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SOMMAIRE 

La différenciation de membranes cellulaires en domaines distincts est un 

phénomène que l'on considère de plus en plus comme étant généralisé. Des types 

cellulaires très différents peuvent sans doute utiliser des mécanismes de ciblage 

communs pour le traffic de leurs protéines à des domaines membranaires spécifiques. 

Le phénomène de différenciation membranaire chez les lymphocytes a été décrit pour la 

première fois lorsque l'on a remarqué que les lymphocytes développent des projections 

cytoplasmiques appelées uropodes lors de leur activation. Il avait déjà été observé 

qu'une polarisation du bourgeonnement du VIH était présente lorsque des monocytes 

ou lymphocytes étaient en contact avec des cellules épithéliales ou avec une matrice 

extracellulaire solide de fibronectine, le résultat étant la relâche virale à un pôle de la 

cellule. Dans le cas des cellules épithéliales, de courtes séquences d'acides aminées 

dans le domaine intracytoplasmique de plusieurs protéines, incluant celle du VIH, ont 

été identifiées comme étant un déterminant majeur du ciblage aux membranes 

basolatérales. Notre objectif était de vérifier si un signal de polarisation similaire 

pourrait être reconnu chez les lymphocytes et être impliqué dans la polarisation du 

bourgeonnement viral. Dans cet ouvrage, nous avons donc tenté de comprendre plus 

en détail le mécanisme de polarisation dans les lymphocytes en utilisant des lignées 

lymphocytaires chroniquement infectées avec différents virus VIH. Ces virus sont tous 

identiques, à l'exception de mutations au niveau des acides aminés impliqués dans le 

signal de polarisation chez les cellules épithéliales. Suite à la réplication de ces 

différents virus, l'établissement de lignées chroniquement infectées permet d'éviter les 

problèmes d'interprétation dûs aux possibles différences dans les cinétiques de 

multiplication virale. Les techniques d'immunofluorescence et de microscopie 

électronique nous ont permis de démontrer que la tyrosine proximale à la membrane 

cellulaire est un acide aminé essentiel dans le phénomène de polarisation. Une co-

localisation du VIH et de la myosine cellulaire a aussi été démontrée pour le virus de 
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type sauvage, tandis que la mutation qui abolit la polarisation, bloque également cette 

co-localisation. 

Le phénomène de ciblage pourrait jouer un rôle important dans la transmission 

du virus entre cellules, et ce spécialement au niveau des muqueuses. Définir et mieux 

comprendre le mécanisme de la transmission sexuelle, précisément la façon dont le VIEI 

infecte et traverse la surface des muqueuses est évidemment essentiel à une meilleure 

compréhension de la pathogénèse du VIH. 

MOTS CLEFS: Lymphocytes; Bourgeonnement; 

VIH-1; Glycoprotéines; Transport polarisé. 
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CHAPITRE 1  

1 

REVUE DE LITTÉRATURE 



PREMIÈRE PARTIE : LE VIRUS DE L'IMMUNODÉFICIENCE 

HUMAINE 

1. INTRODUCTION 

Le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) est l'agent étiologique du 

syndrome de l'immunodéficience humaine (SIDA). Cette maladie est sans équivoque 

l'un des problèmes médicaux parmi les plus importants de notre décennie. Une 

projection conservatrice de l'organisation mondiale de la santé estime le nombre 

d'individus infectés par le VIH entre 20 à 30 million d'ici l'an 2000, dont 5 à 10 million 

seront des enfants (Jasny, 1993). Au cours des dernières années, les progrès rapides qui 

ont marqué la recherche sur le SIDA démontrent plusieurs découvertes importantes sur 

l'efficacité de différentes thérapies pharmacologiques en combinaisons. Ces thérapies 

sont d'autant plus efficaces si elles sont appliquées lors d'une intervention précoce. 

Plusieurs questions restent toutefois à répondre concernant la pathogénèse associée au 

SIDA et les mécanismes responsables de sa progression. Confrontée à un adversaire 

aussi subtil et redoutable que le VIH, la communauté scientifique doit tenter de mieux 

comprendre les stratégies de réplication de ce virus afin de s'y opposer de façon aussi 

sélective et efficace que possible. 

2 
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2. DÉCOUVERTE DU SIDA 

Au début des années 80, plusieurs groupes, dont le centre pour le contrôle des 

maladies (CDC), ont rapporté une augmentation de maladies rares comme le sarcome de 

Kaposi et des pneumonies chez des patients qui étaient victimes d'un nouveau syndrôme 

causant une immunodéficience acquise (Gottlieb, et al., 1981, Gyorkey, et al., 1984, 

Masur, et al., 1981, Siegal, et al., 1981). Ils proposent alors que ce nouveau syndrome 

d'immunodéficience, qu'ils appelleront "SIDA", est acquis suite à l'infection par un 

agent transmissible lors de contact sexuel, par des produits sanguins, et de mère à enfant. 

Quelques années plus tard, l'équipe du Dr. Montagnier isole à partir de cellules 

ganglionnaires un agent infectieux possédant toutes les caractéristiques d'un rétrovirus, 

qui fut nommé LAV pour "Lymphadenopathy associated virus" (Barré-Sinoussi, 1983, 

Montagnier, et al., 1984). Au cours de l'année 1983, l'équipe du Dr. Robert Gallo 

découvre un virus similaire à ceux causant des lymphomes de type T et qui serait 

génétiquement apparenté à la famille des rétrovirus; il nomme donc ce virus HTLV-11I 

(Gallo, 1984). Par la suite, d'autres groupes, dont celui du Dr. Jay Levy, démontrèrent 

qu'un seul rétrovirus est responsable du développement des symptômes associés au 

SIDA (Levy, et al., 1984). Ce n'est qu'en 1986 que le virus du SIDA reçoit l'appellation 

de VIH-1 par le comité intemational de taxonomie des virus. Un peu après cette 

découverte de VIH-1, un sous-type différent est découvert en Afrique de l'ouest que l'on 

appelle VIH-2 (Clavel, et al., 1986). 
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3. PATHOLOGIE DU SIDA 

Le virus du SIDA appartient à la famille des Retroviridae, sous-famille 

des Lentivirinae. Cette sous-famille inclue plusieurs virus différents pouvant infecter 

divers groupes d'espèces animales (Coffin, 1992, Haase, 1986, Levy, 1986). Le SIDA 

est une maladie très complexe qui est le résultat de l'infection par le VIH. Cette 

complexité est dûe en partie au fait que le VIN n'infecte pas uniquement les lymphocytes 

CD4+, sa cible principale, mais se retrouve également dans d'autres classes de cellules 

du système immunitaire, telles que les macrophages et les cellules dendritiques. Le virus 

peut aussi infecter certaines cellules du système nerveux central, de la môelle épinière, et 

de l'épithélium intestinal (Levy, 1993). Le SIDA a été décrit comme se déroulant en 3 

phases cliniques (Pantaleo, et al., 1993, Pantaleo, et al., 1993). La phase aigüe, aussi 

appelée "primo-infection", est longue de quelques semaines et se caractérise par une 

énorme production virale dans le sang périphérique. Cette production virale permet au 

virus de se propager à travers un grand nombre d'organes et de tissus cibles, mais 

spécialement dans le système lymphoréticulaire où il y aura une réplication massive par la 

suite. La plupart des individus nouvellement infectés développent des symptômes non-

spécifiques dans un délai de 1 à 3 semaines. Certains de ces symptômes sont très légers, 

et consistent en des maux de tête, des douleurs rétro-orbitales, des douleurs musculaires, 

des maux de gorge, de la fièvre, ainsi que des gonflements au niveau des ganglions 

lymphatiques (Cooper, et al., 1985, McMillan, et al., 1989). D'autres manifestations 

cliniques du SIDA sont beaucoup plus prononcées, comme des candidioses (McMillan, 

et al., 1989), de la diarrhée à répétition (Carne, et al., 1985), des pneumonies (Tindall, et 

al., 1993) et des mononucléoses (Tindall, et al., 1988, Tindall, et al., 1993) qui peuvent 

persister pendant plusieurs mois. La phase clinique suivante est la plus longue et la plus 

imprévisible. Elle est d'une durée moyenne de 7 ans mais peut varier énormément. Cette 

période est généralement marquée par l'absence de signes cliniques ou de symptômes et 
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une diminution de la présence d'antigènes viraux dans le sang. Durant cette "latence 

clinique" il est difficile d'isoler du virus dans le sang et très peu de cellules semblent 

infectées, à cause de la réponse immunitaire de l'hôte (Haseltine, 1989); cette absence de 

virus en périphérie est trompeuse. Des études ont mis en évidence la présence de 

variations au niveau de la séquence nucléotidique du VIH sous forme intégrée dans le 

génome des cellules monocytaires des ganglions lymphatiques. Cette découverte 

importante nous démontre que c'est à cet endroit que se produit la réplication massive du 

virus (Ho, et al., 1989). Ces études, et d'autres plus récentes, démontrent aussi la 

réplication massive du virus dans les cellules lymphocytaires et les macrophages (Ho, 

1996, Pantaleo, et al., 1993). Cette réplication virale implique une lutte constante entre le 

système immunitaire et le VIH en périphérie. Lors de la "latence clinique", il existe donc 

un équilibre entre l'infection d'un très grand nombre de cellules lymphocytaires, la 

réplication virale, et le renouvellement de ces cellules détruites. Cet équilibre sera présent 

jusqu'à ce qu'il y ait un manque chronique de ces cellules essentielles causant une 

déficience immunitaire. Durant la 3ième et dernière phase de l'infection, ce sont les 

symptômes de cette déficience immunitaire que l'on retrouve. Ils sont caractérisés par 

l'apparition de virus circulant, une multitude d'infection opportunistes, de la néoplasie, et 

le décès suite à une immunodéficience presque totale (Ho, et al., 1989, Levy, 1993). 
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4. STRUCTURE DU VIRION ET DU GÉNOME 

L'apparence en microscopie électronique du VIE1-1 mature est celle d'un cône 

dense cylindré recouvert d'une enveloppe lipidique acquise au cours du bourgeonnement 

à la membrane plasmique de la cellule infectée. La particule virale possède un diamètre 

d'environ 110 nm et possède à sa surface une protéine d'enveloppe virale qui, par 

microscopie électronique, apparaît comme des projections en forme de spicules 

constituées de 72 unités trimériques. La particule virale, lorsque complète, possède deux 

molécules d'ARN monocaténaire d'environ 9.3 Kb qui sont étroitement associées aux 

protéines de la nucléocapside (p9, p6) et à la transcriptase inverse (p64, p51) 

(Gelderblom, 1991). Ce complexe autour de l'ARN viral est recouvert par la protéine 

majeure de la capside (la p24). Une autre protéine du VIH, la protéine de la matrice 

(p17), s'interpose entre la glycoprotéine de l'enveloppe et la p24. On retrouve aussi, 

incorporé dans le virion, un ARN de transfert (ARNt) lysine cellulaire, qui servira 

d'amorce au processus de réverse transcription virale (Barat, et al., 1989). Au cours du 

bourgeonnement, le virus entraîne avec lui plusieurs des protéines cellulaires présentes 

sur la membrane plasmique de la cellule hôte. Parmi ces molécules, quelques-unes se 

retrouvent en faible quantité comme une molécule d'adhésion inter-cellulaire (Intercellular 

adhesion molecule, ICAM-1) et une protéine associée à la fonction lymphocytaire 

(Lymphocyte-function associated protein, LFA-1) (Henderson, et al., 1987, Meerloo, et 

al., 1992), tandis que d'autres, telles que la cyclophyline et les molécules du complexe 

majeur d'histocompatibilité (CMH) sont beaucoup plus abondantes (Gelderblom, 1991, 

Henderson, et al., 1987). 



7 

5. CYCLE DE MULTIPLICATION DU VIH 

Le VIH et les autres lentivirus ont un cycle de multiplication en plusieurs parties 

semblable à celui de tous les rétrovirus. Le phénomène d'intégration du matériel 

génétique viral au génome cellulaire ainsi que la capacité du VIH d'infecter des cellules 

quiescentes sont des événements décisifs dans le cycle de multiplication et la persistance 

de ce rétrovirus. Ces notions essentielles ont des implications multiples, en terme de 

réplication virale persistante, d'évasion à la réponse immunitaire, et de pathogénèse de 

l'infection virale. C'est pourquoi il est beaucoup plus facile de diviser ce cycle de 

multiplication en deux grandes étapes : les événements pré et post-intégrations. 

5.1. Évènements pré-intégration 

Le VIH est retrouvé dans plusieurs tissus et le virus peut infecter plusieurs types 

de cellules humaines en culture. Par rapport à d'autres virus, le VIH ne peut être qualifié 

de pléiotropique, et on ne le retrouve souvent qu'en très faible quantité dans certains 

tissus ou types cellulaires. Le nombre de ces types cellulaires et tissus infectables permet 

tout de même de faire plusieurs liens avec des manifestations cliniques que l'on retrouve 

lors de la pathogénèse du virus. 

Une des percées majeures dans l'étude du VIH fût la découverte que le récepteur 

principal du virus à la surface des cellules cibles est la molécule de CD4 (Dalgleish, et al., 

1984, Klatzmann, et al., 1984). Le rôle essentiel de CD4 dans l'élaboration de la 

réponse immunitaire supporte la présence de cette glycoprotéine sur une grande variété de 

cellules d'origine hématopoiétique. Ainsi, les lymphocytes T matures et immatures, 

cellules essentielles au système immunitaire, constituent l'une des cibles prévalentes du 

VIH-1. Il a aussi été démontré in vitro que le VIH-1 est capable d'infecter des cellules 

n'exprimant pas la molécule CD4, telles les cellules nerveuses (Harouse, et al., 1991), 
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les cellules fibroblastiques (Tateno, et al., 1989), et les cellules épithéliales (Heise, et al., 

1991, Kotler, et al., 1991, Levy, et al., 1989, Mathijs, et al., 1988, Nelson, et al., 

1988). Par la suite, il a aussi été démontré que certaines cellules humaines exprimant un 

haut niveau de CD4 à leur surface ne pouvaient être infectées par le virus (Chesebro, et 

al., 1990, Evans, et al., 1987, Kikukawa, et al., 1986, Maddon, et al., 1986, Sattentau, 

et al., 1993). Pendant plusieurs années, de nombreuses équipes ont donc cherché un co-

récepteur qui serait l'élément manquant à la molécule CD4 lors de l'interaction entre la 

membrane cellulaire et l'enveloppe virale. Plusieurs co-récepteurs ont été proposés, dont 

la molécule CD26 (Callebaut, et al., 1993). Mais, plus récemment, des expériences très 

élégantes ont identifié une protéine appelée "fusine" qui serait utilisée comme co-

récepteur lors de l'infection des lymphocytes. Cette fusine lorsqu'exprimée avec le CD4 

à la surface de la lignée murine NIH-3T3, permet la fusion avec des cellules qui portent la 

glycoprotéine d'enveloppe du VIH ayant un tropisme pour les lymphocytes (Feng, et al., 

1996). La découverte de la Fusine, couplée à de nombreuses observations concernant 

l'effet des cytokines de la famille C-C, comme RANTES, MIP- 1 oc, MIP-113, a aussi 

mené à une découverte très intéressante. Cinq groupes différents ont pu identifier six 

nouveaux co-récepteurs, tous faisant partie de cette famille des récepteurs de cytokines 

(Alkhatib, et al., 1996, Choe, et al., 1996, Deng, et al., 1996, Doranz, et al., 1996, 

Dragic, et al., 1996). Ces co-récepteurs seraient plutôt utilisés lors de l'infection par des 

virus à tropisme pour les macrophages et les monocytes. En plus d'avoir découvert ces 

co-récepteurs, un récepteur alternatif a aussi été identifié pour les cellules n'exprimant pas 

la molécule CD4, comme les cellules nerveuses et certaines cellules épithéliales. Le 

galactocérébroside (GalC) s'est avéré essentiel à l'infection de ces cellules (Bhat, et al., 

1991, Yahi, et al., 1992). Par contre, l'élucidation du mécanisme et l'identification de 

co-récepteurs potentiels lors de l'utilisation du GalC à la surface des cellules restent à 

faire. Il demeure toutefois, étant donné que ce récepteur GalC n'est utilisé que lors de 

l'infection d'un très petit nombre de cellules, que beaucoup plus d'études ont été 

consacrées à l'interaction du virus avec son récepteur principal, le CD4. 
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Lors de l'interaction entre le VIH-1 et la molécule CD4, il a été proposé qu'une 

interaction de haute affinité puisse induire des changements conformationnels de 

l'enveloppe virale lors de l'attachement du virus à sa cellule cible portant la molécule CD4 

(Stein, et al., 1987). Ce changement conformationnel n'a pu être démontré qu'à l'aide 

d'anticorps spécifiques pour la glycoprotéine de l'enveloppe. Il a été conclu que la 

glycoprotéine d'enveloppe, lors de l'interaction avec CD4, expose un peptide 

fusogénique se trouvant dans la gp41 et cause la fusion de l'enveloppe virale à la 

membrane cellulaire. Cette interaction entre l'enveloppe virale et le CD4 permet aussi une 

interaction du co-récepteur et c'est seulement suite à ces événements que la pénétration de 

la capside et le relâchement du contenu viral dans le cytoplasme est possible. Suite à ces 

évènements, l'ARN génomique viral se retrouve dans le cytoplasme, et est copié en ADN 

bicaténaire par la transcriptase inverse virale. Lors de cette copie en ADN bicaténaire, 

l'enzyme génère des séquences répétées, appellées LTR (Long terminal repeat), qui se 

trouvent en 5 et en 3' de l'ADN bicaténaire dit proviral. Cet ADN proviral est ensuite 

transporté vers le noyau en un complexe de pré-intégration, incluant plusieurs protéines 

virales et des protéines cellulaires. Ce transport se fait de façon active, puisqu'il est ATP 

dépendant, mais semble être indépendant du cycle cellulaire (Bukrinsky, et al., 1992). 

