques de sérum de lapin (Controle
isotypique). Par la suite, ces cellules furent cultivées avec des PBMCs fraichement isolés a partir
du sang périphérique de donneurs en santé pendant 18-24 heures, puis les niveaux d'IFN-1 des
surnageants quantifiés. (A) Schématisation de la procédure expérimentale. (B) Détection des
niveaux de surface de BST2 de cellules MT4 par des anticorps anti-BST2 de souris tel que
déterminé en cytométrie en flux, suite a 18 heures de traitements bloquants ou non-bloquants.
Les valeurs sont exprimées sous forme de moyennes d'intensité de fluorescence. (C) Exemple
représentatif de la concentration d'IFN-1 recueillie dans les surnageants de culture de PBMCs et
cellules MT4 infectées avec un virus WT ou delU et préalablement traités avec des anticorps
polyclonaux anti-BST2 de sérum de lapin (Anticorps aBST2) ou avec des contréles isotypiques de
sérum de lapin (Contréle isotypique). (D) Pourcentage relatif de la relache d'IFN-1 observée
apres la culture de PBMCs avec des cellules MT4 infectées avec un virus WT ou delU
préalablement traités avec un controle isotypique ou avec des anticorps a-BST2 (n=4, a partir de
différents donneurs de sang). La relache d'IFN-1 des PBMCs en contact avec des cellules MT4
infectées avec un virus delU et préalablement traitées avec un controle isotypique est ajustée a
100% (***p<0.001, ns = non significatif; en utilisant un test de Student pairé). % Total,
Pourcentage du nombre total de cellules; WT, virus de type sauvage; delU, virus n'exprimant pas
Vpu.

36



L'effet de Vpu est dépendant de la présence du récepteur ILT7 a la surface des pDCs.
Considérant le fait que la présence de molécules de BST2 accessibles a la surface des
cellules infectées semble cruciale a I'effet immunorégulateur de Vpu, nous avons évalué
si I'expression du récepteur naturel de BST2 a la surface des pDCs est tout aussi
nécessaire a ce phénomene. Pour ce faire, les pDCs purifiés a partir de PBMCs par
sélection négative furent déplétées avec haute efficacité de leurs niveaux endogenes
d'ILT7 a l'aide de petits ARN interférents (ARNi) (Fig.7A), puis mis en culture avec des
cellules MT4 infectées avec un virus WT ou delU pendant 18-24 heures, apres quoi la
concentration d'IFN-1 des surnageants de culture fut évaluée. Compte tenu du fait que
les pDCs expriment des senseurs extrémement sensibles a la présence d'ARN simple
brin, nous avons d'abord évalué une série d'ARNis ciblant diverses molécules et arborant
différentes caractéristiques moléculaires (résultats non publiés). Nous avons ainsi
identifié et utilisé pour nos expériences un ARNi controle et un ARNi ciblant ILT7 ne
causant pas de sécrétion spontanée d'IFN-1 des pDCs. Contrairement aux pDCs traités
avec des ARNis contréles ou les niveaux d'ILT7 sont intactes, les pDCs dépléteés du
récepteur ILT7 produisent de hauts niveaux d'IFN-1, indépendamment de la présence ou
de I'absence de Vpu dans les cellules infectées (Fig.7B). Un total de 6 donneurs différents
a confirmé cette tendance, tel que démontré a la figure 7C. Ceci démontre que l'effet de
Vpu sur les niveaux d'IFN-1 sécrétés par les pDCs en réponse aux cellules infectées est
dépendant de l'expression du récepteur ILT7 dans les pDCs. De plus, ces résultats
suggerent qu'ILT7 est le partenaire en trans du BST2 libre a la surface des cellules

infectées provoquant la réduction d'IFN-1 observée en présence de Vpu.
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Figure 7: La déplétion d'ILT7 dans les pDCs annule I'effet immunorégulateur de Vpu. (A)
Les niveaux d'expression d'ILT7 des pDCs purifiés et traités avec des ARNi controles (ARNi
contréle) ou déplétés des niveaux endogénes d'ILT7 (ARNi ILT7) furent évalués par cytométrie
en flux. Les niveaux d'expression d'ILT7 sont comparés a la fraction non-pDCs dépourvue des
marqueurs typiques de pDCs, comme ILT7 (Controle interne négatif). Les valeurs sont exprimées
sous forme d'intensités moyennes de fluorescence. (B) Un exemple représentatif des niveaux
d'IFN-1 recueillis dans les surnageants de pDCs controles (ARNi contréle) ou déplétés d'ILT7
(ARNi ILT7) mis en culture avec des cellules MT4 non-infectées (N.I), infectées avec un virus
sauvage (WT) ou avec un virus n'exprimant pas Vpu (delU). (C) Pourcentages relatifs d'IFN-1
produits apres la co-culture de pDCs traités avec des ARNi controles ou avec des ARNi ILT7 avec
des cellules MT4 infectées avec un virus WT ou delU de 6 donneurs différents. La quantité d'IFN-
1 produite dans la condition des pDCs traités avec des ARNi contréles cultivés avec des cellules
MT4 infectées avec un virus delU est établie a 100%. (***p<0.01, ns= non significatif; en utilisant
des mesures ANOVA répétées avec ajustement de Bonferroni.) % Total, Pourcentage du nombre
total de cellules; ARNi contréle, petits ARN interférents controle; ARNi ILT7, petits ARN
interférents visant ILT7; N.I, non infecté; WT, virus de type sauvage; delU, virus n'exprimant pas
Vpu.

