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RESUME

Le remodelage de la membrane plasmique de la cellule-hote est une des stratégies
d’évasion immunitaire utilisée par le VIH-1 pour persister chez un hote. Une des protéines
accessoires du VIH-1, la protéine virale U (Vpu), joue un réle important dans ce processus en
régulant négativement I’expression de plusieurs protéines de surface. Lors d’une étude de
protéomique quantitative du protéome de la membrane plasmique des cellules T exprimant
Vpu de maniere inductible, nous avons identifi¢ le cluster de différenciation 47 (CD47)
comme une protéine potentiellement ciblée et régulée négativement par Vpu. CD47 est une
protéine multifonctionnelle exprimée de maniére ubiquitaire et impliquée dans plusieurs
processus cellulaires, telle que I’inhibition de la phagocytose via son interaction avec la
protéine régulatrice SIRPa (« signal-regulatory protein alpha »), un récepteur principalement
exprimé par les cellules myéloides, telles que les macrophages. CD47 module aussi I’apoptose
caspase-indépendante directement via son engagement induit par la thrombospondine 1 (TSP-
1) ou des anticorps monoclonaux anti-CD47 spécifiques. Les macrophages sont des cellules
cibles importantes du VIH-1 qui sont infectés depuis les phases initiales de I’infection malgré
I’absence des virus macrophage (M)-tropiques. Plusieurs études ont suggéré que 1’infection

des macrophages pourrait étre le résultat de la phagocytose des lymphocytes T CD4" infectés.

Dans ce contexte, nous avons examiné si la régulation négative de CD47 par Vpu
durant I’infection de cellules T pouvait favoriser la phagocytose par les macrophages et ainsi
contribuer a leur infection. Nous avons initialement confirmé que CD47 est régulée
négativement par le VIH-1, de maniére Vpu-dépendante en utilisant des souches virales de
laboratoire ainsi que des souches transmises/fondatrices (T/F). De plus, la coculture des
cellules T infectées avec des macrophages dérivés de monocytes (MDMs) a démontré que la
régulation négative de CD47 par Vpu provoque la capture et la phagocytose des cellules T
infectées par les MDMs. Bien que les MDMs soient peu susceptibles a I’infection par les virus
T/F, des expériences de coculture de MDMs avec des cellules T infectées par un virus T/F ont
montré D'infection des MDMs et la relache de particules infectieuses. Sur le plan du

mécanistique, nous avons démontré que la déplétion de CD47 médiée par Vpu nécessite le



domaine transmembranaire (TMD) de la protéine, ainsi que les motifs double-sérine
(DSGNES, qui permet le recrutement du complexe E3 ubiquitine ligase SCFPTCP12) et de
trafic (ExxxLV) de Vpu. En effet, Vpu forme un complexe avec CD47 via son TMD et cible
CD47 pour la dégradation lysosomale, ce qui est cohérent avec un mode d’action par lequel

Vpu perturbe le trafic et/ou le renouvellement de CD47 a la membrane plasmique.

Pour mieux définir les implications fonctionnelles de la régulation négative de CD47
par Vpu, nous avons par la suite évalué si celle-ci a un effet sur I’apoptose. Ainsi, nous avons
confirmé que Danticorps monoclonal anti-CD47 (clone CC2C6) permet d’induire
I’engagement de CD47 et provoquer 1’apoptose de maniere CD47-dépendante. De plus, nous
avons démontré que Vpu inhibe la réponse de cellules T infectées a 1’apoptose suite a

I’engagement de CD47 par I’anticorps CC2C6.

L’ensemble de nos résultats souligne une nouvelle fonction de Vpu dans I’infection des
macrophages en augmentant la phagocytose de cellules T infectées via un processus qui
implique la régulation négative de CD47 a la surface des lymphocytes. Cette découverte
permettra de mettre en lumicre de nouveaux mécanismes régissant la transmission
intercellulaire du VIH-1 et I’établissement de I'infection dans les macrophages durant les
phases précoces de ’infection, une étape clé favorisant une transmission virale systémique et
potentiellement 1’établissement de réservoirs viraux persistants. Nos résultats mettent en
¢vidence également un nouveau mécanisme par lequel le VIH-1 module I’apoptose de cellules
infectées pour optimiser sa réplication et sa dissémination. Une meilleure connaissance de ces
processus est importante pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutique et

vaccinale contre I’infection par le VIH-1.

Mots-clés : VIH-1, Vpu, CD47, phagocytose, apoptose
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ABSTRACT

Remodelling of the host cell plasma membrane is one of the strategies used by HIV to
evade host immune responses. One of the accessory proteins of HIV-1, the viral protein U
(Vpu), plays a key role in this process by downregulating the expression of several cell-
surface molecules. In the context of plasma membrane profiling studies of T cells inducibly-
expressing HIV-1 Vpu, we identified the cluster of differentiation 47 (CD47) as a putative
target downregulated by Vpu. CD47 is a ubiquitously expressed multifunctional protein
involved in many cellular processes, such as inhibition of phagocytosis via its interaction with
the signal-regulatory protein alpha (SIRPa), a surface receptor mainly expressed by myeloid
cells, such as macrophages. In addition, CD47 modulates caspase-independent apoptosis
directly through its ligation induced by thrombospondin 1 (TSP-1) or specific anti-CD47
monoclonal antibodies (mAbs). Macrophages are important targets of HIV-1, they are infected
at early stages of infection despites the absence of macrophage (M)-tropic viruses, and several
studies suggested that the infection of macrophages might result from phagocytosis of HIV-1-
infected CD4" T lymphocytes.

In this context, we investigated whether Vpu-mediated CD47 downregulation during
infection of T cells promotes the phagocytosis by macrophages and contributes to their
infection. We firstly confirmed that surface CD47 is downregulated by HIV-1, in a Vpu-
dependent manner by using either laboratory adapted or transmitted/founder (T/F) strains.
Furthermore, cocultures of HIV-l-infected T cells with monocyte-derived macrophages
(MDMs) revealed that CD47 downregulation by Vpu promotes capture and phagocytosis of
infected T cells by MDMs. Importantly, while MDMs were weakly susceptible to infection by
cell-free T/F virus, coculture experiments of MDMs with T/F virus-infected T cells led to
infection of MDMs and release of infectious particles. Mechanistically, Vpu-mediated
depletion of CD47 was found to require the transmembrane domain (TMD), the SCFFTCP1”2 E3
ubiquitin ligase-interacting diserine motif (DSGNES), as well as the trafficking motif
(ExxxLV) of Vpu. Indeed, Vpu can form a physical complex with CD47 through its TMD and
target CD47 for lysosomal degradation, consistent with a mechanism whereby Vpu alters the

trafficking and/or turnover of CD47 at the plasma membrane.
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To better define the functional implications of the Vpu-mediated CD47 downregulation,
we subsequently evaluated whether this would regulate apoptosis. We confirmed that anti-
CD47 mAb CC2C6 was able to induce CD47 ligation and promote apoptosis in a CD47-
dependent manner. Furthermore, we showed that Vpu inhibited the response of HIV-1-

infected cells to apoptosis following CD47 ligation induced by CC2C6 mAb.

Altogether, our results highlight a novel function of Vpu in promoting infection of
macrophages by increasing the phagocytosis of HIV-1-infected T cells through a process that
involves downregulation of surface CD47. This finding provides new insights into the
mechanisms governing the intercellular transmission of HIV-1 and the establishment of
infection in macrophages during early stages of infection, a key step for a systematic viral
transmission and potentially the establishment of persistent viral reservoirs. Our results also
identify a new mechanism by which HIV-1 modulates apoptosis of infected T cells to optimize
its replication and dissemination. A better understanding of these processes is important for

developing novel therapeutic and vaccine strategies against HIV-1 infection.

Keywords : HIV-1, Vpu, CD47, phagocytosis, apoptosis
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION

1. Le Virus de I'immunodéficience humaine de type 1

(VIH-1)

1.1. Problématique

Le virus de I'immunodéficience humaine de type 1(VIH-1) est 1’agent pathogene
responsable du syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA). Depuis 1’identification du
virus en 1983 [1], le nombre d’infections a rapidement augmenté et reste aujourd’hui un
probléme majeur de santé publique a travers du monde. En 2019, prés de 38 millions de
personnes vivaient avec le VIH, et 1.7 millions de nouveaux cas d’infection ont été rapportés
durant cette méme année [2]. Seulement 25.4 millions de personnes vivant avec le VIH
avaient acces a la thérapie antirétrovirale (ART, « antiretroviral therapy ») parmi les 38
millions personnes infectées [2], indiquant que des efforts demeurent a étre déployés pour
I’amélioration de I’acces au traitement. Depuis la fin de Iannée 2019, I’émergence d’un
nouveau virus, le coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu séveére (SARS-CoV-2, « Severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 »), a rapidement atteint un niveau pandémique. Basé
sur des études actuellement disponibles, les personnes vivant avec le VIH ne sont pas plus a
risque d’acquisition de la maladie a coronavirus 2019 (Covid-19, « Coronavirus disease
2019 »), mais I’'impact de la co-infection par le VIH-1 et SARS-CoV-2 est toujours sous
investigation [3]. Néanmoins, selon 1’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), I’acces aux
traitements antirétroviraux est gravement perturbé en raison de la pandémie de Covid-19,

soulignant I’importance d’une collaboration globale pour surmonter cette situation alarmante

[4].



1.2. Classification et diversité du virus

Le VIH-1 fait partie de la famille des rétrovirus (Retroviridae), et de la sous-famille
Orthoretrovirinae. 11 s’agit d’un virus enveloppé avec deux brins d’acide ribonucléique (ARN)
monocaténaires, de polarité positive. Les virus de cette famille se distinguent des autres virus
par la présence d’une enzyme virale nommée la transcriptase inverse (TI), qui leur permet de
transformer leur génome d’ARN en acide désoxyribonucléique (ADN) bicaténaire avant de
s’intégrer dans le génome la cellule hote. Le VIH-1 appartient au genre des Lentivirus, ceux
qui sont des rétrovirus non-oncogeénes dont les caractéristiques sont qu’ils causent des

maladies avec une longue période d’incubation et une réplication virale persistante.

La grande diversité génétique du VIH-1 est ’'un des obstacles majeurs pour effectuer
un contrdle plus efficace de la pandémie du SIDA [5]. Selon les analyses phylogénétiques, le
VIH-1 est classé en quatre groupes distincts : M (« Major »), O ( « Outlier »), N (« non-M,
non-0 »), et P (« Pending the identification of further human cases ») [6]. Ces groupes
correspondent chacun a une transmission indépendante inter-espéces de virus de
I’immunodéficience simienne (VIS) a I’étre humain [7]. En causant environ 95% des cas de
SIDA, le groupe M est responsable de la pandémie actuelle. Le groupe O est principalement
retrouvé dans les pays de 1I’Afrique de 1’Ouest et centrale, notamment le Cameroun, ou il
représente 1-2% des cas d’infection dans cette région [8]. Les cas d’infection par les virus des
groupes N et P sont trés rares et principalement observés chez les résidents au Cameroun ou
les voyageurs qui ont visité ce pays [9]. Le groupe M était sous-divisé en neuf sous-types ou
clades (A, B, C, D, F, G, H, J et K) qui sont génétiquement distincts; le développement du
séquencage de génome entier a permis 1’identification récente d’un nouveau sous-type, L [10].
Il existe également des formes recombinantes uniques ou circulantes (URFs ou CRFs, pour
« Unique or Circulating Recombinant Forms », respectivement), qui, par définition, sont
issues de la recombinaison de différents sous-types chez un individu quand I’infection par
plusieurs sous-types se produit. Les virus recombinants sont définis comme CRFs lorsqu’ils se
trouvent chez plus de trois individus ; dans le cas contraire, ils sont considérés comme des

URFs.
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Figure 1.1. Distribution globale des différents groupes, sous-types et recombinants

du VIH-1.

Carte du monde illustrant la distribution globale des trois groupes mineurs (O, N, P) du VIH-1, avec des
sous-types majeurs du groupe M prédominant et les CRFs/URFs. La carte a été établie a partir des données

publiées [8, 9, 11, 12].

1.3. Structure et organisation génomique du VIH-1

Le VIH-1 est un virus enveloppé. Un virion mature mesure environ 145 nm de
diamétre [13]. La particule virale est entourée d’une membrane lipidique dérivé de la cellule
héte infectée ; avec I’enchassement des complexes glycoprotéiques, chaque complexe est
formé de trimére de glycoprotéines de surface (gp120) et transmembranaires (gp41) liées de
maniére non covalente. A D’intérieur de la membrane virale se trouvent des protéines
structurales telles que la matrice (MA, p17), la capside (CA, p24) et la nucléocapside (NC, p7)
(Figure 1.2A). Dans la capside de forme conique se trouvent le génome viral constitué de deux
molécules d’ARN simples brins sous forme du complexe de ribonucléoprotéine virale (VRNP,
« viral ribonucleoprotein ») qui est recouvert et condensé par la protéine de la NC, et associée
avec les enzymes TI et intégrase (IN, p13) [14]. La TI (p66/p51) a pour fonction, comme

précédemment expliquée, de convertir I’ARN en ADN par ’étape de transcription inverse;



I’IN permet I’intégration de I’ADN viral dans le génome de la cellule hote. De plus, des
protéines accessoires (Vpr, Nef et Vif) sont aussi présentes au sein de la capside. L’autre
enzyme essentielle pour la réplication est la protéase (PR) qui se situe entre la MA et la CA,
elle a pour fonction d’assister le clivage des poly-protéines nouvellement synthétisées afin de

générer des protéines matures.

Appariés par des liaisons non-covalentes, les deux brins identiques d’ARN
monocaténaires constituent le génome du VIH-1, qui est environ de 10 kb codant pour 15
protéines virales. L’ADN proviral est généré suite a la transcription inverse de I’ARN
génomique (ARNg) viral en ’ADN proviral intégré dans le génome de la cellule hote. Cet
ADN proviral est flanqué a chaque extrémité par la séquence terminale longue répétée ou LTR
(« Long terminal repeat ») [15]; le 5> LTR contient le promoteur ainsi que des séquences qui
modulent positivement ou négativement la transcription. Le génome contient les génes gag,
pol et env codant pour les poly-protéines, qui sont clivées aprés la maturation et permettent la
génération des protéines structurales et enzymatiques virales. Le géne gag code pour le
précurseur Pr5592¢, dont la maturation permet de générer les protéines MA, CA, NC et p6. Le
géne pol code pour les protéines enzymatiques PR, TI et IN. Un précurseur Pr1609aePo! est
¢galement produit par changement de cadre de lecture ribosomique avec I’addition de PR, TI
et IN au niveau de Pr559%, Le géne env code pour le précurseur gpl60, qui se forme en
trimere et subit ensuite un clivage par la protéase furine au niveau du réseau trans-Golgien
(TGN, « Trans-Golgi network »), en donnant deux fragments associés de mani¢re non-
covalente : la gp120 permet la fixation au récepteur CD4, et la gp41 qui induit la fusion des
membranes virale et cellulaire [16]. Les séquences additionnelles codent pour les protéines
régulatrices (Tat et Rev) et accessoires (Vif, Nef, Vpr et Vpu). La fonctionnalité de ces

protéines sera présentée dans les sections ci-dessous.
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Figure 1.2. Structures de la particule virale et du génome du VIH-1.

(A) Schéma illustrant une particule virale mature du VIH-1. (B) Organisation du génome du VIH-1 sous
formes de I’ARN viral et de I’ADN proviral. Les positions verticales des barres colorées indiquent les trois

différents cadres de lecture codant pour les protéines virales. La figure a été établie a partir des données

publiées [15, 17].



1.4. Cycle de réplication du VIH-1

Le cycle de réplication du VIH-1 inclus plusieurs étapes essentielles (Figure 1.3) : pour
générer des particules virales matures et infectieuses. Il se divise en une phase précoce (de
I’entrée jusqu’a I’intégration) et une phase tardive (de la transcription jusqu’a la production de

particule virale infectieuse).

13. Maturation

et relache

= 0 J‘12. Bourgeonnement

Nef.
3. Entrée
rse
r = = 9 6. Décapsidation
-lxxmxm __compléte Pooool ) SR
4. Import nuclealre i} \_/4( V;;\N/\/
7. Intégration L / ’ :
8. Transcription
20000000000 pPOCA0a0C
Cytoplasme . Noyau

Figure 1.3. Cycle de réplication du VIH-1.

Schéma illustrant les étapes principales du cycle de réplication du VIH-1. L’entrée virale est médiée par
I’attachement de 1’enveloppe au récepteur CD4 et un corécepteur (CXCR4 ou CCRS5). Aprés la fusion entre
la membrane virale et la membrane plasmique, la capside contenant I’ARNg est transférée dans le noyau. La
transcription inverse et la décapsidation se complétent & proximité d’un pore nucléaire. L’ADN viral est
ensuite intégré dans le génome de cellule hote. L’ARNP II permet par la suite la transcription des génes :
d’abord, les ARNm entiérement €pissés sortent du noyau pour la synthése des protéines précoces (Tat, Rev
et Nef). Les ARNm partiellement épissés et non-€pissés sortent a I’aide de Rev; les premiers codent pour
Env, Vif, Vpr et Vpu ; les derniers codent pour les précurseurs Pr559% et Pr1609%¢™! et servent d’ARNg
pour la production des nouveaux virions. La traduction s’effectue dans le cytoplasme, sauf pour le
précurseur d’Env gp160, qui est traduit dans le RE et la voie sécrétoire, ou il est glycosylé et clivé par la
furine en gpl20 et gp4l. L’assemblage se compléte ensuite a la membrane plasmique, ou les virions
bourgeonnent puis sont relargués, et deviennent matures aprés le clivage par la PR pour obtenir des

particules virales infectieuses. La figure a été établie a partir des données publiées [18-20].



1.4.1. Les étapes de la phase précoce

L’entrée dans une cellule hote initie le cycle de réplication du VIH-1. Ceci commence
par I’attachement du virus a la surface de la cellule hote et finit par la fusion des membranes
virale et cellulaire, avec ensuite la libération de la capside virale dans le cytoplasme cellulaire.
La fixation au récepteur primaire CD4 induit un changement conformationnel de la gp120 qui
expose sa boucle variable 3 (V3), lui permettant d’interagir avec le corécepteur, CXCR4
(« CXC chemokine receptor 4 ») ou CCRS (« CC chemokine receptor 5 »). Le choix du
corécepteur est le déterminant majeur du tropisme viral des isolats du VIH-1 [21];
généralement, les isolats utilisant CCRS (virus R5) sont responsable pour la transmission
virale, tandis que les isolats utilisant CXCR4 (virus X4) ou les deux (bi-tropique, virus R5X4)
émergent plus tard durant la progression de la maladie [22-25]. L’engagement du corécepteur
provoque des changements de conformation additionnels dans la gp41, entralnant la
translocation et 1’insertion du peptide de fusion hydrophobique, qui se situe a I’extrémité N-
terminale de gp41, dans la membrane cellulaire. Le segment C-terminal transmembranaire
(TM) de gp41 se trouve dans la membrane virale. Des réarrangements subséquents aboutissent
a la conformation repliée de la gp41 en une structure d’ « épingle a cheveux », formant un
faisceau de six hélices qui permet le rapprochement et 1’alignement des segments du peptide
de fusion et du TM. Ceci meéne a la fusion des deux membranes [26, 27] et la formation du

pore de fusion, via lequel la capside virale est délivrée dans le cytoplasme de la cellule cible.

La capside d’un virus mature comprend environ 1,500 unités de protéines de capside,
appelées capsomeres, qui s’assemblent et forment une structure en treillis avec environ 200
hexameres et 12 pentameres [28]. Le désassemblage des capsomeres est régulé par un
processus appelé la décapsidation, qui s’est produite avant I’intégration de ’ADN proviral
dans les chromosomes de la cellule hote. Au cours des derniéres décennies, cette étape étaient
considérée comme un événement cytoplasmique, car des €tudes ont proposé¢ qu’une capside
intacte mesure ~61 nm de diamétre [13], ce qui est supérieure qu’au diamétre d’un pore
nucléaire de ~39 nm [29]. Cependant, plus en plus d’études supportent un autre modele de
décapsidation, qui aurait lieu aux pores nucléaires, et qui impliquerait I’amarrage de la capside

intacte, et une décapsidation progressive qui serait compléte apres I’entrée dans le noyau [30-



32]. Des études plus récentes également montrent que I’import nucléaire de la capside se
déroulerait avant la transcription inverse et la décapsidation, et affirment que ces dernicres
auraient lieu dans le noyau a proximité des sites d’intégration [32-34]. Néanmoins, le timing et
le niveau de cette désorganisation structurelle est critique pour la transcription inverse, car des
mutations au niveau de la protéine CA aboutissant a la déstabilisation de la structure de la
capside entraine un défaut séveére de la transcription inverse, probablement en raison de la
dégradation prématurée des composantes essentielles, y compris I’IN [30]. Il semble donc y
avoir une relation séquentielle entre les processus de décapsidation et la transcription inverse

de I’ARNg viral.

La transcription inverse de I’ARNg du VIH-1 en I’ADN bicaténaire est une étape clé
au cours de ’infection virale [35]; ¢’est d’ailleurs une cible importante pour plusieurs drogues
antirétrovirales [36]. L’enzyme TI joue un rdle central dans cette étape en catalysant la
réaction [37, 38]; elle est encapsidée dans les virions avec les deux copies d’ARNg chacune
associées a2 ’ARN de transfert lysine 3 de la cellule hote (ARNtY$3) qui fonctionne comme
I’amorce pour Dinitiation de la transcription inverse [39]. La réaction commence par
I’association de PARNtY$3 4 la séquence complémentaire située dans la région PBS (« Primer
binding site ») de D'extrémité 5’ de I’ARNg. La synthése de ’ADNc permet ensuite la
formation d’un hybride ADN/ARN, qui est reconnu et clivé par le domaine RNaseH de la TI;
I’ARNg est ainsi dégradé. Lorsque la réaction a cette extrémité se termine, le brin d’ADNc
nouvellement synthétisé de polarité négative est transféré a I'extrémité 3’ de I’ARNg et la
synthése de I’ADNc se poursuit. Parallelement, ’ARNg est dégradé¢ par la RNaseH, a
I’exception du fragment PPT (« Polypurine tract ») qui lui est résistant. Le fragment PPT
restant sert d’amorce pour la synthése du brin positif qui s’étend jusqu’a la région PBS. La
région PBS dans la séquence complémentaire favorise le transfert du brin, et la synthése de ce
brin de polarité positive continue. L’extension des deux brins permet la synthése complete de
I’ADN viral linéaire bicaténaire, qui reste associ¢ a des protéines cellulaires et virales en
formant le complexe de pré-intégration (CPI). Il faut souligner que la TI ne posséde pas
d’activité exonucléase 3’-5’ pour la relecture et le mécanisme d’édition, entrainant ainsi un

taux d’erreurs trés élevé [40].



Tel que mentionné ci-dessus, le CPI contient I’ADN viral, I’IN, la CA et des protéines
cellulaires; il est libéré dans le noyau et régule I’intégration de I’ADN viral dans le génome
cellulaire. L’IN est codée par le géne pol; ’enzyme IN mature, composée de trois domaines
différents au niveaux structurel et fonctionnel [41-43], est dérivée de la poly-protéine Gag-Pol
suite au clivage par la protéase virale [44]. Le domaine N-terminal de I’IN contient un motif
pour la liaison du zinc; le domaine central est responsable de 1’activité enzymatique, enfin le
domaine C-terminal permet la liaison avec I’ADN de manieére non spécifique. L’IN se
multimérise au bout de LTR viral, et clive deux nucléotides a chaque extrémité 3° de I’ADN
viral, générant ainsi des extrémités 3’- hydroxyle encastrées et chimiquement réactives. Ces
extrémités 3’ se lient ensuite aux extrémités 5’-phosphate de ’ADN cible de maniere
covalente, formant un intermédiaire d’ADN recombinant avec des cassures simple-brin au site

d’intégration, qui sont finalement réparées par la machinerie cellulaire.

1.4.2. Les étapes de la phase tardive

L’ADN viral intégré sert de matrice pour la transcription. L’ARNm viral est ainsi
transcrit par la machinerie de ’ARN polymérase II (ARNP II) [45], qui est recrutée au
promoteur situé dans LTR 5’ [46]. L’expression optimale des geénes du VIH-1 dépend des
protéines régulatrices Tat et Rev, qui sont codées par les ARNm entierement épissés produits
immédiatement apres 1’infection. Le rdle principal de Tat est d’activer I’élongation a partir du
LTR, permettant ainsi la synthése des transcrits pleine-longueur. Pour ce faire, Tat interagit
avec un ¢lément tige-boucle d’ARN appelé TAR (« transactivation response element »)
présent dans le LTR [47]; le facteur d’¢élongation P-TEFb est ensuite recruté au LTR via
I’interaction avec Tat et TAR. Ceci induit la phosphorylation de ’ARNP II au domaine C-
terminal, permettant ainsi une activation efficace de 1’¢longation via le désassemblage de

facteurs inhibant 1’¢longation des ARNm [46].



Au fur et a mesure que s’effectue la transcription efficace, les ARNm partiellement
épissés et non-épissés sont produits; ceux-ci s’accumulent dans le noyau en absence de Rev.
Tel que mentionné au-dessus, Rev est codée par les ARNm enti¢rement épissés, qui ont la
capacité de quitter le noyau et qui permettent la synthése de Tat, Rev et Nef au début de
I’infection. La protéine Rev se déplace ensuite au noyau et s’implique dans 1’export nucléaire
des ARNm partiellement épissés et non-épissés. Le transport régulé par Rev nécessite son
interaction avec un ¢élément d’ARN hautement structuré appelé RRE (« Rev-responsive
element ») [48], les ARNm contenant RRE sont ainsi transférés au cytoplasme ou la
traduction s’effectue. Les ARNm partiellement épissés codent pour I’enveloppe virale Env du
VIH-1 et les protéines accessoires Vif, Vpr et Vpu ; tandis que les ARNm non-épissés pleine-
longueur codent pour la poly-protéine (Pr559%¢ ou Pr16092ePol), et servent également d’ARNg

pour les virions [49, 50].

L’assemblage des virions s’effectue au niveau de la membrane plasmique de la cellule
hote. Ce processus est régit par le précurseur des protéines structurales Pr559%€, qui consiste en
les domaines mentionnés auparavant : MA, CA, NC et p6, ainsi que deux courts peptides de
séparation (spl et sp2) [51]. La poly-protéine Pr16093P°! contient tous les éléments de Pr5593
plus les enzymes virales PR, TI et IN. Le domaine MA est myristyl¢ et contient une région
hautement basique qui s’associe avec le PI(4,5)P2 («phosphoinositide phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate ») membranaire, permettant ainsi 1’ancrage de Pr559% et Pr160%2e™! § Ja
membrane plasmique [52]. Il faut souligner que la production et I’incorporation du précurseur
Pr1609aePo! est relativement plus bas par rapport au précurseur Pr559 (~1 : 20) en raison d’un
changement de cadre de lecture ribosomique [53, 54]. Le domaine CA, via I’interaction CA-
CA, provoque I’oligomérisation de Gag qui est nécessaire pour 1’assemblage des virions
immatures et la formation subséquente de la capside conique des virions matures [55]. Le
domaine NC lie ’ARNg viral via deux motifs en doigt de zinc, cette association permet
I’encapsidation du génome viral et joue un role crucial dans 1’oligomérisation de Gag [56].
Les précurseurs s’assemblent et forment une particule sphérique entourée de la membrane
plasmique. Les glycoprotéines de I’enveloppe virales (Env), traduites sous forme d’un trimere

gpl60 au niveau du réticulum endoplasmique (RE), sont clivées dans 1’appareil de Golgi et
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donnent naissance aux sous-unités gp120 et gp41. Le domaine cytoplasmique de cette derniére

s’interagit avec le domaine MA, permettant ainsi I’incorporation de I’Env [57].

Le domaine p6 est impliqué dans la relache des virions via 'utilisation de la machinerie
ESCRT (« endosomal sorting complex required for transport ») de la cellule hote. Deux motifs
de p6 sont responsables pour ce processus : le motif PTAP qui recrute la protéine TSG101
(«Tumor susceptibility gene 101 ») [58] et le motif LYPX qui recrute la protéine ALIX
(« Apoptosis-linked gene 2-interacting protein X ») [59]. TSG101 est une sous-unité¢ du
complexe ESCRT-I cellulaire, tandis que ALIX est une protéine accessoire du complexe
ESCRT-III. L’association de p6 avec ces deux protéines permet le recrutement subséquent
d’autres composantes des complexes ESCRT, menant a D’abscission finale des virions
bourgeonnants a la membrane plasmique [60]. Finalement, ’enzyme PR conduit la
maturation des virions via le clivage au plusieurs sites des précurseurs Pr559¢ et Pr16052eP!,
Ce processus est accompagné du changement de la morphologie virale, notamment

I’apparence d’une capside de forme conique [51].

1.5. Transfert du VIH-1 de cellule a cellule via des synapses

La diffusion en phase fluide des particules virales « libres » du VIH-1 n’est pas un
mode efficace d’infection, car les virions devraient rencontrer les cellules cibles parmi de
nombreuses cellules non-permissives [61]. Par contre, la propagation du VIH-1 via contact
direct entre une cellule infectée et une cellule non infectée est généralement environ 10-fois
plus efficace [62, 63]. Il existe plusieurs modes de transfert cellule-cellule, tels que via la
formation des filopodes ou des nanotubes [64, 65], celui le plus efficace est probablement via

la synapse virologique (SV) [66].

La structure de la SV établie entre une cellule T CD4" infectée et une cellule T CD4*
cible non infectée est bien comprise. La formation de cette structure est initiée par
I’attachement de la glycoprotéine d’enveloppe gpl20 exposée a la surface de la cellule
infectée avec le récepteur CD4 de la cellule cible. Cette interaction permet ensuite le

recrutement du précurseur viral Gag a ’interface intercellulaire [67], ainsi que le recrutement
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de corécepteurs CXCR4 ou CCRS5, molécules d’adhésion (e.g., LFA-1, ICAM-1/3) [67], et
d’autres protéines membranaires telles que les tétraspanines [68]. La synapse est formée et
stabilisée avec la polarisation de ces protéines virales et cellulaires, les virions se disséminent

ainsi vers la cellule cible a partir de la cellule infectée [69].

@OQ

Cellule infectée Cellule cible

® @

ICAM-1/3 LFA-1 Env CD4 CXCR4/CCRS5

Figure 1.4. Schéma d’une synapse virologique prototypique.

La cellule T CD4" infectée forme un contact adhésif avec la cellule cible exprimant CD4 via I’interaction
Env/CD4 et I’interaction des molécules d’adhésion. Les virions bourgeonnés a partir de la cellule infectée se

migrent vers la cellule cible (fléche), I’infection se poursuit via I’entrée médiée par le récepteur.