Ce processus de transport actif rend le VITI quelque peu différent des autres rétrovirus et 

est critique pour sa pathogénèse, puisqu'il permet au virus d'infecter des cellules qui ne 

se divisent pas, comme par exemple les lymphocytes au repos, les macrophages et les 

neurones. Par la suite, un processus d'intégration se fait de façon aléatoire dans le 

patrimoine génétique de la cellule infectée à l'aide d'une enzyme viral que l'on appelle 

intégrase. Une fois intégré le génome du VIH est sujet au contrôle transcriptionnel de la 

cellule hôte ainsi qu' à son propre contrôle transcriptionnel (Virelizier, 1989). 
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5.2. Événements post-intégration 

La transcription basale du génome VIH intégré dans l'ADN cellulaire dépend de 

la fixation de facteurs de transcription cellulaires appropriés sur diverses séquences du 

LTR. L'activité du LTR dépend de motifs spécifiques permettant la transcription du 

génome viral et de trois régions régulatrices agissant en coopération (Jones, et al., 1986, 

Kato, et al., 1991, Lu, et al., 1990, Nabel and Baltimore, 1987). Ces régions sont la 

séquence NRE (Negative response element) qui semble être impliquée dans la régulation 

négative de l'expression virale; la région TAR (Tat activating response element) située sur 

l'ARN qui, suite à la liaison d'une protéine virale appellée Tat, permet d'augmenter la 

transcription, et finalement un site de liaison pour un facteur de transcription ubiquitaire 

cellulaire appellé SP1. Le promoteur proprement dit est une boîte TATA classique, dont 

l'activité est contrôlée par une région activatrice (le "enhancer"). Grâce à ces différents 

motifs, le VIH-1 a développé une stratégie utilisant des protéines cellulaires et donnant 

lieu à une infection qui est à la fois persistante, lente et progressive (Laughlin and 

Pomerantz, 1994). 

5.3 	Protéines régulatrices Tat et Rev 

Suite à l'activation basale de la transcription virale à partir du LTR, on assiste à 

l'expression d'ARNm viraux multi-épissés exprimés de façon précoce et codant pour les 

protéines Tat, Rev, et Nef. Les protéines Tat (Arya, et al., 1985, Sodroski, et al., 1984) 

et Rev (Feinberg, et al., 1986) sont des protéines essentielles à la réplication virale. La 

protéine Tat est responsable de la transactivation du VIH-1 et permet une forte expression 

des différents gènes viraux impliqués dans la réplication virale (Kao, et al., 1987). C'est 

une structure en épingle de 59 nucléotides située en 5 des ARN viraux et appelée TAR 

(Tat responsive element) qui est responsable de cet effet (Jakobovitz, et al., 1988, 

Rosen, et al., 1985). Lorsqu'un niveau seuil de la protéine Rev est produit, on assiste à 
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une transition de la synthèse des ARNm multi-épissés (Tat, Rev, et Nef au début de 

l'infection virale), vers des ARNm mono-épissés et non-épissés (codant pour des 

protéines de structure) (Cullen, 1991). Rev contrôle l'épissage et le transport, du noyau 

au cytoplasme, de ces ARNm viraux codant pour des protéines exprimées tardivement 

dans l'infection (Peterlin, et al., 1993). Le RRE "Rev responsive Element, ou élément 

de réponse à Rev, est une structure en épingle à cheveux qui se trouve sur tous les ARN 

non-épissés ou mono-épissés comme l'ARNm codant pour l'enveloppe (Le, et al., 

1990). C'est cette structure (le RRE) qui confère à cette classe d'ARNm une expression 

dépendante de la synthèse de Rev (Daefler, et al., 1990, Heaphy, et al., 1990). 

6. 	SYNTHÈSE ET ASSEMBLAGE DES PROTÉINES VIRALES 

DE STRUCTURE 

6.1 Polyprotéines Gag et Gag-Pol. 

Une des parties communes au cyle de multiplication de tout rétrovirus est la 

synthèse et l'assemblage des différentes protéines virales de structure. Il a été proposé 

que, suite à leur synthèse sur les ribosomes libres cytoplasmiques, les précurseurs 

pr55Gag et pr160Gag-Pol sont acheminés vers la membrane et s'attachent à cette dernière 

grâce à leur extrémité myristilée (Veronese, et al., 1988). Le précurseur pr160Gag-Pol 

est produit suite à un glissement ribosomal lors de la lecture du précurseur Gag, ce qui 

cause un changement de cadre de lecture et permet la synthèse des enzymes virales 

requises aux différentes étapes du cycle de multiplication (Gelderblom, 1991, Kieny, 

1990). 
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Tel que déjà décrit, le précurseur Gag donne naissance par clivage protéolytique à 

plusieurs composantes essentielles à la formation de la particule virale infectieuse 

(Sanchez-Pescador, et al., 1985, Veronese, et al., 1988). On retrouve, entre autres, les 

deux protéines majeures du virion: la protéine p24 de la capside et la protéine p17 de la 

matrice (Levy, et al., 1989). On retrouve aussi une protéine hydrophilique, la p7 qui lie 

l'ARN du génome viral, tandis que la p6 unique au VIH jouerait un rôle lors de la relâche 

virale. D'autres protéines comme celles de la nucléocapside, la p2 et pl, sont aussi des 

produits de clivage du précurseur Gag par la protéase virale. 

La protéine de la capside est libérée à partir de la portion centrale de Gag par deux 

clivages effectués par la protéase virale. La p24 est, selon différents auteurs, 100 fois 

plus abondante dans le virion que la gp120, ainsi que 10 fois plus que la polymérase 

(Arthur, et al., 1992, Levy, 1993). Elle constitue, avec la protéine de l'enveloppe, le 

principal déterminant antigénique du virus (Langedijk, et al., 1990, Tatsurni, et al., 

1990, Veronese, et al., 1988). 

La protéine de la matrice est codée par une séquence en 5 du gène Gag. Cette 

protéine joue plusieurs rôles, entre autre dans l'incorporation de l'enveloppe, et dans le 

processus de décapsidation suite à la pénétration du virus (Yu, et al., 1992, Yu, et al., 

1992). La pl 7 est aussi myristylée en N-terminal ce qui permet son association à la 

membrane cellulaire (Schultz, et al., 1988). 

6.2 Les glycoprotéines du VIH. 

La glycoprotéine de l'enveloppe virale est codée par le gène ENV. Sa production 

est dépendante de la protéine Rev. En l'absence de Rev, le virus est incapable de générer 

les ARNm codant pour les protéines de structure et devient donc incapable d'achever son 

cycle de réplication. Pour sa synthèse, la partie N-terminale du précurseur de la 

glycoprotéine de l'enveloppe s'attache par son peptide signal hydrophobe de 28 à 30 

acides aminés à la membrane du réticulum endoplasmique. Ce peptide signal est reconnu 
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par une particule de reconnaissance de signaux (SRP) qui se lie à la chaîne 

polypeptidique naissante et aux ribosomes et les dirigent vers un récepteur à la surface de 

la membrane du RE. Le peptide signal du VIH comporte une région chargée 

positivement en amino-terminal, une région riche en tryptophane, et une région centrale 

hydrophobe essentielle à sa fonction (Ellerbrok, et al., 1992). Le peptide signal de la 

glycoprotéine du VIH est peu propice à son expression. Il a été démontré que si on 

élimine les charges positives, ou si on substitue son peptide signal pour un peptide signal 

hétérologue, l'efficacité de production et de transport de la protéine à la membrane est 

grandement augmentée (Li, et al., 1994). Suite à l'attachement à la membrane du RE, la 

gp160 destinée à être transportée à la membrane plasmique cellulaire subit une 

translocation à travers la membrane du RE mais n'est pas libérée dans la lumière; elle 

reste ancrée dans la double couche par une alpha-hélice hydrophobe. Après ce 

processus, on assiste à la formation de ponts disulfures qui permettent le repliement des 

monomères dans le réticulum (Fennie and Lasky, 1989), et c'est suite à ce repliement que 

l'on assiste à une oligomérisation de ces monomères qui s'associent en des complexes de 

2, 3, et 4 molécules de gp160 (Earl, et al., 1991). Lors de sa maturation à travers le 

réticulum endoplasmique et l'appareil de Golgi, le précurseur gp160 de la glycoprotéine 

d'enveloppe est clivé par une protéase cellulaire appellée Furine ce qui résulte en la 

production d'une partie externe, la gp120, et d'une partie transmembranaire, la gp41 

(Capon and Ward, 1991). Les oligomères néosynthétisés sont transportés par des 

vésicules de transport du RE vers la face cis de l'appareil de Golgi où ils termineront leur 

oligomérisation. Lors de ces déplacement, l'enveloppe du VIH est soumise à des 

glycosylations de type 0 et N. Ces modifications post-traductionnelles semblent 

essentielles au précurseur protéique gp160 pour sa maturation et sa fonction (Li, et al., 

1993, Ratner, 1992). Suite à cette chaîne très complexe d'évènements, seule une petite 

proportion des molécules (5-10 %) possède la bonne conformation et la bonne 

composition de sucres leur permettant de se rendre à la surface cellulaire. Les autres 

molécules sont dégradées à l'intérieur de la cellule (Willey, et al., 1988). 11 est important 
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de mentionner que l'enveloppe du VIII forme aussi des complexes avec la molécule CD4 

dans le RE et que ces complexes sont très toxiques pour la cellule. 

La comparaison de séquence des nucléotides de plusieurs isolats du VIH permet 

de diviser le gène Env en cinq domaines invariables (C1-05) et cinq hypervariables (V1-

V5) pour la gp120 (Starcich, et al., 1986, Sullivan, et al., 1993, Willey, et al., 1988). 

La région hypervariable V3 constitue le déterminant antigénique dominant du virus, alors 

que les régions V4 et V5 interagissent avec le récepteur CD4 (Kowalski, et al., 1987, 

Lasky, et al., 1987); plusieurs autres domaines fonctionnels se retrouvent aussi à 

l'intérieur des protéines gp120 et sont conservés parmi les diverses souches virales 

(Bahraoui, et al., 1989, Kowalski, et al., 1987). 

Pour sa part, la gp41 démontre très peu de variation de séquence et comporte 

aussi plusieurs domaines fonctionnels. La partie extracytoplasmique de la gp41 possède, 

entre autres : la région responsable de la fusion membranaire (Kowalski, et al., 1991), 

plusieurs régions importantes dans l'interaction avec la gp120, un pont disulfure et 

quelques régions glycosylées. Des analyses par ordinateur prédisent deux a-hélices dans 

le domaine cytoplasmique de la gp41 (Miller, et al., 1991). De manière encore plus 

intéressante, on retrouve deux régions dans la queue intracytoplasmique qui peuvent lier 

la calmoduline, impliquant un rôle possible dans la transduction de signal (Miller, et al., 

1993. Srinivas, et al., 1992). Il est difficile de ne pas remarquer que le domaine 

cytoplasmique de la gp41 est inhabituellement long par rapport à celui des autres 

rétrovirus. Il est très probable que le mécanisme d'incorporation de l'enveloppe dans la 

particule virale implique une interaction avec des protéines de Gag, comme la p17 (Freed 

and Martin, 1995, Mammano, et al., 1995). Mais une telle interaction ne semble pas 

toujours requise puisque des mutants de délétions dans la gp41, peuvent être incorporés 

(Freed and Martin, 1995, Gabuzda, et al., 1992, Mammano, et al., 1995, Wilk, et al.. 

1992). 
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6 .3 Assemblage et bourgeonnement 

L'assemblage des virions du VIH-1 se fait au niveau de la membrane plasmique, 

comme celui d'un rétrovirus de type C. Lors d'une première étape, il semble y avoir une 

interaction entre les précurseurs poly-protéiques (Pr55gag) (Gelderblom, 1991, Wills 

and Craven, 1991). Par la suite, le complexe nucléoprotéique bourgeonne de la 

membrane plasmique en entraînant avec lui les oligomères de l'enveloppe virale. 

Finalement, on peut observer au microscope électronique des croissants d'apparence 

dense formés de complexes nucléoprotéiques comprenant Pr55gag, Pr160g e ol ainsi 

que l'ARN viral. Une dernière étape est toutefois nécessaire avant d'avoir une particule 

virale infectieuse, il s'agit du clivage des précurseurs Gag et Gag-Pol par la protéase 

virale. D'autres éléments sont aussi nécessaires pour que ce processus d'assemblage 

puisse se faire. Un de ces éléments est un signal d'encapsidation présent dans la partie 5' 

de l'ARN viral et qui est reconnu par le domaine NC (nucléocapside) du précurseur 

polyprotéique Gag permettant l'encapsidation de l'ARN (Gorelick, et al., 1990). On a 

aussi pu remarquer que la myristilation des précurseurs polyprotéiques Gag et Gag-Pol 

est nécessaire pour qu'une association à la membrane s'accomplisse (Gottlinger, et al., 

1989). Malgré le grand nombre d'études sur la morphogénèse du VIH quelques 

phénomènes très intéressants demeurent mal compris. Par exemple, on a pu observer 

qu'il est possible pour le VIH d'incorporer des glycoprotéines d'enveloppe de différents 

rétrovirus, ce processus s'appelle pseudotypage et donne un tropisme accru au virus 

(Deminie and Emerman, 1993, Landau, et al., 1991, Lusso, et al., 1990, Spector, et al., 

1990). Il est aussi intriguant de remarquer que même si l'enveloppe est essentielle à 

l'infectivité du virus, elle n'est pas nécessaire au processus de bourgeonnement lui-même 

(Gheysen, et al., 1989, Ruta, et al., 1979, Shields, et al., 1978, Smith, et al., 1990). 
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7. LES PROTÉINES ACCESSOIRES DU VIH 

En plus des trois gènes de structure Gag, Pol, et Env, communs à tous les 

rétrovirus (Varmus, 1988), le génome du VIH-1 code pour au moins six protéines 

auxiliaires qui sont: Tat, Rev, Nef, Vif, Vpu et Vpr (Haseltine, 1991, Kieny, 1990, 

Levy, 1993, Vaishnav and Wong-Staal, 1991). Alors que les protéines de régulation Tat 

et Rev sont essentielles à la réplication virale, les protéines accessoires Nef, Vpu et Vpr 

ne sont pas requises pour la réplication in vitro. Par contre, la conservation de ces 

différents gènes accessoires au niveau de divers isolats viraux semble démontrer un rôle 

central dans l'infection et la pathogénèse in vivo. 

7.1 La protéine accessoire Vif 

Le gène Vif code pour une protéine de 24 Wa. L'expression de cette protéine 

donne lieu à un phénotype qui s'exprime tardivement durant le cycle de multiplication du 

VIH. Les premières études fonctionelles avaient mis en évidence que les virions libres, 

produits en l'absence de cette protéine, étaient 1000 fois moins infectieux (Fisher, et al., 

1987). L'implication de Vif est plus prononcée dans le processus d'infection et de 

propagation du virus sur des cultures primaires de lymphocytes et de macrophages (Fan 

and Peden, 1992, Gabuzda, et al., 1992), ce qui suggère un rôle in vivo. Même si le 

mécanisme d'action de Vif n'est pas présentement connu, elle possède la capacité de 

s'associer intimement avec la membrane cellulaire (Goncalves, et al., 1994, Michaels, et 

al., 1993). Il est donc très probable que cette protéine joue un rôle dans l'assemblage ou 

la maturation de la particule virale. Il n'est donc pas étonnant que les virus produits en 

absence de Vif semblent présenter des défauts de maturation lorsqu observé en 

microscopie électronique (Gabuzda, et al., 1992). 