Conception et validation de la protéine recombinante soluble d'ILT7. Nous avons
ensuite évalué l'importance de l'interaction en trans entre le BST2 des cellules infectées
et I'ILT7 des pDCs au sein de I'effet immunorégulateur de Vpu. A cette fin, nous avons
développé et produit une protéine recombinante soluble d'ILT7 (sILT7) théoriquement
capable de faire compétition a I'ILT7 présent a la surface des pDCs et d'empécher

'activation de ce récepteur inhibiteur de la sécrétion d'IFN-1. Pour élaborer une telle
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protéine, nous nous sommes inspirés d'une récente étude qui a révélé la présence d'un
codon stop cryptique dans une région intronique sujette a l'épissage hautement
conservée au niveau de la grande majorité des membres de la famille LILRs. Cette région
cause la production de transcrits contenant ou non un codon stop dans la région "tige"
extracellulaire située entre les domaines Ig extracellulaires et le domaine
transmembranaire. En conséquence, les membres de la famille des LILRs concernés sont
produits en une forme soluble et en une forme membranaire par épissage alternatif240,
Apres avoir tenté d'obtenir sans succes une sécrétion de divers mutants d'ILT7 tronqués
ou modifiés, nous avons donc opté pour cette stratégie en émettant I'hypothese que si
naturellement produit, ce variant soluble issu d'un processus d'épissage alternatif ne
devrait démontrer aucun défaut de sécrétion. Nous avons donc recréé ce variant soluble
d'ILT7 naturel en insérant un codon stop dans la région appropriée d'un expresseur
exclusif de la forme membranaire d'ILT7 portant une étiquette N-terminale HA (Fig.8A).
La transfection de cet expresseur dans les cellules humaines embryonnaires de rein
293T (HEK293T) résulte en la sécrétion de la protéine soluble dans le surnageant des
cellules en culture, contrairement a la transfection de l'expresseur de la version
membranaire d'ILT7 (ILT7) également HA étiqueté a son extrémité N-terminale ou a la
transfection d'un vecteur vide (Vide) (Fig.8B). L'identité de notre protéine recombinante
fit confirmée par son immunoprécipitation a partir du surnageant de cellules
transfectées avec I'expresseur de sILT7 a I'aide d'anticorps anti-ILT7 («ILT7) ou anti-HA
(aHA) pré-couplés a des billes agarose enrobées de protéines G et non avec un contréle
isotypique dans les mémes conditions (Fig.8C). Etrangement, deux bandes apparaissent
par coloration au nitrate d'argent lors de l'immunoprécitation avec des billes anti-HA.
Les deux bandes, (Bande A, supérieure, et bande B, inférieure) ont donc été analysées
par spectrométrie de masse et ont révélé une méme couverture protéique (Fig.S1) et une
méme identité, soit ILT7, suggérant que la protéine sécrétée est vraisemblablement
sujette a des modifications post-traductionelles (Fig.8D). Sachant que d'autres membres
de la famille des LILRs sont N-glycosylés, et que cette modification post-traductionnelle
s'est révélée essentielle a I'interaction de certains LILRs avec leurs ligands?41, nous avons

vérifié si le traitement de sILT7 immunoprécipité avec la glycopeptidase F (PNGase F)
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affectait son poids moléculaire. Suite au traitement a la PNGase F, les deux bandes
majeures disparaissent pour n'en former qu'une, de poids moléculaire grandement
réduit, détecté tout juste en dessous de la chaine lourde des anticorps, dont le poids est
légerement affecté en présence du traitement PNGase F tel que rapporté par d'autres242
(Fig.8E). Ceci confirme que notre protéine recombinante sILT7 est N-glycosylée d'ou la
détection de bandes multiples ou d'une bande d'apparence diffuse dans nos surnageants
de culture. Tel que suggéré dans la littérature, ces modifications pourraient étre cruciales

al'interaction de sILT7 avec son ligand naturel, BST2.
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Figure 8: Caractérisation de la protéine recombinante sILT7 (A) Schéma de la topologie
d'ILT7 sauvage et de la protéine recombinante sILT7 (sILT7). (B) Des cellules HEK293T furent
transfectées avec l'expresseur de sILT7 (sILT7), de ILT7 (ILT7) ou un vecteur vide (Vide) puis
I'expression des protéines HA-étiquetées fut évaluée 48 heures post-transfection dans les
fractions cellulaires et les surnageants de culture par immunobuvardage de type Western en
utilisant les anticorps indiqués. (C) Les surnageants de cellules HEK293T transfectées avec sILT7
pour 48 heures furent immunoprécipités a l'aide d'anticorps anti-HA (aHA), d'anticorps anti-
ILT7 (aILT7) ou de contrdles isotypiques (also), puis le contenu protéique de la fraction des
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billes fut analysé par immunobuvardage de type Western en utilisant des anticorps anti-HA. (D)
Les surnageants de cellules HEK293T transfectées avec un vecteur vide ou sILT7 pour 48 heures
furent immunoprécipités a 1'aide de billes anti-HA, et 1'élution de ces billes mises sur gel SDS-
PAGE. La coloration au nitrate d'argent a révélé la présence de deux bandes analysées en
spectrométrie de masse. (E) Les surnageants de cellules HEK293T transfectées avec sILT7 pour
48 heures furent immunoprécipités a 1'aide de billes anti-HA qui furent traitées ou non a la
glycosidase F (PNGase F), et dont I'élution fut analysée par immunobuvardage de type Western a
I'aide d'anticorps anti-HA. Domaine Ig, Domaine immunoglobuline; IP, Immunoprécipitation;
alLT7, anticorps anti-ILT7; kDa, Kilodaltons. aHA, anticorps anti-HA; also, anticorps controle
isotypique; C-légere, chaine légere des anticorps; C-lourde, chaine lourde des anticorps; PNGase
F, glycosidase F.