1.6. Pathogéneése du VIH-1

L’évolution de I’infection par le VIH-1 est divisée en trois étapes différentes : la phase
de I’infection aigué, la phase d’infection chronique et le stade SIDA. L’infection aigué est la
phase initiale qui ne dure que quelques semaines et se caractérise par une multiplication virale
trés importante et une perte de lymphocytes T CD4" partiellement réversible [70], notamment
dans les muqueuses intestinales. Les réponses immunes contre le VIH-1 se développent durant
les premicres semaines d’infection et aboutissent a un certain controle de la réplication virale,

surtout grace aux lymphocytes T CD8" cytotoxiques (CTLs, « cytotoxic T lymphocytes »).
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Cette étape est suivie par la phase chronique, qui est asymptomatique mais avec une
réplication persistante du virus. Elle est aussi caractérisée par une activation immunitaire
systématique, I’inflammation et la déplétion graduelle des lymphocytes T CD4", menant ainsi

au SIDA (phase finale) en absence de I’intervention ART.

L’établissement de I’infection par le VIH-1 est initiée par celle d’une cellule cible par
une seule particule virale aux ports d’entrée. Des études dans le modéle d’infection des singes
par VIS ont démontré que la transmission au niveau des muqueuses induit I’infection des
cellules CD4", notamment les lymphocytes au repos, et également les macrophages ainsi que
cellules dendritiques [71, 72]. Bien que I’inoculation (e.g., le sang) contient des virus
génétiquement différents, seulement une partie des virus sous le terme de « transmis/
fondateurs » (T/F) sont capables d’établir I’infection [73]. Le virus se réplique initialement au
niveau des organes lymphoides régionales et I’amplification est modeste. La migration des
cellules T infectées et des virions dans le sang permet ensuite I’amplification massive au
niveau des tissus lymphoides associés au tube digestif (GALT, « Gastrointestinal-associated
lymphoid tissues »), de la rate et de la moelle osseuse. La virémie atteint ainsi le pic et, durant
cette période, la déplétion prononcée de lymphocytes CD4" dans les GALT est observable
[74]. La perte de I’intégrité¢ de la muqueuse aboutit a la translocation des produits microbiens
dans la circulation sanguine, augmentant ainsi l’activation immunitaire et accélérant la
propagation du VIH-1 [75, 76]. Ceci affecte également les fonctions métaboliques et
digestives. Néanmoins, une portion des lymphocytes mémoires quiescentes qui ont survécu
forme un réservoir viral latent. Le pic de la virémie ne persiste que pour quelques semaines, en
raison de la déplétion des cellules susceptibles, et de I’augmentation de la réponse immunitaire
médiée par les CTLs. Le nombre de CTLs augmentant, et éventuellement il y a production
d’anticorps neutralisants (nAbs, « neutralizing antibodies »), qui sont capables de neutraliser le
virus autologue malgré la puissance est faible [77]. Le nombre de lymphocytes CD4" peut
remonter grace a la réponse inflammatoire; cependant, elles sont ciblées par les virus et la

déplétion se persiste.
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Figure 1.5. Schéma de la progression de I’infection par VIH-1.

Schéma illustrant 1’évolution des parametres au cours de la pathogenese du VIH-1: la charge virale
(virémie) (bleu), les niveaux des cellules T CD4" (rouge) et CTLs CD8" (violet), ainsi que I’activation de la

réponse immunitaire (vert). La figure a été établie a partir de la référence [78].

Les individus infectés entrent ensuite dans une période asymptomatique, associée avec
le déclin de la virémie. Cette phase dure généralement environ 7 a 10 ans chez les individus
sans traitement, bien que des cas avec une progression plus rapide (3 a 5 ans) ou plus lente (10
a 20 ans) ont été décrits [79]. Le niveau de CTLs reste relativement haut, la réplication virale
persiste quoiqu’a un niveau tres bas, la quantité de I’ARN viral dans le plasma (charge virale)
se stabilise a une valeur de consigne (« set-point ») particulier, le niveau de laquelle est
différent parmi les patients. Au cours de cette phase chronique, des effets pathogenes
persistent, induisant la perte progressive des lymphocytes CD4" et la déficience du systéme
immunitaire [80]. Le niveau de la valeur de consigne et le nombre de cellules T CD4" dans le
sang s’agissent des prédicteurs pour la progression de la maladie [81, 82]. Au fur et a mesure
que la maladie se développe, la destruction de I’architecture des tissus lymphoides devient
plus profonde, qui résulte de la réplication virale et de I’activation chronique des cellules du
systéme immunitaire. A la derniére phase de la maladie, il y a destruction du systéme
lymphoide ; le nombre de lymphocytes T CD4" devient inférieur a 200 cellules/uL, ceci est

aussi accompagné d’une baisse du nombre de CTLs. Dans les ganglions lymphatiques, la
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réplication virale augmente, la population virale devient encore une fois relativement
homogene. Dans ce stade de SIDA, le systtme immunitaire s’affaiblit, des infections

opportunistes apparaissent, I’espérance de vie diminue.

Tels que mentionnés auparavant, les virus utilisant le corécepteur CCRS5 (R5) persistent
tout au long de I’infection, quoique des virus capables d’utiliser CXCR4 exclusivement (X4)
ou les deux corécepteurs (R5X4) émergent au stade tardif chez environ 50% des individus
infectés par le VIH-1 des sous-type B du groupe M [83, 84]. Ce changement de 1’utilisation du
corécepteur s’accompagne par la diminution de cellules cibles disponibles, car les cellules T
CD4" mémoires expriment plus de CCRS, et les cellules T naives expriment plus de CXCR4
[85].

1.7. La thérapie antirétrovirale

Des avancées significatives dans le traitement des individus infectés par le VIH ont été
réalisées depuis I’introduction du premier agent antirétroviral zidovudine (AZT) en 1987. 1l
existe actuellement plus de 25 médicaments antirétroviraux divisés en six grandes classes
selon leur capacité a inhiber les différentes étapes du cycle de réplication du VIH-1 et leur
mécanisme : (1) les inhibiteurs, nucléosidiques ou nucléotidiques, de la transcriptase inverse ;
(2) les inhibiteurs non nucléosiques de la transcriptase inverse ; (3) les inhibiteurs de transfert
de brin de I’intégrase ; (4) les inhibiteurs de la protéase ; (5) les inhibiteurs de fusion ; ainsi

que (6) les antagonistes du corécepteur CCRS [86].

Néanmoins, la monothérapie avec I’administration d’un seul antirétroviral n’est pas
efficace en raison de l’apparition de résistances résultant de I’introduction des mutations
fréquentes dans le génome viral par la transcriptase inverse [87]. Lorsque les médicaments
antirétroviraux de différentes classes sont combinés, ils deviennent beaucoup plus efficace
pour contrdler le virus. Cette combinaison s’agit d’un traitement antirétroviral hautement actif

(HAART, « highly active antiretroviral therapy »), grace auquel l’infection au VIH est

15



devenue une affection chronique maitrisable chez les patients qui ont I’acces aux médicaments
et qui ont une suppression virologique durable [88]. L’avénement de la HAART a bien
amélioré la qualité et la durée de vie des personnes vivant avec le VIH, elle ne guérit
cependant pas I’infection. Le traitement présente certains effets secondaires ou indésirables

qui sont variés [89], I’arrét de la prise des médicaments s’accompagne d’un rebond viral.

1.8. Rales des protéines accessoires dans la pathogénese virale

Les protéines accessoires du VIH-1 sont essentielles pour ’infection in vivo. Ces
protéines partagent une propriét¢é commune dans leurs fonctions: il s’agit des protéines
adaptatrices qui, dans la plupart des cas, provoquent la destruction de ces protéines cellulaires,
appelées facteurs de restriction. De cette manicre, les protéines accessoires fonctionnent
comme des antagonistes des mécanismes intrinséques de défense qui détectent et contrecarrent

la production virale.

1.8.1. Vif

La protéine Vif (« viral infectivity factor ») s’exprime tardivement dans le cycle viral.
Il s’agit d’une protéine cytoplasmique de 23 kDa [90], il est également incorporé dans les
particules virales produites (60 a 100 copies par virion) [91]. Des études initiales ont démontré
que Vif était essentielle pour la réplication virale dans les lymphocytes primaires et les cellules
my¢loides mais dispensable dans certaines lignées cellulaires immortalisées de lymphocytes T
[92-94]. Les cellules ont été classifiées en « permissives » ou « non-permissives » selon leur
susceptibilit¢ a Dinfection productive par les VIH-1 Vif-déficient. L’utilisation
d’hétérokaryons formés par fusion des cellules permissives et non-permissives a démontré que
ces derni€res exprimaient un inhibiteur dominant qui perturberait la réplication virale [95, 96].
La protéine CEM15 était ensuite isolée a partir des cellules CEM non-permissives; cette
protéine transmettait le phénotype non-permissif aux cellules permissives. Par la suite, elle a
été identifi¢e comme APOBEC3G (A3G, « Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic
polypeptide-like protein 3G »), une cytidine désaminase [97].
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Vif contrecarre 1’activité antivirale intrinseque des protéines APOBEC3, notamment
I’A3G, qui est incorporée dans les virions, en absence de Vif, et désamine les cytidines de
I’ADN formé durant le transcription inverse. Ceci entraine I’hypermutation 1étale de G-a-A
[98-100], ainsi que des mutations qui contribuent a la diversité génétique du virus [101]. 11
faut noter que I’incorporation de 1’A3G aux virions nouvellement formés inhibe Ia
transcription inverse également via un mécanisme désamination-indépendante [102, 103].
Pour contrebalancer I’inhibition par les protéines APOBEC3, Vif recrute un complexe E3
ubiquitine ligase a ces protéines, induit leur poly-ubiquitination et leur dégradation

subséquente par le protéasome [104, 105].

1.8.2. Nef

Nef («negative factor») est une protéine myristoylée de 27-35 kDa exprimée
précocement durant I’infection par un ARNm entierement €pissé [106], environ 5 a 10 copies
de protéine Nef sont incorporées par chaque virion produit [107]. Comme les autres protéines
accessoires du VIH-1, Nef n’est pas essentielle pour la réplication virale in vitro; cependant,
chez les individus infectés par des virus Nef-déficients, la progression de la maladie est
généralement trés lente ou absente [108]. Des observations similaires ont ét¢ également

trouvées chez les singes infectés par un VIS Nef-déficient [109].

Conjointement avec Vpu, Nef diminue le niveau de CD4, le composant majeur du
complexe de récepteur utilisé par le VIH pour infecter les cellules. CD4 est une glycoprotéine
exprimée a la surface des lymphocytes CD4" et des macrophages, les cibles cellulaires
principales du VIH. L’infection des cellules CD4" par le VIH induit une diminution rapide et
constante de 1’expression de CD4 a la surface cellulaire [110], limitant la surinfection des
cellules par des virions additionnels [111] et contribuant ainsi a 1’évasion immunitaire des
cellules infectées. Ainsi, cette diminution permet aux cellules infectées d’échapper a la

réponse  ADCC (« Antibody-dependent cellular cytotoxicity ») par la suppression de
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changements conformationnels dans I’enveloppe virale induits par CD4 nécessaires pour la
fixation d’Ac [112, 113]. Etant produite précocement, Nef cible les molécules de CD4 pré-
existantes a la surface. Nef interagit avec CD4 au niveau de la membrane plasmique et recrute
le complexe des protéines adaptatrices-2 (AP-2), induisant ’endocytose de CD4 de maniere
clathrine-dépendante et, finalement, la dégradation lysosomale du récepteur viral [114]. Le
mécanisme du transport des vésicules contenant CD4 aux lysosomes est actuellement a 1’étude,
mais semble avoir besoin de I’interaction entre Nef et -COP (« coatomer subunit beta »)

[115].

Nef induit aussi la diminution de 1’expression du complexe majeur d’histocompatibilité
de classe I (CMH-I) a la surface des cellules infectées, les protégeant ainsi de la
reconnaissance par les CTLs [116, 117]. Nef induit également 1’augmentation de 1’expression
de la chaine invariante (li, CD74) de CMH-II et la diminution concomitante du CMH-II
mature, empéchant ainsi la présentation antigénique des cellules infectées [118-120]. De plus,
Nef provoque [D’internalisation du facteur de restriction transmembranaire SERINC3/5
(« serine incorporator 3/5 »), inhibant ainsi leur inclusion dans les virions bourgeonnants et

augmentant I’infectivité virale [121, 122].

1.8.3. Vpr

Vpr est une petite protéine de 96 acides aminés codée par le géne vpr qui se situe au
centre du génome du VIH-1, chevauchant avec les génes codant pour Vif et Tat [123]. Cette
protéine de 14 kDa, exprimée tardivement durant I’infection, est bien conservée dans les
lentivirus [124], et est particulierement bien incorporée dans les particules virales (environ 100
copies par virions) [125]. L’incorporation est dépendante du domaine p6 de la poly-protéine

Pr5592¢[126], via ’interaction directe avec le motif LXSLFG de p6 Gag [127].

I1 a été rapportée que Vpr est importante pour 1’infection des cellules qui ne se divisent

pas, notamment les macrophages [128] ; cependant, Vpr n’a pas d’effet sur le premier cycle
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d’infection des MDMs [128, 129], suggérant que Vpr n’est pas requis pour I’import nucléaire
dans ces cellules, et que ses fonctions principales tiennent place aprés l’intégration. Vpr
contribue également a moduler la réponse antivirale induite par I’infection : en effet, elle
réduit la transcription des genes codant pour I’interféron de type I (notamment IFNa et IFNP),
ainsi que des génes induits par I'IFN, tel que MxA via I’activation du complexe SLX4, qui est
impliqué dans la réparation de I’ADN; une activation de ces genes entrainerait I’élimination de
I’ADN viral et I’évasion immunitaire subséquente [130]. La fonction la plus étudiée de Vpr est
son induction de I’arrét du cycle cellulaire en phase G2 dans les cellules qui se divisent
activement [131]; ce blocage provoque d’une part 1’augmentation de 1’activité du LTR et la

production virale [132] et d’autre part I’induction de ’apoptose [133].

Bien que plusieurs mécanismes impliqués dans les fonctions de Vpr restent
insaisissables, il a été illustré que son interaction avec DCAF1 (« DDB1 and Cullin4-
associated factor 1», initialement appelé VPRBP « Vpr binding protein »), un protéine
adaptatrice de I’E3 ubiquitine ligase DDB1-CUL4AVYPREP | joue un role important dans ces
processus [134]. Des protéines cibles de Vpr sont ubiquitinylées par ce complexe puis

dégradées par la machinerie du protéasome [135].

1.8.4. Vpx

Le VIH-2 et certaines souches du VIS (e.g., celles du mangabey enfumé ou du macaque :
VISsmm ou VISmac) codent la protéine virale X (Vpx) [136-138]. Ayant une origine ancestrale
commune avec Vpr [124, 139], Vpx est essentielle pour la réplication virale chez certaines
cellules, telles que les macrophages, les cellules T CD4" [140] et les DCs [141, 142]. En effet,
Vpx interagit aussi avec DCAF1 et provoque la dégradation du facteur de restriction
SAMHDI1 (« Sterile alpha motif and histidine aspartate domain-containing protein 1 »), une
enzyme avec 1’activité phosphohydrolase et inhibe ainsi la transcription inverse en diminuant
le taux intracellulaire des désoxynucléotides (ANTPs) [143, 144]. La poly-ubiquitination et
dégradation subséquente de SAMHDI induises par Vpx favorisent I’infection des cellules

my¢loides et des cellules T quiescentes.
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2. La protéine virale U (Vpu)

Vpu (« Viral protein U ») est une petite protéine accessoire, exprimée seulement chez
le VIH-1 et son précurseur VIScpz, mais absente chez le VIH-2 et d’autres isolats du VIS
[145-148]. La caractérisation moléculaire subséquente a démontré la présence du geéne vpu
dans quelques isolats additionnels incluant VISgor [149, 150]. Vpu est synthétisée tardivement
durant le cycle de réplication virale, a partir du méme ARNm bicistronique qui code pour Env
[151], différemment des autres protéines accessoires, Vpu n’est pas incorporée dans la

particule virale [152].

2.1. Structure

La protéine Vpu se compose d’environ 81 acides aminés (aa); il s’agit d’une protéine
transmembranaire de type I de 16-17 kDa [145, 153]. Elle est constituée d’un domaine luminal
court a ’extrémité N-terminale dont la fonction n’est pas encore déterminée, d’un domaine
transmembranaire de 23 aa, et d’une queue cytosolique de 56 aa a I’extrémité C-terminale. Ce
dernier contient deux hélices alpha (H1 et H2), contenant les motifs bi-sérine DSGNES et de
trafic ExxxLV qui se trouvent, respectivement, dans la région liant les hélices et la deuxieme
hélice H2. Le motif DSGNES contient deux résidus sérines phosphorylés par la kinase
cellulaire CK-II (« casein kinase-II »), ce qui entraine le recrutement de B-TrCP1/2 (« beta-
transducin repeats-containing proteins lor 2 »), la sous-unité du complexe E3 ubiquitine ligase
Skpl, la Cullin et F-box (SCFFTCP12). tandis que le motif de trafic ExxxLV est capable
d’interagir avec les protéines AP-1 ou AP-2 [154].
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Figure 1.6. Schéma de la topologie structurale de Vpu.

Schéma illustrant les motifs fonctionnels principaux de Vpu : le domaine transmembranaire (TM), le motif

bi-sérine DSGNES et le motif de trafic ExxxLV.

2.2. Cibles principales

2.2.1. CD4

Etant produite tardivement, au contraire de Nef, Vpu cible les protéines CD4
nouvellement synthétisées, entrainant leur rétention dans le RE et la dégradation subséquente
par la voie associée au RE (ERAD, pour « ER-associated degradation ») [155-158]. Ce
processus requiert I’interaction physique entre les domaines transmembranaires (TM) de Vpu
et CD4 [159, 160], et le recrutement de la sous-unité B-TrCP1/2 du complexe SCFF-TrCP12 E3
ubiquitine ligase via le motif DSGNES [161]. Ceci induit la poly-ubiquitination de la queue
cytosolique de CD4 [156-158], qui provoque ensuite le recrutement du complexe VCP-
UFDI1L-NPL4, un composant tardif de la voie ERAD [157, 158]. La protéine CD4 est ainsi
extraite a partir du RE au cytosol, puis délivrée au protéasome pour la dégradation efficace

[156-158].
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Figure 1.7. Dégradation protéasomale de CD4 par Vpu.

Vpu et CD4 interagissent via leurs domaines TM, le motif phosphorylé DSGNES de Vpu recrute le
complexe SCFPFTCPY2 E3 ybiquitine ligase via ’association avec la sous-unité p-TrCP1/2. Ceci induit
I’ubiquitination de la queue cytoplasmique de CD4, menant au recrutement de la machinerie ERAD, qui

cible CD4 pour la dégradation protéasomale dans le cytosol.

2.2.2. BST2

Vpu augmente la relache des particules virales via I’inhibition de 1’activité de BST2
(« Bone marrow stromal cell antigen 2 »)/CD317/Tetherin/HM1.24. BST2 est une
glycoprotéine transmembranaire de type II qui est sous forme d’homodimére. Elle est
exprimée de maniére constitutive a la surface de plusieurs types cellulaires, et régulée
positivement par 'IFN-I [162]. La protéine est constituée d’une queue cytosolique courte a
I’extrémité N-terminale, d’un domaine TM d’hélice o, puis d’un domaine extracellulaire
associ¢ a la membrane plasmique via une ancre GPI (« glycosyl-phosphatidylinositol ») a son
extrémité C-terminale [163]. BST2 inhibe la relache de presque tous les virus enveloppés
[162], par I’incorporation de I’ancre GPI dans 1’enveloppe des virions bourgeonnants, les

retenant ainsi a la membrane plasmique [164].
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L’antagonisme médié par Vpu induit la réduction de BST2 a la membrane plasmique.
En effet, les deux protéines s’interagissent entre elles via leurs domaines TM, et cette
association est essentielle pour contrecarrer ’activité antivirale de BST2 [165, 166]. Les
analyses par mutagenése ont démontré que les résidus A10, A14, A18 et W22 de Vpu jouent
un role critique dans cette interaction [167, 168]. Le mécanisme exact par lequel Vpu réduit le
niveau de BST2 a la surface cellulaire est toujours a 1’étude, des connaissances actuelles
indiquent que Vpu s’interagit avec BST2 et empéche son incorporation dans des virions
bourgeonnants. De plus, une caractéristique des isolats Vpu du groupe M est leur capacité de
cibler BST2 pour la dégradation lysosomale via la voie-médiée par ESCRT [169]. Ce
processus dépend strictement du motif DSGNES pour le recrutement de la sous-unité B-
TrCP1/2 du complexe SCFFTCPV2 E3  ubiquitine ligase [170, 171], qui entraine
I’ubiquitination de la queue cytosolique de BST2 et la dégradation subséquente dans les
lysosomes [172, 173]. Néanmoins, 1’antagonisme par Vpu semble dépendre également de la
perturbation du trafic intracellulaire de BST2, qui circule entre la membrane plasmique, le
TGN et les endosomes. Vpu est capable de séquestrer BST2 nouvellement-synthétisées et/ou
circulantes et bloquer le trafic vers la surface cellulaire [174, 175]. Cette perturbation dépend
du motif de trafic ExxxL'V [176], par son interaction avec I’AP-1 [177] : Vpu détourne ainsi le
trafic AP-1-dépendant et envoie le complexe Vpu/BST2 aux endosomes et au TGN ou
I’ubiquitination s’achéve avant la dégradation lysosomale. De plus, la phosphorylation du
motif DSGNES par CK-II a été¢ démontré de réguler le recrutement des protéines AP-1 et AP-
2 au motif ExxxLV. Une inactivation du motif DSGNES phénocopie ainsi celle du motif de
trafic ExxxL'V. Par contre, cette fonction peut étre récupérée par I’interaction directe avec la

clathrine, et ce méme en absence du recrutement de SCFP-TrCP1/2

, soulignant I’importance de la
phosphorylation de Vpu et du trafic clathrine-dépendant dans I’antagonisme de BST2 [154].
Vpu cible également BST?2 vers les domaines enrichis en clathrine de la membrane plasmique,

induisant ainsi le déplacement de BST2 hors des sites d’assemblage.
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Figure 1.8. Antagonisme de BST2 par Vpu.

(Gauche) L’infection par le VIH-1 déficient pour Vpu, la protéine BST2 néo-synthétisée se déplace a la
membrane plasmique via la voie sécrétoire. BST2 circule constitutivement entre la membrane plasmique,
les endosomes et le TGN. Au cours d’une infection par un VIH-1 Vpu-déficient, I’accumulation de BST2
aux sites d’assemblage entraine 1’incorporation de BST2 dans les virions nouvellement formés, empéchant
ainsi la relache virale. Ces virions piégés par BST2 pourraient étre internalisés puis dégradés. (Droite) Au
cours de I’infection du VIH-1 exprimant Vpu, BST2 est intercepté par Vpu dans le systéme vésiculaire.
Ceci entraine la séquestration de BST2 dans les endosomes de maniére AP-1 et clathrine-dépendante. BST2
est ensuite dégradée par la voie lysosomale qui dépend également de la machinerie ESCRT. Vpu peut
interagir également avec BST2 a la membrane cellulaire, et I’exclure de sites s’assemblage via I’endocytose
par I’AP-2 et la clathrine. Ces molécules BST2 sont ainsi déplacées dans les endosomes pour la

séquestration et dégradation subséquentes.

En plus de sa capacité de retenir physiquement les virions et diminuer la production
virale, I’antagonisme de BST2 par Vpu a des implications immunologiques. En effet, la
rétention physique des virions par BST2 sensibilise les cellules infectées a I’ADCC [178-180],
et active la signalisation pro-inflammatoire NFxB-dépendante [181]. De plus, les virions

retenus a la surface des cellules infectées perturbent I’interaction de BST2 avec I'ILT7
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(« Immuniglobulin-like transcript 7 »), un récepteur inhibiteur spécifique des pDCs
(« Plasmacytoid dendritic cells »). L’ILT7 régule négativement la production de I'IFN-I, et
ainsi I’inhibition de I’interaction BST2/ILT7 permet I’augmentation de la production de I’IFN-
I [182]. Dans ces contextes, Vpu est capable de diminuer effectivement la détection et la

destruction des cellules infectées par le systéme immunitaire via I’antagonisme de BST2.

2.3. Autres cibles

Les protéines cellulaires ciblées par Vpu ne se limitent pas a CD4 et BST2. Depuis
quelques années, plusieurs autres cibles régulées négativement par Vpu ont été identifices
(Tableau 1). La régulation négative de ces protéines induit un large éventail d’effets
immunomodulateurs, incluant, par exemple, [’évasion immunitaire et la dysfonction
métabolique. Les interactions de Vpu avec ces nouvelles cibles cellulaires semblent se baser
sur des interactions médiées par les domaines TM des protéines interagissant, telles que les
interactions de Vpu avec BST2, NTB-A [183], PVR [184] et CCR7[185]. La modulation de
ces protéine exige la séquence primaire du TMD de Vpu ; tandis que la modulation de CD1d
par Vpu ne ’exige pas [186, 187]; et la modulation de HLA-C nécessite plutdt les résidus
hydrophobiques que les alanines [188] (Tableau 1). Vpu se distribue tout au long des
membranes cellulaires incluant le RE, le Golgi, le TGN, la membrane plasmique et les
endosomes [106]. Bien que plus concentrée au niveau des endosomes péri-nucléaires et le
TGN, Vpu se circule entre les systémes membranaires, facilitant ainsi I’interaction avec ses

cibles.

Des technologies visant une analyse globale des cibles de Vpu ont été établies, telles
que la protéomique quantitative par la méthode SILAC (« Stable isotope labeling by amino
acids in cell culture ») [189, 190], et la plateforme d’imagerie GAPSA (« Global arrayed
protein stability analysis ») [191]. Dans ce contexte, CD47 a été identifiée comme une cible

potentielle qui est régulée négativement par Vpu [189, 190].
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Protéine

Domaines Vpu

Référence

Tetraspanins

NTB-A (cD352/SLAMF6)

« NK, T-cell, B-cell Antigen »

PVR (CD55/Necl-5)

« Poliovirus receptor »

CD1d

CCR7

« CC chemokine receptor type 7 »

CD62L (L-selectin)

SNAT1 (sLc3sAl)

« Sodium-coupled neutral amino acid
transporter 1»

HLA-C

« Human leukocyte antigen -C »

ICAM1

« Intercellular adhesion molecule 1 »

CD9%9

PLP2

« Proteolipid protein 2 »

PSGL-1

« P-selectin glycoprotein ligand 1 »

Tim-3

« T-cell Ig and mucin domain-
containing protein 3»

Mécanisme

de régulation négative
Dégradation : protéasome,
lysosome

Séquestration intracellulaire,

glycosylation inhibée

Séquestration intracellulaire

Séquestration intracellulaire

Recyclage inhibé et
séquestration intracellulaire

Séquestration intracellulaire

Dégradation : ubiquitination
médiée par SCFFTCP  puis
dégradée dans le lysosome

Séquestration intracellulaire

Dégradation : ubiquitination
médiée par SCFFTCP  puis
dégradée dans le protéasome

Dégradation : protéasome

n.d.

Dégradation : ubiquitination
médiée par SCFFTCP  puis

dégradée dans le protéasome

Séquestration intracellulaire

impliqués

TM (partial), DSGNES

TM (A18)

™ (Al0, 14,
DSGNES

18),

n.d.

™

n.d.

TM (W22), DSGNES

Isolats primaires de Vpu

TM (LES/L16/L18  de
WITO)

T™ (Al0, 14,
DSGNES

18),

n.d.

n.d.

TM (partial), DSGNES

TM (A14, 18)

Tableau 1. Les autres protéines cellulaires ciblées par Vpu.
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3. CD47

CD47 ou « protéine associ¢e a I’intégrine » (IAP, « integrin-associated protein ») est
une protéine exprimée de maniere ubiquitaire par le fait qu’elle se distribue pratiquement a la
surface de tous les types de cellules. Elle est impliquée dans de nombreux processus
cellulaires tels que 1’apoptose, la prolifération, 1’adhésion cellulaire, 1’angiogenese, et la

phagocytose.

3.1. Structure

CD47 est une protéine transmembranaire de type I de 50 kDa et appartient a la
superfamille des immunoglobulines (Ig) [200]. Elle a ét¢ identifiée par son association avec
I’intégrine ovP3, d’ou le nom IAP [201]. La protéine consiste en un domaine extracellulaire de
type IgV a Dextrémité N-terminale contenant des sites de glycosylation, cinq domaines
transmembranaires et une queue intracellulaire a 1’extrémité C-terminale qui donne quatre

isoformes de CD47 par 1’épissage alternatif.

i

COOH

N NG

Isoforme 1: KFVE
Isoforme 2: KFVASNQKTIQPPRNN

Isoforme 3: KFVASNQKTIQPPRKAVEEPLNE

Isoforme 4: KFVASNQKTIQPPRKAVEEPLNAFKESKGMMNDE

Figure 1.9. Schéma de la topologie structurale de CD47 avec la séquence

cytoplasmique des quatre isoformes.

Les séquences d’acides aminés de la queue intracellulaire des 4 isoformes de CD47 en soulignant la partie

différente des trois derniers isoformes longs.
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La queue cytoplasmique C-terminale de I’isoforme 1 est constituée de quatre aa, et elle
est exprimée de facon significative seulement dans les kératinocytes [202]. La partie
cytoplasmique C-terminale de I’isoforme 2, comprend 16 aa et est la plus prédominante, elle
est exprimée dans les cellules dérivées de la moelle osseuse et les cellules endothéliales [202];
il s’agit de la seule forme exprimée dans les globules rouges matures [203]. L’isoforme 4, qui
est la plus longue s’exprime dans le cerveau et le systéme nerveux périphérique [202];
I’isoforme 3 se trouve aussi dans les neurones, il est impliqué dans la consolidation de la
mémoire dans I’hippocampe de rat(e) [204]. Bien que ces quatre isoformes de CD47 sont
distribués de maniere spécifique de tissu, ils sont théoriquement capables d’interagir avec les
ligands de CD47 décrits ci-dessous, grace a leur domaine IgV extracellulaire identique. En
effet, Leclair ef coll. ont comparé le role de ces isoformes dans 1’apoptose et trouvé que la
différence au niveau de la queue cytoplasmique n’affecte pas la réponse [205]. Cela indique
que le domaine extracellulaire de CD47 joue un rdle majeur dans la signalisation des
processus cellulaires CD47-dépendants. I faut noter que la plupart des études a 1’heure
actuelle, y compris celles incluses dans cette these, se sont focalisées sur I’isoforme 2 car c’est

la forme la plus largement exprimée.

3.2. Principaux ligands extracellulaires

3.2.1. SIRPa, y

Le deuxieme ligand endogéne de CD47 qui a été identifié est SIRPo (« signal-
regulatory protein alpha») [206], un membre des protéines SIRP (Figure 1.10. A) qui
appartiennent a la superfamille des Ig. La protéine SIRPa s’exprime principalement a la
surface des cellules myéloides mais est retrouvée aussi dans les neurones [207] et les
lymphocytes cytotoxiques [208]. Cette protéine était alternativement appelée BIT [209], p84
[210], SHPS-1 [211] ou CDI172a. C’est une protéine transmembranaire qui contient trois
domaines d’Ig a I’extrémité N-terminale extracellulaire et une queue intracellulaire. Cette

derniére partie contient quatre sites de phosphorylation de tyrosine, ainsi que deux motifs
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inhibiteurs (ITIMs, « immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs ») [212]. SIRPa

interagit avec CD47 via son domaine IgV a I’extrémité N-terminale [206].