17 

7.2 La protéine accessoire Vpu 

La protéine Vpu est produite à partir d'un ARNm bicistronique codant aussi pour 

le glycoprotéine d'enveloppe (Schwartz, et al., 1990). La présence de Rev est aussi 

nécessaire pour la production de Vpu qui est produite tardivement dans le cycle de 

multiplication. La fonction primaire de Vpu est d'augmenter l'efficacité du relâchement 

des particules virales à partir de la membrane des cellules exprimant cette protéine 

(Cohen, et al., 1988, Strebel, et al., 1989, Strebel, et al., 1988, Terwilliger, et al., 

1989). Cette augmentation du relâchement viral est toutefois non-spécifique, car Vpu 

possède aussi la capacité de favoriser la relâche d'autres rétrovirus (Gottlinger, et al., 

1993). Il semble que Vpu cause la dégradation spécifique du récepteur CD4 dans le RE 

et ralentit aussi le transit des glycoprotéines entre le RE et l'appareil de Golgi (Lenburg 

and Landau, 1993, Vincent and Abdul Jabbar, 1995, Willey, et al., 1992). Un effet bien 

documenté de Vpu est la réduction des effets cytopathiques causés par la formation de 

syncytia lors de l'infection virale (Terwilliger, et al., 1989, Yao, et al., 1993). 

7.3 La protéine accessoire Nef 

Le gène Nef code pour une protéine de 216 acides aminés. Cette protéine se 

retrouve exclusivement chez les lentivirinae des primates. Quoique cette protéine ne soit 

pas requise pour la multiplication virale en culture cellulaire, une implication très 

importante de Nef dans la progression clinique a été établie (Kestler, et al., 1991). Le 

mécanisme induisant cet effet est toujours inconnu même s'il est possible d'imaginer une 

association quelconque de Nef avec une protéine cellulaire (Harris and Coates, 1993, 

Niederman, et al., 1993, Sawai, et al., 1994). L'expression de Nef est aussi associée à 

la réduction de l'expression de CD4 à la surface cellulaire (Sanfridson, et al., 1994). Ce 

mécanisme serait lié à une augmentation spécifique de la vitesse d'endocytose de CD4 

(Aiken, et al., 1994). 
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7.4 Protéine accessoire Vpr 

La protéine Vpr est une protéine de 14 Kda exprimée tardivement et sous le 

contrôle de Rev (Cohen, et al., 1990, Garrett, et al., 1991). La séquence de la protéine 

Vpr est bien conservée chez les isolats du VIH-1, V111-2 et du virus de 

l'immunodéficience simienne (VIS) suggérant l'importance de cette protéine dans le cycle 

de multiplication des lentivirus (Chakrabarti, et al., 1987, Fukasaw a, et al., 1988, 

Ogawa, et al., 1989). Il n'est donc pas étonnant que Vpr confère des avantages de 

production virale même si elle semble être cellule-spécifique, puisque son effet observé 

surtout dans les macrophages (Balotta, et al., 1993, Connor, et al., 1995, Hattori, et al., 

1990). Vpr a aussi été démontrée comme étant capable d'induire un arrêt du cycle 

cellulaire en G2 (Jowett, et al., 1995, Rogel, et al., 1995). Contrairement à la protéine 

Vif, qui est incorporée dans la particule virale en très faible quantité, la protéine Vpr est 

présente dans le virion en quantité similaire à la polyprotéine Gag (Cohen, et al., 1990, 

Yu, et al., 1990). Une localisation au noyau de Vpr ainsi que son abondance dans la 

particule virale sont très utiles au VIH. L'état de repos des lymphocytes mémoires 

circulants, ou l'absence de division cellulaire de certains autres types cellulaires, empêche 

l'intégration de plusieurs rétrovirus dans le génome de ces cellules (Cohen, et al., 1990, 

Stevenson, et al., 1990). Ceci explique très probablement pourquoi le VIH, en plus de la 

p17 (matrice), incorpore Vpr en grande quantité, permettant ainsi de s'assurer du 

transport actif de son complexe de pré-intégration et de l'infection de plusieurs types de 

cellules quiescentes. 



19 

DEUXIÈME PARTIE : LES CELLULES POLARISÉES ET LE VIH 

1. INTRODUCTION 

1.1 La polarisation cellulaire 

Le traffic intracellulaire de molécules à des compartiments distincts de la cellule 

est absolument requis pour le fonctionnement normal de la machinerie de biosynthèse et 

le métabolisme cellulaire. À la sortie de l'appareil de Golgi, certaines protéines portent 

un signal entraînant leur transport vers des compartiments cellulaires particuliers tels que 

les endosomes, les lysosomes ou certaines voies de sécrétion. C'est ce transport 

vésiculaire sélectif que l'on appelle ciblage. Le ciblage de différentes protéines vers leurs 

compartiments respectifs se fait à partir de signaux, qui sont de plus en plus identifiés 

comme étant présents sur la protéine elle-même. Ces signaux sont essentiels au transport 

vectoriel spécifique de molécules vers la membrane plasmique et génèrent une 

polarisation des structures cellulaires et de la membrane plasmique elle-même. 

1.2 Les cellules épithéliales comme modèle de la polarisation. 

Dans le cas des cellules épithéliales polarisées, comme celles que l'on retrouve au 

niveau de l'intestin et au niveau de l'épithélium vaginal, les protéines porteuses de 

signaux spécifiques sont distribuées de façon distincte à la membrane plasmique 

(Rodriguez-Boulan and Powell, 1992). On peut aussi remarquer cette asymétrie au 

niveau de la composition distincte en lipides de chaque domaine membranaire (Compans 

and Srinivas, 1991). 

La membrane plasmique des cellules épithéliales polarisées est divisée en deux 

domaines distincts ayant chacun une composition protéique et lipidique différente: un 

domaine apical faisant face à la lumière de l'organe, et un domaine basolatéral assurant la 



20 

cohésion des cellules entre elles et avec la matrice extracellulaire en contact avec les 

fluides corporels. Les structures particulières retrouvées au niveau apical, comme les 

microvillosités des cellules intestinales ou rénales et les cils des cellules épithéliales des 

bronches ou de la trachée, contribuent à définir la surface apicale comme étant le domaine 

cellulaire le plus spécialisé. À l'opposé, le domaine basolatéral représenterait la 

membrane cellulaire dans son état le moins différencié (Compans and Srinivas, 1991, 

Mostov, et al., 1992, Simons and Wandinger-Ness, 1990). 

Chaque cellule est liée aux cellules voisines par trois types de jonctions: (i) les 

jonctions serrées (zonulae occludentes) (ii) intermédiaires (zonulae adherentes) ainsi que 

(iii) les desmosomes (maculae adherentes) (Simons and Fuller, 1985). Ces jonctions 

sont responsables des interactions entre les cellules et elles préviennent le mélange des 

composants des membranes apicale et basolatérale (Farquhar and Plade, 1963). Les 

compositions distinctes des deux domaines membranaires en protéines et en lipides sont 

ainsi reliées à leurs fonctions particulières. Par exemple, les protéines impliquées dans 

l'adhésion cellulaire, les transporteurs d'acides aminés et de glucose se retrouvent du côté 

basolatéral (Mostov, et al., 1992); les protéines apicales, comme plusieurs hydrolases, 

sont souvent associées aux échanges avec le milieu luminal de l'organe. 

En plus des jonctions qui séparent les surfaces apicale et basolatérale pour former 

des barrières à la diffusion latérale des molécules dans la membrane, quelques autres 

caractéristiques permettent de définir le phénotype de polarisation des cellules 

épithéliales, comme : (i) les interactions directes entre les cellules formées par des 

molécules d'adhésion ICAM's, (ii) et la distribution polarisée des organites 

cytoplasmiques de même que du cytosquelette. 

Il existe plusieurs lignées cellulaires différentes qui possèdent un phénotype de 

polarisation épithéliale. Dans ces différentes lignées, les mécanismes spécifiques de 

ciblage peuvent toutefois être très différents (Rodriguez-Boulan and Powell, 1992). Les 

cellules MDCK (Madin Darby Canine Kidney) sont dérivées du rein de chien et 

présentent plusieurs caractéristiques d'une lignée cellulaire épithéliale polarisée (Roth and 
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Compans, 1981, Simons and Fuller, 1985). La facilité avec laquelle ces cellules se 

prêtent aux manipulations expérimentales a fait de cette lignée une des plus étudiées et la 

mieux caractérisée. Plusieurs autres lignées épithéliales peuvent toutefois être utilisées 

comme les HT-29 et les Caco-2 (dérivées d'un colon humain), ainsi que les ME-180 

(dérivées d'un épithélium vaginal), pour n'en nommer que quelques unes. 

1.3 	La polarisation dans les lymphocytes. 

1.3.1 Le phénomène de polarisation. 

Le phénomène de polarisation chez les lymphocytes a été décrit pour la première 

fois lorsque l'on a remarqué que les lymphocytes développent des projections 

cytoplasmiques appellées uropodes lors de leur activation. Cette polarisation des 

structures est caractéristique des lymphocytes migrateurs (Wilkinson, 1987, Wilkinson 

and Higgins, 1987). Ces lymphocytes ont obtenu ce nom à cause d'une technique de 

quantification qui dénombre le nombre de lymphocytes activés en vérifiant leur capacité 

de migrer à travers un gel de collagène (Haston, et al., 1982, Schor, et al., 1983). 

Lorsqu'ils sont activés, les lymphocytes acquièrent une morphologie très caractéristique. 

Ils ont une partie frontale un peu plus pointue, un corps ovale, et ils sont orientés dans 

une direction bien particulière. Ce changement morphologique les rend très faciles à 

différencier des lymphocytes non-activés sphériques. 

Ce phénotype de polarisation, que l'on retrouve par exemple lors de la stimulation 

inflammatoire, se produit en 2 stades (Wilkinson, 1986). Dans un premier temps, les 

cellules non-motiles au repos acquièrent la capacité de mouvement lorsqu'elles entrent 

dans le stade G1 du cycle cellulaire suite à une réponse antigénique ou à un activateur 

polyclonal. Lorsqu'activées, les cellules peuvent répondre au deuxième stimuli, comme 

celui donné par les cytokines (Wilkinson and Watson, 1990). Un grand nombre de 

cytokines ont été identifiées comme ayant la capacité d'induire cette réponse et la 
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polarisation des lymphocytes, mais elles seront traitées plus loin. Il est important de 

mentionner que la polarisation dans les cellules d'origine lymphoïde n'est pas un 

phénomène dû uniquement au contact cellule-cellule. Même si le contact intracellulaire 

peut induire cette polarisation, la simple présence de cytokines est suffisante pour obtenir 

ce phénotype sur des cellules qui se trouvent isolées (del Pozo, et al., 1995, Wilkinson 

and Watson, 1990). La polarisation lymphocytaire est un champ d'étude de plus en plus 

important, non seulement pour la compréhension des mécanismes intracellulaires 

impliqués dans ce phénomène, mais aussi dans la réponse immunitaire en général. 

1.3.2 Les cytokines présentes lors de la polarisation des 

lymphocytes. 

Il a été récemment proposé que les cytokines, aussi nommées chémokines 

chémoattractives peuvent induirent l'adhésion, la polarisation, et la migration de 

différentes cellules leukocytaires (Oppenheim, et al., 1991). Les cytokines sont des 

polypeptides de 70-80 A.A. (8-10 Kd), caractérisés par la présence de 4 résidus 

cystéines conservés. Ils ont été regroupés en 2 familles : la sous-famille a, aussi 

appellée "C-X-C", qui inclut l'interleukine 8, NAP-1, PF-4, IP-10, et la sous famille f3, 

aussi appellée "C-C'' qui inclut les RANTES, MCP-1,2 et 3, MIP-la,b, et 1-309, pour 

n'en nommer que quelques unes (Oppenheim, et al., 1991). Il est important de 

mentionner que les lymphocytes T sont capables de sécréter des cytokines comme 1L-8, 

RANTES, MIP-la,b, et MCP-1 (Oppenheim, et al., 1991, Schall and Bacon, 1994) et 

créer une sorte de boucle d'auto-réponse. Il a été rapporté que les cytokines libérées lors 

des interactions lymphocytaires avec les cellules endothéliales et les cellules épithéliales 

induisent une polarisation et permettent la redistribution chez ces mêmes lymphocytes de 

molécules d'adhésion comme ICAM-3, CD43 et CD44 vers la région de contact. Même 

si ce phénomème semble général à première vue, il y a une spécificité au niveau des 

molécules d'adhésion et des glycoprotéines qui peuvent se retrouver au point de 
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polarisation. Par exemple, la majorité des molécules soient LFA-1, b-1 intégrines, CD45, 

CD3, CD2, CD7, et CD5, ne sont pas redistribuées vers le point de contact. D'autres 

types de stimulants non-spécifiques, comme le phorbol ester et la phytohémaglutinine, se 

sont aussi avérés incapables de stimuler la polarisation au niveau du lymphocyte (del 

Pozo, et al., 1995). Ce phénomène de polarisation membranaire semble très important 

puisqu'il est aussi présent chez d'autres cellules leukocytaires, comme les macrophages 

et monocytes. 

1.4 Les autres cellules polarisées 

La différenciation de membranes cellulaires en domaines distincts n'est pas 

limitée aux exemples discutés plus tôt (Mellman, et al., 1993, Rodriguez-Boulan and 

Powell, 1992). Par exemple, dans le cas des cellules neuronales, il est possible de 

distinguer la membrane axonale des corps cellulaires et dendrites. Les protéines qui sont 

normalement destinées à la membrane apicale sont aussi généralements ciblées à l'axone 

lorsqu'exprimées dans les cellules neuronales, tandis que les protéines basolatérales sont 

principalement transportées aux dendrites et corps cellulaires (Dotti, et al., 1993, Dotti 

and Simons, 1990, Rodriguez-Boulan and Powell, 1992). On suppose que plusieurs 

autres types cellulaires, peuvent démontrer une sorte de différenciation de leur surface 

cellulaire. 

2. LA MATURATION POLARISÉE DES VIRUS 

2.1 Dans les cellules épithéliales. 

L'incorporation de l'enveloppe virale est une étape essentielle pour l'infectivité du 

virus. Les virus enveloppés portent une membrane lipidique qui est acquise lors de ce 

processus de bourgeonnement à la membrane cellulaire. Le groupe de Rodriguez-Boulan 
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a démontré que les virus enveloppés bourgeonnent à un domaine précis des cellules 

épithéliales polarisées (Rodriguez-Boulan and Sabatini, 1978). Par exemple, dans les 

cellules épithéliales MDCK, le virus influenza et les paramyxovirus bourgeonnent 

uniquement du côté apical (Rodriguez-Boulan, 1983); au contraire, le VSV (virus de la 

stomatite vésiculaire) démontre une maturation des particules virales du côté basolatéral 

(Thomas, et al., 1993, Thomas and Roth, 1994). Le transport des glycoprotéines 

membranaires d'enveloppe virale à des domaines spécifiques a été par la suite démontré 

pour toutes sortes de virus. 

2.2 Dans les lymphocytes 

Une observation très intéressante au point de vue de la transmission du VIH a été 

faite par le groupe de Phillips et ses collaborateurs. Ils ont observé qu'une polarisation 

du bourgeonnement du VIH était présente chez des monocytes ou lymphocytes lorsqu'ils 

sont en contact avec des cellules épithéliales (Bourinbaiar and Phillips, 1991, Phillips and 

Bourinbaiar, 1992, Phillips, et al., 1994) ou avec une matrice extracellulaire solide de 

fibronectine (Pearce-Pratt, et al., 1994). Il avait déjà été suggéré que la région de contact 

entre cellules, ou entre cellules et support solide, puisse être considérée comme analogue 

aux surfaces basolatérales des cellules épithéliales (Rodriguez-Boulan and Nelson, 

1989). Cette suggestion découle des observations de cellules MDCK en suspension; les 

virus qui normalement bourgeonnent du côté basolatéral sont libérés spécifiquement au 

point de contact cellule-cellule ou cellule-matrice, tandis que les virus à bourgeonnement 

apical se retrouvent libérés sur toute la surface de la cellule. 
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MÉCANISMES IMPLIQUÉS DANS LA POLARISATION DES 

CELLULES ET DU BOURGEONNEMENT VIRAL. 