La protéine recombinante sILT7 atténue l'effet immunorégulateur de Vpu. Aprés
avoir validé la structure et I'état de N-glycosylation de la protéine recombinante sILT7,
nous avons évalué si celle-ci pouvait interagir avec le BST2 des cellules MT4 infectées et
ainsi prévenir l'activation du récepteur ILT7 a la surface des pDCs par compétition. Pour
ce faire, des cellules MT4 furent infectées avec un virus WT ou delU. Apres 48 heures, ces
cellules furent mises en contact pour 2 heures avec les surnageants filtrés de cellules
HEK293T transfectées avec un expresseur vide (Vide) ou avec l'expresseur de sILT7
(sILT7). Ensuite, des PBMCs de donneurs furent ajoutés aux cellules MT4 pour une durée
de 18-24 heures, apres quoi la concentration en IFN-1 des surnageants de culture ft
évaluée. De maniere intéressante, nous avons observé que l'addition de protéines sILT7
est associée a une hausse de la réponse IFN-1, de sorte a atténuer considérablement
|'effet immunorégulateur de Vpu sur les pDCs (Fig.9A-B). Ces résultats suggerent que
notre protéine soluble peut faire concurrence a I'ILT7 exprimé a la surface des pDCs
pour le BST2 des cellules infectées, provoquant une sécrétion accrue d'IFN-1 résultant
du niveau d'activation amoindri de ce récepteur inhibiteur. Ces observations renforcent
la pertinence de l'interaction entre ILT7 et BST2 dans la régulation de l'activité antivirale

des pDCs en réponse aux cellules infectées par le VIH-1.
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Figure 9: L'ajout des protéines sILT7 aux co-cultures atténue l'effet immunorégulateur de
Vpu. (A) Exemple représentatif des concentrations d'IFN-1 recueillies dans les surnageants de
cellules MT4 infectées avec un virus exprimant Vpu (WT) ou n'exprimant pas Vpu (delU) et
préincubées avec des surnageants contenant (sILT7) ou ne contenant pas (Vide) la protéine
sILT7, puis cultivées avec les PBMCs d'un donneur en santé pendant 18-24 heures. (B)
Pourcentages relatifs d'IFN-1 produits apres la co-culture cellules MT4 infectées avec un virus
WT ou delU et préincubées avec des surnageants contenant (sILT7) ou ne contenant pas (Vide) la
protéine sILT7, puis co-cultivées avec les PBMCs de donneurs en santé pendant 18-24 heures. La
quantité d'IFN-1 produite dans la condition des cellules MT4 infectées avec un virus delU et
préincubées avec des surnageants Vide est établie a 100% (*p<0.05, n=3, a partir de différents
donneurs). Vide, surnageants de culture de 48 heures transfectées avec un vecteur vide; sILT7,
surnageants de culture de 48 heures transfectées avec un sILT7; WT, virus de type sauvage; delU,
virus n'exprimant pas Vpu.
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Chapitre 4: DISCUSSION

Depuis un certain nombre d'années, diverses études ont permis de démontrer que
la protéine accessoire du VIH-1, Vpu, a la capacité de modifier la composition du
protéome de surface. Cette habileté lui permet de contréler la présence de molécules
impliquées (directement ou indirectement) au niveau de la réponse immunitaire
antivirale. Parmi les cibles de Vpu se trouvent ainsi diverses molécules de surface
impliquées dans des fonctions aussi variées que la costimulation2?43, la présentation
antigénique2#4, la migration?4> et la restriction virale, comme le démontre le cas de
BST2124, A ce titre, la premiere fonction décrite de BSTZ2, soit I'inhibition de la relache de
divers virus enveloppés, a attiré beaucoup d'attention depuis les derniéres années. Grace
aux nombreuses études menées a ce jour, notre compréhension des mécanismes par
lesquels Vpu atténue cette fonction a grandement progressé. Plus récemment, de
nouvelles fonctions de BST2 ont été proposées. Il a ainsi été observé que BST2 peut agir
a titre de senseur inné de l'assemblage de nouvelles particules virales, menant a
'activation de la voie NF-kB246, Parallelement, sa capacité de régulateur immunitaire a
été révélée a travers son interaction naturelle avec le récepteur ILT716, Si I'impact de
I'antagonisme de BST2 par Vpu sur la relache virale a été abondamment étudié, nous
nous sommes a travers cette étude focalisés sur les conséquences de l'antagonisme de
Vpu sur la récente fonction de régulateur immunitaire décrite de BST2, dans le contexte

de l'infection par le VIH-1.

Les résultats présentés dans ce mémoire suggerent une nouvelle fonction de
I'antagonisme de BST2 par Vpu qui permet aux cellules T CD4+ infectées par le VIH-1 de
controler la réponse antivirale de type IFN-1 médiée par les pDCs. En effet, nous avons
d'abord observé que la protéine Vpu était directement responsable d'une profonde
réduction de la production d'IFN-1 par les pDCs mis en culture avec des cellules T CD4+
infectées (Fig.5). Des résultats non publiés produits par notre laboratoire et obtenus a

travers l'utilisation de lignées cellulaires T CD4+ déplétées ou non de BST2 ont démontré



que cet effet de Vpu était dépendant de I'expression de BST2. L'utilisation d'anticorps
anti-BST2 bloquants a ensuite indiqué que c'est plus précisément l'interaction de BST2
avec un partenaire en trans qui est essentiel a I'effet de réduction de la production d'IFN-
1 des pDCs par Vpu. Compte tenu de l'interaction suggérée de BST2 avec ILT7, nous
avons alors observé que la déplétion d'ILT7 des pDCs phénocopie la déplétion de BST2
au niveau des cellules T CD4+ infectée, suggérant pour la premiére fois le caractere
essentiel de cette interaction dans l'effet immunorégulateur qu'exerce Vpu. Enfin,
I'élaboration et la production d'une protéine recombinante soluble d'ILT7 puis plus
spécifiquement son utilisation comme inhibiteur compétitif dans notre systeme de co-
culture a davantage suggéré l'importance de l'interaction ILT7-BST2 dans le controle de

la réponse IFN-1 Vpu-dépendant des cellules infectées par le VIH-1.