Parmi les protéines SIRP, il y a également SIRPB (SIRPB1 ou CD172b) et SIRPy
(SIRPB2 ou CD172g) [213, 214]; cette dernicre interagit aussi avec CD47. Bien que ces deux
protéines possedent toujours trois domaines d’lg extracellulaire, leurs structures
intracellulaires différent de celle de SIRPa. En effet, la queue intracellulaire de SIRPJ est tres
courte, et ne contient pas de motifs de signalisation; cependant, SIRPf s’associe avec DAP12
(« DNAX activation protein of 12 kDa »), une protéine adaptatrice dimérique contenant un
motif activateur (ITAM, « immunoreceptor tyrosine-based activation motif ») via un résidu
d’aa basique de son domaine transmembranaire. Le ligand de SIRP[ n’est toujours pas connu;
il n’interagit pas avec CD47, di partiellement au fait d’un remplacement de la Val27 par une
Met dans le domaine IgV [215]. La protéine SIRPy est exprimée dans les lymphocytes T et les
cellules NK [207] ; sa queue intracellulaire est courte et elle n’est pas capable de se lier a
DAPI12 en raison de 1’absence du résidu d’aa chargé dans son domaine transmembranaire.
L’interaction entre SIRPy et CD47 a été rapportée comme facilitant 1’adhésion cellulaire [216,
217] et ’engagement de SIRPy sur les lymphocytes T par le CD47 des cellules présentatrices
d’antigénes (APCs, « Antigen-presenting cells ») renforcerait la prolifération antigene-
spécifique des lymphocytes T [216]. Néanmoins, le mécanisme de signalisation impliqué dans
ces processus reste inconnu, car SIRPy n’a pas de motifs de signalisation et n’est pas capable

de se lier a DAP12.

3.2.2. TSP-1

Le premier ligand endogéne de CD47 identifié¢ est la thrombospondine-1 (TSP-1,
« Thrombospondin-1 ») [218], une glycoprotéine matricielle de 450 kDa initialement
découverte dans les plaquettes activées par la thrombine [219, 220]. La famille des
thrombospondines (TSP) rassemble cinq protéines multifonctionnelles, TSP-1 a -5. La TSP-1
et la TSP-2, constituant le groupe A, sont des homotriméres qui sont similaires sur le plan

structural; le groupe B réunit les TSP-3 a -5, qui sont homopentamériques. Chaque monomere
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de TSP-1 comporte plusieurs domaines différents (Figure 1.10. B) : le domaine globulaire N-
terminal, le domaine liant a ’héparine (HBD, « Heparin-binding domain ») ; un domaine vWC
(VWCD, «von Willebrand C domain » ) ; trois répétitions de type 1 properdine ; trois
répétitions de type 2 EGF (« Epidermal growth factor »)-like ; sept répétitions de type 3 de
fixation au calcium et le domaine globulaire C-terminal. Ces domaines interagissent avec des

récepteurs différents, et illustrent bien la multiplicité des fonctions de cette protéine.

TSP-1 interagit avec CD47 via son domaine C-terminal (CBD, « C-terminal binding
domain »), via une séquence consensus contenant le motif VVM proposé d’étre essentielle.
Cette découverte a mené a I’¢laboration de plusieurs peptides agonistes de CD47 [221], tels
que N3 (M2FIRVVMYEGKK!!?), 4N1 (PRFYVVMWK!2%)  4NIK (K-
WIRFYVVMWK!24.K | ¢.-a-d. 4N1 flanqué par deux résidus Lys) et, plus récemment,
PKHBI1 [222], qui miment I’activit¢ de TSP-1 in vitro. Néanmoins, il a été rapporté par
plusieurs études que ces peptides affectent de nombreux événements biologiques qui sont
indépendants de CD47 [223-226]. 1l devient ainsi important d’introduire des contrdles
adéquats lors d’études sur la signalisation-médiée par CD47 en utilisant ces peptides : par
exemple, des controles utilisant la forme naturelle de TSP-1, un blocage avec des anticorps
anti-CD47 monoclonaux (mAbs, « monoclonal antibodies ») ou une utilisation de cellules

CD47 déficientes.
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Figure 1.10. Ligands extracellulaires de CD47.

(A) La famille des protéines SIRP, dont SIRPa et SIRPy sont capables d’interagir avec CD47 via leurs
domaines IgV avec celui de CD47. (B) Schéma d’un monomeére de TSP-1 avec ses domaines différents,

la séquence d’aa (RFYVVM) responsable pour I’interaction avec CD47 est indiquée en italique.

3.3. Signalisations et fonctions

Comme mentionné auparavant, CD47 est impliqué dans plusieurs processus cellulaires
normaux ou pathophysiologiques; il s’agit donc d’un récepteur multifonctionnel qui pourrait
étre une cible clé pour le développement des stratégies thérapeutiques contre les maladies,

notamment le cancer.
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3.3.1. Inhibition de la phagocytose par I’axe CD47/ SIRPa

L’une des fonctions les mieux étudi¢es de I’interaction CD47/ SIRPa est son role dans
I’homéostasie des cellules hématopoiétiques. L’observation initiale découlait d’une étude dans
laquelle les érythrocytes CD47-déficientes étaient rapidement éliminées lors d’infusion dans
les souris de type sauvage [227]. En revanche, les cellules exprimant CD47 ont survécu de 60
a 80 jours dans les souris. CD47 était ainsi identifiée comme un « marqueur du soi », ou un
signal «don’t-eat-me », qui protege les cellules globules rouges de 1’élimination
homéostatique. D’autres études subséquentes confirmaient que cette fonction était liée a
I’interaction de CD47 avec SIRPa exprimée a la surface des macrophages, et que cette

interaction inhibait la phagocytose médiée par les récepteurs Fcy et le complément [228, 229].

SIRPaq était initialement identifiée comme substrat des protéine tyrosine phosphatases
(PTPases) contenant des domaines d’homologie SH2 (SHP-1 et SHP-2) et il était ainsi nommé
SHPS-1 [213, 230]. Suite de I’attachement de CD47, les résidus de tyrosine a I'ITIM du
domaine cytoplasmique de SIRPa deviennent phosphorylés, permettant le recrutement et
I’activation de SHP-1 et SHP-2. Bien que les deux sont capables de s’associer avec les résidus
phosphorylés de SIRPa, seulement SHP-1 inhibe les voies de signalisation en aval dans les
macrophages; tandis que D’association de SHP-2 avec SIRPo entraine 1’augmentation
phosphatase-dépendante de signalisation dans plusieurs cas [231]. Malgré qu’il a été montré
que la fonction de la myosine IIA nonmusculaire, qui joue un role central dans la phagocytose,
est inhibée dans ce processus [232, 233], les cibles des phosphatases de cette cascade de

signalisation et leur lien avec la phagocytose restent a découvrir.

La contribution de [Iinteraction CD47/SIRPa dans [1’¢élimination des cellules
cancéreuses a ¢t¢ étudiée en profondeur depuis une décennie. Les cellules cancéreuses,
d’origine hématologiques ou non-hématologiques, expriment CD47 a des niveaux
relativement hauts, qui permet ainsi 1’évasion de la phagocytose de ces cellules par les
macrophages. En effet, la surexpression de CD47 dans les cellules de leucémie myéloide

protége leur élimination par les macrophages et prolonge la survie des cellules tumorales in
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vivo [234]. De nombreuses études ont également confirmé le profil d’expression élevée de
CDA47 dans les différents types de tumeurs. Dans ce contexte, la thérapie de blocage de 1’axe
CD47/SIRPa devient une stratégie anti-tumorale, par ’utilisation des agents ciblant I’une des
deux protéines. Beaucoup d’études précliniques ont utilisé 1’anti-CD47 mAb B6H12 [235],
qui bloque I’interaction avec SIRPa [236, 237], et permet la destruction des tumeurs
hématopoiétiques et solides in vitro par une phagocytose active des macrophages; ceci est
¢galement le cas in vivo dans les souris [238-241]. Plus récemment, un anti-CD47 mAb
humanis¢, HuSF9-G4, a été testé en phase I d’essai clinique [242]. D’autres agents bloquants
de I’axe ont été aussi développés (e.g., anticorps anti-SIRPa, diméres de SIRPa solubles
fusionnant avec la portion Fc d’IgG humaine), et ils ont montré leur efficacité in vitro et dans

des études précliniques.

Phagocytose ,

SIRPa

S10700 CD47
-‘- U
. :SHP-1

N
'

Figure 1.11. Inhibition de la phagocytose par I’interaction CD47/SIRPa.

L’engagement de CD47 a son récepteur SIRPa induit la phosphorylation du domaine cytoplasmique de ce
dernier, ce qui permet le recrutement et ’activation de la phosphatase SHP-1, et induit ainsi la

déphosphorylation et I’inactivation des molécules essentielles pour la phagocytose.
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3.3.2. Apoptose-médiée par CD47

L’engagement de CD47 par TSP-1 ou des mAbs anti-CD47 induit la mort cellulaire.
Ce phénoméne a été premierement observé dans les cellules Jurkat et les lymphocytes T
primaires activées [243, 244]. Les mAbs permettant I’induction de 1’apoptose se distinguent
par la nécessité de leur immobilisation : en effet, certains d’entre eux (e.g., Ad22, 1F7, MABL,
CC2C6) induisent I’apoptose sous forme soluble [205, 243, 245-247] ; tandis que d’autres
(e.g., B6H12 et 2D3) induisent 1’apoptose seulement lorsqu’ils sont immobilisés a la surface
[244, 248]. Cette forme d’apoptose est caspase-indépendante et se caractérise par le
rétrécissement de la cellule, I’externalisation de résidus phosphatidylsérine (PS) a la surface
cellulaire, la perte du potentiel membranaire mitochondrial (A¥Wm), I’augmentation des
especes réactives de I’oxygeéne (ROS, « reactive oxigen species »), la diminution du niveau de
I’adénosine triphosphate (ATP) et la perméabilisation éventuelle de la membrane cellulaire
[243-245, 248-251]. Elle est également indépendante des signalisations médiées par les
récepteurs Fas (CD95) et TNF (« Tumor necrosis factor »), et la fragmentation de I’ADN et
d’autres caractéristiques nucléaires de 1’apoptose “canonique” n’ont pas été observées [243,

244].

Dans les lymphocytes T, la protéine BINP3 (« Bcl-2/E1B-nineteen kilodalton
interacting protein ») forme un complexe avec CD47. BNIP3 est une protéine de la famille
Bcl-2 (« B-cell lymphoma 2 »), qui possédent des régions de séquences conservées appelées
BH (« Bcl-2 homology domain ») dans leurs geénes. Cette famille contient des protéines
proapoptotiques (Bax, Bak, Bid, Bim/Bad, Noxa) qui induisent directement 1’apoptose via la
dérégulation des mitochondries et des protéines antiapoptotiques (Bcl-2, Bel-XL et Mcl-1)
dont la surexpression bloque effectivement I’apoptose [252]. De plus, la protéine BNIP3 non
seulement induit I’apoptose, mais elle assure également la survie cellulaire via I’induction de
la dégradation sélective des mitochondries (mitophagie) [253, 254]. Dans le contexte
d’association de BNIP3 avec CD47, ceci permet a BNIP3 d’échapper a la dégradation
protéasomale et de s’accumuler ensuite dans le cytoplasme. En effet, D’efficacit¢ de
I’apoptose-induite par CD47 correle avec I’expression de BNIP3 et 1’accumulation de BNIP3
sensibilise les cellules a ’apoptose [249, 255]. Suite a I’engagement de CD47, BNIP3 est
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transporté dans les mitochondries ou il induit le dysfonctionnement de ces dernicres et la mort
cellulaire subséquente. D’autre part, I’atténuation de I’activité de BNIP3 inhibe 1’apoptose
[249] et le knockdown de BNIP3 méne a une diminution effective de 1’apoptose-induite par

I’engagement de CD47 [256].

Le rdle des autres membres des protéines de la famille Bel2 dans cette voie d’apoptose
reste peu claire et méme parfois contradictoire. Par exemple, il a été rapporté que
I’engagement de CD47 n’affecte pas 1’expression de Bcl-2 [245, 246] et que la surexpression
de Bcl-2 ne rend pas les cellules Jurkat plus sensibles a ’engagement de CD47 [251]. D’autre
part, une autre étude a démontré que la surexpression de Bcl-2 inhibe 1’apoptose dans ces
méme cellules [249]. Par contre, il a ét¢ démontré que la surexpression d’autres protéines de
cette famille, telles que Mcl-1, Bax, Bak et Bim, n’affecte pas ’apoptose induite par
I’engagement de CD47 [251]. Plus récemment, il a été rapporté que 1’anti-CD47 mAb CC2C6
induit 1’augmentation simultanée de la protéine proapoptotique Noxa et de la protéine
antiapoptotique Mcl-1. Fait intéressant, le ratio entre ces deux protéines n’a pas été affecté.
Cette balance entre les deux protéines montrerait que 1’état cellulaire obtenu est insuffisant
pour provoquer la perméabilisation des mitochondries, la libération du cytochrome ¢ (Cyt c)

dans le cytoplasme et I’activation des caspases [205].

Un autre médiateur important impliqué dans cette voie d’apoptose est la protéine Drpl
(« dynamin-related protein 1 ») [251]. Drpl est une GTPase cytosolique qui se déplace vers
les mitochondries par un processus qui dépend des protéases a sérine [257]. L’engagement de
CDA47 favorise la translocation de Drpl aux mitochondries, ou il affecte la chaine de transport
d’¢lectrons. Ceci mene a la dissipation du A¥Wm, a la génération de ROS, et également a la

diminution du niveau d’ATP [251].

CD47 est également impliqué dans I’apoptose “canonique” qui est caspase-dépendante
et médiée par le récepteur Fas. Ce récepteur appartient a la superfamille des récepteurs TNF,

connus également sous le nom «récepteurs de mort» (DRs, «death receptors »).
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L’engagement du récepteur Fas par des anticorps anti-Fas (e.g., CH11) ou par son ligand
(FasL) induit son oligomérisation sous forme de trimeére et son activation. Ceci permet ensuite
le recrutement de la protéine adaptatrice contenant le domaine DD (« death domain »), FADD
(« Fas-associated protein with DD »). FADD controle la mort cellulaire via le recrutement de
la procaspase 8, formant ainsi le complexe DISC (« death-inducing signaling complex ») [258].
Ce complexe permet le clivage et 1’activation de la procaspase 8, et la caspase 8 activée est
ainsi libérée dans le milieu cytosolique, ou elle va a son tour propager le signal via protéolyse
d’un certain nombre de caspases effectrices telles que la caspase 3, la caspase 6 et la caspase 7
[259]. 11 été démontré que le niveau d’expression de CD47 affecte 1’apoptose médiée par Fas
[260] : les cellules Jurkat CD47-déficientes sont résistantes a I’induction de FasL, tandis que
la réexpression de CD47 rétablit la sensibilit¢ a I’engagement de Fas [261]. En effet,
I’association de Fas avec I’IgV de CD47 permet I’activation de la voie d’apoptose. L’absence
de CD47 entrave les événements proapoptotiques en aval, tels que la perte de A¥Ym, la relache
de Cyt c, ’activation des caspases, le clivage de PARP (« poly (ADP-ribose) polymerase ») et
la fragmentation de I’ADN [261].
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Figure 1.12. Les voies d’apoptose médiée par CD47.

(Gauche) Apoptose caspase-indépendante. L’engagement de CD47 induit par TSP-1 et les mAbs anti-
CD47 permet la translocation de BNIP3 et Drpl aux mitochondries. Ceci entraine la diminution du A%¥m,
I’augmentation de ROS et éventuellement la mort cellulaire. La production de Mcl-1 et de Noxa augmente,
mais le ratio entre ces deux protéines reste constant, incapable d’induire la relache du Cyt c et I’activation
des caspases. (Droite) Apoptose caspase-dépendante. La fixation de FasL induit I’oligomérisation du
récepteur de Fas, I’association du domaine IgV de CD47 avec le récepteur de Fas favorise 1’activation de ce
dernier. Ceci permet le recrutement de FADD et de la procaspase 8, formant ainsi le complexe DISC. La

procaspase 8 dans le DISC est ensuite clivée, la caspase 8 est ainsi activée et libérée dans le cytosol, qui va

a son tour cliver un certain nombre de caspases effictrices.

37



3.3.3. Role dans les infections virales

Les fonctions immuno-régulatrices de I’interaction CD47/ SIRPa ne se limitent pas a la
phagocytose. Cette interaction est impliquée également dans la suppression de 1’activation des
cellules dendritiques (DCs, « dendritic cells ») et I’inhibition de la production de cytokines par
les DCs matures [237]. Elle contribue aussi a ’activation des CTLs par les DCs [262]. La
protéine CD47 est donc impliquée dans de nombreux processus cellulaires et ses fonctions,
notamment [’évasion immunitaire des cellules cancéreuses, ont ét¢ largement étudiées telles
que mentionnées auparavant. Ceci étant dit, le role de CD47 dans le contexte d’infections

virales restent relativement peu connu.

La premicre étude dans ce contexte rapportait I’identification d’une protéine mimétique
de CD47 exprimée par le virus myxoma. En effet, ce virus posséde une protéine appelée
MI28L qui est un facteur de virulence [263]. Cette protéine est similaire a CD47 non
seulement au niveau de sa séquence, mais aussi au niveau structural. L’expression de M128L
est essentielle pour la pathogénicité du myxoma in vivo, car la protéine contribue a I’inhibition
de I’activation des macrophages, un processus essentiel pour 1’élimination de ces éléments
pathogénes. Ceci pourrait suggérer le role de CD47 dans la régulation immunitaire contre
I’infection virale. Par la suite, il a été rapporté que 1’expression de CD47 par les cellules NK
régule I’homéostasie chez la souris. La réponse antivirale de ces cellules a I’infection par le
virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV, «Lymphocytic chroriomeningitis virus »)
dépend également a I’expression de CD47 [264]. Plus récemment, une étude a démontré que
I’expression de CD47 augmente suite de ’infection de plusieurs virus incluant le SARS-CoV-

2 [265].
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4. Les macrophages

4.1. Origines et diversité

Les macrophages sont des cellules de I’immunité innée avec une vaste distribution. Ces
cellules ont été décrites pour la premiere fois par Elie Metchnikoff, en 1883. Les macrophages
jouent un role central dans la défense de la hote contre les pathogenes et le maintien de
I’homéostasie tissulaire. Ils ont été considérés comme strictement issus des monocytes
circulants pendant un demi-si¢cle, mais plusieurs études ont confirmé que les macrophages
tissulaires chez 1’adulte sont aussi d’origine embryonnaire [266-270]. En effet, les
macrophages peuvent se différencier a partir de trois sources : le sac vitellin, le foie feetal
[271], et les monocytes dans le sang périphérique, qui sont eux-mémes dérivés des cellules
souches hématopoiétiques de la moelle osseuse. Les deux premiéres donnent naissance a

presque tous les macrophages tissulaires.

Les macrophages qui résident dans le systéme nerveux central (SNC), dénommés
microglies, sont les seuls qui dérivent exclusivement du sac vitellin [272, 273]. Les
macrophages résidant dans le foie et les poumons, dénommeées respectivement les cellules de
Kupffer et macrophages alvéolaires, sont dérivés a la fois des macrophages du sac vitellin et
des monocytes du foie feetal [271, 274-276]. Apres la naissance, les cellules de Kupffer et les
macrophages alvéolaires ont besoin de leurs capacités d’auto-renouvellement et de
prolifération pour le maintien du pool [266, 271]. Les macrophages résidant dans et/ou a
proximité des tissus muqueux (e.g. I’intestin, le derme et le cceur) n’ont pas la capacité d’auto-
renouvellement ; néanmoins, les monocytes circulants se migrent constamment dans ces tissus,

et se différencient pour assurer le pool des macrophages tissulaires [267, 277].
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4.2. L’infection des macrophages par VIH-1 via la transmission

intercellulaire

Les macrophages font partie des cellules cibles du VIH-1, ils expriment le récepteur
viral CD4 et les deux corécepteurs CXCR4 et CCRS [278]. Cependant, le niveau d’expression
de ces protéines est plus faible, les macrophages sont ainsi moins susceptibles a 1’infection par
le VIH-1 que les lymphocytes CD4" [279, 280]. Les cellules de la lignée myéloide,
comprenant également les monocytes et les DCs, expriment constitutivement des facteurs de
restriction qui ont pour I’effet d’inhiber la réplication virale apreés D’entrée [281]. Par
conséquent, les macrophages sont modestement infectés par la plupart des isolats viraux in
vitro, les virus capables d’établir une infection efficace dans les macrophages sont ceux de
“macrophage (M)-tropiques”, qui possedent d’une affinité plus forte pour CD4 et émergent
relativement tard durant I’infection in vivo [279, 280, 282]. Les virus T/F, qui initient la
transmission inter-hote, sont faiblement M-tropiques [283], et infectent les lymphocytes T
CD4" beaucoup plus efficacement [283, 284]. Fait intéressant, I’infection des macrophages se
retrouve dans toutes les phases de I’infection et de la physiopathologie du VIH et ils y jouent
un rdle important [285] ; compte tenu de I’absence des virus M-tropiques a la phase précoce,
il est possible que I’infection des macrophages résidants dans les tissus se fasse via
I’interaction intercellulaire. En effet, plusieurs modes de transmission du VIH-1 vers les

macrophages ont été établies.

4.2.1. Phagocytose des lymphocytes T CD4" infectés

Une étude par Baxter ef coll. a démontré que I’infection des macrophages pourrait
passer par la capture des lymphocytes T infectés [286]. Ces auteurs ont infecté les
lymphocytes T avec le VIH-1 et les ont mis en coculture avec des macrophages dérivés de
monocytes (MDMs). Les MDMs étaient ensuite observés en microscopie confocale. Les
auteurs ont observé la présence des lymphocytes T infectés a I’intérieur des MDMs. Ces
macrophages ¢étaient également infectés productivement, ce qui suggérait une mode de

transmission virale trés efficace. Ils ont également démontré que la capture était indépendante
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de I’interaction entre les glycoprotéines du VIH-1 avec le récepteur CD4, mais dépendait de
I’activité du cytosquelette. En utilisant le jasplakinolide (Jasp) et I’EIPA qui bloquent
respectivement la phagocytose et la macropinocytose, ils ont observé I’inhibition de la capture
uniquement par le Jasp, ce qui suggérait qu’il s’agissait d’un processus de phagocytose. Une
autre étude par Ladinsky ef coll. a été mise en place dans les souris humanisées BLT (« bone
marrow, liver, thymus ») infectées par le VIH-1, en utilisant une approche d’imagerie multi-
échelle combinée avec la microscopie confocale, et la tomographie en microscopie
¢lectronique [287]. Ces auteurs ont observé la phagocytose des lymphocytes T producteurs de
virions par les macrophages dérivés de moelle osseuse. Ces cellules T phagocytées étaient
dégradées éventuellement dans les phagosomes, mais les virions, matures ou immatures,
survivaient et se trouvaient dans les compartiments endosomaux adjacents. Les auteurs ont
aussi observé I’assemblage, le bourgeonnement, et la maturation des virions dans des
compartiments enticrement clos, qui pourraient par ailleurs se fusionner par la suite avec les
autres compartiments possédant un acceés a l’espace extracellulaire, permettant ainsi la

dissémination virale.

Des observations similaires ont été ¢également obtenues in vivo dans le macaque rhésus
[288, 289] ; dans ce cas, il s’agit de la phagocytose de lymphocytes T infectées au VIS par les
cellules my¢loides des tissus immunitaires. En effet, ce mode de transmission des pathogénes
a partir d’un type de cellule infectée vers un autre par la phagocytose a ét¢ nommée la
« stratégie du “Cheval de Troie” », qui a été décrite initialement en observant la dissémination
de Leishmania major au sein d’un hote infecté [290] : les neutrophiles infectés par L. major
meurent éventuellement et transférent ces parasites a leurs hotes principaux, les macrophages
par phagocytose [291]. Cette stratégie de dissémination vers les macrophages a été également
observée chez les bacilles de Mycobacterium tuberculosis [292] et Listeria monocytogenes

[293].
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4.2.2. Fusion avec des lymphocytes T CD4" infectés

La fusion des lymphocytes T infectés avec les macrophages a été considérée comme un
autre mode de transmission virale entre ces deux types de cellules, qui se produisent
parall¢lement a la transmission médiée par la SV [294]. L’étude par Bracq et coll. a rapporté la
formation des cellules géantes multinucléées (MGCs, « Multinucleated giant cells »)
exprimant Gag [295]. Ils ont proposé un modele de fusion en deux étapes : d’abord, la fusion
entre les lymphocytes T CD4" infectés au VIH-1 et les MDMs est suivie, par la suite, de la
fusion des MDMs infectés avec les MDMs adjacents pour aboutir a la formation des MGCs
contenant des virions infectieux. Ils ont observé la présence des marqueurs de lymphocytes T
(CD2, CD3, Lck) dans les MGCs, et ont démontré que la fusion est dépendante des
glycoprotéines du VIH-1. Ce méme groupe a ensuite étendu I’observation aux DCs immatures
et aux ostéoclastes [296], en proposant que ce mode de fusion constitue une fagon commune
de transmission virale entre les lymphocytes T et les cellules myéloides. De plus, ils ont trouvé
que les MGCs pouvaient surmonter, au moins partiellement, la restriction imposée par
SAMHDI, probablement grace a I’import des composantes cyclin/CDK et des dNTPs issus
des lymphocytes T suite a la fusion, qui a pour effet d’inactiver et de saturer 1’activité

antivirale de SAMHDI.

La présence des macrophages et de DCs multinucléés a été rapportée in vivo chez les
patients du VIH-1 [297, 298]. Par exemple, les syncytia VIH-1" multinucléés exprimant des
marqueurs de DCs ont été observés a la surface des amygdales nasopharyngiennes des patients
[298]. Les macrophages multinucléés se trouvent dans les tissus différents (e.g., les ganglions
lymphatiques, le cerveau, les poumons, etc.) [299-302] soulignant que ces observations

pourraient suggérer un role des MGCs dans la pathogénése du VIH-1.

4.2.3. « Tunneling nanotubes » entre les macrophages

Les nanotubes « tunneling nanotubes » ou TNT sont des minuscules tunnels qui

permettent la communication entre les cellules par 1’échange d’ions, de protéines, d’organites,
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et méme de virus. Ceux sont des structures riches en F-actine connectant au moins deux
cellules distantes [303-305]. Les TNT sont dynamiques et pourraient s’étendre jusqu’a 200 um
en longueur [306] avec un diametre entre 50 et 200 nm [307]. Dans les macrophages, il existe
des TNT courts contenant seulement de la F-actine et des TNT longs contenant également les
microtubules [305] : les premiers permettent le transport des particules virales, tandis que les
derniers sont impliqués dans le transport des vésicules contenant des virions (e.g., exosomes)
[306]. 11 a été rapporté que la protéine accessoire Nef joue un réle important dans 1’induction
de la formation des TNT, via son interaction avec la protéine M-sec, qui est un régulateur clé
des TNT [308]. L’ensemble de ces observations indiquent que dans le cas d’infection des
macrophages, le VIH-1, via la protéine Nef, détourne les structures de TNT pour assurer sa

transmission entre ces cellules.

4.3. L’impact de ’infection des macrophages

4.3.1. Dissémination virale

L’infection par le VIH-1 induit la déplétion des lymphocytes T mais, au contraire, les
macrophages infectés sont relativement moins susceptibles aux effets cytopathiques du virus,
et possedent une longue durée de vie [309, 310]. Les macrophages sont capables de migrer et
traverser également la barriere hémato-encéphalique : ils seraient ainsi une source de
production virale qui permettant la dissémination du virus a presque a tous les tissus du corps
incluant le systéme nerveux central [311-314]. Il a été rapporté que I’infection des
macrophages in vitro entraine 1’accumulation de particules virales infectieuses dans les
compartiments intracellulaires (VCC, «virus-containing compartments »), dont la plupart sont
connectés a la surface cellulaire [315-317]. Les VCCs proviennent de la séquestration
intracellulaire des domaines de la membrane plasmique avec une composition spécifique
protéique et lipidique [318, 319]. En effet, des protéines de la surface cellulaire, telles que les
tétraspanines CD9, CD53 et CDS81 [315], sont trouvées a la membrane de VCCs pour
maintenir la rigidité de ces compartiments. Ils contiennent également les récepteur CD36,

CD44 et les complexes de CMH 11 [317, 320, 321].
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Les particules virales pourraient étre retenues dans les VCCs pour une longue période
grace a son pH neutre [322]. Les virions se déplacent ensuite au niveau de la SV formée entre
les MDMs et les cellules T non-infectées, menant a 1’infection efficace de ces derniéres [323].
La réduction du volume de VCCs entrainerait une diminution de la transmission des particules
virales aux lymphocytes T autologues, soulignant I’importance des VCCs dans ce mode de
dissémination virale [324]. De plus, le recrutement de ces compartiment a proximité de la SV
a été observé [325], les marqueurs de VCCs CD9 et CD81 ont été également trouvés enrichis a
cette structure [326]. En effet, ’accumulation de protéine Gag a été observée au niveau de la
SV formée entre les MDMs infectés et les lymphocytes T non-infectés ; son recrutement est
indépendant des glycoprotéines du VIH-1, contrairement a la SV observée entre les cellules T
[325]. En effet, le recrutement de Gag est régulé par le réseau des microtubules, qui affecte
¢galement la relache des virions [327]. L’accumulation des particules infectieuses au niveau
de la SV favorise finalement la transmission aux lymphocytes T CD4" adjacents [325, 326,
328]. En résumé, il est donc probable que par la fusion et l’utilisation des nanotubes
présentées ci-dessus, les macrophages infectés transmettent le virus aux lymphocytes, mais

aussi également aux autres macrophages.
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Figure 1.13. Macrophages dans la transmission intercellulaire du VIH-1.

Les macrophages peuvent étre infectés par différents mécanismes et ils transmettent également les virions
vers d’autres cellules adjacentes. (1) La phagocytose des lymphocytes T CD4" infectés permet I’infection
des macrophages : les lymphocytes T phagocytés sont dégradés éventuellement, tandis que les virions
survivent. (2) La fusion avec les lymphocytes T CD4" infectés permet la formation des hétérocaryons puis
des MGCs. (3) Les cellules infectées (e.g., les macrophages) transmettent les virions via les nanotubes TNT,
ce qui permet la dissémination du VIH-1 vers d’autres macrophages. (4) Dans les macrophages infectés, les
virions peuvent étre retenus dans les VCCs, des compartiments connectés a la surface cellulaire. La relache
des virions permet ensuite 1’infection des cellules cibles adjacentes. (5) Les virions survivants aprés la
phagocytose sont retenues dans les compartiments relativement fermés mais sans dégradation. Aprés les
fusions subséquentes de ces compartiments, les virions sont finalement relargués dans le milieu

extracellulaire pour infecter les cellules adjacentes.

4.3.2. Réservoir viral

Les macrophages, en plus des lymphocytes T CD4" mémoires au repos, des DCs
folliculaires des ganglions lymphatiques, ainsi que des cellules progénitrices hématopoiétiques,
sont des constituants du réservoir viral du VIH-1 [329]. On entend par réservoir viral un type
cellulaire ou un site anatomique ou se cachent les virions « dormants » mais compétents pour
la réplication [330]. En effet, le VIH-1 recommence a se répliquer des I’absence de traitement.
Les réservoirs viraux permettent également de rétablir la population des cellules infectées. De

plus, les macrophages sécrétent des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires, attirant les
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lymphocytes T, et ainsi permettant d’augmenter le nombre de cellules infectées par les
mécanismes discutés dans les sections ci-dessus. Les protéines virales sont capables de
moduler la voie de signalisation du récepteur TNF, qui peut moduler la formation du réservoir

viral dans les macrophages [331].