3.1 Le contact cellule-cellule. 

Lors de la différenciation des cellules épithéliales, la conversion de cellules 

mésenchymales non polaires en cellules épithéliales polarisées se produit en réponse à un 

signal inducteur (Rodriguez-Boulan and Nelson, 1989). Cette différenciation, régulée 

par les molécules d'adhésion comme l'uvomoruline ou E-cadhérine (Gumbiner and 

Simons, 1987), mène à la synthèse d'autres protéines d'adhésion comme la laminine A et 

semble stimuler le développement de la membrane apicale des cellules MDCK 

(Rodriguez-Boulan and Nelson, 1989). Ces protéines, concentrées au niveau des 

membranes latérales, seraient impliquées dans l'adhésion entre les cellules (Ekblom, et 

al., 1986, Klein, et al., 1988). Il semblerait que les molécules d'adhésion ICAM ont la 

capacité d'induire une polarisation des cellules épithéliales même en absence de jonctions 

serrées (McNeill, et al., 1990). D'autres types cellulaires, comme les lymphocytes, 

possèdent un profil distinct de molécules d'adhésion de surface qui leur permet de se 

localiser dans un tissu ou de se fixer à d'autres types cellulaires. Les membres de la 

famille des intégrines et les ICAM sont les candidats les plus probables pour ce rôle. Les 

intégrines sont impliquées dans l'adhésion des cellules à des composantes de la matrice 

extracellulaire comme le collagène, la fibronectine et la laminine (Cepek, et al., 1993). 

Un des membres de la sous-famille 131 des intégrines, le LFA-1 (42) est exprimé dans 

les lymphocytes T et joue un rôle dans l'adhésion cellule-cellule des lymphocytes et la 

localisation de ces derniers lors de l'inflammation (Dustin and Springer, 1991). 

L'interaction de LFA-1 avec ses ligands (ICAM-1,2, et 3) est un processus très 

régulé et joue un rôle important dans l'adhésion des cellules T aux cellules endothéliales 

vasculaires et épithéliales intestinales (Campa.nero, et al., 1993, de Fougerolles, et al., 

1994. Fawcett, et al., 1992). ICAM-3 est le récepteur le plus abondant de LFA-1, et il a 
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été proposé que cette molécule joue un rôle important dans la réponse immunitaire 

(Acevedo, et al., 1993, Fawcett, et al., 1992). La liaison de ICAM-3 induit une 

phosphorylation de résidus tyrosines chez différents substrats se trouvant au niveau du 

point de polarisation, et induit l'activation des lymphocytes, tout en régulant l'expression 

d'autres molécules d'adhésion (Campanero, et al., 1993, Hernandez-Caselles, et al., 

1993). L'interaction de ICAM-3 avec des Ac spécifiques induit la polarisation des 

lymphocytes, et ICAM-3 est l'une des seules molécules qui se trouve concentrée à 

l'uropode (Campanero, et al., 1994). 

3.2 Le cytosquelette et la polarisation 

La démonstration de la présence de l'actine et de la myosine dans plusieurs types 

cellulaires d'origine non-musculaire a mené plusieurs groupes à des spéculations diverses 

sur le rôle de certaines protéines du cytosquelette dans plusieurs processus cellulaires 

(Pour revue voir (Huxley, 1973, Pollard and Weihing, 1974)). L'actine possède une 

séquence primaire en acides aminés très conservée et est très abondante dans le 

cytosquelette de toutes les cellules eucaryotes (Alberts, et al., 1990). Il joue un rôle 

important dans la contraction musculaire, la motilité, la mitose, le maintien de la forme et 

de la taille cellulaire, ainsi que lors des changements de forme qui peuvent se produire 

lors de la phagocytose, la sécrétion, et autres processus vitaux pour la cellule (Pollard 

and Weihing, 1974). Cette protéine, et d' autres molécules du cytosquelette, pourrait 

donc être impliquée dans la polarisation cellulaire et ce point sera maintenant examiné. 

Alors que certaines protéines du cytosquelette ont une distribution majoritairement 

cytoplasmique, la plupart des cellules animales possèdent un réseau particulièrement 

dense de certaines protéines, comme l'actine et ses protéines associées, juste en dessous 

de la membrane plasmique. Ce réseau constitue le cortex cellulaire qui donne une force 

mécanique à la surface de la cellule et permet à celle-ci de changer de forme et de se 

déplacer. Dans l'organisation du cytosquelette, on remarque que les filaments d'actine 
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sont reliés ensemble par un réseau tridimensionnel très complexe de différentes protéines 

de réticulation et de protéines de mouvement. De leur côté, les microtubules, à l'aide de 

la protéine hétérodimérique tubuline, s'allongent à partir de centrosomes qui agissent 

comme centres organisateurs (revue par (Carlier, 1991)). Comme nous le verrons plus 

tard, plusieurs virus semblent prendre avantage de cette organisation du cytosquelette 

pour induire un changement morphologique des cellules et faciliter l'infection des cellules 

voisines ainsi que la multiplication virale. 

3.2.1 Dans les cellules épithéliales. 

Au niveau des cellules épithéliales le cytosquelette semble jouer un rôle important 

dans la polarisation cellulaire. Les résultats publiés démontrent une différence au niveau 

de l'effet des inhibiteurs du cytosquelette selon le type de ciblage à l'étude. Des 

observations sur des cellules MDCK traitées à la colchicine, un agent qui affecte 

l'organisation des rnicrotubules, démontrent la perte de la maturation polarisée du virus 

de la grippe (influenza) qui bourgeonne normalement du côté apical. En revanche, 

d'autres groupes ne trouvent aucun effet du même inhibiteur sur la relâche polarisée du 

virus VSV (virus de la stomatite vésiculaire) qui lui, tout comme le VIH, bourgeonne du 

côté basolatéral (Rindler, et al., 1987, Salas, et al., 1986). Cet effet différentiel de la 

colchicine sur le ciblage de protéines apicales et basolatérales fut aussi retrouvé chez les 

cellules intestinales CaCo2 (Eilers, et al., 1989). 

3.2.2 Dans les lymphocytes 

Comme mentionné plus tôt, les cellules leukocytaires passent d'une morphologie 

arrondie à une morphologie polaire lors de leur activation. On observe un changement de 

la distribution d'actine filamenteuse d'une répartition diffuse et cytoplasmique vers une 

distribution localisée à un pôle de la cellule lors de cette activation (Howard and Oresajo, 
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1985). Ce mécanisme semble impliquer un réarrangement du cytosquelette dans la 

cellule T qui est déclenché par des interactions spécifiques à la surface de la cellule-cible. 

Cette polarisation observée suite à la présence de certaines cytokines, peut être déclenchée 

par des interactions avec les molécules d'adhésion cellulaire comme ICAM-3 (Arroyo, et 

al., 1994, Campanero, et al., 1993, Campanero, et al., 1994, Hernandez-Caselles, et al., 

1993, Juan, et al., 1994). Ceci explique que le contact cellule-cellule puisse induire ce 

phénomène. 

Le groupe de Phillips a rapporté une forte induction de la polarisation du 

bourgeonnement du VIH suite à un traitement à la colchicine de lymphocytes infectés. 

Les deux drogues nocodazole et vinblastine, qui inhibent également la polymérisation de 

la tubuline, ont eu le même effet que la colchicine. À l'inverse, la drogue taxol qui 

stabilise les microtubules est arrivée à prévenir la polarisation (Pearce-Pratt, et al., 1994). 

Au niveau des cellules épithéliales et des cellules lymphocytaires, il y a donc un 

rôle très probable du cytosquelette dans la polarisation du bourgeonnement viral. Ce rôle 

semble plus important au niveau de la membrane apicale des cellules épithéliales, mais le 

mécanisme précis de maturation des protéines virales et cellulaires est encore mal 

compris. La relative absence de spécificité des inhibiteurs de cytosquelette utilisés lors de 

ces expériences est une des causes principales de l'absence de résultats plus clairs. 

3.3 L'interaction du cytosquelette avec différents virus. 

Lors de l'infection par la plupart des virus, on assiste à des changement rapides 

de la morphologie cellulaire. Ces changements de morphologie sont souvent en 

corrélation avec une altération du cytosquelette. Il n'est donc pas étonnant que l'idée 

d'une interaction entre différents virus et le cytosquelette date d'aussi loin que 1977. Il 

n'est pas clair si l'altération de la morphologie cellulaire est simplement le résultat d'une 

destruction cellulaire suite à la multiplication rapide du virus, ou à une interaction directe 

entre les protéines virales et les éléments du cytosquelette (Melki, et al., 1994, Simon, et 
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al., 1990). Un des moyens parmi les plus employé pour révéler l'interaction de 

différents virus avec les éléments du cytosquelette est la co-localisation. Ce genre de co-

localisation fut rapporté pour un grand nombre de virus comme : SV40 (Kasamatsu, et 

al., 1983), Poxvirus (Hiller, et al., 1981), VSV (Melki, et al., 1994), Tobavirus 

(Heinlein, et al., 1995), Paramyxovirus (Giuffre, et al., 1982), et le VIH (Fais, et al., 

1995, Pearce-Pratt, et al., 1994, Perotti, et al., 1996, Sasalci, et al., 1995), pour n'en 

nommer que quelques uns. Les protéines du cytosquelette, rapportées comme étant co-

localisées avec des protéines virales, sont tout aussi diverses: actine, myosine, tubuline, 

ainsi que des protéines des filaments intermédiaires comme la vimentine. On a même 

rapporté dans quelques cas la nécessité de protéines du cytosquelette, comme la 13-

tubuline (Moyer, et al., 1990), ou de l'interaction myosine-actine pour la production ou 

le bourgeonnement de particules virales (Sasaki, et al., 1995). Plusieurs points restent 

toutefois à éclaircir concernant ces interactions et leur rôle exact dans l'infection virale. 

4. LES SIGNAUX DE CIBLAGE ET LE VIH 

Les premières expériences concernant le ciblage de la protéine de l'enveloppe du 

VIH (gp160) ont pu démontré que cette protéine, exprimée hors du contexte d'une 

particule virale, possédait par elle-même tous les éléments requis pour la diriger vers la 

membrane basolatérale des cellules épithéliales. (Owens and Compans, 1989). Cette 

importance de l'enveloppe du VIH-1 dans le ciblage de la particule virale fut confirmée à 

l'aide de vecteurs vaccinia exprimant les protéines de la capside et de l'enveloppe sur des 

vecteurs séparés (Owens, et al., 1991). Le ciblage de la particule virale dans les cellules 

MDCK semble nécessiter une association de l'enveloppe et des précurseurs 

polyprotéiques Gag et Gag-pol via la portion matrice (p17) de Gag; des substitutions 

dans la p17, qui la rendent incapable d'incorporer l'enveloppe virale, empêchent la 

polarisation (Lodge, et al., 1994). Plusieurs revues très détaillées décrivent les signaux 

impliqués dans le ciblage des protéines (Matter and Mellman, 1994, Rodriguez-Boulan 
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and Powell, 1992, Rodriguez-Boulan and Zurzolo, 1993, Simons and Wandinger-Ness, 

1990). Des conclusions générales ont été tirées à partir du fait que plusieurs protéines 

virales et cellulaires démontrent des signaux communs pour leur ciblage. Par exemple, il 

a été conclu que les signaux dirigeant les protéines vers la membrane apicale, comme 

ceux retrouvés dans la protéine HA du virus influenza, se trouvait dans le domaine 

extracellulaire (Roth, et al., 1987). Dans le cas des signaux basolatéraux, comme ceux 

retrouvés chez la protéine G de VSV (Thomas, et al., 1993, Thomas and Roth, 1994), la 

protéine pl5E de MuLV (Stephens and Compans, 1986) et la gp41 du VIH (Lodge, et 

al., 1994), le domaine intracytoplasmique semble responsable du ciblage. 

Plus récemment, de courtes séquences d'acides aminés dans le domaine 

intracytoplasmique de plusieurs protéines ont été identifiées comme étant le déterminant 

majeur du ciblage basolatéral. Des résidus tyrosines, spécialement dans un contexte de 

motif Y-X-X-(aliphatique/aromatique), sont souvent présents et cruciaux pour ce type de 

ciblage. Plusieurs groupes différents ont pu démontrer ce type de signaux sur des 

protéines cellulaires et virales (Honing and Hunziker, 1995, Matter, et al., 1992, Ohno, 

et al., 1995, Thomas, et al., 1993, Thomas and Roth, 1994). Un autre groupe a pu 

obtenir un ciblage basolatéral de la protéine HA, normalement apicale, en substituant une 

cystéine pour une tyrosine dans son domaine intracytoplasmique (Brewer and Roth, 

1991). L'identification des signaux intracytoplasmiques des protéines n'est toutefois pas 

aussi simple qu'il pourrait sembler à première vue. Des signaux d'endocytose et de 

dégradation lysosomale ont aussi été identifiés chez plusieurs protéines et reliés à la 

présence de certains résidus tyrosines (Hopkins, 1992, Prill, et al., 1993, Pytowski, et 

al., 1995, Trowbridge, et al., 1993). Ces signaux se retrouvent parfois au même endroit 

que le signal de polarisation, comme dans le cas du VIH (Lodge, et al., 1996, Rowell, et 

al., 1995); chez d'autres protéines les mêmes types de signaux sont complètement 

séparés (Schafer, et al., 1995). Tous les signaux ne sont pas nécessairement à base de 

tyrosines, des signaux d'endocytose à base de motifs di-leucine ont été identifiés chez 

certaines protéines comme le CD3 (Letourneur and Klausner, 1992) et le CD4 (Aiken, et 
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al., 1994). Un article a aussi rapporté que l'espace entre le signal basolatéral et la partie 

transmembranaire est très important pour définir le signal de ciblage (Rohrer, et al., 

1996). À travers tous ces résultats, on peut remarquer un rôle très important de la 

structure secondaire dans les signaux de ciblage. Plusieurs signaux d'endocytose et de 

polarisation, comme celui du VIH, sont impliqués dans des tours beta causés par des 

prolines près de ces signaux. Des mutations qui affectent cette structure secondaire 

affectent aussi les signaux de ciblage de ces protéines (Trowbridge, et al., 1993). 

Dans le cas des lymphocytes, plusieurs observations mentionnées plus tôt nous 

portent à croire que ces signaux à base de tyrosines ont très probablement un rôle dans le 

bourgeonnement polarisé du VIH. Il faut tout de même tenir compte que des protéines 

cellulaires peuvent avoir un rôle dans la polarisation du virus. Il a été suggéré qu'il y 

aurait un rôle possible de la molécule d'adhésion (LFA-1) dans la formation de 

syncytium induite par le VIH (Hildreth and Orentas, 1989). Une induction d'apoptose 

lors du contact cellule-cellule a été observée de même q'une augmentation de la 

réplication virale chez les monocytes suite à ce même type de contact (Maldarelli, et al., 

1995, Shattock, 1996). Dans le cas des cellules dendritiques, la transmission du VIH 

par ces cellules à des cellules T non-infectées, se fait uniquement par contacts 

intercellulaires (Cameron, et al., 1992). Ces quelques exemples, parmi plusieurs autres, 

démontrent un lien certain entre les contacts cellulaires effectués par les lymphocytes avec 

différents types cellulaires et la pathogénèse du VIH. Plusieurs autres observations 

semblent supporter un lien entre la réplication du VIH et les molécules d'adhésion 

cellulaire. 

Le virus VIII ne semble donc que prendre avantage de la polarisation cellulaire et 

se retrouve ainsi dans une position avantageuse pour infecter ses cellules cibles 

(Wilkinson, 1987). D'autres virus. comme le HTLV (Zacharopoulos, et al., 1992) et 

même le virus Epstein Barr, peuvent probablement utiliser des processus quelques peu 

semblables pour favoriser leur dissémination (Leibowitz and Cupkie, 1975, Liebowitz 

and Kieff, 1989, Liebowitz, et al., 1987). 
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5. BUT DU PROJET: 

Une forme de polarisation membranaire a été observée à la surface des lymphocytes 

(Phillips, et al., 1994) et des données préliminaires que nous avons obtenues par 

immunofluorescence semblent démontrer que le bourgeonnement du VIH se fait à un 

pôle du lymphocyte. Le but général de ce projet est de déterminer si ce phénotype de 

polarisation observé chez les lymphocytes pourrait jouer un rôle dans la transmission du 

VIH aux cellules épithéliales des muqueuses uro-génitales. Cette polarisation serait 

avantageuse pour le VIH en facilitant la transmission cellule-cellule. Notre objectif plus 

restreint pour le projet présenté dans ce mémoire était de déterminer si la restriction du 

bourgeonnement du VII-I-1 à un pôle du lymphocyte implique le même signal de 

polarisation que celui observé dans les cellules épithéliales. Récemment, il a été 

démontré que la substitution d'une tyrosine dans la queue intracytoplasmique de 

l'enveloppe du virus d'immunodéficience simienne entraînait une répartition uniforme de 

la protéine de l'enveloppe à la surface des lymphocytes infectés. 