Une étude récente a démontré qu'en absence de Vpu, la restriction massive de
virions a la surface des cellules T CD4+ pouvait mener BST2 a activer la voie NF-«kB et
provoquer la production d'IFN-1 chez ces cellules. Ceci suggere que ces cellules ont pu
contribuer a la production totale d'IFN-1 dans notre systéme de co-culture. Ceci dit,
compte tenu du fait que nous n'avons pas détecté d'IFN-1 au niveau de nos cellules
infectées seules (résultats non publiés) ou cultivées en absence de pDCs (Fig.5B), nous
considérons que cette source d'IFN-1, si présente, est négligeable comme d'autres 1'ont

observéz47,

La pertinence de l'interaction entre BST2 et ILT7 dans le contréle de la réponse
IFN-1 a récemment été mise en doute par un groupe de recherche?48, En effet, les auteurs
de I'étude ont notamment étudié 1'effet d'anticorps anti-BST2 monoclonal 26F8 (26F8)
sur la production d'IFN-1 de PBMCs stimulées avec un agoniste de TLR9, donc pDC-
spécifique. N'ayant pas observé de différence significative dans ces conditions, méme
apres avoir induit I'expression de BST2 au niveau des cellules avoisinantes des pDCs, les
auteurs ont finalement questionné l'importance du potentiel immunorégulateur de
BST2. Nous avons exploré cette question en comparant l'efficacité de blocage

interactionnel avec notre anticorps polyclonal anti-BST2, pour découvrir que 1'anticorps
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26F8 ne bloque que partiellement (environ 50%) l'attache de notre anticorps. Ceci
suggeére que cet anticorps monoclonal ne couvre qu'une partie limitée des sites
d'interaction potentiels de BSTZ2. Il se peut ainsi que contrairement a l'activité bloquante
complete démontrée par notre anticorps (Fig.6B) cet anticorps ne prévienne tout
simplement pas efficacement l'interaction de BST2 avec ILT7. Par ailleurs, 1'utilisation
d'agonistes synthétiques de TLRs ne force pas nécessairement des contacts cellule a
cellule entre les pDCs et leurs cibles, contrairement a ce qui se produit lors de la
détection efficace des cellules infectées par les pDCs201, Il est possible que l'interaction
entre BST2 et ILT7 prenne toute son importance dans un contexte ou les cellules cibles et
effectrices sont reconnues pour former une synapse virale, lieu de diverses interactions

activatrices et inhibitrices.

Notons que nous n'avons pas été en mesure de produire de données démontrant
l'interaction directe entre BST2 et ILT7, ou entre BST2 et notre protéine recombinante
soluble sILT7. A ce titre, nous menons présentement des études d'interaction avec des
collaborateurs détenant une expertise technique dans le domaine de la résonance des
plasmons de surface, une méthode de mesure sensible et quantitative de la liaison d'un
ligand a son récepteur potentiel adsorbé a la surface d'une couche métallique basée sur
la variation de l'indice de l'interface en présence d'interaction24°. En plus reproduire les
résultats du groupe de recherche ayant initialement décrit l'interaction entre BST2 et
ILT71%%, 1'obtention de telles données viendra appuyer davantage nos résultats et le

modele proposé dans ce mémaoire.

Les résultats présentés ici révelent le caractere paradoxal de l'antagonisme de
BST2 par Vpu. En effet, nous avons initialement été surpris que la réduction des niveaux
de surface de la protéine BST2 favorise son interaction de surface avec le récepteur des
pDCs ILT7. A ce titre, il est important de noter que cette réduction de surface n'est que
partielle, soit de lI'ordre de 50% dans les lignées qui ont été utilisées pour générer les
résultats présentés. Dans notre cas, nous avons observé que I'un ou l'autre des extrémes

d'expression de surface de BSTZ2, soit la déplétion ou son expression de surface intacte
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par l'absence de Vpu, ne sont pas propices a I'immunorégulation de la réponse IFN-1.
Pour mieux comprendre ce phénomeéne, un membre de notre laboratoire, Dr Bego, a fait
usage d'un mutant de BST2 dépourvu de son ancre GPI (delGPI) et ainsi incapable de
restreindre la relache virale et donc potentiellement incapable de provoquer un
encombrement stérique. Dans ces résultats non publiés, une abrogation dominante de la
réponse IFN-1, en absence comme en présence de Vpu chez les cellules infectées, fut
observée. De ces résultats combinés a ceux présentés dans ce mémoire découlent
I'hypothese suivante: En absence de Vpu, la restriction massive de BST2 se traduit par
une accumulation massive de virions a la surface cellulaire par BST2 pouvant causer un
encombrement stérique nuisant a plusieurs interactions en trans, dont celle entre BST2
et ILT7 (Fig.10). En plus des résultats issus de I'utilisation de ce mutant de BST2 delGPI,
ce modele est est soutenu par des analyses de microscopie électronique démontrant
qu'en absence de Vpu, la cellule infectée est littéralement enrobée de particules virales

pouvant causer un tel encombrement?>0,

Pour mieux comprendre le phénomeéne d'immunorégulation décrit ici, il sera important
de caractériser plus amplement la population de BST2 de surface résiduelle persistant en
présence de Vpu. Une piste d'explication derriere ce phénomeéne pourrait provenir de la
récente découverte de deux isoformes cellulaires de BST2. En effet, une étude récente a
démontré que la traduction de BST2 pourrait étre initiée a partir de deux méthionines
distinctes donnant lieu a ces deux formes - une longue et une courte, raccourcie au
niveau de son domaine cytoplasmique -. Ces deux isoformes ont été retrouvées tant au
niveau de lignées cellulaires que de cellules primaires2>1. De maniére intéressante, celles-
ci ne présentent pas exactement la méme activité biologique, bien que toutes deux
maintiennent la capacité de restreindre la relache virale. En effet, chez l'isoforme court
de BSTZ2, l'absence de 12 résidus N-terminaux cytoplasmiques serait responsable de
I'incapacité de cette forme a activer NF-kB et de son recyclage et endocytose ralentie en
raison de l'absence de motifs YxY d'endocytose. Plus encore, l'isoforme court exhibe une
sensibilité réduite a I'action de Vpu en raison de I'absence de résidus sérine, thréonine et

tyrosine présents quant a eux chezl'isoforme long?>1. Il est ainsi tentant de spéculer
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Figure 10: Modele d'action double de Vpu. La protéine Vpu cause la séquestration
intracellulaire, la dégradation et la relocalisation membranaire de BST2, affectant ultimement la
présence et la fonction de ce facteur de restriction a la surface cellulaire. En plus de réduire les
niveaux de surface de BST2, Vpu cause également le déplacement de cette derniere hors des sites
d'assemblages viraux (indiqués en vert) pour favoriser la relache virale. Dans ce contexte, Vpu
favorise la présence de molécules de BST2 libres en surface ce qui pourrait limiter I'accumulation
massive de virions en surface et I'encombrement stérique en résultant. Ceci pourrait accroitre
l'interaction en trans de BST2 avec le récepteur inhibiteur de la sécrétion d'IFN-1 des pDCs, ILT7.
L'antagonisme de BST2 par Vpu pourrait ainsi jouer un double réle favorable au virus, tant sur le
plan de la relache virale que de I'évasion de la réponse antivirale de type IFN-1 des pDCs.