Tel que déja mentionné, la longue durée de vie et la plus grande résistance de ces
cellules aux effets cytopathiques du virus conférent potentiellement aux macrophages le
potentiel de fonctionner comme un réservoir du VIH-1. Les macrophages infectés ont été
trouvés dans de nombreux tissus tels que le cerveau, les poumons et les GALT chez les
individus infectés [332-334]. Chez les individus sous traitement, une étude a démontré que la
quantité totale de I’ADN viral dans une biopsie lymphoide dépasse celle détectée dans les
lymphocytes T CD4", suggérant 1’existence d’un réservoir viral autre part que dans les
lymphocytes T [335]. L’ADN proviral a aussi été détecté dans les macrophages isolés a partir
des tissus rectal et iléal [336]. Une étude plus récente a démontré, pour la premicre fois, que
les macrophages du tissu urétral de patients infectés ont la capacité a produire des virus des
I’arrét du traitement ; Mais surtout, la réplication virale était seulement observée dans les
macrophages lorsque les auteurs stimulaient également les lymphocytes T isolés a partir du
méme tissu, suggérant le role principal des macrophages a la constitution du réservoir viral

dans les muqueuses urétrales [337].

4.3.3. Pathogénése virale

Les macrophages des tissus muqueux sont parmi les premicres cellules ciblées par le
VIH-1 grace a leur localisation a proximité du site de 1’infection [337, 338]. Malgré 1’absence
de virus M-tropique durant la phase précoce, I’infection des macrophages pourrait se réaliser
via la phagocytose des lymphocytes T infectés tel que discuté ci-dessus. En effet, les GALT
sont la cible majeure du VIH-1 pendant I’infection aigué, et ces tissus contiennent une grande
quantit¢ de macrophages. Cependant, les macrophages intestinaux sont relativement
réfractaires a I’infection, en raison de I’exposition in situ au TGF-B (« Transforming growth

factor-B ») qui réduit ’expression de CD4 et CCRS5 [339]. De plus, les cellules myéloides
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intestinales expriment un niveau plus haut de microARN miR-221, qui a pour effet de réguler
négativement CD4, diminuant ainsi la susceptibilité de ces cellules a I’infection [340]. Ces
macrophages pourraient par contre assister a la transmission virale via la phagocytose des
lymphocytes T infectés et leur role comme APCs. Il est a noter qu’a ce stade, les virions
peuvent se déplacer dans la circulation sanguine, et sont ainsi capables d’infecter les
macrophages périvasculaires, qui migrent par la suite vers d’autres organes, y compris les
poumons et le cerveau [341]. Au cours de la phase aigué, les macrophages jouent un rdle
important dans 1’induction des réponses immunitaires adaptive et humorale, en diminuant le

fardeau viral sur les cellules immunitaires et en baissant la virémie [342].

Avec I’évolution de I’infection vers le stade avancé, les virus M-tropiques émergent.
Grace a leur distribution dans plusieurs tissus et leur potentiel comme un réservoir viral, les
macrophages tissulaires peuvent contribuer a la progression du VIH-1 chez I’individu infecté.
Cette progression pourrait dépendre de 1’état d’activation des processus inflammatoires. En
effet, ’inflammation associée avec la phase chronique représente un risque pour les maladies
cardiovasculaires (MCV), et les macrophages sembleraient avoir un role central dans ce
processus. Les corrélations entre la durée de l'infection par VIH-1, les marqueurs de
I’inflammation, la présence des macrophages inflammatoires et la pathogen¢se de MCV ont
été confirmées [343]. De plus, I'infection au niveau du SNC est associée a I’inflammation, qui
aboutit aux pathologies allant d’encéphalites a des maladies neurodégénératives plus séveres
(HAND, « HIV associated neurological disorders »). En effet, le HAND semble résulter de
I’infiltration des cellules mononucléaires dans le parenchyme cérébral et possiblement de la
formation des MGCs. Ces MGCs, tels que mentionnés, sont formés par la fusion entre les
macrophages infectés et non-infectés ; quoiqu’il en soit, les macrophages sont des cellules
productrices du VIH-1 dans le cerveau [295, 344]. Le VIH-1 entre dans le SNC trés
précocement et continue a s’y rendre tout de long de I’infection [285]. Les monocytes
envahissants et les macrophages périvasculaires sont capables de transmettre le VIH-1 aux
microglies et possiblement aux astrocytes; de cette maniere, 1’inflammation chronique

persiste [345, 346].
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OBJECTIFS DE LA THESE

La revue de la littérature nous a permis de constater les divers roles de CD47 dans
différentes voies de signalisation et I'importance des macrophages dans la pathogenése du
VIH-1. Compte tenu du role de CD47 dans la régulation de la phagocytose et de 1’apoptose,
ainsi que sa potentielle régulation négative par Vpu, les deux prochains chapitres de cette
thése présentent mes travaux, sous forme d’articles scientifiques, qui visent a mieux

comprendre le réle de I’interaction Vpu-CD47, dans la pathogenése du VIH-1.

Dans le premier article, j’ai déterminé que CD47 est régulé négativement par Vpu durant
I’infection par le VIH-1. Par la suite, j’ai examiné ’effet de cette régulation négative sur la
phagocytose des lymphocytes T CD4" infectés par les macrophages, et son implication dans

I’infection productive des macrophages. Cette section inclut donc 3 objectifs spécifiques :

1. Valider la régulation négative de CD47 par Vpu durant I’infection et analyser la
conservation de cette fonction en utilisant des souches différentes de virus exprimant
Vpu.

2. Déterminer si cette régulation négative module la capture et la phagocytose des
lymphocytes T infectés par les macrophages et méne a leur infection productive.

3. Elucider le mécanisme de la régulation de CD47 médiée par Vpu.

Dans le second article, j’ai déterminé que Vpu affecte 1’apoptose induite par

I’engagement de CD47 dans les lymphocytes T CD4" infectés.
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Figure 1.14. Résumé des objectifs principaux de la premiére article.
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CHAPITRE 2: ARTICLE 1

La protéine Vpu du VIH-1 favorise la phagocytose des cellules T
CD4" infectées par les macrophages via la régulation négative de

CD47

L’objectif de ce chapitre était donc de valider la régulation négative de CD47 par Vpu
dans un contexte physiologique et d’étudier son rdle dans la régulation de la phagocytose des

cellules T CD4" infectées par les macrophages.

Jai ¢laboré, développé et exécuté toutes les expériences, les analyses, les figures et
I’écriture de la premicre version du manuscrit. L’article a été évalué¢ par le journal mBio, la

version plus a jour est présente ci-apres.

Résumé:

La protéine accessoire Vpu du VIH-1 régule négativement de nombreuses protéines
membranaires, ce qui est I’une des stratégies pour 1’évasion des réponses immunitaires. Dans
ce chapitre, nous présentons des résultats indiquant que Vpu est capable d’induire une
régulation négative de CD47, une protéine de surface multifontionnelle impliquée dans
plusieurs voies de signalisation contrdlant notamment la phagocytose. En effet, 1’interaction
de CDA47 avec SIRPa, un récepteur inhibiteur principalement exprimé dans les cellules
my¢loides, permet I’inhibition de la phagocytose. Nous démontrons que la régulation négative
de CD47 par Vpu entraine 1’augmentation de la capture et de la phagocytose des cellules T
CD4" infectées, permettant ainsi I’infection productive des macrophages. De plus, Vpu
interagit avec CD47 via son domaine transmembranaire et cible CD47 a la dégradation
lysosomale. Nos résultats mettent en évidence le role de Vpu dans la modulation de I’infection
des macrophages, ce qui pourrait avoir des implications pour la transmission du VIH-1 aux

phases précoces de ’infection.
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ABSTRACT: Human immunodeficiency virus (HIV) remodels the cell surface of infected
cells to facilitate viral dissemination and promote immune evasion. The membrane-associated
Vpu accessory protein encoded by HIV-1 plays a key role in this process by altering cell
surface levels of multiple host proteins. Using an unbiased quantitative plasma membrane
profiling approach, we previously identified CD47 as a putative host target downregulated by
Vpu. CDA47 is a ubiquitously-expressed cell surface protein that interacts with the myeloid cell
inhibitory receptor SIRPa to deliver a “don’t-eat-me” signal, thus protecting cells from
phagocytosis. In this study, we investigate whether CD47 modulation by HIV-1 Vpu might
promote the susceptibility of macrophages to viral infection via phagocytosis of infected CD4"
T cells. Indeed, we find that Vpu downregulates CD47 expression on infected CD4" T cells
leading to an enhanced capture and phagocytosis by macrophages. We further provide
evidence that, this Vpu-dependent process allows a CCRS5-tropic transmitted/founder (T/F)
virus, which otherwise poorly infects macrophages in its cell-free form, to efficiently infect
macrophages. Importantly, we show that HIV-1-infected cells expressing a Vpu-resistant
CD47 mutant are less prone to infect macrophages through phagocytosis. Mechanistically,
Vpu forms a physical complex with CD47 through its transmembrane domain and targets the
latter for lysosomal degradation. These results reveal a novel role of Vpu in modulating
macrophage infection, which has important implications for HIV-1 transmission in early
stages of infection and the establishment of viral reservoir.

IMPORTANCE: Macrophages play critical roles in HIV transmission, viral spread early in
infection, and as a reservoir of virus. Selective capture and engulfment of HIV-1 infected T
cells was shown to drive efficient macrophage infection suggesting that this mechanism

represents an important mode of infection notably for weakly macrophage-tropic T/F viruses.
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In this study, we provide insight into the signals that regulate this process. We show that the
HIV-1 accessory protein Vpu downregulates cell surface levels of CD47, a host protein that
interacts with the inhibitory receptor SIRPa to deliver a “don’t-eat-me” signal to macrophages.
This allows for enhanced capture and phagocytosis of infected T cells by macrophages,
ultimately leading to their productive infection even with T/F virus. These findings provide
new insights into the mechanisms governing the intercellular transmission of HIV-1 to
macrophages with implications for the establishment of the macrophage reservoir and early

HIV-1 dissemination in vivo.
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INTRODUCTION

The viral protein U (Vpu) is a membrane-associated accessory protein encoded by human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) and related simian immunodeficiency viruses (SIVs)
but not by HIV-2. Consistent with the roles of HIV-1 accessory proteins in targeting cellular
restriction factors to favor immune evasion and viral dissemination, Vpu counteracts many
host proteins including BST2/Tetherin to promote efficient viral particle release (1, 2) and
CD4 to avoid superinfection and subsequent premature cell death (3). The downregulation of
both CD4 and BST2 also protects HIV-1 infected CD4" T cells from antibody-mediated
cellular cytotoxicity (ADCC) (4). Given the contribution of Vpu towards HIV pathogenesis,
partly through targeting BST2 and CD4, there is a continuing interest in identifying additional
Vpu targets. To date, a diverse list of host factors has been identified including CD1d, NTB-
A/SLAM6, PVR/CD155, CCR7, CD62L; SNATI1 (5), ICAM1/3 (6), CD99 and PLP2 (7),
PSGL-1 (8), Tim-3 (9), and there likely are more to be discovered. Indeed, using a stable
isotope labelling of amino acids in cell culture (SILAC)-based proteomic approach, we and

others previously identified CD47 as a potential target that is downmodulated by Vpu (6, 10).

CD47, also known as integrin-associated protein (IAP), is a ubiquitously-expressed type I
transmembrane protein (11) that serves as a ligand of the signal regulatory protein-alpha
(SIRPa, or CD172a), an inhibitory receptor mainly expressed on myeloid cells, like
macrophages and dendritic cells (DCs) (12, 13), but also on cytolytic T lymphocytes (14). The
interaction between these two proteins results in a “don’t-eat-me” signal that inhibits
phagocytosis of target cells expressing CD47 by macrophages and DCs, thus providing an

important regulatory switch for the phagocytic function of these cells.
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Macrophages make up a heterogenous population of immune cells that play important
roles in tissue homeostasis and host defense against pathogens partly through their phagocytic
function (15). They are increasingly recognized as important cellular targets of HIV-1
infection (16, 17). Indeed, given their relative lengthy life span and unique ability to resist
HIV-1 cytopathic effects and CD8* T cell-mediated killing (18, 19), macrophages are thought
to be an important viral sanctuary and vector for HIV-1 dissemination as well as a potential
viral reservoir during antiretroviral therapy (ART) (20-23). Macrophages are among the early
targets of HIV-1 infection given their proximity to the portal of viral entry, commonly the
mucosal tissue (21, 24). They express the CD4 receptor and both chemokine coreceptors
CXCR4 and CCRS5. While macrophage-tropic (M-tropic) viruses mainly use CCRS5 as
coreceptor, they are paradoxically mostly isolated from brain tissues of AIDS patients at late
stages of infection (17, 25). Yet, Infected tissue macrophages can be detected at all stages of
disease (26) and T/F viruses that initiate infection as well as inter-individual transmission are
weakly M-tropic (27). It is therefore crucial to understand the mechanisms by which
macrophages become infected during the early phase of infection. In this regard, it has been
reported that macrophages capture SIV- or HIV-1-infected T cells, retain infectious particles
in a non-degradative compartment and ultimately become infected (28-30). As well,
proinflammatory cytokines secreted shortly after infection (31) may activate macrophages and

enhance the phagocytosis of infected CD4" T cells in proximity in vivo.

Putting our observation in this context, we investigated whether Vpu-mediated CD47

downregulation would facilitate macrophage infection by promoting phagocytosis of HIV-1-
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infected CD4" T cells. In the current study, we report that Vpu downregulates CD47 from the
surface of infected CD4" T cells. We also show that CD47 modulation by Vpu promotes
enhanced capture and phagocytosis of T cells by monocyte-derived macrophages (MDMs),
which ultimately leads to productive infection of MDMs. In addition, our findings uncover
that through this process a T/F virus could efficiently infect MDMs, revealing a possible
model for macrophage infection at early stages of infection. Importantly, mechanistic studies
reveal that Vpu depletes CD47 via a process that requires its transmembrane domain (TMD)
for binding CD47 as well as the DSGNES diserine motif and the ExxxLV trafficking motif for

targeting CD47 to lysosome-dependent degradation.
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RESULTS
Vpu downregulates CD47 from the surface of HIV-1-infected CD4" T cells.

To verify the expression profile of CD47 in the context of HIV-1 infection, we first
examined the effect of Vpu on CD47 surface expression levels in HIV-1-infected SupT1 cells
that do not express BST2 (32). Given that both BST2 and CD47 localize to lipid rafts at the
cell surface (12, 33), and as such might be part of supramolecular protein complexes, the use
of SupT1 cells would indicate whether the effect of Vpu on CD47 was independent from
BST2 downmodulation by Vpu. To this end, SupT1 cells were infected with the CXCR4 (X4)-
tropic GFP-marked NL4-3 HIV-1 (NL4-3) expressing (WT) or lacking Vpu (dU) and surface
expression of CD47 was measured by flow cytometry at 48 hours post-infection (hpi).
Infection with WT HIV-1 resulted in an ~30% decrease in surface CD47 levels on infected
cells as compared to bystander GFP- cells or cells infected with dU HIV-1, suggesting that
modulation of CD47 by Vpu did not involve BST2 (Fig. 1). This downregulation of CD47 was
also observed to varying extents in primary CD4" T cells infected with either NL4-3, CCR5
(R5)-tropic NL 4-3.ADA.IRES.GFP (NL 4-3 ADA) or R5-tropic T/F WITO virus expressing
Vpu (16% to 24% downregulation, average of n=4). Importantly, no such modulation in CD47
expression was noted in cells infected with the respective dU derivatives of these viruses (Fig.
1), further confirming a Vpu-dependent downregulation of CD47 during HIV infection of

primary CD4" T cells.

CDA47 is reported to undergo post-translational pyroglutamate modification at the SIRPa

binding site by the glutaminyl-peptide cyclotransferase-like protein (QPCTL), a modification

that is thought to positively regulate the CD47/SIRPa axis by enhancing SIRPa binding (34).
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Since CD47 surface expression was detected using anti-human CD47 mAb clone CC2C6,
which specifically recognizes the pyroglutamate of CD47, we next assessed whether Vpu
targeting of CD47 is dependent or independent of the pyroglutamate epitope. Using the anti-
human CD47 mAb clone B6H12 that recognizes all forms of CD47 at the cell surface, we
found that the extent of Vpu-mediated downregulation of CD47 (~40%) was comparable to
that detected with the CC2C6 mAbD in infected Jurkat E6.1 cells (Fig. S1). Together, these data
show that Vpu downregulates all forms of CD47 from the surface of HIV-1-infected CD4" T

cells.

Vpu-mediated CD47 downregulation enhances capture and phagocytosis of infected T
cells by MDMs.

CDA47 is known to function as a marker of “self” that protects healthy cells from being
engulfed by macrophages. Accordingly, hematopoietic cells lacking CD47 are efficiently
cleared by macrophages (35). Therefore, we hypothesized that Vpu-mediated downregulation
of CD47 modulates the capture and phagocytosis of HIV-1-infected T cells by MDMs. To test
this, we generated a CD47 knockout (CD47KO) Jurkat E6.1 cell line (Fig. S2A and B). First,
target Jurkat cells (CD47 expressing control and CD47KO) were infected with NL 4-3 ADA
(WT or dU) for 48 h, then labelled with CFSE and cocultured with MDMs for 2 h to assess the
capture of labelled T cells by CD11b-expressing macrophages using flow cytometry (Fig. 2A).
As shown in Fig. 2B, we observed a significantly higher frequency of CD11b"/CFSE* MDMs
upon coculture with WT-infected CD47-expressing Jurkat cells (~12 %, average of n=4)
compared to those cocultured with mock- or dU-infected Jurkat cells (~7.5 or 8.8 %,

respectively, average of n=4). When MDMs were cocultured with CD47KO Jurkat cells, there
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was an overall increase in capture of target cells (Fig. S2C), and this increase was unchanged
regardless of whether these cells were infected with WT or dU virus ( 21.5% vs 23.3% or 22%,
average of n=4 for mock vs WT and dU, respectively. Fig. 2B). In keeping with an inverse
correlation between cell capture efficiency and CD47 expression on target cells, these results
indicate that Vpu-mediated CD47 downregulation enhanced the susceptibility of T cells to be

taken up by MDMs.

To directly demonstrate that this process was a consequence of phagocytosis, we
performed similar experiments using target cells labelled with pHrodo, a pH-sensitive dye that
becomes fluorescent within the acidic environment of phagolysosomes, thus enabling an
accurate measurement of bona fide phagocytosis. Indeed, using this approach we also
observed a significantly higher frequency of CDI11b"/pHrodo” cells when MDMs were
cocultured with WT (6.3 %, average of n=5) instead of dU (3.2 %, average of n=5) virus-
infected targets (Fig. 2C). Also consistent with the data from the capture assay (Fig. 2B; Fig.
S2C), CD47KO target cells were more efficiently phagocytosed by MDMs (Fig. S2D) and the
extent of which was comparable among uninfected, WT- or dU-virus (10.8, 12.8 and 14.6 %,
respectively, average of n=5) infected targets (Fig. 2C). Importantly the differential impact of
Vpu on the capture and phagocytosis of CD47-expressing T cells was not linked to an increase
in the frequency of Annexin® apoptotic target cells, a condition known to trigger phagocytosis
by MDMs (Fig. S2E). Taken together, these results indicate that Vpu promotes both capture

and phagocytosis of target cells.
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Phagocytosis of infected CD4" T cells promotes productive infection of MDMs by T/F
virus.

T/F viruses were reported to display a much weaker tropism for MDMs compared to truly
M-tropic virus strains (27). Indeed, there was no detectable infection (based on intracellular
Gag p24) of MDMs using WITO T/F virus (MOI = 5), whereas infection with a cell-free WT
NL 4-3 ADA virus (M-tropic, MOI = 2) resulted in up to 1.5 - 5 % of p24* cells (Fig. S3A).
To investigate whether WITO could infect MDMs via phagocytosis of infected primary CD4*
T cells, MDMs were either cocultured with CD4" T cells infected (to a comparable level, Fig.
S3B) with either ADA or WITO viruses or cultured in the presence of the corresponding
virion-containing supernatants from T cell cultures prior to extensive washes to eliminate
input target T cells or virions. The former was referred to as “co-culture” while the latter, was
designated “cell-free” in Fig. 3. Conditioned supernatant from both “co-culture” and “cell-
free” infections was collected at various time points and quantified for infectious particles
using a TZM-bl cell-based luciferase reporter assay (Fig. 3A). While the media from cell-free-
infected MDMs revealed a modest luciferase activity for both ADA and WITO infections, that
from MDMs cocultured with infected CD4" T cells showed meaningfully higher levels (Fig.
3B). Interestingly, we observed an approximately 6- to 9-fold higher viral production (day 2)
for MDMs cocultured with WITO-infected CD4" T cells compared to those with ADA-
infected cells (Fig. 3B), despite the initially comparable infection of CD4" T cells at the time
of the cocultures (Fig. S3B). These results show that HIV and notably T/F viruses can
productively infect MDMs through cell-to-cell contact with infected CD4" T cells. To directly
support the notion that capture and engulfment of infected T cells was occurring in these

conditions, MDMs cocultured with T cells infected with GFP-marked viruses were processed
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for immunostaining and analysis by confocal microscopy. As shown in Figure 3C, the
presence of GFP" MDMs in close contact with T cells or containing intact GFP* T cells could
be observed. Furthermore, MDMs displaying a GFP signal following cell-contact showed the
presence of multiple nuclei and harbored Gag pl17 immunostaining in internal compartments
as well as at the cell periphery, suggesting the intercellular transfer of fully mature virus
particles to MDM (Fig. 3D). Taken together with the capture/ phagocytosis data (Fig. 2), we
assert that the improved infection of MDMs is likely a consequence of their engulfment of

infected CD4" T cells.

To provide evidence that the infection of MDMs was indeed due to phagocytosis, we
introduced Jasplakinolide (Jasp) to the cocultures (Fig. 4A). Jasp was reported to promote
actin polymerization and stabilize actin filaments, thereby inhibiting cellular processes
dependent on actin dynamics including phagocytosis (28, 36). In brief, MDMs were pretreated
with Jasp, cocultured with WITO-infected CD4* T cells, and analyzed by flow cytometry for
phagocytosis activity (Fig. 4B) and the frequency of infected (Fig. 4C) MDMs. Treatment of
MDMs with Jasp effectively inhibited phagocytosis (Fig. 4B) and blocked the infection (Fig.
4C). Consistent with these findings, the level of infectious viral particles, measured via
luciferase activity in TZM-bl cells was negligible in the supernatant of MDMs cultures
following Jasp treatment (Fig. 4D). As well, the fact that reverse transcriptase inhibitor
zidovudine (AZT) or integrase inhibitor raltegravir (Ral) (Fig. S4A and B) could block MDMs
infection following coculture of WITO-infected CD4" T cells further validates the authenticity

of the MDM s infection.
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Given that the effect of actin filament disruption on HIV-1 viral release remained unclear
(37), we assessed whether Jasp treatment would affect virion release, which would ultimately
interfere with MDMs infection. To this end, WITO-infected T cells were washed to remove
cell-free virions and then cultured in the presence or absence of Jasp. As shown in Fig. 4E,
Jasp treatment did not affect the release of viral particles from T cells. Altogether, using
different cell-based assays, we provide evidence that the ability of MDMs to phagocytose
infected T cells rendered them susceptible to infection by viruses which would otherwise be

poorly infectious.

Vpu facilitates productive infection of macrophages by enhancing phagocytosis of
infected T cells through CD47 downregulation

To directly address whether the enhanced uptake of infected T cells that display a CD47
downregulation by Vpu results in enhanced infection of macrophages, similar experiments
were conducted using WT or dU WITO-infected Jurkat cells as target (Fig. SA). Consistent
with our previous results, we observed a significantly higher frequency of CD11b*/pHrodo*
cells upon coculture of MDMs with WT WITO-infected Jurkat cells (7%, average of n=4) as
compared to the cocultures with mock- or dU WITO-infected Jurkat cells (3.2% or 4.6%,
respectively, average of n=4. Fig. 5B), a condition that was directly linked to a Vpu-dependent
downregulation of CD47 expression at the surface of infected T cells (Fig. S5A), yet was
independent from apoptosis (Fig. S5B). Importantly, we found that macrophage infection was
generally more efficient upon coculture with T cells infected with WT WITO as compared to

coculture with T cells infected with Vpu-deficient WITO (Fig. 5C), thus supporting the notion
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that enhanced phagocytosis of infected T cells by MDMs following Vpu-mediated CD47

downregulation promotes a heightened productive infection of MDMs.

Vpu binds CD47 via its transmembrane domain (TMD) and targets CD47 for lysosomal
degradation.

We next sought to understand the mechanism involved in Vpu-mediated CD47
antagonism. HEK 293T cells were co-transfected with plasmids expressing CD47 and Vpu
and analyzed by Western blotting for CD47 expression. CD47 was downregulated by Vpu in a
dose-dependent manner by as much as 60% (Fig. 6A), bringing the question as to how,
mechanistically, Vpu mediates the depletion. Thus, we generated Vpu variants that contain
mutations within the main functional domains including the: (1) AI5SL-W23A in the TMD that
is involved in various target interactions (38, 39), (2) S53/57A mutation within the DSGNES
diserine motif that is involved in the recruitment of the SCFPT™P E3 ubiquitin ligase,
responsible for ubiquitination and degradation of several Vpu targets (40, 41), and (3)
As3xxxAs7V (AxxxAV for short) within the ExxxLV trafficking motif, which targets Vpu-
containing complexes to intracellular compartments away from the plasma membrane (42). To
this end, we found that all three Vpu mutants prevented CD47 depletion (Fig. 6B and
C(input)), suggesting the importance of the main functional domains of Vpu in this process.
Indeed, the A15L-W23A mutant was unable to bind CD47 (Fig. 6C), implying that the Vpu
TMD mediates the complex formation with CD47. To determine whether Vpu induces CD47
protein degradation by either the proteasomal or lysosomal pathway, we treated Vpu- and
CD47-expressing HEK 293T transfectants with proteasomal inhibitor MG132 or lysosomal

inhibitor Concanamycin A (ConA) and found that ConA, but not MG132 prevented CD47
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depletion (Fig. 6D). Collectively, these results indicate that Vpu binds CD47 via its TMD and
targets the host protein for lysosomal degradation. Conceivably, this process requires both the
SCFPTCP_recruiting DSGNES  diserine motif as well as the ExxxLV trafficking signal,

consistent with the lack of CD47 degradation by the S53/57A and AxxxAV mutants.

Furthermore, given that Vpu is typically involved in TMD-TMD interactions with its
target proteins, we generated a chimeric CD47 mutant, composed of the extracellular domain
(ECD1, aa 1-141) of human CD47 as well as the five membrane-spanning domains (MSDs)
and the cytoplasmic tail (CT) of mouse CD47 (Fig. S6), which displays ~26% of aa sequence
divergence mainly found in the first and second MSDs. In this configuration, CD47 became
largely resistant to Vpu-mediated degradation, consistent with the fact that the mouse CD47
counterpart was insensitive to Vpu (Fig. S6). These results suggest that the MSDs are

important determinants of human CD47 susceptibility to Vpu-mediated degradation.

HIV-1-infected cells expressing Vpu-resistant chimeric CD47 are less prone to infect
macrophages through phagocytosis.

Given that chimeric CD47 was resistant to Vpu-mediated degradation, we next asked if
expression of this mutant would alter target cell susceptibility to phagocytosis by MDMs. To
this end, we used a CD47KO Jurkat cell line (JC47) (43) to generate cell lines stably
expressing either the human-mouse chimeric CD47 (JC47-cCD47) or human CD47 (JC47-
hCD47). Cells were selected and enriched by fluorescence-activated cell sorting (FACS) to
obtain CD47 expression levels comparable to those detected on the parental Jurkat cells (Fig.

7A). Upon infection of these cell lines with NL 4-3 ADA WT HIV-1, we observed
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downregulation of CD47 by 40 % on JC47-hCD47 cells but only by 10 % on those expressing
the chimeric JC47-cCD47 (Fig. 7B). Next, we investigated the susceptibility of uninfected
(mock) and infected JC47-derived cell lines to phagocytosis by MDMs. First, we found that
JC47-hCDA47 cells were phagocytosed by MDMs to a similar degree as JC47-cCD47 cells,
since both showed ~ 5% CDI11b*/pHrodo" cells, suggesting that cCD47 was as effective as
hCDA47 at inducing a “don’t-eat-me” signal (Fig. S7TA and Fig. 7C). Interestingly, upon
infection with WT HIV-1, JC47-hCD47 cells were phagocytosed more efficiently than
infected JC47-cCD47 cells (Fig. 7C). Importantly, this difference in phagocytosis was not
linked to apoptosis of target cells (Fig. S7B). Furthermore, and in agreement with the
phagocytosis results, we observed a heightened virus production as measured by luciferase
activity from MDMs co-cultured with WT HIV-infected JC47-hCD47 cells (Fig. 7D)
compared to their chimeric JC47-cCD47 counterparts. Collectively, these results further
underscore our observation that Vpu-mediated CD47 downregulation potentiates phagocytosis
of infected T cells by MDMs and, consequently, promotes increased productive infection of

MDMs.
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DISCUSSION

In this study, we extend our previous SILAC-based observation that CD47 is a putative
target of HIV-1 Vpu (6, 10) and reveal that Vpu indeed downregulates CD47 on CD4" T cells
infected with lab-adapted X4-tropic NL 4-3, R5-tropic NL 4-3 ADA as well as T/F WITO
virus (Fig. 1). These findings obtained in the context of HIV-1 infection are in contrast to
those reported by the Hasenkrug group, which showed that CD47 was upregulated in different
types of immune cells upon recognition of several pathogens including SARS-CoV-2,
hepatitis C virus (HCV) and lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) (44, 45), suggesting
that downregulation of CD47 is an evolved viral counter-measure which provides HIV with a
selective advantage. Indeed, we show that Vpu-mediated CD47 downregulation leads to an
enhanced capture and phagocytosis of infected CD4" T cells by MDMs (Fig. 2), a process
which ultimately facilitates productive infection of macrophages (Fig. 5). As well, our data in
the context of primary CD4" T cells show that the R5-tropic WITO T/F virus relies on
phagocytosis to efficiently infect MDMs, raising the possibility that phagocytosis of infected
cells is an important mechanism through which myeloid cells get productively infected by

HIV-1 and is likely consequential for inter-host HIV-1 transmission.