Des mutations connues pour affecter le bourgeonnement polarisé du VIH dans les 

cellules épithéliales ont donc été introduites dans un génome complet du VIH-1 pour 

observer leur effet sur la maturation du virus dans des lignées lymphocytaires JURKAT 

chroniquement infectées. La localisation des protéines virales lors de l'assemblage de ces 

différents virus mutants est observée par immunofluorescence et leur importance dans la 

relâche du virus a été vérifiée par microscopie électronique. L'implication de certaines 

protéines du cytosquelette a aussi été vérifiée par co-localisation avec la protéine majeure 

de la capside (p24). 

Une étude détaillé du ciblage de la protéine d'enveloppe dans les lymphocytes et 

de son implication dans la transmission aux cellules épithéliales peut mener à une 

meilleure compréhension de ce phénomène dans la multiplication virale et la pathogénèse. 

Ce phénomène pourrait possiblement, par la suite, devenir une nouvelle cible 

thérapeutique contre l'infection par le VIII. 
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FIG.1 Représentation schématique de la structure et du 
génome du virus de l'immunodéficience humaine (VIN) 
(figure tirée de Darne!l et al., 1993) 
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Maturation and release of human immunodeficiency virus type 1 

(HIV-1) is polarized at the leading edges of monocytes and lymphocytes. 

Even though actin and the major viral capsid protein (p24) were shown to 

be co-localized at the pseudopod in these cells, the intracellular 

mechanism or targeting signals involved are yet to be identified. We have 

recently demonstrated the presence of a signal for specific targeting of 

HIV-1 virions to the basolateral membrane in polarized epithelial Madin 

Darby canine kidney cells (MDCK). Substitution of the four 

intracytoplasmic tyrosines, using site-directed mutagenesis, was used to 

demontrate that the membrane-proximal tyrosine in the transmembrane 

glycoprotein (gp41) is an essential component of this signal. In the 

present study, immunofluorescence and electron microscopy allowed us 

to establish that this same tyrosine-based signal is involved in the 

polarized localization of HIV-1 budding in lymphocytes. Alterations of 

this tyrosine-containing motif can increase the amount of envelope 

glycoprotein at the cell surface; supporting previous suggestions that this 

motif can also promote endocytosis. A specific co-localization of the 

major viral capsid protein (p24) with the intermediate filament 

cytoskeletal protein myosin was also observed. This co-localization at the 

cellular pole where budding occurs was abolished in mutant virus es 

altered in the tyrosine-based signal. In these mutants, cytoskeletal 

elements are still located at one pole of the cells while viral budding 

occurs throughout all the cell surface. The chronically-infected cell lines 

producing either wild-type or mutant viruses could eventually be used to 

study the role of polarized viral budding in cell-to-cell viral transmission. 

Keywords; lentiviruses/lymphocytes/polarized viral budding/tyrosine-based 

signal/human immunodeficiency virus 
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The la.st  step in the viral multiplication cycle of enveloped viruses is the 

maturation and release of viral particles. In the case of most retroviruses, including the 

human imrnunodeficiency virus (HIV-1), this is accomplished by budding at the plasma 

membrane where the viral envelope glycoproteins are incorporated in the released 

virions. Retroviruses are peculiar among enveloped viruses in the sense that viral 

glycoproteins are not required for the actual budding process (8, 17, 46). In the absence 

of these proteins, the viral capsids will be assembled and released with the lipid envelope 

devoid of the viral glycoproteins; as a result, the virions will be non-infectious. 

It is now well established that the plasma membrane surface of eucaryotic cells 

presents distinct protein and lipid composition in specific membrane domains (4, 19, 49, 

56). Although most studies concem epithelial cells models, in which well-defined apical 

and basolateral surfaces can be distinguished, the same phenomenon also seems to exist 

in other cell types. Lymphocytes are one such example of cells exliibiting a form of 

polarization at their membrane surface. This has been described on activated 

lymphocytes, developing cytoplasmic projections called uropodes (2, 64-66). It was also 

shown that specific cytokines are able to induce this polarization phenotype (7). 

In accordance with the differentiated nature of the plasma membrane surface, viral 

budding is often seen as "polarized"; viral release being targeted at specific regions of the 

membrane surface. This generally results from the transport of viral envelope 

glycoproteins to a defined membrane surface. This phenomenon has been mostly studied 

in epithelial cells showing that different viruses will preferentially, or exclusively, bud 

from either the apical or basolateral domain (48, 51, 62). There is much less information 

conceming polarized viral release in other cell types, although some reports have shown 

the polarized release of some viruses in infected neuronal cells. In this case, budding car 

occur either from axonal extensions or the cell body depending on the virus (6, 9, 10, 

50). 

In the last few years, there has been accumulating evidence for a polarized release 

of human immunodeficiency virus (HIV-1) in epithelial cells. It has been shown that this 
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release is generally strongly restricted to the basolateral surface; in the absence of 

envelope glycoprotein, viral release occurs from both the apical and basolateral poles of 

the cells (13, 31, 37). Interestingly, budding of HIV virions was also seen to be 

polarized at the surface of infected lymphocytes (12, 38, 41, 42, 53). Viral release is 

mostly observed at one pole generally corresponding to intercellular contact sites or 

contact sites between lymphocytes and a solid support (38, 39). Both types of contact 

may generate a cell surface analogous to the basolateral domain. Supporting this idea, it 

has been shown that viruses destined to the basolateral surface of epithelial cells are 

released through these surfaces when isolated epithelial cells are allowed to re-attach on a 

solid support, or interact with each other in suspension (48, 49). It has also been 

suggested that cytoskeletal elements located just beneath the cell surface may play an 

important role in the differentiation of distinct membrane domains for epithelial cells, as 

well as in the reorganization of cell morphology in the case of lymphocytes (2, 34, 63). 

A specific distribution of cytoskeletal elements underlying sites of HIV budding was 

shown and this supports the idea that cytoskeletal elements are also involved in viral 

assembly (53). 

Although their exact nature remains controversial, it is now generally believed 

that specific targeting signals are present on proteins destined to specific membrane 

domains. Basolateral signals seem to consist of either di-leucine motifs (29), or more 

commonly tyrosine-based motifs in a general Y-X-X-aliphatidaromatic consensus (5, 

23, 25, 33, 35, 60). Such tyrosine-based motifs are also often associated with 

endocytosis signals and there can be an overlap between these two Icinds of motifs (24, 

43, 44, 61). It has been reported that substitution of a tyrosine, analogous to the 

substitutions shown to abolish HIV polarized budding in epithelial cells, results in a 

decreased endocytosis and accumulation of envelope glycoproteins at the cell surface of 

either HIV-1 or sirnian immunodeficiency virus (SIV) infected lymphocytes (26, 52, 54). 

Some evidence was also presented for a uniform cell surface glycoprotein distribution of 
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a similar SIV mutant, in contrast to the wild-type envelope that appears to be mostly 

restricted to one pole of infected lymphocytes (26, 54). 

In the present study we examined the viral multiplication kinetics and budding 

polarization phenotype of mutant HIV viruses in transfected Jurkat-TA lymphocytes. The 

kinetics of cell killing and development of viral production, as measured by reverse 

transcriptase assay, were similar for different mutants in which intracytoplasmic tyrosine 

residues were individually substituted. Substitution of the membrane-proximal tyrosine 

residue resulted in a small increase of envelope glycoprotein exposed of the cell surface. 

This same tyrosine residue is also important to the polarization of budding observed in 

lymphocytes and co-localization between viral budding and the myosin intermediate 

filaments. 
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MATERIALS AND METHODS 

Proviral constructs. The site-directed mutagenesis of all envelope expression 

vectors has been previously described (32). A KpnI-KpnI fragment (nucleotides 3701-

5893) from the wild-type HIV provirus I-IX13c2 (14, 45) was introduced in the mutated 

envelope expression vectors to re-establish the original sequences essential for Tat 

expression (16). All proviral constructs were derived by subcloning a Sall-BamHI 

fragment (nt 5331-8017) from these different mutated hybrid envelope fragments into an 

HXBc2 proviral construct harboring a BglII-BglII deletion (nucleotides 7163-7628) in 

the region encoding the envelope glycoprotein. This strategy facilitated screening of 

proviruses reconstructed with the different mutated, but full-length, glycoprotein-

encoding fragments. All mutations were confirmed by DNA sequencing. All experiments 

described in the present manuscript were performed with two separate clones of each 

proviral DNAs. 

Cell lines and antisera. The CD4+ human lymphoid cell line (Jurkat-TA) 

was maintained in RPMI-1640 medium containing 10% fetal calf serum and 1% 

antibiotics (3). The SV40-transformed African green monkey kidney COS-7 cell line 

used in this study was maintained in Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM) 

supplemented with 8% fetal calf serum and 1% antibiotics. The HIV-1 positive human 

serum 162 and the normal human serum used in this study has been previously described 

elsewhere (27). Other antibodies used were the mouse anti-p24 and anti-gp120 

monoclonal antibodies (AB T), rabbit anti-actin (ICN Biomedicals), rabbit anti-myosin 

(ICN Biomedicals), fluorescein-conjugated goat anti-mouse (Boehringer-Manheim), 

fluorescein-conjugated goat anti-human (Sigma) and rhodamine-conjugated goat anti-

rabbit (Sigma). 

Transfection of Jurkat-TA lymphocytes. Human Jurkat-TA lymphocytic 

cells were transfected with the different proviral DNA constructs (15 µg of proviral DNA 
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per107  cells) using a DEAE-Dextran technique essentially as previously described (58, 

68). 

Kinetics of cell survival. The number of surviving transfected cells was 

determined each three days using trypan blue exclusion as a criteria for viability. Cells 

were then centrifuged, resuspended in fresh media, and diluted to a concentration of 

500,000 cens/mi for further growth. 

Reverse transcriptase assay. The presence of virus in the cell supematant 

was measured each three days following transfection by performing a standard reverse 

transcriptase assay as previously described (28). Briefly, 50µ1 of filtered cell supernatant 

was mixed with 50 µI of assay cocktail containing Tris-HC1 50mM pH 7.5, MgC12  

5mM, KC1 150 mM, EGTA 0.5 mM, Triton X-100 0.05%, Ethylene glycol 2%, DTT 

5mM, GSH 3mM, poly (rA)-oligo (dT) 50 µg/ml, [3H] dTTP 10µCi. The quantification 

of virus was also confirmed using a p24 ELISA assay (Coulter Diagnostics). 

FACS analysis. The presence of viral envelope glycoprotein at the cell surface 

was confirmed and measured by fluorescence activated cell sorter (FACS). Cells were 

fixed with 2% paraformaldehyde in PBS (Phosphate-buffered saline) before being 

processed. Briefly, cells were incubated in a 1/200 dilution of anti-HIV viral antiserum 

and, following this adsorption for one hour on ice, cells were washed three times with 

PBS and re-incubated with a 1/100 dilution of fluorescein-conjugated goat anti-human 

antibody. Following incubation and three washes in PBS, cells were arialyzed using a 

FACStar cytofluorometer (Beckton Dickinson). 

Immunofluorescence analysis. Immunofluorescence for immunological 

detection of budding viral particles was performed on cells centrifuged directly onto glass 

slides using cytospin 11 (Shandon Southern Products Ltd.). The cells were then fixed and 

permeabilized with 100 % cold acetone, pre-incubated for 30 min in PBS containing 2 % 

non-fat milk, and then incubated for 2h with mouse anti-p24 capsid protein antiserum at a 

1/100 dilution. The cells were then washed, and re-incubated for 30 min with a 1/50 

dilution of fluorescein-conjugated goat anti-mouse antibody before final washes. Double- 
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labeling was also performed by simultaneous incubation of fixed and penneabilized cells 

with both mouse anti-p24 and rabbit anti-myosin antiserum. For these studies cells were 

rather resuspended in cytoskeleton buffer (137 mM NaCl; 5 mM KCI; 1 mM Na2HPO4; 

0.4 mM KH2PO4; 5.5 mM glucose; 4 mM NaHCO3; 2 mM MgC12; 2 mM EGTA; 10 mM 

MES; pH 6.1 (47) and fixed with glutaraldehyde to preserve locomotor morphology as 

described (20, 57). Following washes, simultaneous incubation was performed with 

anti-immunoglobulins conjugated to fluorescein (for p24 detection) or rhodamine (for 

myosin visualization). Cells were examined using fluorescence microscopy with a 

Axioskop microscope (Zeiss, Germany) using adequate filters for visualization of the 

green fluorescence (fluorescein using 530 nm wavelength) or red fluorescence 

(rhodamine using 545 nm wavelength). 

Electron microscopy. Processing for electron microscopy was done 

essentially using standard procedures. Briefly, suspensions of infected cells were 

centrifuged and resuspended in cytoskeleton buffer before being fixed overnight at 4 °C 

in 2.5 % glutaraldehyde prepared in the same buffer. Cells were washed three times with 

a 0.1M sodium cacodylate solution containing 3% sucrose and left overnight in the same 

buffer at 4 °C. Post fixation was accomplished with osmium tetraoxyde 1.33% in a 

collidine solution for 2 hours at 21 °C. After dehydration and positive coloration, cells 

were examined using a Hitachi 7100 electron microscope. 

Establishment of chronically-infected cells. After maximum cell death 

and cytotoxicity induced by HIV during viral multiplication, the remaining cells were 

amplified as total population and used for subsequent experiments (Figure 1B). In some 

experiments, the chronically-infected Jurkat-TA cens were activated ovemight with 

phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA; SIGMA) at a final concentration of 160nM to 

upregulate HIV-1 gene expression. 
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RESULTS 

Kinetics of viral multiplication. Before undertaking any detailed studies 

concerning the polarized budding of mutant HIV-1, we had to examine if the chosen 

mutations affe,cted other properties of the envelope and thus the multiplication of the 

virus. The different mutations in the intracytoplasmic portion of the gp41 glycoprotein, 

the region previously demonstrated as essential for polarized budding in the epithelial cell 

model, were thus introduced in a complete infectious HIV-1 proviral clone. The different 

plasmids containing mutated HIV-1 proviral DNA were transfected, in parallel with wild-

type DNA, in human Jurkat-TA lymphocytes. In each of these mutants, one of the four 

intracytoplasmic tyrosine residues was replaced for a serine residue, a non-conservative 

substitution that removes the aromatic ring while keeping an hydroxyl side chain. The 

tyrosine 712 was also substituted for an alanine (non-conservative substitution), or a 

phenylalanine (which conserves the aromatic ring). As shown in Fig. 1A, there was a 

slight delay in maximal cell death induced by viruses containing the tyrosine 795 and 802 

mutations (Y795S and Y802S); all other mutant viruses yielded results identical to wild-

type. There was also a similar delay in reaching the peak viral titer (Fig.1B). In each 

case, the major decrease in cell viability corresponded to the time of viral titer peak. This 

decrease was then followed by establishment of chronically-infected cell lines releasing 

relatively low virus titers with little viral-induced cell killing. The cell death phase is also 

accompanied by the formation of abundant syncytia without any noticeable difference for 

the different mutants (data not shown). There is thus a minor alteration in the potential of 

the Y795S and Y802S mutant viruses to multiply, although all other mutant viruses 

remained similar to the wild-type virus. 

Cell surface expression of the different mutant glycoproteins. 