qu'en présence de Vpu, la population résiduelle de BST2 pourrait étre principalement
composée de l'isoforme court de BST2 car moins sensible a son action. Le phénotype
immunorégulateur retrouvé en présence de Vpu pourrait donc étre la conséquence de la
surreprésentation de cette forme et de leurs propriétés uniques, en termes d'activité
biologique, de trafic et de localisation membranaire. Pour répondre directement a cette
hypothese, l'infection de cellules T CD4+ modifiées pour exprimer exclusivement l'une

ou l'autre de ces isoformes avec des virus WT et delU et leur détection par des pDCs
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devrait répondre a cette question. Dans ces conditions, nous pourrions déterminer si
|'effet immunorégulateur de Vpu dépend de la surreprésentation active de 1'une ou
I'autre de ces isoformes de BST2 et de particularités biologiques qui leur sont propres.
De plus, il sera également intéressant d'évaluer le degré d'encombrement stérique

résultant de la présence exclusive de I'une ou l'autre de ces isoformes.

Dans un tout autre ordre d'idée, I'effet immunorégulateur que nous avons décrit
ici a été observé lors de l'utilisation de VIH-1 pandémique du groupe M, reconnu pour
exercer le plus fort antagonisme de BST2 lorsque comparé aux groupes non
pandémiques?°2, En effet, le groupe M est le seul a avoir octroyé a Vpu, plutét que Nef, le
role d'antagoniste de BST2 chez 'humain?33. L'absence de cette adaptation fonctionnelle
de Vpu chez les groupes N, O et P expliquerait leur incapacité a efficacement antagoniser
BST2252, A ce titre, il serait intéressant d'évaluer I'amplitude de la sécrétion d'IFN-1 des
pDCs en réponse aux cellules infectées par les groupes de VIH-1 non pandémiques, et si
le phénomeéne de modulation de cette réponse antivirale a effectivement lieu

entierement a travers l'antagonisme de BST2 dans ces cellules.

Il a récemment été démontré dans des modeles d'infection de souris humanisées
que l'antagonisme de BST2 par Vpu faisait de cette protéine accessoire un contributeur
majeur de la propagation virale lors de la phase aigué de l'infection2>4255, Dans ce
contexte, la relache efficace du plus grand nombre de particules libres serait cruciale
considérant la dominance de cette voie de transmission a ce stade de l'infection. Chez ces
animaux, la profonde différence de virémie observée reflete la nécessité de la protéine
accessoire Vpu pour la réplication optimale du virus in vivo et permet de constater
I'ampleur de la barriére naturelle a l'infection que représente BST2. Ceci dit, il faudra
éventuellement évaluer quelle part de cette restriction prennent les fonctions
récemment décrites de BST2, soit de senseur et de régulateur immunitaire. Compte tenu
du fait que la majorité de la détection des pDCs a lieu au travers de contacts cellule a
cellule, il est possible que cet effet particulier de Vpu prenne toute son importance lors

de ce type de transmission, ou encore avec dans certains compartiments physiologiques
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ou tissus favorisant ce type de contact et/ou contenant une fréquence accrue de pDCs.
Quel que soit le contexte, une meilleure compréhension des mécanismes et des voies de
signalisation par lesquels Vpu module la fonction antivirale des pDCs constitue une voie
de recherche importante dans notre compréhension des déterminants de pathogéneése et
de transmission virale. A ce titre, 'implication du récepteur ILT7 décrite ici s'inscrit dans
un courant d'études supportant un réle émergent pour plusieurs membres de la famille
des LILR qui, en raison de leur influence sur la fonction de plusieurs cellules
présentatrices d'antigénes, pourraient influencer la pathogénése du VIH-12%6, L'étude
approfondie de cette voie d'évasion immunitaire du VIH-1 pourrait nous aider a mieux
comprendre la dysfonction observée des pDCs au fil de la progression de la maladie et
permettre I'élaboration de stratégies visant le rétablissement de ces fonctions antivirales

dans un cadre thérapeutique.
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Chapitre 5: CONCLUSION

Les travaux présentés dans ce mémoire font état d'une nouvelle fonction de
I'antagonisme de BST2 par Vpu au niveau de la régulation de l'activité antivirale des
pDCs en réponse aux cellules infectées par le VIH-1. Pour ce faire, nous avons d'abord
démontré que l'expression de la protéine accessoire Vpu dans les cellules infectées
réduisait leur détection par les pDCs, tel que mesurée par la production d'IFN-1. Plus
encore, nos résultats suggerent que cette fonction de Vpu est directement dépendante de
l'interaction de BST2 de surface avec un partenaire en trans. Nous avons ensuite
réaffirmé la pertinence physiologique de l'interaction proposée entre BST2 et ILT7, en
démontrant que l'effet de Vpu était tout aussi dépendant de la disponibilité
interactionnelle du BST2 de surface que de l'expression du récepteur ILT7 chez des
pDCs. Plus encore, nous avons directement impliqué cette interaction dans l'amplitude
de la réponse IFN-1 lorsque nous avons observé 1'absence d'inhibition de la réponse IFN-
1 apres l'ajout de notre protéine recombinante soluble d'ILT7 dans notre systéeme de

détection.