Macrophages were reported to engulf HIV-1-infected CD4" T cells, a process that leads
to their own infection (28, 29), but the capture recognition signals remained unclear. Binding
of CD47 to SIRPa suppresses multiple pro-phagocytosis signaling pathways including those
mediated by IgG/FcyR, complement/complement receptors, and calreticulin (46, 47),
suggesting that decreased CD47 expression might trigger phagocytosis. Indeed, we show that

Vpu-mediated CD47 downregulation enhanced capture and engulfment of infected T cells by
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MDMs (Fig. 2; Fig. 5B). Although modest, the effect was invariably reproducible and
consistent with other studies which used Jurkat cell lines expressing differential surface levels
of CD47 as target cells in phagocytosis assays (43, 48). Apart from calreticulin,
phosphatidylserine (PS) is another critical pro-phagocytosis signal predominant on apoptotic
cells (49). Nevertheless, CD47/ SIRPa signaling was recently reported to block the “eat-me”
signal driven by PS (50). In the context of HIV-1 infection, we found more externalization of
PS on the cell surface as measured by Annexin V staining (Fig. S2E; Fig. S5B), in line with
previously reported results (51). However, although Vpu expression was reported to induce
apoptosis (52), we did not observe a significant difference of PS exposure between cells
infected with WT and dU HIV-1 (Fig. S2E; Fig. S5B) suggesting that the augmented
phagocytosis of cells infected by WT virus was likely resulting from Vpu-induced decrease of
CDA47. Indeed, this notion was further supported by our finding that target T cells expressing
human-mouse chimeric form of CD47 that are less responsive to Vpu-mediated
downregulation were less prone to phagocytosis by MDMs as compared to human CD47
expressing target cells (Fig. 7C). Furthermore, since we show that knock-out of CD47 in
Jurkat T cells results in a strong enhancement of phagocytosis by MDMs (Fig. S2D), our data
are collectively consistent with findings showing that lack of CD47 results in augmented
phagocytosis of red blood cells (35) and more efficient clearance of lymphohematopoietic
cells by macrophages (53). Conversely, target cells with elevated cell surface CD47 are shown

to be protected from phagocytosis by macrophages (48, 54).

Infection of macrophages can be detected throughout all stages of HIV-1 infection (26).

However, M-tropic viruses are found at late stages of infection and virus isolated at early
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stages of infection display very limited tropism for macrophages as cell-free virus (17, 25).
We hypothesized that through phagocytosis of T/F virus-infected CD4" T cells, macrophages
could become infected with these viruses, a process that would potentially initiate inter-host
viral dissemination at early stages of HIV-1 infection. Indeed, we found that T/F virus WITO,
which poorly infects MDMs by a cell-free route (Fig. S3A), as reported previously (27, 28,
55), was able to elicit a productive infection in MDMs. Interestingly, we observed that
phagocytosis of WITO-infected CD4" T cells ultimately led to an approximately 6- to 9-fold
higher viral production by infected MDMs compared to the engulfment of T cells infected
with a M-tropic NL 4-3 ADA (Fig. 3B) despite comparable degree of CD47 downregulation
by these viruses (Fig. 1). This implies a potentially more efficient infection of MDMs
following uptake of T cells infected with T/F WITO since the frequency of infected T cells
was comparable at the time of phagocytosis (Fig. S3B).This difference in infection efficiency
between T/F WITO and HIV ADA may be linked to the differential impact of host antiviral
restriction factors, and notably interferon-induced transmembrane proteins (IFTIMs), which
accumulate intracellularly during HIV-1 infection of macrophages (56, 57) and are
incorporated into virions, thus reducing their infectivity (57). In this context, it was reported
previously that as IFITMs incorporation increased (57), there was a decrease in the infectivity
of virions produced by HIV-1 ADA-infected MDMs. In contrast, T/F viruses were reported to
be relatively resistant to IFITMs-mediated restriction (58, 59) with WITO displaying the most
resistance to IFITM3 and releasing the highest levels of infectious virions among all viral
strains tested (59). That being said, given the gradual decrease in the level of infectious

particles released by MDMs (Fig. 3B; Fig. 5C), it is possible that other restriction factors
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present in macrophages including GBPS5 (60) and MARCHS (61), which inhibit the infectivity

of macrophage-derived virions, could play a role in controlling viral dissemination.

Phagocytosis is a process known to be important for the elimination of engulfed
pathogens and apoptotic cells (62). However, we show that inhibition of phagocytosis by Jasp
is linked to a suppression of productive infection of MDMs (Fig. 4), suggesting that HIV-1
takes advantage of this process to infect macrophages. Indeed, a recent study by the Kieffer
group (29) in HIV-l-infected humanized mice provided evidence that bone marrow
macrophages phagocytosed infected T cells and produced virus within enclosed intracellular
compartments. Using electron tomography (ET), they observed macrophages phagocytosing
infected T cells, with mature and immature HIV-1 virions within macrophage phagosomes
alongside engulfed cells at varying degrees of degradation. Moreover, virions were also
observed to assemble and undergo budding and maturation within fully-enclosed
compartments which would subsequently fuse with surface-accessible invaginations to release
virions into the extracellular space. Since HIV-1 virions are inactivated in acidic environments
(63), further investigation is needed to better understand how virions escape phagosomal
degradation before a complete destruction of the ingested T cells. In fact, many
microorganisms have evolved multiple strategies to prevent phagocytic destruction. For
instance, Mycobacterium tuberculosis inhibits the acidification process of phagosomes via the
exclusion of vesicular proton-ATPase thus hindering the maturation of these compartments
(64); it also prevents the fusion of lysosomes with phagosome (65). Interestingly, we show

herein that inhibition of reverse transcription and integration suppresses productive infection
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of MDMs by WITO (Fig. S4), suggesting that virions transferred to macrophages via

phagocytosis of HIV-1-infected T cells were able to actively replicate in MDMs.

While phagocytosis of infected T cells by macrophages represents one route of infection
of macrophages, other mode of cell-to-cell virus transfer have also been described in vitro. It
was recently reported that contacts between infected T lymphocytes and macrophages could
lead to virus spreading to macrophages via a two-step fusion process that involves fusion of
infected T cell to macrophages and virus transfer to these newly formed lymphocytes/
macrophages fused cells. These newly formed cells were in turn able to fuse to neighboring
uninfected macrophages leading to the formation of long-lived virus-producing multinucleated
giant cells (MGCs) (66, 67). Although the formation of MGCs has been reported in the
lymphoid organs and central nervous system of HIV-Il-infected patients (68-70) and SIV-
infected macaques (71), the presence of macrophage-T-cell fusion was not observed by the

Kieffer group in humanized mice (29).

Experiments directly comparing WT and dU WITO-infected target T cells support the
notion that enhanced phagocytosis of infected T cell by MDMs following Vpu-mediated
CD47 downregulation facilitates productive infection of macrophages (Fig. 5 and Fig. S5).
Considering the conflicting reports about a potential positive or negative effect of BST2 on
cell-to-cell transmission (72-75) and its potential impact on phagocytosis and infection of
macrophages, we also used a complementary approach that avoided the comparison between
WT and dU HIV-infected target T cells. Taking advantage of a Jurkat cell line expressing

human-mouse chimeric CD47, which is relatively unresponsive to Vpu modulation (Fig. S6;
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Fig. 7A and B), we validate that Vpu-mediated CD47 downregulation contributes to
phagocytosis of HIV-1-infected CD4" T cells by MDMs and facilitates productive infection of

MDMs (Fig. 7C and D).

Mechanistically, we provide evidence that the main functional domains of Vpu are
involved in the downregulation of CD47 and that Vpu interacts with CD47 via its TMD to
target the latter for degradation via a lysosomal pathway (Fig. 6). Although the model of
CDA47 degradation seems rather similar to how Vpu depletes BST2; it remains unclear whether:
(1) the DSGNES motif through the recruitment of SCFPTRCPIZ complex promotes CD47
ubiquitination and (2) interaction of adaptor proteins to the ExxxLV trafficking motif of Vpu
in complex with CD47 target CD47 to cellular compartment away from the plasma membrane.
More detailed mechanistic studies are required to fully dissect processes underlying Vpu-

mediated downregulation of CD47.

In summary, we report herein that CD47 is a new cellular target downregulated by HIV-1
Vpu. Such a decrease in CD47 expression allows for enhanced phagocytosis of infected T
cells by macrophages, which ultimately leads to productive infection of this myeloid cell
subset even with HIV strains that would otherwise be weakly M-tropic (i.e., T/F viruses). We
posit that this process enables macrophages to be infected, including during early stages of
HIV infection when M-tropic strains have not yet emerged. Taken together, our data identifies
a mechanism whereby T/F virus-infected macrophages could be a source of viral reservoirs

and promote viral dissemination to different tissues.
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MATERIALS AND METHODS

Antibodies

For flow cytometry, the following antibodies (Abs) were used: PE/Cy7-conjugated mouse
anti-human CD47 (clone CC2C6) monoclonal Ab (mAb) and APC-conjugated anti-CD11b
mADb (clone ICRF44) as well as corresponding isotype controls from BioLegend, APC-
conjugated mouse anti-human CD47 mAb (clone B6H12; eBioscience), RD1-conjugated anti-
Gag (clone KC57; Beckman Coulter). For immunoprecipitation and Western blot analysis, the
following Abs were used: polyclonal sheep anti-human CD47 (AF4670) and sheep IgG HRP-
conjugated Ab (HAF016) from R&D system; mouse anti-HA mAb (16B12), anti-GAPDH
(FF26A/F9) and anti-CRISPR Cas9 (7A9) from BioLegend; rabbit anti-HA mAb (C29F4)
from Cell Signaling Technology; rabbit anti-GFP (SAB4301138) from Sigma-Aldrich; anti--
actin (C4, sc-47778) from Santa Cruz Biotechnology; goat anti-rabbit IgG H+L (HRP,
ab205718) and goat anti-mouse IgG H+L (HRP, ab 205719) from Abcam and anti-Vpu rabbit
polyclonal serum as described previously (76). For confocal microscopy analysis, the
following Abs were used: purified anti-CD11b (clone ICRF44; BioLegend), anti-pl7 as
previously described (77), Alexa Fluor 594-coupled donkey anti-mouse IgG H+L (Invitrogen,

#A-21203).

Plasmids
The X4-tropic proviral construct pBR NL 4-3. IRES. GFP wild-type (WT) and its Vpu-
deficient derivative (dU) were kindly provided by Frank Kirchhoff (78, 79). The R5-tropic

pNL 4-3 ADA. IRES.GFP WT and dU were generated as described (80). The molecular clone
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of T/F virus WITO was obtained from the NIH AIDS Reagent Program (#11919)(55) and the
dU version of WITO was generated by overlapping PCR.

The pSVCMV-VSV-G plasmid encoding for the vesicular stomatitis virus glycoprotein G
(VSV-G) was previously described (32). The lentiviral psPAX2 packaging vector was
provided by Didier Trono (Addgene plasmid #12260). The lentivectors lentiCRISPR v2
(plasmid #52961) (81) and pWPI-IRES-Puro-Ak (plasmid #154984) were also obtained
through Addgene from Feng Zhang and Sonja Best, respectively.

Vpu mutants were generated using PCR-based Quick-change site-directed mutagenesis as per
standard protocols (Agilent). The plasmids encoding WT Vpu and Vpu mutants were generated
by insertion of the corresponding Vpu fragments from pNL 4-3 ADA proviral constructs into
the pCGCG-IRES-GFP plasmid, a kind gift from Frank Kirchhoff (79). The cDNA of human
CD47 and mouse CD47 with an HA-tag at the C-terminal were purchased from Sino
Biological and Thermo Fisher Scientific, respectively. The HA-tag was then added to human
CD47 by PCR. Chimeric CD47 consisting of a human extracellular domain and mouse
MSDs+ HA-tagged cytosolic tail was generated by overlapping PCR (see Supplementary table
1 for oligonucleotides). These fragments were then inserted into pECFP-N1 (Clonetech).
Fragments without the HA-tag were also generated by PCR and inserted into pWPI-IRES-
Puro-Ak to create pWPI- hCD47 or pWPI-cCD47 for expression of human or chimeric CD47,

respectively. All constructs were confirmed by sequencing.

Cell lines

HEK 293T cells and the HeLa TZM-bl indicator cell line were cultured in DMEM (Wisent)

containing 100 U/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin (P/S) and 10% FBS (DMEM-10).
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Lymphocytic cell lines were maintained in RPMI 1640 medium (Wisent) containing P/S and
10% FBS (RPMI-10). SupT1 (Dr. Dharam Ablashi (82)) and TZM-bl (Dr. John C. Kappes,
and Dr. Xiaoyun Wu (83)) cells were obtained from the NIH AIDS Reagent Program, whereas
Jurkat E6.1 and HEK 293T cells were acquired from ATCC. The Jurkat E6.1-based CD47

knockout (KO) cell line, JC47, was as described previously (43).

CD47 knockout and rescue

To generate a CD47KO  Jurkat E6.1 cell line, guide sequence 5’
CACCGGATAGCCTATATCCTCGCTG-3" targeting CD47 was inserted into the
lentiCRISPR v2 vector. Lentiviruses were produced by triple transfection of the generated
lentivector with psPAX2 and pSVCMV-VSV-G in HEK 293T cells as described previously
(6). Control lentiviruses were also produced using the lentiCRISPR v2 without sgRNA. Jurkat
E6.1 cells were transduced with either the control or sgRNA-expressing lentiviruses, selected
with puromycin and the CD47KO population was enriched by fluorescence-activated cell
sorting (FACS).

In order to rescue CD47 expression in CD47 KO cells, the JC47 cell line was used.
Lentiviruses were produced by transfecting HEK 293T cells with pWPI-hCD47 or pWPI-
cCD47 and psPAX2 and pSVCMV-VSV-G. JC47 cells were transduced with lentiviruses
expressing either hCD47 or cCD47, selected by CD47 surface expression and enriched by

FACS to ensure that CD47 expression levels are comparable with parental Jurkat E6.1.
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Primary cell cultures

Human blood samples were obtained from healthy adult donors following informed consent in
accordance with the Declaration of Helsinki under research protocol approved by the Research
Ethics Review Board of the Institut de Recherches Cliniques de Montréal (IRCM). Peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) were purified from buffy coats following Ficoll density
gradient (GE Healthcare). CD4" T cells were isolated by negative selection using CD4" T cell
isolation kit (Miltenyi Biotec) according to the manufacturer’s protocol. Purified CD4" T cells
were activated with 5 pg/mL phytohemagglutinin-L (PHA-L; Sigma-Aldrich, #11249738001)
and 100 U/mL IL-2 (PeproTech, #200-02) for 3 days and cultured in RPMI-10 containing 100
U/mL IL-2 for another 2 days before infection.

PBMCs were seeded for 2 h at 37°C in non-tissue culture treated dishes (Fisherbrand)
containing serum-free RPMI medium. After gentle washes, adherent cells (which mostly
contain monocytes) were cultured for 7 days in RPMI supplemented with 5%
decomplemented autologous human blood plasma and 10 ng/mL M-CSF (R&D system, #216-
MC) to obtain MDMs. Purity of MDMs was determined by CD11b surface staining and was

found to routinely reach > 95 %.

Virus production and infection

Virus stocks were obtained by transfecting of HEK 293T cells with proviral DNA in the
presence or absence of pPSVCMV-VSV-G using polyethylenimine (PEI; Polyscience, #23966).
Briefly, HEK 293T cells were plated at 5 x 10° cells per 15 cm dish for overnight incubation
and then transfected with 20 pg of total DNA combined with 60 pg of PEI. Media was

changed at 18 h post-transfection. Virus-containing supernatants were collected at 48 h post-
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transfection, clarified and pelleted by ultracentrifugation onto a 20% sucrose-phosphate-
buffered saline (PBS) cushion for 2 h at 35,000 rpm at 4°C. Viruses were titrated using the
TZM-bl indicator cells as previously described (84).

For infection of T cell lines, cells were infected at multiplicity of infection (MOI) of 0.5 or 1.
Primary CD4" T cells were infected at MOI of 1 by spin-inoculation as previously described
(85). MDMs (seeded at 1 x 10° cells/well in 12 well-plate) were infected at MOI of 2 (for NL
4-3 ADA) or MOI of 5 (for WITO) in 300 pL of RPMI-10. Viruses were adsorbed for 6 h at

37°C before medium was replaced with 1 mL of RPMI-10.

In vitro capture and phagocytosis assays

For flow cytometry-based capture assay, target cells were labelled with 5 puM of
carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) from a CFSE cell proliferation kit (Invitrogen,
C34554) for 5 min at room temperature, then washed three times with PBS containing 5 %
FBS, and resuspended in RPMI with 5 % FBS before cells (4 x10°) were added to MDMs and
cocultured at 37°C. After 2 h of co-culture, MDMs were extensively washed and analyzed by
flow cytometry. Capture efficiency was determined as the percentage of CDI11b* cells
containing CFSE-derived green fluorescence. For phagocytosis assay, target cells were
labelled with 100 ng/ml of pHrodo Green STP ester (Invitrogen, P35369) pH 7.8 for 30 min at
room temperature, resuspended in serum-free RPMI and then added to MDMs. After 2 h of
co-culture at 37°C, MDMs were washed, collected and analyzed. Phagocytosis efficiency was

determined as the percentage of CD11b" cells containing pHrodo-derived green fluorescence.
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Coculture experiments of CD4"* T cells with MDMs

CD4" T cells were infected and after 2 days, washed, and maintained in culture for virus
release during a 6 h incubation. Supernatants were separated from T cells by centrifugation
(300 x g, 5 min), and fraction was added to MDMs for “cell-free” and “co-culture” infections,
respectively. After the 6 h of incubation, MDMs were extensively washed to remove
supernatants or T cells, and then cultured for 10 days. Media of MDMs were collected at
specific interval of time for further analysis.

For the experiments involving Jasplakinolide (Jasp; Cayman Chemical, #102396-24-7),
MDMs were pretreated with 5 uM of the inhibitor (or vehicle DMSO) for 1h. CD4" T cells
were subsequently cocultured with treated or untreated MDMs for 6 h in the presence or
absence of Jasp. MDMs were washed extensively after the coculture and analyzed by flow
cytometry for phagocytosis of pHrodo-labelled CD4" target T cells by MDMs, as described
above, or maintained in culture for 10 days for a replication kinetic study. Media of MDMs
were collected at day 2 post coculture for measurement of infectious virus production by
TZM-bl luciferase reporter assay (see below). To determine the effect of Jasp on virus
production, infected CD4" T cells were washed and incubated with Jasp or DMSO for 6 h,
prior to cell supernatants being collected for quantification of virus production by HIV-1 p24
ELISA (XpressBio).

To assess the effect of reverse transcriptase inhibitor Zidovudine (AZT) or integrase inhibitor
Raltegravir (Ral) on MDM infection, cells were pretreated with 5 uM AZT, 10 uM Ral or
vehicle control DMSO for 2 h, and cocultured with infected CD4" T cells in the presence of
the drugs. After 6 h, MDMs were extensively washed to remove the T cells and drugs, and

then cultured for another 2 days. Efficiency of MDMs infection was determined by flow
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cytometry analysis of intracellular Gag and production of infectious virus in MDMs-free
culture supernatant using the TZM-bl assay.

For experiments using Jurkat cells infected with VSV-G pseudotyped WITO (WT ot dU)
viruses as target, cells were extensively washed to remove cell-associated virions 48 h after
infection and subsequently cocultured with MDMs for 6 h. MDMs were washed extensively

after the coculture and analyzed for phagocytosis or productive infection as described above.

TZM-bl luciferase reporter assay

TZM-bl cells (2 x 10* cells/well seeded in a 24-well plate the previous day) were inoculated
with MDM-free culture supernatant for 6 h at 37°C, washed with PBS and maintained in
DMEM-10. At 48 hpi, cells were lysed in cell culture lysis reagent (E153A, Promega) and

analyzed for luciferase activity using a commercial kit (E1501, Promega).

Confocal microscopy

SupT1 cells were infected with VSV-G pseudotyped GFP-expressing WT NL 4-3 ADA virus
for 48 h and cocultured at a ratio of 4:1 with MDMs plated at 1,000 cells/well in an 8-well
chamber slide (ibidi, #80806). After 2 h, MDMs were gently washed with PBS and fixed with
4% paraformaldehyde (PFA) for 30 min. Fixed MDMs were incubated for 2 h at 37°C in 5%
milk-PBS containing anti-CD11b, a marker of macrophages. To detect p17, fixed MDMs were
permeabilized in 0.2% Triton X-100 for 5 min, blocked in PBS containing 5% milk for 15 min,
then incubated for 2 h at 37°C in 5% milk-PBS containing anti-p17 Abs which recognizes the
mature matrix protein following Gag precursor processing by the viral protease but not the

immature Gag precursor (77). Cells were washed and incubated with Alexa Fluor 594-coupled
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donkey anti-mouse IgG for 30 min at room temperature. Chamber slides were then washed
with PBS and applied with DAPI solution (0.1 pg/mL in PBS) for 5 min, washed again and
mounted using fluorescent mounting medium. Data were acquired using laser-scanning

confocal microscope LSM-710.

HEK 293T cell transfection

HEK 293T cells were transfected with appropriate plasmids using PEI. When applicable, the
corresponding empty vectors were included in each transfection to ensure the same amount of
transfected DNA in all conditions. For biochemical analyses involving the use of proteasomal
and lysosomal inhibitors, MG132 (10 pM; Sigma-Aldrich, #474787) or Concanamycin A
(ConA, 50 nM; Tocris Bioscience, #2656), respectively, were added to HEK 293T cells 36 h

post-transfection. Cells were harvested for analysis 8 h thereafter.

Western blotting

For SDS-PAGE and Western blotting analysis, cells were lysed in RIPA-DOC buffer (10 mM
Tris pH7.2, 140 mM NaCl, 8 mM Na;HPO4, 2 mM NaH;POs, 1% Nonidet-P40, 0.5 % sodium
dodecyl sulfate, 1.2 mM deoxycholate) supplemented with protease inhibitors (cOmplete,
Roche). Lysates were then mixed with equal volume of 2 x sample buffer (62.5 mM Tris-HCI,
pH 6.8, 2 % SDS, 25 % glycerol, 0.01 % bromophenol blue, 5 % p-mercaptoethanol), and
incubated at 37°C for 30 min as boiling was reported to cause aggregation of CD47 (86).
Proteins from lysates were resolved on 15 % SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose
membranes, and reacted with primary antibodies. Endogenous CD47 was detected using a

sheep polyclonal Ab, HA-tagged exogenous CD47 were detected using a rabbit mAb (clone
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C29F4). Membranes were then incubated with HRP-conjugated secondary Abs and proteins

visualized by enhanced chemiluminescence (ECL).

Co-immunoprecipitation assay

For co-immunoprecipitation studies of Vpu and CD47, transfected HEK 293T cells were lysed
in CHAPS buffer (50 mM Tris, 5 mM EDTA, 100 mM NacCl, 0.5% CHAPS, pH7.2)
supplemented with protease inhibitors. Lysates were first precleared by incubation with 40 puL
of protein A-sepharose beads CL-4B (Sigma, #GE17-0963-03) for 1 h at 4°C and then
incubated with mouse mAb anti-HA (clone 16B12) overnight. The following day, 40 pL of
beads were added and samples were incubated for 2 h, washed five times with CHAPS buffer

and analyzed by Western blotting.

Flow cytometry

For analysis of CD47 surface expression on T cells, cells were washed with ice-cold
PBS/EDTA (5 mM), stained at 4°C with anti-human CD47 or mouse IgG isotype control
diluted in PBS/FBS (1%) for 30 min. Cells were then washed twice with PBS/FBS (1%) and
fixed with 1% PFA. Apoptosis of target cells was evaluated using the Annexin V-PI detection
kit (eBioscience, #88-8007-72) as per manufacturer’s protocol. For surface staining of MDMs,
cells were washed with ice-cold PBS/EDTA (5 mM), detached with Accutase (Sigma-Aldrich,
A6964), blocked in PBS/BSA (1%) /human IgG (blocking buffer) at 4°C for 20 min, and
stained for 30 min with anti-human CD11b before additional washing and fixation with 1%
PFA. For intracellular Gag staining, CD4" T cells or MDMs were fixed and permeabilized

using the Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences) according to manufacturer’s instructions and
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stained with anti-Gag (KC57) at room temperature for 15 min, washed and resuspended in
PBS/FBS (1%).

Flow cytometry data were collected on a Fortessa flow cytometer (BD Bioscience) unless
specially specified. Cell sorting was conducted on a FacsAria (BD Bioscience). Analyses were

performed using the FlowJo software, version 10.1 for Mac, BD Biosciences.
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FIGURES

Figure 1. CD47 is downregulated from the surface of HIV-1-infected CD4" T cells by
Vpu. SupT1 T cells or primary CD4" T cells were infected with GFP-expressing NL4-3 (WT
or dU) viruses or with either VSV-G pseudotyped GFP-expressing NL 4-3 ADA (WT or dU)
or transmitted/founder WITO (WT or dU) viruses as indicated. After 48 h, cells were stained
with anti-CD47 (clone CC2C6) and analyzed by flow cytometry. (Top) Representative flow
cytometry dot-plot graphs with indication of the median fluorescence intensity (MFI) values
for infected (GFP- or Gag-positive) and bystander cells (GFP- or Gag-negative). (Bottom)
Summary graphs of relative surface CD47 expression levels at 48 h postinfection (hpi) with
the indicated viruses (n=4). The percent MFI values were calculated relative to that obtained
in the respective bystander cells. Statistical analysis was performed using Mann-Whitney U-
test (**, P < 0.01; *, P < 0.05), error bars represent standard deviations (SD). Flow cytometry

data for this figure was generated on a CyAn ADP cytometer (Beckman coulter).
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Figure 2. Vpu-mediated CD47 downregulation enhances capture and phagocytosis of
infected T cells by MDMs. (A) Experimental strategy for HIV-l-infected target cells
labelling, coculture with MDMs for analysis of in vitro capture or phagocytosis by flow
cytometry. Target cells were either mock-infected or infected with VSV-G pseudotyped NL 4-
3 ADA (WT or dU) viruses for 48 h and labelled with either CFSE (left) or pHrodo (right). (B)
Representative flow cytometry dot-plots of MDMs (CD11b") with percentage numbers of
CFSE" population corresponding to capture (top); summary graphs for capture of CFSE-
labelled CD47 expressing Jurkat E6.1 control (ctrl) or CD47 knockout (KO) Jurkat E6.1 cells
by MDMs in the indicated conditions (bottom). (C) Representative flow cytometry dot-plots
of MDMs (CD11b") with percentage numbers of pHrodo" populations corresponding to
phagocytosis (top); summary graphs for phagocytosis of pHrodo-labelled target cells by
MDMs in the indicated conditions (bottom). (B and C) analyzed by Mann-Whitney U-test (%,

P < 0.05; ns, nonsignificant, P > 0.05), error bars represent SD.
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Figure 3. Phagocytosis of infected CD4" T cells promotes productive infection of MDMs
by T/F virus. (A) Experimental strategy for coculture of infected CD4" T cells with
autologous MDMs, and analysis of MDMs productive infection. MDMs were cocultured for 6
h with WT NL 4-3 ADA- or WITO-infected autologous CD4" T cells (Co-culture) or were
exposed for 6 h with supernatants from the same HIV-1-infected T cells (Cell-free). MDMs
were maintained in culture after washing-off T cells or supernatants, media of MDMs were
collected at the indicated time points to assess the production of infectious particles via
infection of TZM-bl cells and luciferase (Luc) activity assay. (B) TZM-bl cells were infected
for 48 h with media of MDMs collected at different time points and assayed for Luc activity.
Results are expressed as relative light units (RLU). Shown are RLU of TZM-bl infected with
media collected from MDMs from 3 donors. (C-D) GFP-expressing NL 4-3 ADA-infected
SupT1 cells were cocultured for 2 h with MDMs, cells were then stained with anti-CD11b (C)
or anti-p17 Abs (D) as well as DAPI and analyzed by confocal microscopy (scale bar, 10 um),

T cells are indicated by white arrows.
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Figure 4. Inhibition of phagocytosis hinders productive infection of MDMs by T/F virus.
(A) Experimental strategy for coculture of infected CD4" T cells, with autologous MDMs
pretreated with Jasplakinolide (Jasp), analysis of phagocytosis and MDMs productive
infection. Pretreated MDMs (1 h with Jasp or vehicle (DMSO)) were cocultured for 6 h with
WITO-infected CD4" T cells in the presence of Jasp or DMSO. MDMs were also cocultured
for 2 h with the same number of pHrodo-treated CD4" T cells and analyzed for phagocytosis
by flow cytometry. MDMs were maintained in culture after washing-off T cells and collected
at the indicated time points for intracellular Gag staining and flow cytometry analysis.
Evaluation of infectious virus production was determined as described above using the TZM-
bl assay. (B) Inhibition of phagocytosis by Jasp. Representative flow cytometry dot-plots of
MDMs (CD11b") with percentage of pHrodo* populations corresponding to phagocytosis of
CD4" T cells by MDMs (top) and summary graph (bottom), analyzed by Mann-Whitney U-
test, (*, P < 0.05). (C) Inhibition of MDMs infection by Jasp. Representative flow cytometry
dot-plots of MDMs showing the percentage of Gag® cells at the indicated time points (top)
following exposure to infected target cells; summary graph represents the data obtained with
MDMs of 3 distinct donors (bottom). (D) TZM-bl cells infected with media from MDMs
cocultured with infected CD4" T cells were assayed for Luc activity; shown are RLU detected
with media collected from MDMs from 3 distinct donors. (E) Jasp does not affect viral release
from infected CD4" T cells. WT WITO virus-infected cells were washed to remove cell-
associated virions, and then treated with Jasp or vehicle DMSO for 6 h. Virus-containing
supernatants were collected and quantified for p24 by ELISA; shown are the results obtained
with CD4" T cells from 3 distinct donors. (C and E) Analyzed by two-tailed Student’s #-test,