Having established that the different tyrosine mutants have essentially normal replicative 

properties, we futher analyzed the presence of envelope glycoprotein at the cell surface 

using flow cytometric analysis (FACS). The analysis was performed on cells taken at a 



45 

time point slightly before achieving maximal virus titer (9 or 15 days depending on the 

virus), corresponding to the peak in cell death and syncytia formation. Mutations of the 

membrane-proximal tyrosine 712 residue did reveal a slight increase in cell surface 

glycoprotein while all other mutants were essentially identical to wild-type (Fig.2A and 

C). In parallel, the same analysis was also performed on chronically-infected 

lymphocytes (21 days post-transfection) induced with PMA; this treatment favors the up-

regulation of HIV-1 gene expression (15). Under these contitions, about 50% of the cells 

were positive by FACS analysis and the fluorescence intensity of positive cells was 2-3 

fold lower than observed at the peak of viral production (Fig. 2B). Nevertheless, relative 

levels of surface envelope glycoproteins observed with the different mutants were similar 

with such chronically-infected cell populations compared to the cells at the peak of viral 

production (Fig. 2B and D). It therefore appears that, although there is no apparent 

consequences on viral multiplication, the amount of cell surface envelope glycoprotein is 

slighly increased by mutation of the membrane-proximal tyrosine only; conservative 

phenylalanine substitution of this same amino acid residue generated a somewhat 

intermediate phenotype. 

Polarization of viral budding. The site of viral budding was then examined 

using immunofluorescence on fixed and permeabilized cells. This allowed us to use an 

antibody directed against the major capsid protein p24 in order to localize the region of 

the cell surface where budding of the capsid occurs. The preferential viral budding 

through one pole of the cell was easily demonstrated when the cells infected with wild-

type virus were examine(' at the time of peak viral titer (Fig. 3B). Since these 

experiments were performed on fixed and permeabilized cens for the detection of a non-

membrane protein, the phenomenon observed could not be due to antibody "capping" but 

must be the consequence of an actual transport of the protein to this specific region at the 

inner membrane surface of the cells. Essentially identical results were observed when 

chronically-infected cens were examined, except that only a percentage of the cells had a 

sufficient expression level for immunotkorescence detection. We have also examined the 



46 
budding of a mutant virus defective for the envelope expression. This mutant proviral 

DNA was trans-complemented by co-transfection with a wild-type envelope expression 

vector; the enveloped virions produced were then used to infect Jurkat-TA lymphocytes. 

Budding of the resulting non-enveloped virions produced after 48 hours in these 

lymphocytes was clearly non-polarized, the p24 protein being located all around the cells 

(Fig.4 and data not shown). This supports our initial assumption that the polarization of 

budding is a property associated with the viral envelope glycoprotein. 

When the different envelope glycoprotein mutants were examined, it was quite 

clear that the membrane-proximal tyrosine is essential for this polarization phenotype, as 

previously observed for the polarization phenotype in epithelial cells. The distribution of 

fluorescence appeared uniform at the surface of infected lymphocytes without any 

apparent patches or preferential pole of release (Fig. 3C). Cells were examined by two 

different investigators who were unaware of the nature of the different samples. One 

hundred cells were counted for each sample and each cell was scored as positive or 

negative for the polarization phenotype. The mean results of four different observations 

between the two observers are expressed in percentage of polarized cells and surnmarized 

in Figure 4. The data confirmed that tyrosine 712 is critical for the polarization phenotype 

of viral budding in lymphocytes. A conservative substitution for a phenylalanine only 

had a partial effect as also observed on the polarized budding in epithelial cells. 

Polarization of viral release was also directly confirmed by electron nnicroscopy which 

showed that the detection of p24 by immunofluorescence in a specific region of the cell 

surface did, in fact, reflect that viral budding is specifically restricted to these plasma 

membrane regions (Fig. 5A and 5B). Wild-type virus was released exclusively at one 

pole of the cells while the Y712S mutant was found in the form of complete or budding 

virions on plasma membrane essentially all around the cells. 

Co-localization of viral budding and cytoskeletal elements. In a last 

set of experiments, we performed immunofluorescence analysis on chronically-infected 

lymphocytes to determine if alterations in the polarization phenotype also affect the 
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previously described co-localization between some cytoskeletal elements and the budding 

site. In this study, we looked at both the myosin and actin proteins since they have been 

reported to co-localize with HIV during the budding process. We found that actin is most 

concentrated of the cell pole where viral budding occurs; although significant amounts of 

actin were also found to be present all around the periphery of the cell. This localization 

was identical in uninfected cells as well as in cells infected with either the wt or mutant 

virus Y712S (data not shown), although this mutant virus showed no polarization of its 

p24 localization. When we analyzed the myosin intermediate filament protein, we found 

that it was specifically and almost exclusively localized to the pseudopod in either 

uninfected or infected cells. The viral p24 protein was co-localized at the same pole in the 

case of the wild-type virus, while this was clearly not the case for the non-polarized 

Y712S mutant (Fig. 6). 
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DISCUSSION 

In the present study, we investigated if the amino acid motif previously identified 

as a basolateral targeting signal for HIV-1 budding in epithelial cells could also play a 

role during viral maturation in lymphocytes. Different evidences suggested such a 

possible role. In epithelial cells, the region of contact with other cells or with a solid 

support are considered analogous to basolateral surfaces; viruses normally budding at the 

basolateral surface (for example vesicular stomatitis virus) are specifically released at cell-

cell or cell-substrate interfaces, while an apically-targeted virus (influenza virus) is 

mostly released through free cell surfaces. A serie of observations has shown a 

preferential budding of HIV-1 and HTLV-I at the contact site when infected 

lymphocytes, or monocytes, are in contact with epithelial cells (1, 41, 42, 69). 

Additional studies further showed that this specific budding at one pole of infected cells 

is not restricted to cell-to-cell contact sites but can also be found on individual infected 

monocytes (40). 

We have now shown that the intracytoplasmic tyrosine residue 712 is involved in 

this polarized budding phenotype for lymphocytes, as it was the case in polarized 

epithelial MDCK cells. In the last few years, similar tyrosine-based signals have been 

found in various basolateral proteins and have also been assigned to various types of 

targeted protein delivery (5, 23, 25, 33, 35, 59, 60). In the case of HIV, a signal has 

been proposed for endocytosis of the glycoprotein at the cell surface (52) but a more 

recent study has rather shown that this signal may be observed only if the glycoprotein is 

expressed in the absence of the viral capsid proteins (11), thus preventing release of the 

envelope at the cell surface through viral budding. However, in the present study, we 

still observed a small increase of envelope at the cell surface in the Y712F mutant and an 

even more important increase in both the Y712S and Y712A mutants. Substitution of 

other intracytoplasmic residues had no effect. There is thus clearly an overlapping 

between the signals responsible for basolateral delivery and for increase of HIV-1 
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envelope glycoprotein at the cell surface; it still needs to be established if this increase is 

actually due to an effect on endocytosis. It also needs to be established if both 

phenomena of targeting and endocytosis are important during viral multiplication and/or 

viral pathogenesis. 

It should be mentionned that the presence of a tyrosine-based signal involved in 

the polarized budding of SIV had been previously suggested. In this case, the 

polarization of the envelope glycoprotein at the cell surface was affected when the 

membrane-proximal tyrosine 723 was substituted (26). 

There is accumulating evidence concerning the role of the cytoskeleton in cellular 

polarization. Accordingly, cytoskeletal and extracellular matrix elements have been 

shown to co-localize with viral proteins in cells infected with various viruses (21, 22, 30, 

55). In the case of HIV, this co-localization was shown with the viral p24, p17, and 

reverse transcriptase associated with cellular actin, intercellular cell adhesion molecule, 

and myosin respectively (12, 38, 40, 53). Recently, it has even been demonstrated that 

some cytoskeletal proteins can be found inside the HIV-1 virion (36). In the present 

study, we demonstrated a loss of co-localization between the myosin intermediate 

filament and HIV viral budding upon substitution of the membrane proximal tyrosine in 

the viral envelope glycoprotein. The mutation affects only the polarized budding of the 

HIV-1 viral particle but does not affect the polarization of the cytoskeleton in itself. These 

results suggest that, in addition to probable interaction with other viral capsid proteins, 

the intracytoplasmic domain of the envelope glycoprotein is involved in the direct or 

indirect interaction between viral particles and host-cell cytoskeletal elements. 

The polarized budding phenotype of HIV could have important consequences in 

the dissemination of the virus. In other viruses is was shown that analogous tyrosine-

based signals are essential and can be involved in different stages of the infection. In the 

case of bovine leukemia virus (BLV), a tyrosine-based motif was shown to be essential 

for infection and maintenance of high viral load in infected animals (67); a similar motif 

in the envelope of alphaviruses is essential for the actual viral budding process (70). In 
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the case of BLV, two of the three motifs in the intracytoplasmic tail of the transmembrane 

protein are apparently involved in signal transduction pathways (67). This is not 

surprising considering that cytoskeleton elements in polarized lymphocytes can be co-

localized with signal transducing protein kinase C (PKC) (18). Also, during T-cell 

activation, there is an induction of tyrosine phosphorylation of different substrates at the 

site of polarization. It is thus quite possible that HIV takes advantage of a normal cellular 

process, by which various specific molecules are re-localized to the pseudopod during 

lymphocyte activation, in order to facilitate an efficient viral transmission from infected to 

uninfected cells. It will be interesting to look at the effect of this polarization signal in the 

context of transmission between lymphocytes and epithelia. This polarization signal 

could possibly become a new therapeutic target to limit cell-to-cell propagation of the 

HIV virus. 
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FIG.1. Viral multiplication kinetics following transfection of Jurkat-TA cells. Cells were 

transfected with either wild-type or various mutant proviral DNAs as described in the 

text. Progression of cell death was followed as described in Material and Methods (panel 

A). The kinetics of viral production was also followed by reverse transcriptase assay and 

results are presented in panel B. 
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FIG.2. Cell surface expression of envelope glycoprotein. Transfected Jurkat-TA cells 

were analyzed by FACS using an anti-HIV antiserum on unfixed cells. The analysis was 

performed on day 9 post transfection (panel A and C) as well as on chronically-infected 

Jurkat-TA cells induced with PMA soon after chronic infection was established (panel B 

and D). Results are presented for the mock (non-infected), the Wild-type virus, mutant 

Y712S and Y712F; finally, the Y768S mutant virus is representative of all the other 

mutants. 
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FIG. 3 Polarized localization of p24. Chronically-infected Jurkat-TA cells were induced 

with PMA and analyzed by immunofluorescence with anti-p24 antiserum as described in 

Material and Methods. Cell lines examined were control untransfected cells (panel A), 

cells transfected with wild-type proviral DNA exhibiting polarized localization of the p24 

protein (panel B), and cells transfected with mutant Y712S DNA showing a lack of 

polarization (panel C). All pictures were taken at 400X magnification. 
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Figure 4. Transfected Jurkat-TA cells were penneabilized and examined by 

immunofluorescence with the anti-p24 antibody. Two independent readings were talcen 

and one hundred cells were examined in each case. Polarization was scored as positive 

when clear restriction of p24 staining was observed to one pole of the cell, and as 

negative when p24 staining was seen over the entire plasma membrane. The wild-type 

and different mutants were examined as indicated. Results are presented in percentage for 

all proviral DNA constructs and are the mean of results obtained from two separate 

readings with error bars representing the variation observed between the two results. 
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FIG.5. Site of viral budding on transfected cells. Electron microscopic analysis of 

transfected Jurkat-TA cells was performed at the time of maximal viral production (day 

12). Jurkat cells were transfected with wild-type proviral DNA (panel A) or with mutant 

Y712S. Budding viral particles are indicated by arrows. Bar = 2 iim 
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FIG.6 Cytoskeleton association of viral budding. Transfected Jurkat cells were analyzed 

after establishment of chronically-infected cell lines (21 days post transfection and 

induced with PMA/PHA). Double-labeling was performed to simultaneously reveal viral 

budding by detection of p24 (panel A and C) or cytoskeletal elements using an anti-

myosin antibody (panel B and D). Cells transfected with either wild-type proviral DNA 

(Panel A and B) or of the polarization-defective mutant (Y712S) (Panel C and D) are 

shown. The same field is presented for corresponding samples in panels A and B or 

panel C and D for co-localization. Arrows show co-localization or lack of co-localization 

between the two proteins. 
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Le but principal de mes travaux était de mieux comprendre le phénomène de 

polarisation du bourgeonnement du VIH dans les cellules lymphocytaires et 

éventuellement l'implication de ce phénomène dans la transmission aux cellules 

épithéliales ou autres types cellulaires. Pour l'étude de la polarisation cellulaire, le 

modèle des cellules épithéliales est le plus largement utilisé. Nous avons donc décidé de 

diviser l'étude du phénomène de la polarisation en deux approches différentes. La 

première est celle de la création d'une lignée épithéliale exprimant la glycoprotéine de 

l'enveloppe du VIH-1 de façon permanente. Étant donné les temps d'attente requis dans 

la création de ce type de lignées, la majorité des résultats obtenus concerne plutôt la 

deuxième partie, soit l'étude de la polarisation dans le modèle des lymphocytes. Ce 

mémoire de maîtrise traite donc principalement de ce phénomène de polarisation dans les 

lymphocytes, mais les résultats accumulés jusqu'à maintenant au niveau des lignées de 

cellules épithéliales seront présentés en annexe, à la fin de ce mémoire. 

On a cru pendant longtemps que le VIH, lors de la transmission sexuelle, 

pénétrait dans l'organisme à partir de lésions dans l'épithélium intestinal ou vaginal. Il a 

été proposé par la suite que la transmission du virus puisse également se faire via les 

cellules mononucléaires infectées qui se trouvent dans les sécrétions des voies génitales 

(Phillips and Bourinbaiar, 1992, Phillips, et al., 1994. En plus des virions libres 

présents dans les sécrétions, les cellules mononucléaires infectées pourraient transmettre 

le virus à d'autres cellules du même type ainsi qu à d'autres types cellulaires (Clemetson, 

et al., 1993, Ilaria, et al., 1992, Mermin, et al., 1991, Phillips, et al., 1992). La 

présence de virions associés aux cellules peut être une source importante de virus 

puisque, théoriquement, une cellule infectée peut produire des milliers de virions. Il faut 

aussi considérer le fait que d'autres éléments du système immunitaire se retrouvent au 

niveau des muqueuses et peuvent être impliqués dans l'immunité mucosale. On pense 

entre autres aux lymphocytes se trouvant dans la paroi intestinale et ceux des cavités 

buccale, nasale, et génito-urinaire, ainsi que ceux des glandes mammaires. Parmi ces 
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cellules, les lymphocytes associés aux cellules épithéliales de l'intestin constituent une 

large population des lymphocytes T de la paroi intestinale. Ces lymphocytes sont en 

contact avec la surface externe de la paroi intestinale et du côté basolatéral de la surface 

des cellules épithéliales (Cepek, et al., 1993). Ces lymphocytes de la paroi intestinale 

sont aussi spécialisés dans l'interaction avec les cellules épithéliales (Bandeira, et al., 

1990, Cerf-Bensussan, et al., 1987, Lefrancois, 1991). Cette interaction procure un 

environnement très propice pour la transmission possible du VIH des cellules épithéliales 

vers les lymphocytes et l'inverse. Des travaux de pionniers par le groupe du Dr. David 

M. Phillips ont mis en évidence ce phénomène de transmission entre lymphocytes et 

cellules épithéliales. Leurs observations en microscopie électronique ont suggéré que la 

relâche du VIH est polarisée lors du contact entre lymphocytes ou monocytes infectés et 

cellules épithéliales de la muqueuse uro-génitale; c'est à dire que l'on retrouve le 

bourgeonnement du VIH seulement au point de contact entre cellules (Pearce-Pratt and 

Phillips, 1993, Tan, et al., 1993). Le même phénomène de polarisation du 

bourgeonnement est aussi remarqué lorsque des lymphocytes infectés sont mis en contact 

avec une matrice extracellulaire de fibronectine (Pearce-Pratt, et al., 1994). Par contre, 

aucun mécanisme n'a été proposé pour expliquer ce phénomène. La seule conclusion des 

auteurs face à ce phénomène est celle d'une implication possible du cytosquelette dans le 

bourgeonnement, suggérée par la co-localisation du bourgeonnement viral et de l'actine. 

Cette interaction directe ou indirecte, avec l'actine elle-même ou une protéine associée au 

cytosquelette, semble de plus en plus évidente. Il est probable que le contact 

intercellulaire n'est qu'un des possibles stimuli déclenchant la réorganisation du 

cytosquelette et par le fait même la polarisation du bourgeonnement viral. Mais, 

l'identifica.tion du lien possible entre une région présente sur une protéine du VIH et des 

protéines du cytosquelette reste à faire. Nous avons donc décidé d'aller plus loin dans la 

compréhension de ce phénomène en utilisant les différentes constructions plasmidiques 

qui étaient à notre disposition et qui permettent l'expression des différentes protéines 

virales. 
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Plusieurs raisons nous ont amené à émettre l'hypothèse que le signal de ciblage 

basolatéral observé dans les cellules épithéliales pouvait aussi être important dans la 

polarisation du bourgeonnement au niveau des lymphocytes. Premièrement, il y a très 

probablement une implication du cytosquelette et du contact cellule-cellule dans le 

mécanisme de polarisation des cellules épithéliales ainsi que dans celui des lymphocytes. 