De nombreuses études devront étre entreprises afin de prouver l'importance du
couple interactionnel BST2-ILT7 dans la modulation de la fonction antivirale des pDCs au
fil de I'infection par le VIH-1 tel que suggéré dans cette étude. La démonstration récente
du fait que les niveaux de ILT7 sont séverement réduits chez les individus infectés, et que
le traitement au HAART restaure le niveau d'expression et le pourcentage de cellules
exprimant ILT7, pourrait refléter I'importance que revét cette molécule dans l'infection
au VIH-1257, 1] est possible qu'au début de l'infection, les cellules infectées controlent la
production d'IFN-1 par les pDCs a travers l'interaction BST2-ILT7, de sorte a assurer un
faible niveau d'expression des genes stimulés par I'IFN-1. Ceci permettrait une forte
réplication locale, phénoméne nécessaire au succes de la transmission mucosale et
ultimement a la dissémination systémique du virus28. Pour cette raison, 1'étude

approfondie de la régulation de l'activité des pDCs qu'exerce Vpu pourrait révéler une



vulnérabilité précoce du virus potentiellement exploitable dans le cadre de I'élaboration

de stratégies thérapeutiques ciblant la transmission et la pathogénese du VIH-1.
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CONTRIBUTIONS PRINCIPALES DES TRAVAUX

Vpu abroge la sécrétion d'IFN-1 par les pDCs détectant les cellules infectées par le

VIH-1.

Pour exercer cet effet, Vpu requiert la présence de molécules libres de BST2 en

surface, afin que ces derniéres interagissent avec un partenaire en trans.

Le controle de la sécrétion d'IFN-1 par Vpu nécessite I'expression du récepteur de

BST2, ILT7, au niveau des pDCs.

L'ajout d'une forme soluble du récepteur ILT7 semble faire concurrence a
I'ILT7 endogeéne présent a la surface des pDCs pour l'interaction avec le BST2
exprimé a la surface des cellules T CD4+, interférant ainsi avec la répression de la

réponse IFN-1 des pDCs a travers ce ligand.
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Chapitre 6: MATERIEL ET METHODES EXPERIMENTALES

Anticorps et réactifs. Les anticorps anti-BST2 polyclonaux proviennent de
I'immunisation de lapin avec une protéine produite dans des bactéries et marquée avec
la Gluthation S-Transférase (GST) contenant un polypeptide correspondant aux acides
aminés 40-180 du BST2 humain. Le sérum préimmun de lapin fut collecté avant
I'immunisation des lapins. Les anticorps monoclonaux de souris anti-BST2 26F8
(eBioscience), anti-HA.11 clone 16B12 (Covance), anti-GAPDH clone 14C10 (Cell
Signaling Technology) anti-CD4_PerCP/Cy5.5 (Biolegend), anti-CD3_Pacific Blue
(Biolegend), anti-CD14_PE/Texas Red (Caltag), anti-CD303(BDCA2)_APC (Miltenyi
Biotech), anti-ILT7_PE (Biolegend), les billes anti-HA (Sigma), les billes d'agarose
couplées a la protéine G (Invitrogen) et la PNGase F (New England Biolabs) furent tous
obtenus de source commerciale tel qu'indiqué. L'interféron (rIFNa2a) fut obtenu de PBL.
Les controles agonistiques de TLR7 (Imiquimod, utilisé a une concentration finale de 2,5
ug/mL) ou de TLR9 (ODN 2216 CpG-A, utilisé a une concentration finale de 5 uM) furent

obtenus de Invivogen.

Isolation et purification des cellules primaires. Les échantillons de sang
périphérique furent prélevés a partir de donneurs adultes en santé ayant donné leur
consentement, conformément a la Déclaration de Helsinki et avec l'approbation du
comité d'éthique de la recherche de I'Institut de recherches cliniques de Montréal. Les
PBMCs furent isolés par centrifugation sur gradient de Ficoll (GE Healthcare) puis
cultivées dans du milieu RPMI-1640 supplémenté avec 10% de sérum de bovin foetal
(SBF). Les pDCs furent isolés a partir de PBMCs par sélection négative en utilisant
I'ensemble d'isolation de cellules dendritiques plasmacytoides Diamond II (Miltenyi

Biotech).

Marquage de surface et analyse de cytométrie en flux. Pour l'analyse des

niveaux de surface de BSTZ2, les cellules sont suspendues dans un tampon phosphate



salin a une concentration de 1x10° cellules/mL puis marquées avec des anticorps anti-
BST2 ou avec un sérum préimmun de lapin pendant 45 minutes a 4 degrés Celsius (°C).
Apres l'incubation, les cellules sont lavées avec du tampon phosphate salin (TPS) et
marquées avec un anticorps secondaire couplé a un fluorochrome approprié, pendant 30
minutes a 4°C et a la noirceur. Pour l'identification de populations de cellules du sang
périphérique de donneurs, les PBMCs ou les pDCs purifiés furent suspendus dans du TPS
a une densité de 2x108 et 5x104 cellules/mL respectivement, bloquées avec des anticorps
I[gG humains puis marqués avec des anticorps primaires pré-couplés avec les
fluorochromes appropriés pendant 30 minutes a 4°C, puis lavées dans du TPS avant
d'étre analysées en cytométrie en flux. Les populations de pDCs furent identifiées par
leur patron d'expression des marqueurs suivants: CD3-/CD14-/BDCA2+/
CD123+/ILT7+. Les intensités de fluorescence furent acquises a I'aide d'un cytometre de
flux Cyan ADP flow (Beckman) et les données furent analysées avec le logiciel Flow]o

v.9.7 (Treestar).

Plasmides et virus. Les deux clones infectieux du VIH-1 utilisés proviennent d'un
expresseur pNL4.3 sauvage de souche X4, chez lequel le géne Nef est suivi d'un site
d'entrée interne qui permet l'expression de la protéine fluorescente verte (pNL4.3-GFP
WT)?. Identique au pNL4.3-GFP WT a I'exception de 1'absence d'expression de Vpu, le
clone pNL4.3-GFP delU fut construit en insérant un fragment Sall-KpnlI de la construction
n'exprimant pas Vpu pNLVDEL125° dans le clone pNL4.3-GFP WT. Les virus pNL4.3_WT
et delU furent produits suite a la transfection par phosphate de calcium de cellules
HEK293T. 2 jours apres la transfection de ces cellules, les virus contenus dans les
surnageants de culture furent concentrés par ultracentrifugation. Les productions virales
furent titrées a l'aide du systéme de cellules TZM-bl tel que décrit auparavant49, Les
cellules de la lignée TZM-bl sont permissives a l'infection par le VIH et expriment le gene
rapporteur de la luciférase sous le controle d'un LTR du VIH de sorte a permettre la
titration des productions virales. L'expression de la luciférase est quantifiée sous forme
d'unités relatives de luminescence dont les valeurs sont directement proportionnelles au