(*, P < 0.05; ns, nonsignificant, P>0.05), error bars represent SD.
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Figure 4
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Figure 5. Effect of Vpu on infection of MDMs through phagocytosis of infected Jurkat
cells. (A) Experimental strategy for coculture of infected Jurkat E6.1 cells with MDMs,
analysis of phagocytosis and MDMs productive infection. MDMs were cocultured for 6 h with
VSV-G pseudotyped WITO (WT or dU)-infected Jurkat cells. MDMs were also cocultured for
2 h with the same number of pHrodo-treated Jurkat cells and analyzed for phagocytosis by
flow cytometry. MDMs were maintained in culture after washing-off T cells, media of MDMs
were then collected at the indicated time points for evaluation of infectious virus production
using the TZM-bl assay as described above. (B) WITO-infected Jurkat cells are prone to
phagocytosis by MDMs in a Vpu-dependent manner. Representative flow cytometry dot-plots
of MDMs (CD11b") with percentage numbers of pHrodo" populations corresponding to
phagocytosis (left); summary graphs for phagocytosis of pHrodo-labelled Jurkat cells by
MDMs in the indicated conditions (right), analyzed by Mann-Whitney U-test (*, P < 0.05; ns,
nonsignificant, P > 0.05), error bars represent SD. (C) TZM-bl cells were infected for 48 h
with media of MDMs collected at different time points and assayed for Luc activity. Shown
are RLU of TZM-bl infected with media collected from MDMs of 3 donors (left); Luc activity
of TZM-bl infected with media collected at day 2 post coculture from distinct donors (n=6,

right).
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Figure 5
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Figure 6. Vpu binds CD47 via its transmembrane domain (TMD) and targets CD47 for
lysosomal degradation. (A) Vpu induces depletion of CD47. HEK 293T cells were
cotransfected with plasmids encoding HA-tagged CD47 (pCD47-HA), along with increasing
concentrations of GFP-marked plasmids expressing wild-type ADA Vpu (pVpu). An empty
vector expressing GFP alone was added to adjust the total amounts of plasmid DNAs in all
conditions. Whole cell lysates were analyzed for the indicated proteins by Western blotting. A
Representative blot is shown (top), and a summary graph of densitometric analysis of CD47 is
presented (bottom), error bars represent SD. (B) Vpu-mediated CD47 depletion requires the
main Vpu functional motifs. HEK 293T were cotransfected with pCD47-HA, along with either
empty vector, or plasmids encoding WT Vpu, or the indicated Vpu mutants. A representative
Western blot is shown (top) as well as a summary graph of densitometric analysis of CD47
(bottom); statistical significance was determined by Mann-Whitney U-test (**, P < 0.01; ns,
nonsignificant, P > 0.05); error bars represent SD. (C) HEK 293T cells were co-transfected
with the indicated plasmids for 48 h prior to cell lysis and immunoprecipitation (IP) using
anti-HA antibody. The immunoprecipitates were analyzed for the indicated proteins by
Western blotting. (D) HEK 293T cells were cotransfected with the indicated plasmids for 36 h
and vehicle (DMSO), MG132 or Concanamycin A (ConA) were added 8 h before cells were

harvested and analyzed by Western blotting.
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Figure 6
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Figure 7. HIV-1-infected CD4" T cells expressing Vpu-resistant chimeric CD47 are less
prone to infect macrophages through phagocytosis. (A) Flow cytometry histogram to
validate CD47 surface expression levels in different target Jurkat cell lines including JC47
(CD47 knockout), JC47-hCD47 (human CD47 reintroduced in JC47), JC47-cCD47 (chimeric
CD47 reintroduced in JC47). (B) JC47-hCD47 and JC47-cCD47 cells were mock-infected or
infected with VSV-G pseudotyped GFP-expressing WT NL 4-3 ADA virus for 48 h, then
stained with anti-CD47mAb (clone CC2C6) and analysed by flow cytometry. Representative
flow cytometry dot-plot graphs with the MFI values in infected (GFP-positive) and bystander
cells (GFP-negative), (left); summary graphs of relative surface CD47 expression levels at 48
h after infection (n=4), (right), the percent MFI values were calculated relative to respective
the GFP-negative cells. Statistical analysis was performed using Mann-Whitney U-test (*, P <
0.05); error bars represent SD. (C) The indicated mock or HIV-1-infected target cells were
labelled with pHrodo and cocultured with MDMs for 2 h, prior to analysis of MDMs by flow
cytometry. Representative flow cytometry dot-plots of MDMs (CD11b") with percentage of
pHrodo™ populations corresponding to phagocytosis of target cells by MDMs (left); summary
graphs for MDMs (right) from 6 distinct donors, analyzed by Wilcoxon matched-pairs signed
rank test (", P < 0.05; ns, nonsignificant, P > 0.05). (D) JC47-hCD47 or JC47-cCD47 cells
were infected as described and cocultured with MDMs for 6 h. Following washing-off of
infected T cells, MDMs were cultured for 2 days, media of MDMs was collected to infect
TZM-bl, for luciferase assay. Shown are RLU detected with media collected from MDMs of 3

distinct donors, error bars represent SD.
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Figure 7
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SUPPLEMENTARY FIGURES

Figure S1. Vpu downregulates overall levels of surface CD47. Jurkat E6.1 cells were
infected with VSV-G pseudotyped GFP-expressing NL 4-3 ADA (WT or dU) viruses and
stained after 48 h with the indicated anti-CD47 mAbs (CC2C6 or B6H12) prior to flow
cytometry analysis. (Left) Representative flow cytometry dot-plot graphs with indication of
MFI values for infected (GFP-positive) and bystander cells (GFP-negative). (Right) Summary
graphs of relative surface CD47 expression levels at 48 hpi with the indicated viruses (n=4).
The percent MFI values were calculated relative to the respective GFP-negative cells.
Statistical analysis was performed using Mann-Whitney U-test (*, P < 0.05), error bars

represent SD.
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Figure S1
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Figure S2. In vitro capture and phagocytosis assay controls. (A-D) Characterization of
target Jurkat E6.1 cell lines. (A) Flow cytometry histogram to validate CD47 surface
expression levels in the indicated Jurkat cell lines; the y axis shows relative cell count for each
population (normalized to mode) while the x axis shows fluorescence intensity of CD47. (B)
Western blotting to assess total CD47 protein levels in the tested target Jurkat cell lines. (C, D)
Summary graphs depicting the capture or phagocytosis of target Jurkat cell lines by MDMs as
determined by CFSE- or pHrodo- labelling, respectively. Knockout of CD47 resulted in a
better capture (n=4) and phagocytosis (n=5) of target cells by MDMs. (E) Representative flow
cytometry dot-plots of Annexin V-propidium iodide (PI) staining of the indicated tested mock-
infected or HIV-infected target cells for capture and phagocytosis assays (left); summary
graphs for percentage of Annexin V' population of tested target cells (right), n=5. (C-E)
Statistical analysis was performed by Mann-Whitney U-test, (", P < 0.01; ", P < 0.05; ns,

nonsignificant, P > 0.05), error bars represent SD.
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Figure S2
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Figure S3. Experimental controls. (A) Infection of MDMs by WT NL 4-3 ADA (M-tropic)
at MOI of 2, or WITO (T/F) at a MOI of 5; shown are the frequency of Gag" MDMs from 3
donors at the indicated time points. (B) Infection levels of primary CD4" T cells used for
coculture with autologous MDMs; intracellular Gag staining was performed at 48 hpi and
measured by flow cytometry. Statistical analysis was performed using Mann-Whitney U-test

(ns, nonsignificant, P>0.05).
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Figure S3
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Figure S4. Inhibition of reverse transcription and integration hinders the productive
infection of MDMs. MDMs were pretreated with raltegravir (Ral) or AZT, and cocultured
with WITO-infected autologous primary CD4" T cells in the presence of indicated drugs or
vehicle (DMSO) for 6 h. After washing-off T cells and drugs, MDMs were cultured for 2 days
and assayed for intracellular Gag by flow cytometry. Media of MDMs were collected at day 2
to infect TZM-bl cells as well. (A) Representative flow cytometry dot-plots showing the
percentage of Gag" cells at day 2 post coculture (top) and summary graph for MDMs from 3
distinct donors (bottom). (B) TZM-bl cells infected with media of MDMs collected at day 2
were assayed for Luc activity; shown are RLU detected with media collected from MDMs

from 2 distinct donors; error bars represent SD.
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Figure S5. Infected Jurkat cells and MDMs coculture assay controls. (A) Jurkat E6.1 cells
were infected with VSV-G pseudotyped WITO (WT or dU) viruses. After 48 h, cells were
firstly stained with anti-CD47 (clone CC2C6) and anti-Gag (KC57), and then analyzed by
flow cytometry. Representative flow cytometry dot-plot graphs with indication of CD47 MFI
values for infected population (Gag-positive) and bystander cells (Gag-negative), (left);
summary graphs of relative surface CD47 expression levels at 48 h after infection (n=4),
(right). The percent MFI values were calculated relative to respective Gag-negative cells. (B)
Representative flow cytometry dot-plots of Annexin V-Pi staining of the indicated tested
mock-infected or infected Jurkat target cells used for phagocytosis assays (left); summary
graphs for percentage of Annexin V' population of tested target cells (right), n=4. (A-B)
Statistical analysis was performed by Mann-Whitney U-test, (*, P < 0.05; ns, nonsignificant,

P > 0.05), error bars represent SD.
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Figure S5
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Figure S6. Generation and characterization of chimeric CD47. Chimeric CD47 was
generated by replacing the five membrane-spanning domains (MSDs) and cytoplasmic tail
(CT) of human CD47 with the corresponding regions of mouse CD47. HEK 293T cells were
co-transfected with plasmids encoding HA-tagged human, chimeric or mouse CD47 (HA-
tagged at C-terminal), along with Vpu-expressing plasmid (pVpu). Whole cell lysates were

analyzed by Western blotting. ECD: extracellular domain.
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Figure S6
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Figure S7. Controls for phagocytosis assay. (A) Phagocytosis of parental and modified
Jurkat (Jk) cell lines by MDMs. The indicated Jk cell line were labelled with pHrodo and
cocultured with MDMs for 2 h, prior to analysis of MDMs by flow cytometry. Representative
flow cytometry dot-plots of MDMs (CD11b") with percentage of pHrodo" populations
corresponding to phagocytosis of target cells by MDMs (left); summary graphs for MDMs
(right) from 6 distinct donors, analyzed by Wilcoxon matched-pairs signed rank test (*, P <
0.05; ns, nonsignificant, P > 0.05). (B) Apoptosis of target cells. Representative flow
cytometry dot-plots of Annexin V-PI staining of the indicated tested target cells used for
phagocytosis assay (left); summary graphs for percentage of Annexin V' population of target
cells (right), n=4, analyzed by Mann-Whitney U-test, (ns, nonsignificant, P > 0.05), error bars

represent SD.
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Figure S7
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Table S1. Oligonucleotides used in this study

Designation Oligonucleotide sequence (5’-to-3’) Purpose
ADA Vpu A15L forward | GTAGCATTAGTAGTATTAGCAATAATAGCAATAGTTG Vpu TMD (A1s) mutation
ADA Vpu A15L reverse | CAACTATTGCTATTATTGCTAATACTACTAATGCTAC Vpu TMD (A1s) mutation
ADA Vpu W23A forward | GCAATAATAGCAATAGTTGTGGCGACCATAGTATTCATAG Vpu TMD (W23) mutation
ADA Vpu W23Areverse | CTATGAATACTATGGTCGCCACAACTATTGCTATTATTGC Vpu TMD (W23) mutation
ADA Vpu S53/57A TAACAGAAAGAGCAGAAGACGCTGGCAATGAAGCTGAAGGGGAT Vpu DSs3GNESs7
forward CAGGAAGAAT mutations
ADA Vpu S53/57A ATTCTTCCTGATCCCCTTCAGCTTCATTGCCAGCGTCTTCTGCTCT Vpu DSs3GNESs7
reverse TTCTGTTA mutations

ADA Vpu AxxxAV TGAAGGGGATCAGGAAGCATTATCAGCAGCTGTGGAAATGGGGCA Vpu EssxxxLe7V
forward TC mutations
ADA Vpu AxxxAV GATGCCCCATTTCCACAGCTGCTGCTGATAATGCTTCCTGATCCCC Vpu EssxxxLe7V

reverse

TTCA

mutations

EcoRI forward for WITO
du

TAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATT

Vpu-defective mutation

delU reverse for WITO
du

TGGTCCACACAACTAAAAGAAAGCATTACATATATT

Vpu-defective mutation

delU forward for WITO AATATATGTAATGCTTTCTTTTAGTTGTGTGGACCA Vpu-defective mutation
du

BamHI reverse for ACTTCTGGATCCCCTCCTGAGGATTGGTTAAA Vpu-defective mutation
WITO dU

Hindlll forward for
human CD47-HA

CCAAGCTTATGTGGCCCCTGGTAGCGGCG

HA-tag for human CD47

BamHI reverse for
human CD47-HA

CGGGATCCTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAGTTATTCC
TAGGAGGT

HA-tag for human CD47

Human CD47 forward AGCTCGTCGACAAGCTTATGT Chimeric CD47
Mouse CDA47 reverse GTTCTAGAGGATCCTTCAAGCGTAA Chimeric CD47
Forward for human - TGGTTTTCTCCAAATGAAAA Chimeric CD47
mouse chimeric CD47

Reverse for human- TTTTCATTTGGAGAAAACCA Chimeric CD47

mouse chimeric CD47

Xmal forward for hCD47
into pWPI

ACATCCCGGGATGTGGCCCCTGGTA

pWPI-hCD47 lentivector

BamHI reverse for
hCD47 into pWPI

AAGGGATCCTTAGTTATTCCTAGGAGG

pWPI-hCD47 lentivector

BamHI reverse for
cCD47 into pWPI

AAGGGATCCTTACCTATTCCTAGGAGG

pWPI-cCD47 lentivector
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CHAPITRE 3: ARTICLE 2

Vpu réduit la susceptibilité des cellules T CD4" infectées par le

VIH-1 a I'apoptose induite par ’engagement de CD47

L’objectif général de ce chapitre était de déterminer 1’implication de la régulation
négative de CD47 par Vpu dans I’apoptose induite par ’engagement de CD47. Plus
spécifiquement, nous voulions déterminer si la réduction de CD47 par Vpu était capable de
diminuer la susceptibilité des cellules T infectées a cette voie d’apoptose. Ces données ouvrent

la voie a des études subséquentes pour caractériser ces processus d’apoptose.

Jai élaboré, développé et exécuté tous les expériences, les analyses, les figures et

I’écriture de la version initiale du manuscrit.

Résumé:

CDA47 est une protéine exprimée de manicre ubiquitaire et impliquée dans de nombreux
processus cellulaire incluant I’apoptose. Un anticorps monoclonal contre CD47 (clone CC2C6)
a été récemment démontré capable d’induire la voie d’apoptose caspase-indépendante via
I’engagement de CD47. Nous présentons dans cette section que, en régulant négativement
CD47, Vpu est capable de réduire la susceptibilité des cellules T infectées par le VIH-1 a cette
apoptose médiée par I’engagement de CD47. Ceci pourrait réguler la survie des cellules T au

cours de I’inflammation aigué induite suite a I’infection par le VIH-1.

125



Vpu decreases susceptibility of HIV-1-infected CD4" T cells to apoptosis
induced by CD47 ligation

Lijun Cong?, Eric A. Cohen®®
Institut de Recherches Cliniques de Montréal (IRCM), Montreal, Quebec, H2W 1R7 Canada?;
Department of Microbiology, Infectiology and Immunology, Université de Montréal, Montreal,

Quebec, Canada®.

* Address correspondence to: Eric A. Cohen, eric.cohen@ircm.qc.ca

SUMMARY

CD47 is an ubiquitously-expressed protein involved in many cellular processes including
apoptosis. A monoclonal antibody (mAb) against CD47 (clone CC2C6) was recently reported
to induce a caspase-independent apoptosis through CD47 ligation. In the current study, we
report that by downregulating CD47 during infection, the HIV-1 accessory protein Vpu
reduces the susceptibility of HIV-1-infected cells to apoptosis following CD47 ligation. This
finding highlights a potential mechanism that promotes infected T cell survival for optimal

viral production and spread.

Key words: HIV-1, Vpu, CD47, apoptosis
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INTRODUCTION

Remodeling of the host plasma membrane is one of the strategies used by human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) to evade immune responses. One of the accessory
proteins of HIV-1, viral protein U (Vpu), plays a key role in this process by downregulating
several cell surface proteins [1]. The list of Vpu targets keeps increasing with the development
of large scale analysis of HIV-1-infected T cell surface proteome [2-5]. Recently, CD47 was
identified as a new cellular target that is downregulated during HIV-1 infection through a

Vpu-dependent process [Article 1].

CD47 is an ubiquitously expressed type-I transmembrane protein involved in various
functions, including cell adhesion, T-cell activation, inhibition of phagocytosis and apoptosis
[6, 7]. In fact, CD47 was reported to augment the Fas-mediated caspase-dependent apoptosis
through association with the Fas receptor [8]. It is also known to induce caspase-independent
cell death in many cell types through ligation induced by several monoclonal antibodies

(mAbs) as well as its secreted ligand thrombospondin-1 (TSP-1) [9-14].

Firstly isolated from activated platelets [15], TSP-1 is a matricellular protein which,
given its extracellular matrix non-structural function, has multiple roles in the regulation of
different cellular processes including angiogenesis [16]. TSP-1 is transiently released during
the acute phase of inflammation and is highest in the blood [16, 17], moreover, it was reported
to display an anti-HIV activity [18]. As the first identified ligand of CD47, the C-terminal
domain of TSP-1 contains a CD47 interacting “RFYVVM” motif [19], from which several
peptides such as 4N1K and 7N3 were subsequently derived and used to mimic TSP-1 activity
[7, 19]. Several mAbs have been used to induce CD47 ligation, with some (e.g., B6H12 and
2D3) only promoting cell death in an immobilized form and others, in suspension (e.g., Ad22,
1F7 and CC2C6) [7]. Importantly, Leclair et al. recently reported that anti-CD47 mAb CC2C6

was able to induce CD47 ligation and promote caspase-independent apoptosis [20].

Vpu was previously reported to increase susceptibility of HIV-1-infected cells to Fas-

mediated killing [21]. It also induces TNF receptor-associated factor 1 (TRAF1)-mediated
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apoptosis by inhibiting the expression of antiapoptotic factors [22]. Nevertheless, the role of
Vpu in caspase-independent apoptosis remains unclear. We therefore investigated whether

Vpu could modulate cell death through this process by downregulating CD47.

In the current study, we used the anti-CD47 mAb CC2C6, and confirmed that it was able
to induce apoptosis in a CD47-dependent manner. Furthermore, we show that Vpu modulates
the susceptibility of HIV-1-infected CD4" T cells infected to CC2C6-induced apoptosis via a

process that involves CD47 downregulation.
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MATERIALS AND METHODS

Cells

Jurkat E6.1 cell line was acquired from ATCC, while CD47 knockout (KO) and control (ctrl)
Jurkat E6.1 cells were generated as described [Article 1]. Jurkat cell lines were maintained in
RPMI 1640 medium (Wisent) containing100 U/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin and
10% FBS (RPMI-10). Primary CD4" T cells were isolated from purified peripheral blood

mononuclear cells (PBMCs) and were activated as described [Article 1].

Infection

Viruses were produced and titrated as detailed previously [Article 1]. VSV-G pseudotyped
CCR5-tropic (R5) NL 4-3. ADA.IRES.GFP (NL 4-3 ADA) expressing (WT) or lacking Vpu
(dU) viruses were used in this study. Jurkat T cell lines were infected at multiplicity of
infection (MOI) of 0.5, whereas primary CD4" T cells were infected at MOI of 1 by

spinoculation [23].

CC2C6-induced apoptosis assay

PBS-washed cells were resuspended at 1 x 10° cells/mL in RPMI-10 with or without the
purified anti-CD47 monoclonal antibody (mAb) clone CC2C6 (BioLegend, #323102) in
suspension at the indicated concentration(s). After 2h of incubation at 37°C, cells were washed
and stained using Annexin V-PI detection kit (eBioscience, #88-8007-72) as per

manufacturer’s protocol.

4N1K-induced cell death assay

PBS-washed cells were resuspended at 1 x 10° cells/mL in RPMI-10 with or without the
4N1K peptide (AnaSpec, #AS-64591) at the indicated concentration(s). After 2h of incubation
at 37°C, cells were washed and analyzed by flow cytometry. Viable cells were determined by

side scatter and forward scatter.
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Flow cytometry
Flow cytometry data were collected on a Fortessa flow cytometer (BD Bioscience) and a
CyAn ADP cytometer (Beckman coulter). Post-acquisition analysis was conducted using the

FlowlJo software, version 10.1 for Mac, BD Biosciences.

Statistical analysis

Wilcoxon matched-pairs signed rank test was used to compare differences between 2 groups.
Data were presented as mean =+ standard deviation (SD), p values of <0.05 were considered as
statistically significant. Statistical comparisons were performed using GraphPad Prism,

version 8.0 for Mac, GraphPad Software.
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RESULTS AND DISCUSSION

CC2C6-induced apoptosis is CD47-dependent

CC2C6 was reported to induce CD47 ligation and promote apoptosis [20]. To confirm the
reported observation and define the working antibody concentrations in our system, we
performed a dose titration experiment. Jurkat E6.1 cells expressing CD47 (ctrl: control) or
CD47KO were treated with 125-500 ng/mL of CC2C6 for 2h, then analyzed for apoptosis
induction using Annexin V/PI assay and flow cytometry. Annexin V'/PI" population
represents early apoptotic cells, while Annexin V'/PI" population represents late apoptotic
cells; the sum of values of the two populations (Annexin V*) was therefore considered as total
apoptotic cells. Jurkat E6.1 control cells treated with increasing concentrations of CC2C6 led
to a gradual enhancement of phosphatidylserine (PS) exposure, a hallmark of apoptosis, and
membrane rupture as indicated by the PI uptake (Figure 1). Since reached maximum
percentage of Annexin V' cells at a 125 ng/mL concentration of CC2C6, subsequent
experiments were performed at that concentration. Interestingly, no augmentation of Annexin
V™ cells was observed in Jurkat E6.1 CD47KO. Taken together, we confirmed that CC2C6 is

able to induce apoptosis in a CD47-dependent manner.

Vpu-mediated CD47 downregulation decreases the susceptibility of HIV-1-infected CD4*
cells to CC2Cé6-induced apoptosis

As we previously observed that CD47 is downregulated by Vpu during HIV-1 infection
[Article 1], we therefore hypothesized that Vpu would regulate CC2C6-induced apoptosis
through CD47 downregulation. To test our hypothesis, we treated GFP-marked HIV-1 viruses-
infected Jurkat E6.1 control and CD47KO cells with 125 ng/mL of CC2C6, then assayed the
cells for Annexin V binding. We analyzed specifically the populations of infected cells which
are GFP* (Supplementary Figure 1). Indeed, we observed less augmentation of Annexin V*
cells in control cells infected with WT HIV-1 compared to cells infected by dU virus, whereas
CD47KO cells were resistant to CC2C6-mediated apoptosis independently of whether they
were infected with WT or dU viruses (Figure 2A). Together, our data support the notion that
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decreased CD47 surface level by Vpu leads to reduced susceptibility of target cells to CD47-

mediated apoptosis.

We subsequently investigated whether this finding is conserved in primary CD4" T cells
and found that under the same experimental conditions Annexin V' cells were significantly
higher in dU HIV-1-infected cells compared to WT HIV-1-infected cells where they appeared
less sensitive to CC2C6-induced apoptosis (Figure 2B). Interestingly, when apoptosis was
specifically analyzed in bystander cells in excluding the GFP* population, we observed that all
non-infected cells were susceptible to CC2C6 induction as the percentage of Annexin V' cells
increased significantly following treatment (Figure 2C). These results suggest that Vpu
protects HIV-1-infected CD4" T cells from CC2C6-induced apoptosis through downregulation
of CD47.

4N1K-induced cell death is CD47-independent

We then sought to put our observation in a physiological context. As TSP-1 is the known
CD47 ligand in vivo to induce caspase-independent cell death [14, 24], we used the TSP-1-
derived 4N1K peptide as a proxy for its activity. Although 4N1K has been reported to exert
biological phenomena independent of CD47 [25-27], we took advantage of the CD47KO cells
as an adequate control to study CD47-mediated cell death. Jurkat E6.1 control and CD47KO
cells were incubated with 4N1K for 2h then analyzed by flow cytometry. By increasing the
concentration of 4N1K, we observed increased cell death in both control and CD47KO cells
compared to the untreated target cells as shown by the forward and side scatter flow dot plot.
Importantly, the flow graphs showed a similar profile in both cell lines (Figure 3), suggesting
that 4N1K-induced cell death is CD47-independent.
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CONLUSION

We previously reported that CD47 was downregulated from surface of CD4" T cells by
Vpu during HIV-1 infection [Article 1]. Here we show that anti-CD47 mAb CC2C6 is able to
induce apoptosis in a CD47-dependent manner, we also provide evidence that Vpu-mediated
CD47 downregulation increases the resistance of infected cells to CC2C6-induced apoptosis.
However, the TSP-1-derived 4N1K peptide induces cell death regardless of CD47 expression.
We therefore corroborate previous observations that 4N1K induces CD47-independent effects
[25-28] and as such requires careful consideration when used as a replacement of TSP-1 to
study CD47-mediated signaling. Nevertheless, soluble TSP was previously used to induce cell
death [14]; in a physiological context, TSP-1 is released in response to inflammation [16]. Our
results suggest that Vpu might protect HIV-1-infected CD4" T cells from cell death induced
by TSP-1 through the downregulation of CD47.
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Figures

Figure 1. CC2C6 induces apoptosis in a CD47-dependent manner. Jurkat E6.1 cells
expressing (ctrl: control) CD47 or not (CD47KO) were incubated with CC2C6 at the indicated
concentrations for 2h, then stained for Annexin V-PI and analyzed by flow cytometry. Flow
cytometry dot-plot graph of Annexin V-PI staining of untreated and treated cells (top).

Histogram graph of percentage of Annexin V* cells (bottom, n=1).
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Figure 2. Vpu decreases susceptibility of HIV-1-infected CD4* T cells to CC2C6-induced
apoptosis. Jurkat E6.1 ctrl or CD47KO, or primary CD4" T cells were infected with VSV-G-
pseudotyped GFP-expressing NL 4-3 ADA (WT or dU) viruses. After 48h, cells were
incubated with CC2C6 at 125 ng/mL for 2h, then stained for Annexin V-PI and analyzed by
flow cytometry. (A) Jurkat E6.1 ctrl and CD47KO cell lines. Flow cytometry dot-plot graph of
Annexin V-PI staining of untreated and treated cells (top). Histogram graph of percentage of
Annexin V* cells (bottom, n=1). (B) Infected cells population of primary CD4" T cells.
Representative flow cytometry dot-plot graph of Annexin V-PI staining of untreated and
treated cells (top). Summary histogram graph of percentage of Annexin V™ cells (bottom). (C)
Bystander cells population of primary CD4" T cells. Representative flow cytometry dot-plot
graph of Annexin V-PI staining of untreated and treated cells (left). Summary histogram graph
of percentage of Annexin V' cells (right). (B and C) n= 6 donors, analyzed by Wilcoxon

matched-pairs signed rank test (*, P < 0.05; ns, nonsignificant, P > 0.05).
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Figure 3. 4N1K induces cell death independently of CD47. Jurkat E6.1 ctrl or CD47KO
cells were incubated with 4N1K at the indicated concentrations for 2h, then analyzed by flow
cytometry. Shown are flow cytometry dot-plot as side scatter (SSC-A) vs forward scatter

(FSC-A) with indications of the percentage of viable cells.
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Supplementary Figure 1. Gating strategy (related to Figure 2).
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION

Les travaux présentés dans le premier article (Chapitre 2) nous ont permis de
comprendre le role de Vpu dans la régulation de I’infection des macrophages via le processus
de phagocytose des lymphocytes T CD4" infectés, ainsi que 1’impact de la diminution de
CDA47 par Vpu dans ce processus. Les résultats présentés dans le deuxiéme article (Chapitre 3)
nous ont permis d’élaborer un modele fonctionnel de cette activité de Vpu. Le chapitre actuel
vise a mettre en évidence les éléments importants et mettre en perspectives les résultats
présentés, en tenant compte de la littérature actuelle. Certains points déja discutés dans les

articles ne seront pas élaborés dans ce chapitre.

1. Régulation de I’expression de CD47

Le niveau d’expression de CD47 affecte la susceptibilit¢ de cellules cibles a la
phagocytose. Par exemple, les jeunes globules rouges exprimant un haut niveau de CD47 sont
protégés de la phagocytose des macrophages [227]. Les cellules cancéreuses ont aussi une
forte expression de CD47; plus ces cellules expriment CD47, plus elles sont résistantes a la
phagocytose et a ’immunothérapie anti-CD47 [347]. La surexpression de CD47 est donc une

stratégie importante pour la survie des cellules cancéreuses.

De maniére similaire, le virus myxoma a évolué pour encoder une protéine mimétique
de CDA47 pour échapper a la défense immunitaire de 1’hte [263]. De plus, le virus de I’herpes
et les adénovirus modulent I’expression de CD47 et d’autres membres de la superfamille d’Ig
pour contrecarrer la défense immunitaire [348]. Plus récemment, Tal et coll. a démontré que le
niveau d’expression de CD47 augmente durant ’infection par le LCMYV, le virus Friend, le
virus de la stomatite vésiculaire (VSV), ainsi que celle du SARS-CoV-2 [265]. Leur étude
propose que 1I’augmentation de CD47 résulte de la stimulation cytosolique ou endosomale des
PRRs (« Pattern recognition receptors »). Ils ont également observé que les cytokines

inflammatoires telles que 'IFNa et le TNFa du sérum des patients infectés par le virus de
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I’hépatite C permettent d’induire 1’augmentation de CD47 dans les cellules immunes naives in
vitro. Cependant, la capacité d’autres agents infectieux a induire I’expression de CD47 reste

encore a confirmer.

Néanmoins, les résultats présentés dans cette thése nous ont permis de conclure que le
niveau d’expression de CD47 est régulé négativement durant I’infection par le VIH-1, de
maniére Vpu-dépendante. Nos résultats suggérent que la régulation de I’expression de CD47
suite a I’infection par des pathogenes est un processus plus spécifique, variant selon I’agent
infectieux. De plus, pour déterminer les niveaux de CDA47, il est important d’examiner
spécifiquement la population infectée pour éviter les impacts confondants liés aux effets
« bystander ». Ainsi, il est aussi possible que les cellules infectées puissent sécréter des
cytokines inflammatoires, qui affecteront a leur tour I’expression de CD47 dans les cellules
non-infectées. Dans le cas d’une infection modeste, ceci pourrait dissimuler les changements

du niveau de CD47 dans les cellules infectées.

2. Les signaux régulant la phagocytose

Bien qu’il ait déja été rapporté que les macrophages peuvent étre infectés par le VIH-1
via la phagocytose des lymphocytes T infectées [286, 287], les mécanismes impliqués
restaient peu connus. Les résultats présentés dans cette thése ont mis en évidence le role de
Vpu dans ce processus, ainsi que sa régulation négative de 1’expression de CD47 pour réduire

son interaction avec SIRPa.

En effet, la phagocytose est un processus dynamique modulé par les signaux pro- et
anti-phagocytose. Depuis ’identification de 1’axe CD47/ SIRPa comme le premier point de
controle de la phagocytose, plusieurs autres complexes récepteur/ligand ont été identifiés
inhibiteurs sur la phagocytose, tels que PD-1/PD-L1 («Programmed cell death protein
1/Programmed cell death ligand 1 ») , CMH I/LILRB1 (« Leukocyte Ig-like receptor 1 ») et
CD24/Siglec-10 (« Sialic acid-binding Ig-like lectin 10 ») [349-351]. Ainsi, les cellules
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cancéreuses expriment plus de signaux anti-phagocytose que les cellules normales pour
contrebalancer les signaux pro-phagocytose. Le blocage des points de controle inhibiteurs
pour la phagocytose favorise 1’¢élimination des cellules cancéreuses par les macrophages. Il a
été rapport¢ que I’expression de la protéine pro-phagocytose SLAMF7 (« signaling
lymphocytic activation molecule F7 ») joue un role important en provoquant 1’augmentation
de phagocytose induite par le blocage de I’interaction CD47/ SIRPa [352]. D’autre part, CD47
supprime plusieurs signaux pro-phagocytose médiés par I'IgG, le complément et la

calréticuline [229, 352-354].