Dans le cas des cellules épithéliales, il avait déjà été suggéré que les régions de contact 

entre cellules, ou entre cellules et support solide, pouvaient être considérées comme 

analogues aux surfaces basolatérales (Rodriguez-Boulan and Nelson, 1989). Cette 

suggestion a été faite suite à des observations sur des cellules MDCK en suspension. 

Dans ces cellules, les virus qui normalement bourgeonnent du côté basolatéral sont 

libérés spécifiquement au point de contact cellule-cellule ou cellule-matrice extracellulaire, 

tandis que les virus à bourgeonnement apical se retrouvent libérés sur toute la surface de 

la cellule. De courtes séquences d'acides aminées dans le domaine intracytoplasmique de 

plusieurs protéines, incluant la glycoprotéine d'enveloppe du VIH, ont été identifiées 

comme étant le déterminant majeur du ciblage basolatéral (Dagermont, et al., 1993, 

Honing and Hunziker, 1995, Hunziker, et al., 1991, Lodge, et al., 1996, Matter, et al., 

1992, Ohno, et al., 1995, Thomas and Roth, 1994). Des résidus tyrosines, spécialement 

dans un contexte de motif Y-X-X-(aliphatique/aromatique), sont souvent cruciaux pour 

ce type de ciblage. Ces motifs de tyrosines se retrouvent à quatre reprises dans le 

domaine intracytoplasmique de la gp4l du VIH-1 soit en position 712, 768, 795, et 802. 

Pour le choix initial du type de substitution qui serait le plus profitable dans l'étude de la 

polarisation, nous voulions demeurer le plus uniforme possible. Pour les quatres 

tyrosines de la queue intracytoplasmique de la gp41, nous avons donc choisi un 

changement pour le même acide aminé, soit la sérine. Ce choix est justifié pour deux 

principales raisons. Dans le cas de la troisième tyrosine (Y795S), nous étions limité dans 

le choix des acides aminés, puisque cette séquence nucléotidique chevauche le deuxième 

cadre de lecture de Tat et de Rev. Certaines mutations dans cette région ont été identifiés 

comme ayant un effet néfaste sur la multiplication du virus (Cochrane, et al., 1991), la 
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substitution en sérine permet d'éviter ce problème. Deuxièmement, la substitution de 

tyrosines par des sérines nous permet d'enlever le noyau aromatique, tout en conservant 

le groupement hydroxyle de la chaîne latérale de la tyrosine. Pour les besoins de la 

discussion, les différentes mutations qui entraînent la substitution de tyrosines en sérines, 

sont nommés : Y712S, Y768S, Y795S, et Y802S. Dans un autre type de mutation que 

nous avons fait, soit la tyrosine 712 en phénylalanine, nous conservons le groupement 

aromatique présent normalement sur la tyrosine, donc ce changement est de type plus 

conservateur. Quelques protéines cellulaires possédant des signaux à base de tyrosine 

ont démontré un phénotype intermédiaire de polarisation lors d'une substitution en 

phénylalanine, d'où l'intérêt d'exarniner une telle substitution (Thomas and Roth, 1994). 

D'autres mutations qui entraînent la substitution de la tyrosine 712 en alanine et en 

phénylalanine ont aussi été produites soient : Y712A, et Y712F. Comme nous le 

mentionnions dans la revue de littérature, les signaux de polarisation sont souvent 

impliqués dans un contexte de tour Béta. C'est pourquoi nous avons décidé de muter la 

proline 714 en alanine, P714A, afin de briser le tour beta et vérifier le rôle de cette 

structure dans le phénotype de polarisation (Collawn, et al., 1990, Trowbridge, et al., 

1993). 

Avant de regarder les résultats, il est aussi très important de se rappeler que le 

phénomène de distribution polarisée des molécules et structures cellulaires n'est pas 

unique aux cellules infectées mais se retrouve aussi de façon inhérente dans la cellule 

(Dougherty, et al., 1988, Dustin, et al., 1992). Lors de l'infection virale, le virus ne 

semble que prendre avantage de ce processus de polarisation qui est présent lors de 

l'activation des lymphocytes (Wilkinson, 1987, Wilkinson and Higgins, 1987) ou est 

nécessaire à la fonction et à la différenciation des cellules épithéliales. Le virus, lorsque 

relâché de manière polarisée dans les cellules épithéliales, se retrouve du côté basolatéral, 

et donc vers la circulation sanguine où se trouve les cellules cibles. Dans le cas des 

lymphocytes, le virus se retrouve au point de contact avec d'autres cellules lymphoïdes 

ou épithéliales ce qui pourrait bien lui permettre d'augmenter son efficacité de 
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transmission. Que ce soit au niveau des cellules épithéliales ou au niveau des 

lymphocytes, on croit de plus en plus que ce bourgeonnement polarisé puisse être un 

avantage marquant dans la dissémination du VIH. Différents virus peuvent probablement 

aussi utiliser ce phénomène de polarisation lymphocytaire, ou des processus semblables, 

pour leur dissémination. Par exemple, le HTLV , qui se transmet presqu'uniquement 

lors de contact cellule-cellule (Zacharopoulos, et al., 1992), a été remarqué au point de 

contact entre cellules lors de co-cultures de lymphocytes avec des cellules épithéliales 

(Bourinbaiar and Phillips, 1991, Pearce-Pratt, et al., 1994, Pearce-Pratt and Phillips, 

1993, Phillips and Bourinbaiar, 1992). Le virus possède aussi un signal de polarisation 

dans les cellules épithéliales impliquant un motif à base de tyrosine (Lodge, et al., 1996). 

Nous avons donc décidé, pour tenter de comprendre plus en détail le mécanisme 

de polarisation dans les lymphocytes, d'utiliser des lignées lymphocytaires 

chroniquement infectées avec différents virus VIH. Ces virus sont tous identiques, à 

l'exception des mutations décrites plus tôt au niveau des différents acides aminés 

tyrosines ou proline (acide aminé # 712, 768, 795, 802 pour les tyrosines ou # 714 pour 

la proline). De ces différents acides aminés, la tyrosine 712, du signal à base de 

tyrosine, a déjà été identifiée comme étant impliquée dans la polarisation pour les cellules 

épithéliales (Lodge, et al., 1996). Afin d'obtenir ces lignées lymphocytaires 

chroniquement infectées, nous avons décidé d'utiliser les cellules Jurkat-TA. Cette 

lignée cellulaire humaine CD4+ d'origine lymphoïde est transformée par le virus HTLV-

1, et est très propice à la multiplication du VIH. Les différents ADN proviraux possédant 

ces différentes mutations sont introduits dans les cellules par transfection ce qui permet 

l'expression de toutes les protéines virales nécessaires à la multiplication du VIH. La 

cinétique de multiplication et de production de virus est mesurée par un essai enzymatique 

permettant de détecter la reverse transcriptase ainsi que par un test immunologique qui 

quantifie la protéine majeure de la capside (la p24); ces deux tests de quantification sont 

effectués sur les surnageants des cellules. Avant l'établissement de lignées 

chroniquement infectées, plusieurs autres analyses sont effectuées lorsque la production 



80 
virale est à son maximum: 1) La quantité d'enveloppe à la surface des cellules est vérifiée 

par cytofluorométrie (FACS) (Figure 2), 2) On vérifie aussi la quantité et la nature des 

protéines virales dans les cellules et dans le surnageant contenant les virus relâchés des 

cellules. 

Comme le démontre la figure 1 (Chapitre 2), la relâche maximale se produit au 

jour 12 pour la plupart des virus, tandis que pour certains autres on la retrouve plutôt au 

jour 18. Lors de l'établissement de la chronicité, la croissance cellulaire a été évaluée et 

apparaît très similaire pour les différentes lignées (figure 1). Pour chacune des lignées on 

observe d'abord une diminution drastique de la viabilité cellulaire lors du maximum de 

production virale; par la suite, chez les cellules chroniquement infectées capables de 

réguler de façon négative l'expression de CD4 et des protéines virales, on observe un 

rétablissement de la croissance exponentielle semblable à celle des cellules non-

transfectées. L'utilisation de ces lignées chroniquement infectées permet donc d'éviter 

les problèmes d'interprétation dûs aux possibles différences dans les cinétiques de 

multiplication ou d'efficacité de transfection et permet d'induire de façon uniforme la 

production virale lorsque ces cellules sont traitées par des activateurs comme le PMA 

(Phorbol 12-myristylate 13-acetate) ou le PHA (Phytohémagglutinine). Ces deux 

produits sont connus comme inducteurs de transcription; dans le cas du PMA, on assiste 

à une induction rapide, tandis que le PHA cause pour sa part une réponse du même type 

mais plus lente et plus soutenue. Les lignées chroniquement infectées par le VIH sont 

formées de différents clones de cellules qui ont réussi à réguler de façon négative 

l'expression du récepteur CD4 ainsi que l'expression virale. Donc, lorsque la 

transcription est induite par des produits comme le PHA, on assiste à une production 

accrue de protéines virales et à une augmentation du bourgeonnement viral. 

Suite à l'induction au PMA/PHA, la polarisation du bourgeonnement viral sur les 

différentes lignées chroniquement infectées peut être vérifiée par une technique 

d'immunofluorescence en double aveugle utilisant un anticorps dirigé contre la protéine 

majeure de la capside, la p24. Lorsque la polarisation est présente, chez des lymphocytes 
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groupés ou même sous forme individuelle, on assiste à la concentration de la protéine 

majeure de la capside à un pôle du lymphocyte; au contraire, en absence de polarisation, 

on assiste à une répartition uniforme de la p24 sur toute la surface de la membrane interne 

des lymphocytes (figure 3b). Ces expériences ont démontré que les mêmes mutations 

connues comme pouvant affecter le bourgeonnement polarisé du VIH dans les cellules 

épithéliales, soit lorsque la tyrosine 712 est substituée pour un autre acide aminé, 

entraînent une absence de polarisation presque totale. Nous avons observé une absence 

de polarisation dans le cas des substitutions Y712S et Y712A, soit 18 % et 25 % 

respectivement, tandis que plus de 85 % des cellules lymphocytaires présentent un 

phénotype de bourgeonnement polarisé pour le virus de type sauvage. Cette même 

tyrosine 712, lorsque substituée en phénylalanine, semble produire un phénotype 

intermédiaire. Ceci n'est pas étonnant, puisqu'au niveau de différentes protéines 

cellulaires (Thomas and Roth, 1994), et même dans le cas du VIH (Lodge, et al., 1996), 

il a été démontré que la conservation du noyau aromatique permet une conservation 

partielle du phénotype de polarisation dans les cellules épithéliales. On a aussi pu 

observer que le provirus ayant une substitution au niveau de l'acide aminé proline 714 ne 

donnait aucune réplication virale. Cette absence de multiplication nous empêche 

malheureusement de tirer des conclusions concernant son rôle pour la polarisation dans 

les lymphocytes. Le mutant de substitution Y768S présente, pour sa part, un phénotype 

sauvage pour la polarisation ainsi que pour la multiplication virale. 

Les autres substitutions dans les tyrosines plus distales de la queue 

intracytoplasmique de la gp41, soit les acides aminés 795 et 802, ne présentent aucun 

changement dans la polarisation. Ces deux dernières substitutions entraînent quand 

même un léger retard dans la multiplication virale (Figure 1). Nous avons utilisé la 

cytofluométrie pour vérifier que ces changements mineurs au niveau de la cinétique de 

multiplication virale, n'étaient pas dus à un effet sur la maturation des glycoprotéines. 

Pour ce faire, la quantité d'enveloppe virale à la surface des différentes lignées a été 

vérifiée au moment de la production maximale de virus dans le surnageant, ainsi que lors 
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de l'induction de lignées chroniquements infectées correspondantes. Cette expérience a 

été effectuée l'aide d'un anticorps provenant de sérum de patient séropositif. Étant donné 

que les cellules sont non-fixées, les antigènes disponibles à cet anticorps sont ceux de 

l'enveloppe exprimée à la surface. Cet anticorps devient donc un anticorps polyclonal 

efficace pour la détection d'enveloppe. On peut remarquer, dans la figure 2, des niveaux 

d'enveloppe exposée à la surface semblables et même supérieurs au type sauvage pour 

toutes les substitutions examinées. 

Nous avons par la suite voulu vérifier si la présence de la glycoprotéine 

d'enveloppe virale est essentielle à la polarisation dans les lymphocytes. Bien qu'il soit 

impossible d'obtenir une multiplication virale sans protéine d'enveloppe, ces 

glycoprotéines peuvent toutefois être incorporées à la particule virale de façon transitoire 

lors de co-expression à partir d'un second plasmide. Pour ce faire, nous transfectons les 

deux plasmides, expresseur d'enveloppe et construction provirale sans enveloppe, dans 

des cellules de singe (cellules COS), qui ne permettent pas la réinfection par le virus 

VIH. Ces cellules produisent l'antigène T du virus SV40 qui permet la réplication à haut 

niveau des deux plasmides possédant l'origine de réplication appropriée. Les virus 

sortant de ces cellules COS possèdent une enveloppe virale qu'ils ont incorporée en 

trans, et qui leur permet d'infecter les cellules Jurkat-TA. Cependant, le génome 

infectant ne code pas pour la glycoprotéine et les virus bourgeonnant de ces cellules 

infectées en seront donc dépourvus. Suite à la vérification de ce contrôle, nous n'avons 

obtenu qu'un faible pourcentage des cellules démontrant une polarisation du 

bourgeonnement viral (Figure 4). Ceci démontre que le signal de polarisation du 

bourgeonnement viral dans les lymphocytes réside principalement au niveau de 

l'enveloppe du VIH, tel que déjà démontré dans le cas du signal de polarisation pour les 

cellules épithéliales (Lodge, et al., 1996). 

À ce moment nous avions uniquement utilisé la protéine majeure de la capside (la 

p24) pour détecter le bourgeonnement viral sans nécessairement regarder au niveau des 

particules virales elles-mêmes. Suite à ces travaux en immunofluorescence, nous avons 
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donc cru bon de vérifier par microscopie électronique si l'on pouvait aussi remarquer le 

changement de répartition des particules virales lors du bourgeonnement de certains 

mutants. Lors de cette caractérisation, étant donné le grand nombre d'échantillons, nous 

nous sommes concentrés sur une substitution qui affecte la polarisation en 

immunofluorescence (Y712S), une substitution qui n'a aucun effet (Y768S), ainsi que le 

virus de type sauvage. Comme le démontre la figure 5b, on peut aussi observer le 

bourgeonnement viral sur toute la surface des cellules Jurkat-TA ayant été transfectées 

par le provirus avec une substitution Y712S, tandis que l'on observe une polarisation des 

virions au niveau du pseudopode chez les lignées transfectées avec le plasmide proviral 

de type sauvage (figure 5a) ou substitution Y768S. Nous avons aussi observé le même 

phénomène de bourgeonnement polarisé chez les cellules isolées ou multinucléées 

(syncitium). 

Suite à ces résultats d'immunofluorescence et de microscopie électronique, la 

prochaine étape logique serait de procéder à une étude plus détaillée de la co-localisation 

avec le cytosquelette. Il avait déjà été rapporté que le précurseur polyprotéique de Gag 

était possiblement associée avec le cytosquelette, plus précisément l'actine (Rey, et al., 

1996): ce phénomène de co-localisation fut aussi rapportée avec la myosine. Dans ces 

expériences, il a été rapporté que l'actine est spécialement abondante au site de 

bourgeonnement du VIH, mais elle se retrouve également sur toute la périphérie du 

lymphocyte (Sasaki. et al., 1995). L'équipe du Dr. Phillips démontre, pour sa part, que 

l'actine se retrouve co-localisée avec le VIH lorsque les lymphocytes sont traités à la 

colchicine, et qu'elle se retrouve aussi co-localisée sans aucun traitement dans les 

monocytes infectés (Pearce-Pratt, et al., 1994, Perotti, et al., 1996). Malgré ces quelques 

différences observées par différents groupes au niveau de l'association VIH-

cytosquelette, nous pouvons remarquer plusieurs exemples qui sont en accord avec un 

rôle de certain éléments du cytosquelette dans la relâche des virus. Par exemple, 1) des 

études morphologiques ont été faites, dans lesquelles une association très étroite a été 

remarquée entre des microfilaments et le bourgeonnement (Farquhar and Plade, 1963, 
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Rodriguez-Boulan and Powell, 1992); 2) des études biochimiques dans lesquelles 

l'actine, composante protéique des microfilaments, a été identifiée comme composante 

interne de plusieurs virus enveloppés (Bray, et al., 1994, Damsky, et al., 1977, Griffin 

and Compans, 1979, Moyer, et al., 1990, Murti, et al., 1985, Naito and Matsumoto, 

1978); 3) d'autres études dans lesquels des drogues qui perturbent le cytosquelette, 

inhibent aussi la relâche ou la polarisation du bourgeonnement des virus enveloppés 

(Mellman, et al., 1993, Rodriguez-Boulan and Nelson, 1989). L'une des protéines 

soupconnée de jouer un rôle dans le phénomène de bourgeonnement viral est l'actine. 