nombre de particules infectieuses présentes dans I'inoculum.
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Culture cellulaire. Les lignées cellulaires HEK293T (ATCC) furent cultivées dans
du milieu DMEM auquel fiit ajouté 10% de SBF, et les cellules MT4 (Programme de
réactifs SIDA du NIH) dans du milieu RPMI-1640 supplémenté avec 10% SBF. Les
cellules indicatrices TZM-bl (Programme de réactifs SIDA du NIH) et la lignée de cellules
HEK-Blue rapportrices de I'lFN-a/f (InvivoGen) sont cultivées dans du milieu DMEM
auquel fit ajouté 10% SBF.

Co-cultures. Deux jours avant la co-culture, les cellules MT4 sont infectées a
différentes multiplicités d'infection avec des virus WT ou delU. Le jour de la co-culture, le
pourcentage de cellules GFP-positives et déterminée par cytométrie en flux a titre de
marqueur d'infection. Les cultures avec un taux d'infection variant entre 15%-35% sont
subséquemment choisies pour la co-culture. Les cellules sont co-cultivées un volume
final de 250 ul a un ratio de 3:1 (PBMC:cellule MT4) ou 1:5 (pDC:cellule MT4) dans une
plaque en U de 96 puits pour 18-22 heures. Chaque puits recoit ainsi le méme nombre de
cellules primaires et de cellules cibles MT4 infectées. Pour ce qui est des contréles de
viabilité et de fonctionnalité des pDCs, un méme nombre de cellules primaires est
parallelement traité avec les agonistes de TLR7 et TLR9 pour 18-22 heures selon les
recommandations du manufacturier. Dans tous les cas, les co-cultures sont ensuite
transférées dans une plaque en V de 96 puits, puis centrifugées pour 5 minutes a 400xg.
La concentration d'IFN-1 de ces surnageants est alors quantifiée a 1'aide de la lignée

reportrice HEK-Blue.

Quantification des concentrations d'IFN-1. La lignée cellulaire HEK-Blue
reportrice de I'IFN-a/B (InvivoGen) fut utilisée pour mesurer les niveaux d'IFN-1
bioactifs dans les surnageants de culture. Cette lignée de cellules HEK293 a été modifiée
pour exprimer un gene de phosphatase alcaline sous le contréle d'un promoteur activé
par la signalisation de I'IFN-1. Les niveaux de phosphatase alcaline sécrétés sont
déterminés, puis convertis en valeurs d'IFN-1 (unités/mL). Les valeurs de concentration

d'IFN-1 furent extrapolées a partir de la droite de régression établie a l'aide
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d'échantillons aux concentrations d'IFN-1 connues, selon les recommandations du

manufacturier.

Analyses statistiques. Les analyses statistiques furent obtenues a partir de test
ANOVA ou de test t pairé de Student. La valeur p considérée comme significative a été

établie a p<0.05.

Détection de protéines par immunobuvardage de type Western. Les cellules
furent lysées dans une solution de Triton 1% (25 mM Tris, Triton 1%, 150 mM NaCl)
dans lequel des inhibiteurs de protéase avec ou sans EDTA furent rajoutés (Roche). Les
lysats cellulaires furent migrés sur gel SDS-PAGE et analysés en immunobuvardage de

type Western.

Coimmunoprécipitation. Dans une plaque de 6 puits, des cellules HEK293T
furent transfectées pendant 48 heures, puis leurs surnageants furent clarifiés a 1200
tours par minute («Rounds per minute, rpm») pendant 5 minutes. A ces surnageants
furent ajoutés 50 ul de billes anti-HA ou 50 ul de billes d'agarose G couplées a des
anticorps anti-HA, anti-ILT7 ou a un contréle isotypique approprié. Le volume final fit
ajusté a 5 mL avec du milieu DMEM, puis les tubes furent incubés sur plaque avec
rotation durant la nuit a 4 degrés Celsius. Le lendemain, les billes furent lavées avec du
tampon de lyse Triton 1%, resuspendues dans un total de 150 ul et bouillies pour 5
minutes. La composition protéique du surnageant de ces billes fut ensuite analysé par

immunobuvardage de type Western ou encore par coloration au nitrate d'argent.

Traitement a la PGNase F. Dans une plaque de 6 puits, des cellules HEK293T
furent transfectées avec I'expresseur de sILT7 pendant 48 heures, puis les surnageants
furent clarifiés 4 1200 rpm pendant 5 minutes, puis récoltés. A ces surnageants furent
ajoutés 50 ul de billes anti-HA et le volume final de chaque échantillon ajusté a 5 mL avec
du milieu DMEM. Les échantillons furent ensuite incubés sur plaque rotative pendant 12

heures a 4°C. Les billes furent ensuite isolées par sédimentation, puis lavées et traitées
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ou non a la PNGase F pour la nuit selon les recommandations du manufacturier. Le
lendemain, les billes furent isolées, puis bouillies dans un volume final de 150 ul. La
composition protéique du surnageant de ces billes fut ensuite analysé par

immunobuvardage de type Western.

Déplétion des niveaux endogénes d'ILT7 des pDCs. Les pDCs fraichement isolés
par sélection négative furent maintenus dans du milieu RPMI-1640 supplémenté avec
10% de SBF puis traités avec les petits ARN interférents ON-TARGETplus SMARTpool
visant ILT7 (Thermo Scientific, #Cat: L-012449-00) ou avec un controle négatif visant la
protéine du complément C8b (Thermo Scientific, #Cat: L-011004-00) a une
concentration finale de 250 nM et a 1'aide d'Oligofectamine (Lifetechnologies), selon les
recommandations du manufacturier. 6 heures suite a la transfection, les milieux de
culture furent changés puis les pDCs cultivés avec les cellules MT4 infectées tel que

décrit ci-haut.