Parmi les signaux pro-phagocytose, la phosphatidylséine (PS) est particuliére grace a
I’existence de plusieurs mécanismes moléculaires impliqués dans sa reconnaissance. La PS est
un phospholipide situé normalement au niveau du feuillet interne de la bicouche lipidique et
est exposé¢ vers la surface cellulaire suite aux stimuli apoptotiques [355]. En effet, les
phagocytes détectent la présence de PS a la surface de cellules apoptotiques soit par des
molécules solubles incluant la protéines S, Gas6 (« Growth arrest-specific 6 ») et MFG-E8
(« Milk fat globule-EGF 8 ») [356, 357] ; soit par des récepteurs qui directement lient a la PS
tels que TIM-1, -3 et -4 [358-360], CD300-b et -f [361-363] , BAI-1 (« Brain angiogenesis
inhibitor-1 ») [364], RAGE (« Receptor for advanced glycation end products ») [365] et les
Stabilin 1 et 2 [366-368].

Tenant compte de I’'importance de la PS dans la phagocytose et le fait que I’infection
par le VIH-1 induit I’externalisation de PS [369], nous avons vérifié¢ le niveau de PS exposées
a la surface des lymphocytes T cocultivés avec les MDMs. Bien que nous ayons observé une
augmentation de 1’externalisation de PS a la surface des lymphocytes T infectés par le VIH-1,
nous n’avons pas détecté de différence significative entre les niveaux de PS des lymphocytes
infectés par les virus WT et Vpu-déficient. Ceci nous a permis de valider que 1’augmentation
de la phagocytose dans notre systéme résulte de la diminution de CD47 induite par Vpu. De

plus, une étude récente a rapporté que I’interaction CD47/ SIRPa est capable de bloquer la

148



phagocytose induite par la PS, suggérant que I’effet de CD47 est plus important que celui de la
PS.

3. Relache des particules virales par les macrophages infectés

Nos résultats ont démontré que les MDMs sont infectés de maniére productive suite a
la coculture avec les lymphocytes T CD4" infectées. Néanmoins, la capacité des particules
virales relarguées par les MDMs a infecter cellules TZM-bl diminue avec le temps. Pour
expliquer cette observation, nous proposons : (1) soit que la quantité totale de virions relargués
a diminué en raison de leur accumulation au sein des macrophages dans les compartiments tels
que les VCCs ; (2) soit que le pouvoir infectieux du virus lui-méme a diminué en raison de la
restriction cellulaire. Cette section vise a discuter l’effet de ces parameétres sur le

bourgeonnement des particules virales dans les macrophages infectés.

Contrairement aux lymphocytes T CD4" infectées ou le bourgeonnement se produit au
niveau de la membrane plasmique, les virions bourgeonnent principalement dans les VCCs
dans les macrophages infectés. Tel que mentionné auparavant, les VCCs sont des
compartiments a pH neutre connectés au milieu extracellulaire [315-317]. En effet, des
analyses ont montré que seulement 5 a 12% de bourgeonnements de virus chez les
macrophages ont lieu a la surface cellulaire. De plus, ces événements sont bien concentrés
dans les régions ou les VCCs se connectent avec la membrane plasmique [319]. Si de plus en
plus de particules virales s’accumulent dans les VCCs, ces compartiment éventuellement
deviennent plus saturés, les lieux de bourgeonnement des virions deviennent limités et les
VCCs débordent [370]. Fait intéressant a noter, le facteur de restriction BST2 est concentré
dans les VCCs et favorise ainsi la rétention des virions au sein de ces compartiments [326,
371]. Cependant, les connections entre les VCCs et la membrane plasmique sont trés étroits
pour permettre la diffusion passives des particules virales [372]. Ceci meéne a la diminution de
la relache virale vers le milieu extracellulaire, confirmant en revanche la rétention des virions

dans les VCCs [370]. Plus récemment, une étude effectuée dans le modéle de souris
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humanisées a mis en évidence des compartiments cellulaires enti¢rement clos ou les virions
s’accumulent [287]. Ces compartiments pourraient donc fusionner avec d’autres
compartiments possédant 1’acceés a la surface cellulaire, comme les VCCs, pour faciliter la
dissémination virale. Grace a ces processus, les virions deviendraient moins accessibles aux
médiateurs solubles tels que les anticorps neutralisants [373], aux capteurs cytoplasmiques ou
endosomaux et aux mécanismes effecteurs anti-pathogene tels que les ROS et le pH acide. Les
virions conservés dans les VCCs persistent ainsi pour une longue durée, au lieu d’étre
relargués directement ; ils peuvent aussi s’accumuler au niveau de la SV ou ils sont capables

d’infecter les lymphocytes T cibles de manicre plus efficace.

Les macrophages sont paradoxalement exploités par de nombreux pathogenes incluant
le VIH-1 comme niche cellulaire pour favoriser leur propre réplication [374]. Etant des
cellules du systtme immunitaire inné, ils sont capables de détecter et de répondre aux
composants viraux par 1’expression des facteurs cellulaires qui restreignent la capacité du
virus a se répliquer et se propager. En effet, plusieurs facteurs cellulaires participent a cette
restriction observée chez les macrophages tels que APOBEC3G, qui induit I’hypermutation du
génome viral (tel que mentionné dans le chapitre 1), et SAMHDI1 qui réduit le taux cellulaire
de dNTPs et limite ’activité de la transcription inverse [143, 144]. 1l existe également des
facteurs de restriction qui affectent le pouvoir infectieux des virions relargués. Certaines
protéines perturbent le clivage du précurseur gpl60 et I’incorporation des glycoprotéines
virales dans les virions nouvellement formés, diminuant ainsi leur capacité de fusionner avec
les cellules cibles. Parmi ces protéines cellulaires, citons les protéines GBP5 (« Guanylate
binding protein-5») [375] et MARCHS8 (« Membrane-associated-RING-CHS8 ») [376].
Certaines protéines sont incorporées dans les nouveaux virions et réduisent leur potentiel
infectieux : par exemple, I’incorporation de IFTIM3 (« Interferon induced transmembrane
protein 3 ») dans 1’enveloppe virale inhibe la fluidité membranaire et ainsi inhibe la fusion
virale [377]. 1l est intéressant de noter qu’une étude récente a rapporté que 1’incorporation de
PSGL-1 et de CD43 dans les particules virales diminue leur potentiel infectieux ; ceci est
possiblement dii a ’important volume des domaines extracellulaires de ces protéines, qui

deviennent des barriéres physiques et bloquent ainsi 1’attachement virus-cellule [378].
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Tous ces parametres pourraient donc affecter la libération des particules virales dans
les macrophages infectés, de maniéres quantitative et qualitative. Pour faire suite, il devient
nécessaire de mesurer la quantité¢ de capside virale (p24) présente dans les surnageants des
MDMs infectés, afin de déterminer le potentiel infectieux des virions relargués par ’essai de

Luciférase en utilisant les cellules indicatrices TZM-bl.

4. Mécanisme

Nos résultats ont mis en évidence I’importance des motifs fonctionnels principaux de
Vpu dans la régulation négative de CD47. En effet, nous avons généré des mutants de Vpu de
I’isolat ADA (sous-type B), et trouvé qu’ils ne sont plus capables d’induire la déplétion de
CD47, suggérant que le domaine TM, le motif bisérine DSGNES et le motif de trafic ExxxLV
de Vpu étaient requis pour ce processus. Plus précisement, nos résultats suggerent que Vpu
interagit avec CDA47 via les résidus alanine (A15) et tryptophane (W23) dans son domaine TM
et cible CD47 pour la dégradation lysosomale. Les deux sérines (S53, 57) phosphorylées du
motif DSGNES sont également nécessaires. Tel que mentionné dans la section sur la
modulation de BST2, ce motif permet & la fois le recrutement du complexe SCFF-TCPI2 E3
ubiquitine ligase, nécessaire pour ’ubiquitination et dégradation lysosomale de BST2, ainsi
que la régulation du recrutement de AP-1/AP-2 au motif de trafic ExxxLV pour la
séquestration et le déplacement de BST2. Par contre, il reste a déterminer si ce motif DSGNES
a un role similaire dans la régulation négative de CD47; de plus, nous pourrions examiner si
la dégradation de CD47 dépend du recrutement du complexe SCFFTCP12 (par exemple, en
utilisant la technologie des shRNA) et vérifier si CD47 subit 1’ubiquitination, processus
essentiel pour cibler les protéines a la dégradation lysosomale via I’engagement de la
machinerie ESCRT [379]. Ayant démontré I’interaction physique entre CD47 et Vpu, ainsi
que le role du motif de trafic ExxxLV de Vpu sur sa modulation de CD47, il serait intéressant
de déterminer si Vpu affecte la localisation subcellulaire et le trafic de CD47, en utilisant des
approches d’immuno-marquage et de microscopie confocale. En perspective, nos résultats

actuels nous permettent de conclure que la régulation négative de CD47 par Vpu se fait par un

151



mécanisme plus similaire a celui de BST2 qu’a celui de CD4 qui correspond a une dégradation

protéasomale.

S. L’apoptose induite par I’engagement de CD47

Dans le chapitre 3, nous avons rapporté que la régulation négative de CD47 par Vpu
réduit la susceptibilit¢ des lymphocytes infectées par le VIH-1 a I’apoptose induite par
I’engagement de CD47. L’anticorps monoclonal anti-CD47 CC2C6 a été utilisé dans notre

systéme pour induire 1’apoptose, qui est caspase-indépendante selon une étude récente [205].

En effet, Vpu a plusieurs roles dans la régulation de 1’apoptose durant I’infection par le
VIH-1. 11 a été démontré que Vpu était impliqué dans les voies d’apoptose caspase-dépendante
[380, 381]. La séquestration de B-TrCP par Vpu induit la stabilisation de certains substrats de
B-TrCP tel que I-xBa [381, 382] ; dans ce contexte, Vpu joue un réle de compétiteur de -
TrCP et inhibe la dégradation de I-kBa, menant a la réduction de 1’activité NF-kB [381]. En
inhibant I’expression NF-kB-dépendante des facteurs anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 et
le facteur TRAF-1(« TNF receptor associated factor 1»), Vpu induit ’apoptose via
I’activation de la voie de caspases [380]. De maniére similaire, en compétition avec B-TrCP,
Vpu inhibe également 1’ubiquitination et la dégradation protéasomique de p53, entrainant
I’augmentation de 1’apoptose-médiée par p53 [383]. En plus, Vpu est capable d’augmenter la
susceptibilit¢ des cellules infectées par le VIH-1 a I’apoptose médiée par le récepteur Fas

[384].

Nous présentons pour la premiere fois dans cette thése le rdle potentiel de Vpu dans la
régulation de I’apoptose caspase-indépendante. Une caractérisation plus précise de I’apoptose
induite par CC2C6 pourrait étre envisagée. Nous pourrions examiner si le traitement des
cellules infectées avec CC2C6 induit ’augmentation de ROS et la diminution de A¥Wm,
caractéres de 1’apoptose caspase-indépendante (Chapitre 1), de maniére CD47-dépendante.

Nous avons également démontré que 1’utilisation du peptide 4N1K n’était pas optimale pour
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I’é¢tude de CD47 car la morte cellulaire induite par ce peptide dérivé de TSP-1 est CD47-
indépendante. I1 faut donc utiliser la protéine TSP-1 recombinante pour mimer ’activité de
TSP-1 in vivo en induction de 1’engagement de CD47, puis vérifier si la régulation négative de
CDA47 par Vpu pourrait affecter la susceptibilité des cellules infectée a 1’apoptose induite par

TSP-1.

6. Moins de susceptibilit¢ a D’apoptose pour une meilleure

dissémination virale via la phagocytose?

Nous avons observé deux activités fonctionnelles liées a la régulation négative de
CD47 par Vpu, la phagocytose et I’apoptose. Sachant que les cellules apoptotiques sont plus
enclines a la phagocytose, ceci nous améne a poser la question : pourquoi Vpu augmente a la
fois la phagocytose des lymphocytes T infectés par les macrophages, et diminue Ia

susceptibilité des lymphocytes T infectés a I’apoptose médiée par CD47?

L’infection des lymphocytes T CD4" par le VIH-1 induit des effets cytopathiques qui
résultent des interactions directes hote-pathogéne et ménent a la mort cellulaire. Dans les
lymphocytes T CD4" au repos, le capteur d’ADN microbien IFI116 détecte les produits de la
transcription virale et induit I’apoptose via I’activation de caspase [385]; cependant, dans les
lymphocytes T CD4" activés, le virus induit I’apoptose en causant des dommages a I’ADN
suite a la réponse de I’intégration du génome viral dans celui de la cellule hote [386]. Des
protéines virales sont aussi impliquées dans I’induction de I’apoptose : la PR du VIH-1 induit
I’apoptose via un clivage de la procaspase 8 en Casp8p41 [387, 388]; la protéine Tat supporte
la transcription des génes proapoptotiques de la cellule hote via I’activation du facteur de
transcription FOXO3a [389] ; Vpr induit aussi I’apoptose via I’activation des caspases [133,
390]; quant & Vpu, elle a pour effet de provoquer 1’apoptose par les mécanismes déja décrits

ci-dessus.
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Cependant, cette notion de mort cellulaire induite par le VIH-1 est contraire a
I’observation clinique qui a démontré que certaines cellules infectées ont la capacité de
survivre et de persister pour de longues périodes malgré le traitement antirétroviral [391-393].
Certaines études ont suggéré que le virus a développé plusieurs mécanismes pour interrompre
la signalisation apoptotique et affecter la susceptibilité a I’apoptose. Par exemple, I’expression
précoce de Vif entraine la dégradation de Vpr, permettant de retarder 1’arrét du cycle
cellulaire induit par Vpr. Ceci favoriserait ainsi la survie des cellules infectées précocement
[394]. Nef et Vpu régulent négativement CD4 pour éviter la surinfection des lymphocytes T
CD4" et les protegent contre la mort prématurée [111]; Nef induit également la
phosphorylation et I’inactivation de la protéine proapoptotique Bad pour réduire I’apoptose
[395]. De plus, grace a une analyse protéomique quantitative basée sur la spectrométrie de
masse, une étude a rapporté que ’infection par le VIH-1 activait le programme de survie
cellulaire médi¢ par BIRCS (« Baculoviral inhibitor of apoptosis repeat-containing 5 », ou
« survivin »), une molécule inhibitrice de 1’apoptose qui est fréquemment surexprimée dans
les cellules cancéreuses [396]. L’expression de BIRCS et de son régulateur en amont OX40,
un membre de la famille TNFRSF (« TNF receptor superfamily »), augmente dans les
lymphocytes T CD4" infectées de maniére productive ou latente. Ceci permet de maintenir la
viabilité¢ de ces cellules a long terme et favoriser la réplication virale, ainsi que la persistance

via I’établissement du réservoir viral.

Tel que déja introduit (Chapitre 1), les lymphocytes T CD4" infectés phagocytés sont
éventuellement dégradés dans les phagosomes, tandis que les virions amenés par ces cellules
survivent et échappent a ces compartiments dégradatifs avant la destruction des lymphocytes T
[282, 286, 287]. Dans ce contexte, il semble important d’éviter la mort prématurée des cellules
infectées pour assurer la rigidité membranaire. Il devient ainsi possible que Vpu ait un role
dans I’inhibition de la susceptibilit¢ a 1’apoptose afin de compenser les signalisation
proapoptotiques et favoriser la persistance virale dans les cellules infectées. Ceci permettrait
de créer un environnement plus optimal pour la dissémination virale vers les macrophages, et

la survie des virions dans ces derniers.
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7. Mod¢éle in vivo pour étudier la contribution potentielle de Vpu
dans I’établissement du réservoir viral et le développement de

stratégie thérapeutique

Tel que mentionné ci-dessus, I’identification de CD47 comme une cible de Vpu, et
I’é¢tude fonctionnelle de cette nouvelle activit¢ de Vpu, nous permettent de suggérer
I’hypothése que Vpu agit pour favoriser la dissémination virale et 1’établissement du réservoir
dans les macrophages. Il a été démontré que I’ADN viral n’était pas détectable dans les
monocytes du sang périphérique [397], donc ces cellules ne servent pas du réservoir viral.
D’autre part, ’analyse des macrophages tissulaires humains n’est pas facile en raison des
difficultés d’acces a des échantillons et a ’expansion de ces cellules ex vivo. Bien que les
monocytes du sang puissent étre différenciés in vitro pour générer des macrophages,
I’hétérogénéité lice a la localisation anatomique de ces cellules n’existe plus en culture; ceci
constitue un obstacle de taille pour mimer les macrophages tissulaires primaires [398, 399].
Dans ce contexte, l’utilisation de modé¢les animaux pourrait nous permettre d’établir la
contribution réelle de cette activit¢ de Vpu in vivo. En effet, dans une étude sur la
susceptibilit¢ de cellules myéloides humaines au VIH-1 et sur leur capacité¢ de soutenir la
réplication virale et I’infection productive, Honeycutt et coll. ont généré des souris humanisées
MoM (« Myeloid-only mice ») [397, 400]. Les auteurs ont trouvé que la réplication virale
persistait pendant plusieurs mois dans ces souris. Il est a noter que les seules cellules humaines

pouvant permettre la réplication du virus dans ces souris sont d’origine myéloide.

Ce modele a pour I’avantage d’éviter la présence confondante des lymphocytes T dans
I’évaluation de la persistance virale dans les macrophages. Il devient ainsi possible d’effectuer
le transfert adoptif des lymphocytes infectés dans les souris MoM pour déterminer si la
présence de ces cellules infectées permet 1’établissement de I’infection de novo dans un hote
non-infecté. Il est intéressant de noter que la plupart des études sur le role de CD47 durant
I’infection a utilisé les souris CD47 knockout [401-403], dont un modele de souris BLT
humanisée [404], elles pourraient servir de controle adéquat. Il serait donc envisageable

d’utiliser les lymphocytes CD4" provenant des souris infectées exprimant CD47 ou non, pour
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injection dans les souris MoM non-infectées. Une cinétique de D’infection des cellules
my¢loides pourrait ensuite étre évaluée pour déterminer I’impact de 1’expression de CD47
dans I’infection de ces souris. Un VIH-1 Vpu-défectif pourrait également étre introduit dans ce
systeme afin d’examiner la contribution de la régulation négative de CD47 médiée par Vpu

dans I’infection et la persistance virale au sein de ces souris MoM.

L’utilisation de modeles animaux permettrait ainsi d’établir le role de cette activité de
Vpu et sa contribution de 1’établissement du réservoir viral. Si la régulation négative de CD47
par Vpu induisait plus d’infection productive ou latente des macrophages, 1’interaction entre
Vpu et CD47 représenterait une cible idéale pour le développement de molécule thérapeutique.
En effet, Vpu est déja une cible pour le développent de nouvelles stratégies thérapeutiques
grace a sa capacité de cibler une série de protéines cellulaire : en effet, un inhibiteur de Vpu,
BIT225, est déja en phase II d’essai clinique [405-407]. 1l serait intéressant de tester 1’effet de
cet inhibiteur sur 1’infection des macrophages. Par contre, le développement d’autres drogues
ciblant cette activit¢ de Vpu pourrait étre nécessaire afin de perturber I’établissement du

réservoir.
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CONCLUSION

1. Conclusion générale

Nos travaux ont permis de valider CD47 comme une nouvelle cible de Vpu et mettre
en évidence le rdle potentiel de cette activité dans la pathogenése du VIH-1. Nous démontrons
que la régulation négative de CD47 par Vpu favorise la phagocytose des cellules T infectées
par les macrophages, un processus qui entraine 1’infection productive de ces derniers. Plus
important encore, nous démontrons que les virus transmis/fondateurs, tel que WITO, qui
n’infectent pas les macrophages sous sa forme libre, est capable d’induire I’infection
productive des macrophages a 1’aide de la phagocytose. Ceci pourrait permettre d’expliquer la
présence des macrophages infectés durant les phases précoces de la maladie avant 1I’émergence
des virus M-tropiques. Mécaniquement, nous décrivons que Vpu induit la déplétion de CD47
de manicre similaire & ’antagonisme de BST2 par la machinerie lysosomale. De plus, nous
démontrons que cette activité de Vpu réduit la susceptibilité des lymphocytes T CD4" infectés
a ’apoptose induite par 1’engagement de CD47, protégeant ainsi les cellules infectées de la
mort prématurée. La balance entre I’apoptose et la phagocytose pourrait enfin favoriser

I’établissement du réservoir viral dans les macrophages.

Néanmoins, beaucoup de travail reste a faire afin d’établir la contribution de cette
activit¢é de Vpu dans la pathogenése virale. Notamment, il serait important d’examiner les
parametres impliqués dans la réduction de la production des particules virales infectieuses
avec le temps. De plus, le mécanisme de déplétion de CD47 pourrait étre défini avec plus de
détails. Quant a I’apoptose, il serait intéressant de caractériser la mort cellulaire induite par
I’engagement de CD47 et de vérifier si les caspases sont impliquées. Un modele in vivo serait
¢galement intéressant pour évaluer la contribution de la régulation négative de CD47 médiée
par Vpu dans [’établissement du réservoir viral myéloide. Finalement, une meilleure
compréhension de ces mécanismes impliqués dans les fonctions de Vpu a le potentiel de

permettre 1’identification de nouvelles cibles antivirales.
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2. Perspectives

Dans les quatre chapitres, cette thése est progressivement passée d’une présentation
générale de VIH-1, Vpu, CD47 et les macrophages, ou les hypothéses et les objectifs ont été
mis en évidence. Etant une nouvelle cible de Vpu, CD47 a été ensuite étudié en deux aspects,
la phagocytose et I’apoptose, pour mieux comprendre son rdle dans la pathogenese virale.
Certains éléments importants et les perspectives qui leur correspondent ont été discutés.
Cependant, les perspectives envisageables sont diverses, celles en prolongement direct de cette

thése concernent 4 objectifs majeurs :

1. Consolidation de ’infection productive des MDMs en testant plus de souches

virales, notamment les virus T/F.

Nous avons démontré que les macrophages étaient productivement infectés via la
phagocytose des cellules T infectées. Il est intéressant a noter que la production virale des
macrophages était plus importante lorsqu’ils étaient co-cultivés avec les cellules T infectées
par un virus T/F WITO qu’avec celles infectées par un virus M-tropique ADA. L’étude par
Baxter et coll. a fait une comparaison similaire [286], ils n’ont pas observé de différence
significative dans la coculture avec des cellules T infectées par des virus M-tropique (BaL,
YU2) et celle avec des cellules infectées par des virus T/F (CHO40, REJO, RHPA, SUMA,
THRO et WITO). Il faut souligner que les constructions provirales utilisées dans leur étude
sont NL 4-3 isogéniques exprimant la Rénilla luciférase et codant pour les Env des virus M-
tropiques ou T/F indiqué ci-dessus [283]. Les macrophages co-cultivés avec les cellules T
infectées par ces virus étaient lysés directement pour mesurer 1’activité de la luciférase. Nous
disposons des constructions provirales des virus M-tropiques et T/F en séquence compléte
dans laboratoire, des expériences similaires a celle présentée dans la Figure 3 du premier
article seront mises en place pour évaluer si la différence de I’infection productive des MDMs
est conservée entre les autres souches M-tropiques et T/F. Si c’est le cas, il serait essentiel

d’examiner les facteurs potentiellement impliqués dans ce processus (e.g., protéines IFTIMs).
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2. Caractérisation de ’apoptose induite par ’engagement de CD47.

Nous avons ensuite démontré que la régulation négative de CD47 par Vpu rend les
cellules infectées moins susceptibles a I’apoptose via I’engagement de CD47 induit par
I’anticorps anti-CD47 clone CC2C6. Cette voie d’apoptose a été décrite comme caspase-
indépendante [205], les paramétres tels que ROS et A¥Ym pourront étre mesurés pour mieux
caractériser la signalisation dans notre systtme comme mentionnés auparavant dans la

discussion.

3. Etude plus profonde du mécanisme moléculaire Vpu/CD47.

Nous avons mis en évidence que Vpu forme un complexe avec CD47, également les
motifs fonctionnels de Vpu impliqués dans la déplétion de CD47. Notre résultat de CD47
chimére possede une résistance a la déplétion par Vpu, ce qui souligne I’importance des
domaines transmembranaires et intracellulaire de CD47 dans I’interaction avec Vpu. Il serait
intéressant de cartographier les déterminants spécifiques dans CD47 qui le rendent susceptible
a Vpu. Sachant que la plupart des études a I’heure actuelle se sont focalisées sur I’isoforme 2
de CD47, y compris la construction utilisée dans notre systéme de surexpression, nous
pourrions également générer d’autres isoformes de CD47 avec des outils de clonage
moléculaire et comparer leur susceptibilité 2 Vpu. A cet effet, pour valider I’importance de la
régulation négative de CD47 par Vpu dans les processus de phagocytose et d’apoptose, en

tenant compte de la distribution tissulaire des différentes formes de CD47.

4. Mise en évidence d’un modéle in vivo.

Nos résultats ont suggéré que Vpu pourrait favoriser la transmission intercellulaire et
I’établissement du réservoir viral. Un modele in vivo serait envisageable, on pourrait infecter
les souris BLT normales ou CD47 knockout [401-404] avec des virus exprimant Vpu ou non,
puis transfert les cellules CD4" qui soient infectées de ces souris aux souris humanisées MoM
qui ne disposent pas de cellules T CD4" en soi. S’il y ait infection de macrophages détectée
dans les souris MoM au final, cela pourrait suggérer une infection via la phagocytose de

cellules T infectées transférées.
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3. Contributions majeures de la these

1. Validation de CD47, comme une nouvelle cible cellulaire de Vpu.

2. La régulation négative de CD47 par Vpu est le premier signal identifi¢ dans la
régulation de la phagocytose des lymphocytes T CD4" infectés par les

macrophages.

3. Mécanismes de transfert intercellulaire permettant au virus T/F d’infecter les

macrophages.

4. Premiéres données sur le mécanisme sous-jacent a la régulation négative de

CD47 par Vpu.

5. Premiere observation que Vpu pourrait réguler P’apoptose caspase-

indépendante induite par ’engagement de CD47.
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ABSTRACT

BST2/tetherin is a type I interferon (IFN-I)-stimulated host factor that restricts the release of HIV-1 by entrapping budding viri-
ons at the cell surface. This membrane-associated protein can also engage and activate the plasmacytoid dendritic cell (pDC)-
specificimmunoglobulin-like transcript 7 (ILT7) inhibitory receptor to downregulate the IFN-I response by pDCs. Pandemic
HIV-1 group M uses Vpu (M-Vpu) to counteract the two BST2 isoforms (long and short) that are expressed in human cells. M-
Vpu efficiently downregulates surface long BST2, while it displaces short BST2 molecules away from viral assembly sites. We
recently found that this attribute is used by M-Vpu to activate the BST2/ILT7-dependent negative-feedback pathway and to sup-
press pDC IFN-I responses during sensing of infected cells. However, whether this property is conserved in endemic HIV-1
group O, which has evolved Nef (O-Nef) to counteract specifically the long BST2 isoform, remains unknown. In the present
study, we validated that O-Nefs have the capacity to downregulate surface BST2 and enhance HIV-1 particle release although less
efficiently than M-Vpu. In contrast to M-Vpu, O-Nef did not efficiently enhance viral spread in T cell culture or displace short
BST2 from viral assembly sites to prevent its occlusion by tethered HIV-1 particles. Consequently, O-Nef impairs the ability of
BST?2 to activate negative ILT7 signaling to suppress the IFN-I response by pDC-containing peripheral blood mononuclear cells
(PBMC:s) during sensing of infected cells. These distinctive features of BST2 counteraction by O-Nefs may in part explain the limited

spread of HIV-1 group O in the human population.

IMPORTANCE

The geographical distributions and prevalences of different HIV-1 groups show large variations. Understanding drivers of dis-
tinctive viral spread may aid in the development of therapeutic strategies for controlling the spread of HIV-1 pandemic strains.
The differential spread of HIV-1 groups appears to be linked to their capacities to antagonize the long and short isoforms of the
BST2 restriction factor. We found that the endemic HIV-1 group O-encoded BST2 antagonist Nef is unable to counteract the
restriction mediated by short BST2, a condition that impairs its ability to activate ILT7 and suppress pDC antiviral responses.
This is in contrast to the pandemic HIV-1 group M-specified BST2 countermeasure Vpu, which displays a diverse array of mech-
anisms to counteract short and long BST2 isoforms, an attribute that allows the effective control of pDC antiviral responses.
These findings may help explain the limited spread of HIV-1 group O as well as the continued predominance of HIV-1 group M

throughout the world.

ST2/tetherin is a type I interferon (IFN-I)-inducible surface

protein with an unusual topology. The protein consists of a
N-terminal cytosolic tail followed by a transmembrane domain
(TMD) and an ectodomain that is membrane associated through
a C-terminal glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor (1).
BST2 inhibits the release of a broad array of enveloped viruses,
including human immunodeficiency virus (HIV), by tethering
budding virions to the surface of infected cells (2, 3). While the
physical retention of progeny virions by BST2 was proposed to be
a major obstacle limiting the initial local viral propagation needed
for efficient transmission between individuals (4-6), increasing
evidence indicates that this activity also has multiple immunolog-
ical consequences that could restrict viral transmission fitness.
Virion tethering by BST2 can sensitize infected cells to antibody
(Ab)-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) (7-9) as well
as activate proinflammatory NF-«B signaling via a dual-tyrosine
motif in the cytoplasmic tail of the protein (10). Moreover, the
physical limitation of HIV-1 particle release by BST2 was found to
stimulate IFN-I production by plasmacytoid dendritic cells
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(pDCs) in the context of cell contacts between HIV-1-producing
cells and pDCs (11). In this regard, BST2 can act as a ligand of
immunoglobulin-like transcript 7 (ILT7), a pDC-specific inhibi-
tory receptor that downregulates Toll-like receptor 7/9 (TLR7/9)-
mediated IFN-I production upon pDC activation (11, 12). Mech-
anistic evidence suggests that virion tethering interferes with the
ability of BST2 to act in conjunction with ILT7 as a negative reg-
ulator of the IFN response by pDCs (11).
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HIV-1 is divided into four distinct groups (groups M, N, O,
and P), which represent independent cross-species transmissions
of a simian immunodeficiency virus (SIV) to humans (13). It is
thought that the viruses resulting from these transmissions have
spread with different efficiencies in the human population in part
because of their differential adaption to human BST2 restriction
(14). The SIV precursors of all HIV-1 groups and HIV-2 utilize the
Nef accessory protein to antagonize BST2 from their respective
primate hosts (6, 15, 16). However, a 5-amino-acid deletion in the
cytoplasmic domain of human BST2 confers resistance to SIV Nef
proteins. This species barrier is believed to have led the predomi-
nant HIV-1 group M and, less effectively, the minor group N
strains to adapt and use Vpu to antagonize BST2 (6, 17), while
HIV-2 adopted the envelope (Env) glycoproteins as a BST2 coun-
termeasure (18). Although initial studies failed to identify a hu-
man BST2 viral antagonist in HIV-1 groups O and P (6, 19, 20),
recent evidence reveals that HIV-1 O Nef can counteract human
BST2, thus providing a potential explanation for the epidemic
spread of HIV-1 group O in western central Africa (21, 22).