Spectrométrie de masse. 48 heures apres la transfection de cellules HEK293T
avec un vecteur vide ou un expresseur de sILT7, les surnageants de culture furent
clarifiés par centrifugation et immunoprécipités pendant 18 heures a l'aide de 50 ul de
billes anti-HA (Sigma) avec agitation et a 4°C. Les protéines immunoprécipités furent
ensuite éluées deux fois, a I'aide de 50 ul de peptides HA (Anaspec) a une concentration
de 1mg/mL, a 30°C pendant 15 minutes. Les éluats furent bouillis pendant 5 minutes,
puis 30 ul de chaque éluat fut migré sur gel SDS-PAGE. Le gel fut ensuite coloré au nitrate
d'argent, les bandes appropriées excisées, et les protéines extraites puis préparées pour
leur analyse en spectrométrie de masse par le personnel du plateau de protémique de
I'Institut de recherches cliniques de Montréal. Le logiciel Scaffold (version 4.3.4) a été
utilisé pour l'analyse et lidentification des peptides générés par la digestion

enzymatique des échantillons.

Production des protéines recombinantes sILT7. Des cellules HEK293T

confluentes a 80% furent transfectées avec 4 ug de l'expresseur de sILT7 a l'aide de
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Lipofectamine 2000 (Lifetechnologies) par puits de plaque de 6 puits dans du milieu
DMEM supplémenté avec 10% de SBF selon les recommandations du manufacturier.
Apres 48 heures, les surnageants de cultures sont clarifiés par centrifugation a une
vitesse de 1500 rpm pendant 5 minutes puis filtrés au travers de pores d'un diametre de
0,2 um (SARSTEDT) avant leur utilisation expérimentale. Alternativement, des cellules
HEK293T confluentes a 30% dans un Pétri de culture de 15 cm sont transfectées avec 60
ug de l'expresseur d'ILT7 par la méthode de transfection au phosphate de calcium. Apres
48 heures, les surnageants de cultures sont clarifiés par centrifugation a 1500 rpm pour

5 minutes et filtrés tel que décrit ci-haut avant leur utilisation expérimentale.
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Chapitre 7: RENSEIGNEMENTS SUPPLEMENTAIRES

A Méthionine de départ de ILT7

MITLI LTSLLFFGLS
LGPRTRVQAE NLPKPILWAE PGPVITWHNP VTIWCQGTLE AQGYRLDKEG
NSMSRHILKT LESENKVKLS |PSMMWEHAG RYHCYYQSPA GWSEPSDPLE
LVVTAYSRPT LSALPSPVVT SGVNVTLRCA SRLGLGRFTL IEEGDHRLSW |[BandeA
TLNSHQHNHG KFQALFPMGP LTFSNRGTFR CYGYENNTPY VWSEPSDPLAQ
LLVSGVSRKP SLLTLQGPVYV TPGENLTLQC GSDVGYIRYT LYKEGADGLP Couverture: 40%
QRPGRQPQAG LSQANFTLSP VSRSYGGQYR CYGAHNVSSE WSAPSDPLDI 23 peptides exclusifs
LIAGQISDRP SLSVQPGPTV TSGEKVTLLC QSWDPMFTFL LTKEGAAHPP
LRLRSMYGAH KYQAEFPMSP VTSAHAGTYR CYGSRSSNPY LLSHPSEPLE
LVVSGATETL NPAQKKSDSK [TIAPHLQDYTYV ENLIRMGVAG LVLLFLGILL
FEAQHSQRSP PRCSQEANSR KIDNAPFRVVE PWEQI L

Domaine transmembranaire
[ ] ) ) de ILT7
Fin de la protéine recombinante
B
Méthionine de départ de ILT7

TLI LTSLLFFGLS
LGPRTRVQAE NLPKPILWAE PGPVITWHNP VTIWCQGTLE AQGYRLDKEG
NSMSRHILKT LESENKVKLS |IPSMMWEHAG RYHCYYQSPA GWSEPSDPLE
LVVTAYSRPT LSALPSPVVT SGVNVTLRCA SRLGLGRFTL IEEGDHRLSW |BandeB
TLNSHQHNHG KFQALFPMGP LTFSNRGTFR CYGYENNTPY VWSEPSDPLAQ
LLVSGVSRKP SLLTLQGPVYV TPGENLTLQC GSDVGYIRYT LYKEGADGLP | Couverture:41%
QRPGRQPQAG LSQANFTLSP VSRSYGGQYR CYGAHNVSSE WSAPSDPLDI ) )
LIAGQISDRP SLSVQPGPTV TSGEKVTLLC QSWDPMFTFL LTKEGAAHPP |?24pepiidesexclsiis
LRLRSMYGAH KYQAEFPMSP VTSAHAGTYR CYGSRSSNPY LLSHPSEPLE
LVVSGATETL NPAQKKSDSK [T[APHLQDYTV ENLIRMGVAG LVLLFLGILL
FEAQHSQRSP PRCSQEANSR KDPDNAPFRVVE PWEQI L
[ Domaine transmembranaire

Fin de la protéine recombinante de ILT7

Figure S1: Analyse protéomique de la protéine recombinante sILT7. (A-B)
Pourcentage de couverture peptidique de la protéine ILT7 sauvage contenus dans les
échantillons de la bande supérieure (Bande A) et inférieure (Bande B) détectées par
coloration au nitrate d'argent. Les peptides détectés pour chaque bande sont indiqués en
jaune, et le nombre de ces peptides qui sont uniques et exclusifs a la protéine ILT7
sauvage est indiqué pour chaque bande. En rouge sont encadrés le début et la fin de la
séquence d'acides aminés de la protéine recombinante sILT7. La séquence du domaine
transmembranaire de la protéine ILT7 sauvage est sous-lignée en vert. Surlignées en vert
se trouvent I'ensemble des méthionines présentes dans les peptides détectés. Le logiciel
Scaffold a servi a l'analyse des données de spectrométrie de masse. La séquence de
référence de ILT7 sauvage du numéro de référence NCBI suivant: NP_036408.3.
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