Two isoforms of human BST2 capable of restricting HIV-1
virion release have been described. They are derived from alterna-
tive translation initiation from two highly conserved methionine
residues located in the cytoplasmic tail of the molecule (23). The
short isoform lacks the first 12 N-terminal residues present in the
long isoform, including conserved tyrosine and serine-threonine
motifs. These isoforms have the ability to form homodimers and
heterodimers, and while they display differential signaling activi-
ties (signaling is restricted to the long BST2 homodimer), they are
all capable of interacting with ILT7 on pDCs (11). Primate lenti-
virus antagonists counteract BST2 restriction via intracellular se-
questration, degradation, and/or displacement mechanisms to re-
move BST2 from sites of virus budding (24). The mechanisms
differ significantly among the different viral countermeasures and
according to the BST2 isoforms being targeted. For instance, both
isoforms of human and rhesus macaque BST2 demonstrate simi-
lar sensitivities to HIV-2 Env and SIVmac Nef, respectively, and
their counteraction involves the removal of the protein from the
cell surface through enhanced internalization and intracellular se-
questration (18, 25-27). The Vpu protein from the recently iso-
lated highly pathogenic HIV-1 group N strain from Togo
(N1.FR.2001) (17) also antagonizes both isoforms albeit without
inducing their degradation or surface downregulation (28). In
contrast, HIV-1 group M Vpu (M-Vpu) targets the long and short
BST2 isoforms differentially using distinct mechanisms. While M-
Vpuremoveslong BST2 molecules from the cell surface essentially
via intracellular sequestration and degradation mechanisms, the
short BST2 isoform is more resistant to M-Vpu-mediated down-
regulation and antagonism (23, 28) and, as such, appears to be
counteracted by displacement from sites of virus budding (11,
29-31). Interestingly, the ability of M-Vpu to displace residual
BST2 molecules away from sites of virus budding was found to
have a downregulatory role in the pDC IFN-I response since it
promoted the engagement of BST2 with the ILT7 inhibitory re-
ceptor upon cell contacts between infected cells and pDCs (11).
Thus, differential targeting of long and short BST2 isoforms seems to
be a specific property of HIV-1 M-Vpu (23, 28) and appears to be
intended as a means to counteract BST2 restriction upon HIV-1 par-
ticle release, prevent the activation of NF-kB signaling, and limit
IEN-I production by pDCs upon sensing of infected cells.

HIV-1 group O Nef proteins (O-Nefs) counteract human
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HIV-1 M-Vpu, but Not O-Nef, Controls pDC IFN Response

BST2 by targeting a domain in the N-terminal cytosolic region
that is directly adjacent to the deleted residues that normally pro-
vide sensitivity to Nef. However, this domain is not present in
short BST2, and as a result, O-Nefs can antagonize only the long
BST2 isoform. Mechanistically, O-Nef, like M-Vpu, traps BST2 in
the trans-Golgi network; although O-Nef slightly increases BST2
internalization, it is as efficient as M-Vpu in inhibiting BST2 an-
terograde transport to the cell surface (21). Interestingly, while
Nef from the inferred group O most recent common ancestor
(O-MRCA) was found to suppress BST2-mediated NF-«B activa-
tion almost as efficiently as the prototypical group M NL4.3 Vpu
protein, this function appeared to be lost in contemporary HIV-1
group O nef alleles. Instead, contemporary O-Nefs, like contem-
porary Nef proteins from HIV-1 group M (M-Nefs), are unable to
prevent NF-kB activation (21).

To define the functional consequences of the evolutionary ad-
aptation of O-Nef to counteract BST2, we studied its fitness com-
pared to that of M-Vpu in terms of its capacity to promote HIV-1
particle release and facilitate viral spread in CD4™ T cells in vitro.
In addition, we analyzed the ability of O-Nef to exclude BST2
from sites of viral assembly and activate the ILT7 inhibitory recep-
tor as a means to evade the IFN-I response by pDCs. The data
presented in this study show that BST2 antagonists encoded by
pandemic HIV-1 group M and endemic HIV-1 group O differen-
tially control the pDC antiviral response despite their shared ca-
pacity to counteract BST2 restriction of HIV-1 release.

MATERIALS AND METHODS

Antibodies and reagents. Rabbit polyclonal anti-BST2, anti-Vpu, anti-
Nef, and anti-p17 Abs were previously described (32-35). Anti-ILT7 cou-
pled with Alexa Fluor 647 was purchased from BioLegend. All secondary
Abs used for flow cytometry and Western blotting were purchased
from Life Technologies and Bio-Rad, respectively. Human recombi-
nant interferon alpha 2a (rIFN-a2a) was purchased from PBL. Ralte-
gravir was obtained through the NIH AIDS Reagent Program, Division
of AIDS, NIAID, NIH.

Cell lines and plasmids. SupT1 and MT4 T cells were obtained from
the NIH AIDS Reagent Program (36), and HEK293T cells were acquired
from the ATCC, while HEK-blue human IFN reporter cell lines were
purchased from InvivoGen. HEK293T cells were transiently transfected
by using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Inc.). SupT1 cells stably ex-
pressing the short BST2 isoform (SupT1 ShortBST2) were established by
lentiviral vector transduction based on pLenti-CMV/TO_Puro_DEST
plasmids, as previously characterized (11). MT4 T cells transduced with a
lentiviral vector encoding short hairpin RNA (shRNA) targeting BST2
(clone TRCN0000107018; OpenBiosystem) or control shRNA (target se-
quence 5'-CAACAAGATGAAGAGCACCAA-3") were previously de-
scribed and characterized (11).

The cell line CT550 (also known as ILT7 NFAT-GFP reporter cell line)
was a generous gift from Yong-Jun Liu (37). In this reporter mouse cell
line, which expresses ILT7 and FceRIvy, green fluorescent protein (GFP) is
driven by a nuclear factor of activated T cells (NFAT) promoter (NFAT-
GFP) and results in GFP expression in response to ILT7 surface ligation.

The NL4.3-derived proviral constructs used in this study were pre-
viously described (21). Replication-competent NL4.3 proviral con-
structs encoding M-MRCA or N-MRCA Nef variants were generated
by transferring Hpal-Mlul fragments from NL4.3 dU Env-M-MRCA
Nef _ires_ GFP or NL4.3 dU Env-N-MRCA Nef_ires_GFP proviral
constructs (previously described in reference 21), respectively, into
NL4.3 dU Nef_ires_GFP. The sequences of the Vpu and Nef regions of
all provirus constructs used were validated by automated sequencing.
The plasmid encoding BST2 (pcDNA_Tetherin) was previously de-
scribed (33).
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HIV-1 production and infections. Infectious GFP-marked HIV-1
NL4.3 constructs with or without vesicular stomatitis virus glycoprotein
(VSVg) were generated by Lipofectamine transfection of HEK293T cells.
Virus-containing supernatants were harvested at 2 days posttransfection,
clarified, pelleted by ultracentrifugation, and titrated by using TZM-bl
indicator cells as described previously (33). T cells were infected with the
different GFP-expressing pNL4.3 viruses at different multiplicities of in-
fection (MOIs) ranging from 0.005 to 0.05. Infection rates were calculated
by measurement of GFP-positive (GFP™) cells by flow cytometry, as pre-
viously described (11).

Virus particle release assay. The release of virus particles was assessed
by Western blotting as described previously (38). Viral particle release
efficiency was evaluated by determining the ratio of the virion-associated
Gag (p24) signal over the total intracellular Gag (p24 plus p55) signal
measured by scanning densitometry analysis of Western blots. Viral re-
lease efficiency was normalized to the value obtained from cells infected
with the wild-type (WT) virus, which was set at 100%.

Surface antigen staining and flow cytometry analysis. Cell surface
BST2 staining and flow cytometry analysis of live cells were performed as
previously described (33). Samples were analyzed by using a Cyan flow
cytometer with Flow]Jo software (TreeStar).

Confocal microscopy. Primary CD4 " T cellsand MT4 and SupT1 cell
lines were infected with NL4.3 viruses. VSVg-pseudotyped viruses were
used for infection of primary CD4™" T cells. MT4 T cells were infected in
the presence of raltegravir to limit infection to a single round of replica-
tion (25 ng/ml of raltegravir was added at 8 h postinfection [hpi]). At 48 h
postinfection, T cells were immunostained with anti-BST2 Abs at 4°C for
45 min prior to extensive washes. Cells were then plated onto poly-p-
lysine-treated coverslips and fixed for 30 min in 4% paraformaldehyde
(PFA). Viral matrix p17, a product of Gag polyprotein processing by the
viral protease, was used as a marker of assembling HIV-1 particles and was
detected with a specific antibody that does not recognize immature Gag
products (34). To detect p17, fixed cells were permeabilized in 0.2% Tri-
ton for 5 min, incubated for 2 h at 37°C in 5% milk—phosphate-buffered
saline (PBS) containing anti-p17 Abs, washed, and incubated with the
appropriate secondary Ab for 30 min at room temperature. All analyses
were conducted by using a 63X Plan Apochromat oil immersion objective
with an aperture of 1.4 on an LSM710 Observer Z1 laser scanning confocal
microscope coupled with a Kr-Ar laser (Zeiss). Signals from assembling
viral particles stained with anti-p17 or from surface BST2 were quantified
by measuring the raw integrated signal density on manually selected cells
using Image] software.

Preparation of PBMCs and primary CD4™ T cells. Peripheral blood
samples were obtained from healthy adult donors who gave written in-
formed consent in accordance with the Declaration of Helsinki under
research protocols approved by the research ethics review board of the
Institut de Recherches Cliniques de Montréal (IRCM). Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were isolated by Ficoll-Paque centrifugation
(GE Healthcare) and cultured in RPMI 1640 medium supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS). CD4" T lymphocytes were isolated by
negative selection using a CD4* T cell isolation kit (Miltenyi Biotec).
Enriched CD4™ T cells were then activated by using phytohemaggluti-
nin-L (PHA-L; 5 pg/ml) for 48 h and maintained in complete RPMI 1640
medium supplemented with interleukin-2 (IL-2) (100 U/ml). Activated
primary T cells were infected at 5 days postisolation.

Coculture assay with PBMCs. Two days prior to coculture, T cells
were infected with the different GFP-expressing pNL4.3 viruses at differ-
ent MOIs. Infection rates were calculated by measurement of GFP™ cells
by flow cytometry, as previously described (11). Briefly, cultures with a
range of 20 to 50% infected cells were subsequently used for cocultures.
Target and donor cells were mixed at a ratio of 3:1 (PBMCs to T cells) in a
final volume of 250 wl and cultured in U-bottom 96-well plates for 18 to
22 h. Cocultures were then transferred to a V-bottom 96-well plate and
centrifuged for 5 min at 400 X g. Supernatants were then used to quantify

10238 jvi.asm.org

Journal of Virology

the amounts of IFN-I produced. Each experimental replicate was per-
formed by using cells from a different donor.

Quantification of IFN-I concentrations. Detection of bioactive hu-
man IFN-I was performed by using the reporter cell line HEK-Blue IFN-
o/B (InvivoGen) as previously reported (39). The IFN-I concentration
(units per milliliter) was extrapolated from the linear range of a standard
curve generated using known amounts of IFN-I.

Activation of ILT7 using ILT7* NFAT-GFP reporter cells. HEK293T
cells were mock transfected or cotransfected with a BST2-encoding plas-
mid and GFP-expressing HIV proviruses (50,000 cells/well) and plated
onto 24-well plates for 18 to 24 h. The following day, ILT7" NFAT-GFP
reporter cells (100,000 cells/well) were added, and cocultures were incu-
bated for an additional 18 to 24 h at 37°C, at which time samples were
collected and analyzed by flow cytometry for BST2, ILT7, and GFP ex-
pression. HEK293T and NFAT-GFP reporter cells can be distinguished by
flow cytometry based on their overall size and morphology (side scatter
and forward scatter) as well as by monitoring ILT7 expression on reporter
cells. The HEK293T cell transfection efficiency was determined in ILT7-
negative cells as the percentage of cells expressing both GFP and surface
BST2. Activation of ILT7 reporter cells was determined as the percentage
of ILT7™ cells that were GFP™.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed by using repeat-
ed-measures or one-way analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni’s
multiple-comparison test or two-tailed paired Student’s ¢ tests, as indi-
cated. A P value of <0.05 was considered significant.

RESULTS

Group O Nef enhances HIV-1 particle release and downmodu-
lates surface BST2 but does not accelerate viral spread. To ex-
amine the effect of O-Nefs on the BST2 restriction exerted on
HIV-1 particle release and spread, we used previously character-
ized replication-competent GFP-marked NL4.3 derivatives en-
coding different O-Nefs in a Vpu-defective (dU) background.
Two O-Nefs were selected: the O-MRCA and primary isolate
HJ162 (21). First, MT4 T cells were infected with the same NL4.3-
derived viruses, and similar percentages of infected cells (~30%
GFP™" cells) were analyzed for HIV-1 release and surface BST2
downmodulation. Even in the context of viral infection, O-Nefs
were capable of counteracting the restriction imposed on viral
particle release by BST2 (Fig. 1A and B), and this effect correlated
with a reduction of BST2 levels at the cell surface (Fig. 1C and D).
NL4.3 Vpu was more effective at enhancing HIV particle release
than O-Nefs during infection of MT4 T cells (Fig. 1A and B). Next,
the kinetics of viral spread in MT4 cells expressing or not express-
ing BST2 were studied (Fig. 2A). Viral spread assays initiated at a
low MOI revealed that the WT NL4.3 virus disseminated more
rapidly than did Vpu-deficient viruses expressing O-Nefs, consis-
tent with the fact that O-Nef-expressing viruses displayed less-
effective antagonism toward BST2 (Fig. 1 and 2B). Depletion of
BST2 in MT4 cells abolished the differential kinetics of viral
spread observed between Vpu-expressing viruses and those defi-
cient for Vpu but expressing O-Nef, indicating that this effect was
entirely BST2 dependent (Fig. 2C). Two recent reports identified
the cellular serine incorporator (SERINC) proteins SERINC3 and
SERINCS as potent inhibitors of HIV-1 particle infectivity, which
are counteracted by HIV-1 Nef (40, 41). Therefore, the positive
effect of M-Nef on virus infectivity and spread is restricted to cells
expressing SERINCs, a group that does not include MT4 cells (41).
Consequently, due to the lack of anti-BST?2 activity of M-Nef and
the absence of SERINC expression in MT4 cells, viruses lacking
both Vpu and Nef behaved very similarly to viruses lacking Vpu
but expressing M-Nef (40, 41). Overall, these results suggest that
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although O-Nef variants have evolved some activity against hu-
man BST2, this activity does not appear to be sufficient to enhance
the kinetics of viral dissemination at a low virus input, at least in
vitro.

Group O Nef does not displace BST2 from sites of virus as-
sembly. M-Vpu downmodulates a large proportion of long BST2
from the cell surface, while it excludes many of the remaining
molecules (long BST2 remaining at the cell surface and Vpu
downmodulation-resistant short BST2) from sites of viral assem-
bly by virtue of its ability to target the BST2 TMD (11). Although
HIV-1 O-Nef proteins efficiently reduce the cell surface expres-
sion of the long but not the short human BST2 isoform, it is
unclear if they have the ability to displace BST2 away from virus
assembly sites. To address this question, we evaluated the fre-
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quency of surface BST2 molecules that are not engaged in the
restriction of progeny virions in the presence or the absence of
O-Nefs. To this end, we performed colocalization studies of BST2
and HIV-1 Gag-p17, a marker of assembling HIV, on infected
MT4 and primary CD4" T cells. T cells were infected with the
above-described viruses and stained for surface BST2 and intra-
cellular p17. As previously reported (11), clusters of BST2 mole-
cules not colocalizing with p17 were detected on WT- but not on
dU-infected MT4 and primary CD4™ T cells, consistent with the
ability of NL4.3 Vpu to displace a pool of surface BST2 away from
virus assembly sites (Fig. 3A and B). Hence, in the absence of BST2
countermeasures, the majority of surface BST2 appears to be en-
gaged in restricting assembling viruses. Indeed, consistent with
the viral particle release data shown in Fig. 1A and B, significant
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accumulation of the MA signal, reflecting assembling viral parti-
cles, was detected in infected MT4 and primary CD4" T cells in
the absence of BST2 countermeasures (Fig. 3C). While reduced
levels of the MA signal were observed when either Vpu or O-Nefs
were expressed, higher levels of the MA signal accumulated in the
presence of O-Nef than in the presence of Vpu, reflective the less-
effective BST2 antagonism of Nefs (Fig. 3C). As shown by the flow
cytometry data in Fig. 1C and D, surface BST2 levels were signif-
icantly decreased in infected MT4 and primary CD4 " T cells in the
presence of M-Vpu and, to a lesser extent, O-Nefs (Fig. 3D). This
reduction of surface BST2 levels correlated with decreased p17
accumulation at the cell periphery (Fig. 3A and C), the degree of
which was commensurate with the increase in virus particle re-
lease observed in MT4 T cells (Fig. 1A and B). Interestingly, al-
though the presence of O-Nefs reduced the levels of p17 detected
at the cell periphery, the large majority of the remaining p17 lo-
calized perfectly with BST2. Indeed, no free BST2 was detected on
cells infected with dU/O-Nef viruses (Fig. 3A and B), suggesting
that in contrast to HIV-1 Vpu, O-Nef is unable to displace BST2
from virus budding sites.

Since Vpu is unable to downregulate and degrade the short
BST?2 isoform, yet can counteract it to some degree via displace-
ment from virus assembly sites (11, 29), we next assessed if O-Nefs
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could affect the distribution of short BST2 isoforms relative to
assembling virions. To this end, we used a SupT1 T cell line that
expresses only this isoform of BST2 (SupT1 ShortBST2). Despite
the lack of downregulation of the short isoform by Vpu (Fig. 3D),
we did not observe a marked accumulation of p17 staining at the
periphery of SupT1 ShortBST2 cells infected with WT viruses
(Fig. 3A and C). This was in sharp contrast to dU- or O-Nef-
expressing HIV-infected cells, which expressed similar levels of
surface BST2 but displayed a noticeable accumulation of cell-as-
sociated p17 (Fig. 3A, C, and D). Consistent with our observations
of MT4 and primary CD4 ™ T cells, no significant amounts of free
BST2 were detected in the absence of Vpu regardless of whether or
not O-Nefs were expressed in infected SupT1 ShortBST2 cells
(Fig. 3B). Overall, these results suggest that O-Nefs are unable to
displace BST2 from sites of virus assembly.

Group O Nef is unable to suppress the production of IFN-I
during innate sensing of HIV-1-infected cells. We previously
postulated that BST2 molecules found outside sites of WT HIV
assembly are free to bind and activate ILT7, a condition that re-
duces IFN-I production by pDCs upon contact with infected cells
(11). Using ILT7" NFAT-GFP reporter cells that express GFP
upon ILT7 activation (Fig. 4A), we previously found that Vpu-
mediated BST2 antagonism generates a pool of surface BST2 mol-
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ecules capable of engaging and activating ILT7 upon cell-to-cell
contact (11). To examine whether the presence of O-Nef in HIV-
producing cells could affect ILT7 activation through BST2, we
cocultured ILT7" NFAT-GFP reporter cells with control or BST2-
expressing HEK293T cells cotransfected with our panel of pNL4.3
derivatives. While ILT7 activation was very effective in coculture
with BST2-expressing cells, it was significantly reduced when
these cells were coexpressing WT HIV, consistent with Vpu-me-
diated BST2 downmodulation (Fig. 3B and C). As previously re-
ported (11), BST2" HEK293T cells expressing WT HIV activated
ILT7 to a higher degree than did identical cells expressing dU HIV
(Fig. 4D). Despite the ability of O-Nef to downregulate surface
BST2 (Fig. 4C), BST2" HEK293T cells expressing dU/O-Nef HIV
were the least potent activators of the ILT7 reporter cell line (Fig.
4D). In this context, it is expected that a large proportion of the
remaining surface BST2 molecules are engaged in restricting
progeny viruses, as shown in Fig. 3A.

We next examined the role of O-Nefs during innate sensing of
infected T cells by PBMCs, a system where innate sensing and
IEN-I production were almost entirely dependent on the presence
of pDCs (11, 42). MT4 T cells were infected with GFP-encoding
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NL4.3 WT and dU viruses expressing M-Nefs (NL4.3) or O-Nefs.
In these experiments, we also introduced a dU NL4.3 virus encod-
ing Nef genes belonging to HIV-1 group M and N MRCAs. In-
fected MT4 T cell populations with a similar percentage of in-
fected cells (GFP™ cells) were cocultured with freshly isolated
human PBMC:s for 18 to 24 h, and the level of IFN-I production in
the culture supernatant was measured (Fig. 5A). Consistent with
previously reported results (11, 42), IFN-I was very efficiently de-
tected only after coculture of infected T cells with PBMCs (Fig. 5B
and C). Analysis of innate sensing of HIV-1-infected cells by
PBMC:s from different donors revealed that the presence of Vpu in
infected donor cells led to a significant reduction of IFN-I produc-
tion (Fig. 5C). In agreement with the lack of free surface BST2
potentially accessible for interaction with ILT7 in MT4 cells in-
fected with dU virus expressing O-MRCA or contemporary Nefs
(Fig. 3), no reduction of IFN-I production was observed when
these infected cells were cocultured with PBMCs. Similar results
were obtained when MT4 cells were infected with dU viruses ex-
pressing M-MRCA and N-MRCA Nef proteins (Fig. 5B and C),
thus highlighting the lack of activity of these Nef variants.
Collectively, these results suggest that O-Nef cannot act in con-
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junction with ILT7 to suppress the production of IFN-I triggered
upon the sensing of HIV-1-infected cells by PBMCs. Indeed, O-
Nef, unlike M-Vpu, is unable to displace BST2 from sites of virus
budding and consequently cannot generate a pool of surface BST2
with the capacity to engage and activate ILT7 upon cell contacts
between infected cells and pDCs.

DISCUSSION

Genetic and functional evidence strongly suggests that the ability
of lentiviruses to counteract BST2 represents a critical property for
viral transmission in vivo (6, 14). However, despite the fact that
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HIV-1 group O strains account for infections of 100,000 individ-
uals, mostly in western central Africa (22), several reports sug-
gested that these viruses failed to evolve an effective antagonist of
human BST?2 (6, 20). Recent functional analyses of group O Nef
proteins in transient-expression model systems as well as in in-
fected primary CD4™ T cells revealed that HIV-1 group O strains
have evolved the ability to counteract human BST2 through Nef
(21). In the present study, we confirmed that HIV-1 group O
MRCA and contemporary Nefs reduce the cell surface expression
of BST2 and enhance virus particle release (Fig. 1). We further
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show that despite having the capacity to mediate the release of
significant amounts of virus, O-Nefs are unable to efficiently over-
come the BST2 restriction imposed on viral spread in CD4* MT4
T cells at a low initial virus input (Fig. 2). In contrast to M-Vpu,
O-Nefs do not appear to displace short BST2 away from sites of
viral assembly, and as a result, cell surface BST2 molecules not
colocalizing with assembling viruses (free BST2) are not detected
at the surface of infected CD4™ T cells (Fig. 3). Hence, O-MRCA
and contemporary Nefs do not allow BST2-dependent activation
of the pDC-inhibitory receptor ILT7 (Fig. 4) to suppress IFN-I
production by pDCs during innate sensing of HIV-infected T cells
(Fig. 5). Thus, in contrast to M-Vpu, O-Nefs are unable to activate
the BST2/ILT7-dependent negative-feedback pathway that im-
pedes the IFN-I response by pDCs. These distinctive features of
BST2 counteraction by O-Nefs may play a role in the limited
spread of HIV-1 group O strains in the human population com-
pared to the predominant group M viruses.

Our data showing that O-Nefs downregulate human BST2 and
enhance the release of virus particles in MT4 T cells are consistent
with previously reported observations and indeed confirm that
during adaptation to human hosts, O-Nefs have gained activity
against human BST2. However, the degree to which it counter-
acted human BST2, as measured by surface BST2 downregulation
or virus particle release, was reduced compared to that for Vpu.
Indeed, our analysis of viral spread at a low virus input, a condi-
tion that likely reflects the environment prevailing during early
stages following HIV transmission (the “eclipse period”), revealed
that O-Nef-expressing viruses are spreading with reduced kinetics
compared to those of Vpu-expressing viruses; in fact, their spread
is more comparable to that of Vpu-defective viruses. These results
suggest that despite the ability of O-Nef to enhance virus particles,
the amounts of released viruses for cell-free virus transmission
remain quantitatively limited in the initial rounds of infection.
Kluge and colleagues (21) found that in primary CD4" T cells
pretreated with type I IFN (which enhances surface BST2 levels
and restriction), viruses expressing M-Vpu or O-Nef proteins rep-
licated with near-identical kinetics and released very similar
amounts of virus at late time points after infection. However, at
early time points (3 days postinfection [dpi]), significantly less
virus was produced from cultures infected with O-Nef-expressing
viruses than from those infected with M-Vpu-expressing viruses.
Thus, our findings in MT4 cells are consistent with the results of
Kluge and colleagues in primary CD4 ¥ T cells except that the delay
of O-Nef-expressing virus spread at early time points seems to be
amplified in MT4 cells. Indeed, similar to our findings in MT4
cells lacking BST2, no significant difference in virus production
was observed in the context of primary CD4 " T cells infected with
viruses expressing M-Vpu or O-Nef in the absence of type I IFN
pretreatment, a condition where primary CD4™ T cells express
very low basal levels of BST2. Thus, O-Nefs appear to be less ef-
fective at overcoming BST2-dependent restriction of viral spread,
especially under conditions where BST2 is highly expressed.

Group O strains emerged relatively early in the HIV pandemic,
alongside group M, suggesting that this group had fair opportu-
nities to disseminate, as group M did. Its limited spread among the
population could be due to viral and/or host factors (43). Relative
to group M, many infection parameters in HIV-1 group O-in-
fected patients remain largely understudied. During prototypical
disease progression in individuals infected with HIV-1 group M,
neutralization escape variants are generated, and infecting CCR5
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viruses (R5) switch tropism to CXCR4 (X4) or dual-tropic viruses.
This change in tropism is followed by a marked depletion of CD4 *
T cells, an increase in the plasma viral load, and poor disease
prognosis. Data from a small number of studied cases of group O
infection suggest a disease course and pathogenesis similar to
those reported previously for group M infection (44, 45). None-
theless, tropism studies revealed a significant R5 prevalence even
duringlate stages of infection (46). The coreceptor switch from R5
to X4 may be uncommon within this group and could imply that
group O-infected patients potentially progress to disease more
slowly than do group M-infected patients, and indeed, some of
these patients could behave as long-term nonprogressors (47).
HIV-1 group O is the least fit among all HIV types and groups.
HIV-1 group M was found to be typically 100-fold more fit than
group O in cell culture (48). The reduced replication and trans-
mission fitness were proposed to be responsible for the low prev-
alence and limited geographical spread of HIV-1 group O in the
human population. Whether the reduced transmission fitness of
HIV-1 group O could be due in part to its limited capacity to
overcome BST2, as shown by our in vitro observations, remains a
reasonable possibility. Even though HIV-1 group O Nefis capable
of facilitating virus particle release by targeting essentially long
BST2 isoforms, it is unable to downregulate short BST2 molecules
from the cell surface (21) or displace them from sites of viral
assembly, as shown by our surface BST2-p17Gag colocalization
studies. This attribute of O-Nef proteins may be responsible for
the inefficient viral spread observed in vitro under conditions of
limiting virus input. Previous studies using humanized mice sug-
gested that BST2 antagonism by Vpu facilitated HIV-1 replication
and propagation in vivo, in particular during early stages following
infection, where transmission by cell-free virus may play a critical
role (4, 5). In contrast to M-Vpu, O-Nef may not be effective at
promoting the initial burst of viral proliferation and expansion
that is most likely necessary to enable dissemination to local lym-
phoid tissues and the establishment of systemic infection (49).
pDCs constitute a major source of IFN-I production during
acute HIV infection, and their activation results primarily from
TLR7-mediated sensing of HIV-infected cells (11, 42, 50). We
previously proposed a mechanism of innate immune evasion
whereby M-Vpu mediates the activation of a BST2/ILT7-depen-
dent negative-feedback pathway that normally impedes the IFN-I
response when pDCs are activated (11). This mechanism is depen-
dent on Vpu’s ability to displace surface BST2 molecules, in par-
ticular the short isoforms, away from sites of viral assembly where
they would be free to engage and activate the pDC-inhibitory re-
ceptor ILT7 upon cell-to-cell contacts. The mechanism of BST2
displacement by Vpu was shown to involve a physical association
of the two proteins through their respective TMDs as well as a
highly conserved dileucine sorting motif (ExxxLV, where x repre-
sents any amino acid) in the Vpu cytoplasmic domain capable of
binding the major cellular clathrin adaptor proteins AP1 and AP2
(29, 31, 51, 52). Data from our surface BST2-p17Gag colocaliza-
tion analysis suggest that the mechanism underlying human BST2
antagonism by O-Nefs does not involve a displacement of surface
BST2 molecules from sites of virus budding, even though a highly
conserved dileucine motif (ExxxLL) in O-Nef was found to be
required for human BST2 counteraction (21). Thus, in contrast to
Vpu, it appears that O-Nefs have not evolved any activity to coun-
teract surface BST2 molecules that are resistant to downregula-
tion, such as the short isoform. While short BST2 retains an intact
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TMD required to bind Vpu, it lost the determinants required to
bind O-Nef. Indeed, Kluge and colleagues mapped the O-Nef
binding site to a region of the cytoplasmic tail of BST2, which is
missing in short BST2, thus providing a rationale as to why O-Nefs
do not antagonize short BST2 (21). Therefore, the absence of a
physical association between O-Nef and short BST2 is likely to
explain the lack of exclusion of short BST2 from virus budding
sites and the almost undetectable levels of free cell surface BST2
capable of interacting with the pDC-inhibitory receptor ILT7.
Consistent with these findings, the presence of O-Nefs in virus-pro-
ducing cells did not induce BST2-dependent ILT7 activation or sup-
press IFN-I production by pDC-containing PBMCs during innate
sensing of HIV-infected T cells. These findings highlight the crucial
role of surface BST2 displacement in the modulation of the pDC
IFN-I response via ILT7.

The lack of activation of the BST2/ILT7-dependent negative-
feedback pathway by O-Nefs is expected to make infected cells
more prone to triggering the release of IFN-I by pDCs during
innate sensing. It is thus tempting to speculate that the absence of
disease progression or effective control of pDC antiviral responses
by HIV-1 group O strains during early stages following HIV trans-
mission may have also contributed to their reduced transmission
fitness. Indeed, studies in humanized mice demonstrated that the
depletion of pDCs prior to HIV-1 infection prevented the induc-
tion of IFN-I and increased viral replication and dissemination
(50). Furthermore, manipulation of IFN signaling in rhesus ma-
caques during SIV transmission and acute infection via IFN recep-
tor blockade or IFN-a2a administration was found to condition
the local environment for the expression of antiviral genes and
influence the establishment of systemic infection and disease pro-
gression (53). Enhanced IFN-I production by pDCs during the
initial phase of infection is well known to condition the local en-
vironment for the expression of IFN-stimulating genes (including
BST2), thus further affecting transmission fitness and viral spread
in vivo (53).

The antiviral functions of BST2 go beyond simply restricting
virus particle release and limiting viral spread in contexts where
cell-free virus transmission is critical. It is also important to con-
sider the role of BST2 in modulating many immune effector func-
tions, including the control of IFN-I production by pDCs through
ILT7, the activation of proinflammatory NF-kB signaling, as well
as its effects on antibody opsonization. Clearly, a better under-
standing of the repertoire of BST2 antiviral activities and how
these activities are counteracted by primate immunodeficiency virus
antagonists will provide important insights into virus-host interac-
tions governing viral transmission fitness and pathogenesis.
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