L'actine contrôle le mouvement de la glycoprotéine de l'enveloppe du virus de la 

rougeole à la surface cellulaire (Ehrnst and Sundqvist, 1976, Ehrnst and Sundqvist, 

1975) et semble aussi se distribuer dans la région de contact entre les cellules 

cytotoxiques et leurs cibles (Carpén, et al., 1983, Ryser, et al., 1982). À l'aide d'un 

inhibiteur comme la wortmannine, qui est plus spécifique que la plupart des autres 

inhibiteurs et qui agit en bloquant l'addition d'ATP sur la chaîne légère de la myosine, un 

rôle probable de l'interaction myosine-actine dans le bourgeonnement du VIH-1 a été 

démontré (Sasaki, et al., 1995). Pour différents virus, il a été suggéré que l'actine et la 

myosine puissent agir dans le processus de bourgeonnement viral; dans d'autre cas un 

rôle de la myosine a uniquement pu être démontré (Sasaki, et al., 1995). Ces études 

utilisent souvent divers inhibiteurs du cytosquelette; malheureusement, les études qui 

utilisent ces inhibiteurs de cytosquelettes ne sont pas sans équivoque. Par exemple, dans 

le cas des cytochalasines, ces drogues sont aussi connues pour leur inhibition de la 

glycosylation des protéines virales, ce qui rend difficile l'intetprétation des résultats. Des 

études plus détaillées utilisant des systèmes bien connus pour la caractérisation des 

interactions protéine-protéine, comme par exemple le système GST ou le système 

double-hybride, pourrait permettre de mieux comprendre le lien réel entre la polarisation 

et le cytosquelette. L'utilisation de ces types de système avec des signaux à bases de 

tyrosines a déja mis en évidence des protéines associées aux phénomènes d'endocytose 

(Ohno, et al., 1995). 
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L'identification des signaux de polarisation et de la relation avec le cytosquelette 

prend un intérêt particulier dans l'optique de transmission du virus des lymphocytes vers 

d'autres types cellulaires. Il serait intéressant de voir si ces mutations qui affectent la 

répartition du virus à la surface des lymphocytes peuvent aussi affecter son efficacité 

pour la transmission aux cellules épithéliales. La transmission cellule-cellule a déjà été 

démontrée comme étant au moins 1000 fois plus efficace que celle des virions libres, 

donc elle représente le mode de transmission le plus efficace du VIII (Sato, et al., 1992). 

La possibilité d'utiliser des cellules dérivées de l'épithélium intestinal comme modèle 

pour la transmission du virus par voie anale (Phillips and Bourinbaiar, 1992), des 

cellules épithéliales dérivées du placenta humain pour la transmission transplacentale 

(Phillips, et al., 1992), et des cellules dérivées du cervix humain pour la transmission 

hétérosexuelle est très intéressante (Tan, et al., 1993). Il est aussi possible d'utiliser 

plusieurs types cellulaires au niveau du vecteur de transmission, comme des monocytes 

qui peuvent être chroniquement infectés avec le VIH. Pour simuler la première étape de 

l'infection, qui pourrait se produire lors de la transmission vers l'épithélium génital ou 

gastrointestinal, on pourrait ajouter une suspension de cellules lymphocytaires ou 

mononucléaires à une monocouche de cellules épithéliales et les laisser en co-culture pour 

plusieurs heures. Avant d'ajouter ces cellules T chroniquement infectées, on peut les 

traiter à la mytomycine C, ce qui les tue en moins de 2 jours en les bloquant en phase S 

de leur cycle cellulaire. La monocouche est laissée en culture pour plusieurs semaines , 

en prenant bien soin de laver les cellules non-adhérées. Par la suite, après 6-7 jours, on 

mesure la quantité de l'antigène p24 dans le surnageant. En parallèle, on peut faire 

l'infection des cellules épithéliales par des virions libres produits des cellules 

chroniquement infectées (induites au PMA) ou par des virions produits transitoirement 

par transfection de cellules COS. On regarde par la suite si la tyrosine 712 affecte la 

transmission au cellules épithéliales, en plus de la répartition du virus à la surface des 

lymphocytes. 
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Plusieurs autres expériences pourraient nous permettre de vérifier le rôle possible 

de la polarisation dans la transmission du VIH in vivo. La caractérisation du virus 

présent lors de la primo-infection nous donne de l'information très importante sur le type 

de virus que l'on retrouve lors de la transmission sexuelle. Ces virus sont très 

homogènes, même si l'ensemble des virus produits par l'individu qui transmet l'infection 

est hétérogène (Zhu, et al., 1993). Les résultats sont semblables lors de la transmission 

de mère à enfant (Wolinsky, et al., 1992). Les individus nouvellement infectés semblent 

principalement infectés par une sous-population de virus qui ne produisent pas de 

syncytiums in vitro, et qui possèdent un tropisme pour les macrophages (Zhu, et al., 

1993). Ces découvertes semblent démontrer que l'on assiste à une sélection en forme 

d'entonnoir lors de la transmission sexuelle à cause de l'efficacité de l'immunité 

mucosale (Zhu, et al., 1993). C'est à dire que même si plusieurs souches ou isolats 

viraux sont présents chez la personne transmettant le virus lors de la transmission 

sexuelle, seuls quelques isolats ont la capacité de déjouer le système immunitaire et 

d'infecter les cellules cibles. Une des expériences que nous proposons est de 

réintroduire les différentes mutations qui affectent la polarisation dans une souche virale 

ADA. Cette souche possède un tropisme pour les cellules de type macrophages. Suite à 

la construction de ces différents plasmides proviraux, le virus produit nous permettra de 

déterminer si le ciblage du bourgeonnement est aussi important chez les monocytes et 

d'examiner le rôle possible de cette polarisation in vivo. 

Comme le démontre les résultats présentés dans ce mémoire de maîtrise, il y a un 

lien entre les signaux de polarisation que l'on retrouve dans différents types cellulaires. 

On a pu démontrer par immunofluorescence et par microscopie électronique que le signal 

de bourgeonnement polarisé, précédemment identifié chez les cellules épithéliales, est 

aussi un signal dans le cas de la polarisation du bourgeonnement du VIH dans les 

lymphocytes. Ce signal pour les lymphocytes ainsi que pour les cellules épithéliales 

réside dans la queue intracytoplasmique de la protéine transmembranaire (la gp41) de la 

glycoprotéine d'enveloppe du VIH-1. Une étude détaillée du ciblage de la protéine 
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d'enveloppe dans les lymphocytes et de son implication dans la transmission aux cellules 

épithéliales pourrait mener à une meilleure compréhension de l'importance du phénomène 

dans la multiplication virale et la pathogénèse. Ce mécanisme de ciblage pourrait 

possiblement devenir une nouvelle cible thérapeutique contre l'infection par le VIH. 
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Annexe sur les cellules épithéliales:  

Certains symptômes rénaux et intestinaux, observés lors du développement du SIDA, 

pourraient être associés à la destruction du tissu épithélial par le VIH-1 (Moyer, et al., 

1990, Nelson, et al., 1988).  Dans le cadre d'études précédentes effectuées par notre 

laboratoire, il a été tenté d'établir des lignées de cellules épithéliales MDCK exprimant les 

glycoprotéines de l'enveloppe. Cependant, à cause d'une toxicité évidente lors de 

l'expression constitutive de l'enveloppe virale, nous avons du recourir à d'autres moyens 

pour obtenir cette expression de l'enveloppe. Notre intention initiale pour mon projet de 

recherche était justement de générer des lignées épithéliales MDCK dans lesquelles 

l'expression de l'enveloppe du VIH-1 serait sous le contrôle d'un promoteur inductible 

(Gossen and Bujard, 1992). Le système inductible choisi pour ces études devait 

permettre l'induction de l'expression de l'enveloppe lorsque nécessaire, mais aussi 

garder l'expression à un minimum en absence d'induction, évitant ainsi la toxicité. Pour 

obtenir une lignée cellulaire MDCK qui exprimait l'enveloppe du VIH sous forme 

inductible, nous avions initialement transfecté la lignée parentale MDCK avec le plasmide 

qui exprime un transactivateur chimérique composé du répresseur tétracycline fusionné à 

la partie C-terminale du domaine de transactivation de la protéine VP16 du virus de 

l'herpes; le plasmide étant nommé pREP4-tTA (Pignac-Kobinger, et al., 1996). La 

procédure de sélection des clones est décrite à la figure 9. En résumé, suite à cette 

transfection, nous sélectionnons pour l'expression du gène de résistance à l'hygromycine 

en ajoutant 250 tg/m1 d'hygromycine B. Douze clones ont été isolés et vérifiés pour 

l'expression du transactivateur et le meilleur clone cellulaire (#12) a été conservé pour la 

suite de l'étude (Voir figure 9). Ces clones ont été vérifiés pour l'expression du 

transactivateur par transfection transitoire avec un plasmide identique à celui qui sera 

utilisé pour contrôler l'expression de l'enveloppe, mais qui possède le gène rapporteur 

CAT codant pour l'enzyme chloramphénicol acetyl transferase. Cet enzyme est dosé 

dans les différents clones cellulaires en présence et en absence de tétracycline, et le clone 
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#12 nous a démontré la meilleure induction en absence de tétracycline, alors qu'en 

présence de cet antibiotique l'activité CAT était à peine détectable. Par la suite, nous 

avons cloné un fragment d'ADN codant pour les glycoprotéines d'enveloppe du VIII 

(gp160), en aval du promoteur minimal du cytomégalovirus (CMV) fusionné à des 

séquences de l'opérateur tétracycline, promoteur précédemment utilisé pour l'expression 

de CAT, ce qui génère le plasmide pREP9-Env (Figure 8). Le clone cellulaire #12 

exprimant le transactivateur a été transfecté avec ce vecteur d'expression d'enveloppe et 

sélectionné pour l'expression du gène de résistance à la néomycine. Durant toute cette 

procédure, l'expression de l'enveloppe est inhibée par la présence continue de 

tétracycline. Avant d'entreprendre la sélection de plusieurs clones exprimant 

l'enveloppe, nous avons vérifié si le plasmide pREP9-Env exprimait bien la protéine de 

l'enveloppe lors d'expériences d'expression transitoire. On a pu constater que la 

construction plasmidique était adéquate, puisqu'en présence de tétracycline aucune cellule 

transfectée n'était positive alors qu'en absence de tétracycline plusieurs cellules 

exprimaient l'enveloppe détectable par immunofluorescence avec un anticorps dirigé 

contre la gp120 (résultats non-présentés). On a donc pu passer à la prochaine étape qui 

est de sélectionnner des clones positifs pour l'expression de l'enveloppe du VIH. Suite à 

la sélection de plusieurs clones nous avons tenté de vérifier l'expression de la protéine au 

niveau intracellulaire. Malheureusement, aucune expression n'a pu être détectée par 

immunoprécipitation, et seule une expression extrêmement faible a pu être détectée par 

une technique de cytofluorométrie. Étant donné qu'il est nécessaire d'avoir une 

expression assez élevée pour faire plusieurs des études que nous avions planifiées, il 

fallait trouver des solutions. À peu près au même moment, deux articles furent publiés se 

rapportant au système inductible régulé par la tétracycline (Gossen and Bujard, 1995, 

Shockett, et al., 1995). Le premier article décrivait que l'expression du transactivateur 

était très toxique chez plusieurs lignées cellulaires, dont une lignée d'origine rénale; le 

contrôle de l'expression du gène d'intérêt devenait ainsi presque impossible. 

Nous avons effectivement pu vérifier la toxicité du transactivateur dans la lignée 
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MDCK, puisque l'on peut remarquer un retard très prononcé de la croissance cellulaire 

après le 9 ième jour de croissance chez la lignée exprimant le transactivateur (résultats 

non présentés). Le deuxième article décrivait que ce phénomène de toxicité pouvait être 

évité en utilisant un promoteur inductible pour l'expression du transactivateur lui-même. 

Ce système prend avantage de l'expression légère du promoteur minimal même en 

présence de tétracycline, ce qui cause une boucle qui induit l'expression du gène d'intérêt 

lorsque la tétracycline est retirée du milieu. Nous avons donc construit un plasmide qui 

exprime le transactivateur de façon inductible et nous avons sélectionné plusieurs clones 

de cellules MDCK pour l'expression de ce transactivateur auto-régulable. 

À ce jour, la dernière expérience que nous avons faite permet de vérifier le 

potentiel du système inductible par un test biologique d'infection. Pour ce faire, nous 

transfectons un plasmide proviral non-infectieux qui possède le gène rapporteur CAT au 

lieu du gène Nef. Le gène Nef est non-essentiel en culture cellulaire, nous permettant 

donc de le substituer par un gène rapporteur comme le gène CAT. Ce provirus CAT 

porte aussi une mutation ponctuelle et un changement de cadre de lecture qui nous assure 

que l'enveloppe virale portée par ce plasmide ne peut être exprimée. Ce provirus 

conserve quand même la capacité de produire toutes les autres protéines virales 

nécessaires à l'assemblage d'une particule virale. Donc, lorsque l'enveloppe virale est 

fournie par un autre plasmide en trans, ou incorporée au virus par transfection d'une 

lignée qui exprime déjà l'enveloppe virale, le virus produit possède la capacité de 

transférer le gène CAT à une cellule cible. Cette activité CAT peut, par la suite, être 

dosée très facilement, d'où l'avantage de ce système. 

Dans cette dernière expérience nous avons vérifié si les faibles quantités 

d'enveloppe exprimées par nos lignées MDCK étaient suffisantes pour rétablir 

l'infectivité au provirus CAT. Suite à la transfection de ce provirus dans la lignée MDCK 

induite pour la production de l'enveloppe, on a pu détecter facilement la présence de virus 

capable de transférer l'activité CAT lors de l'infection de cellules Jurkat-TA. Cette 

expression de l'enveloppe est aussi inductible, puisqu'en présence de tétracycline seule 
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une très faible activité CAT a pu être détectée. Dans la même série d'expérience, on a pu 

aussi vérifier le nouveau clone cellulaire exprimant le transactivateur de façon auto-

régulable. Cette lignée a été co-transfectée avec le plasmide possédant l'enveloppe sous 

contrôle du promoteur inductible, soit le pREP9- Env, et le provirus CAT. Comme le 

démontre la figure 10, l'expression de l'enveloppe peut aussi être régulé dans ce contexte 

de co-transfection. Même si ces dernière expériences nous donnent de l'espoir pour 

l'utilisation du système inductible à la tétracycline, il ne faut pas oublier de garder en tête 

les faiblesses de ce système pour l'expression d'un gène aussi toxique que l'enveloppe 

du VIH au sein de lignées épithéliales où la réponse ne semble pas non plus dans un 

contexte idéal. 
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FIG.8 Plasmides utilisés pour la création de lignées 
permanentes exprimant la glycoprotéine d'enveloppe du 
VIH-1 dans les cellules épithéliales MDCK A) plasmide 
exprimant le transactivateur (tTA), B) Plasmide 
exprimant l'enveloppe du VIH sous promoteur inductible à 
la tétracycline. 
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FIG.9 Représentation schématique de la sélection des 
lignées permanentes exprimant la glycoprotéine 
d'enveloppe du VIH-1. 
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Cellules MDCK 	 Plasmide pREP4-tTA 
(Transactivateur) 

Sélection des clones avec 
250 pg/m1hygromycine (18 jours) 

Isolement de 24 clones 

Essai CAT des différents clones en transitoire (pREP9-CAT) 

Transfection du meilleur clone (#12) 
avec l'expresseur d'enveloppe (pREP9-Env) 

Sélection des clones avec 550 pg/ml 
néomycine (18 jours) 

Isolement de 12 clones et vérification 
pour l'expression d'enveloppe 
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FIG.10 Vérification de l'incorporation d'enveloppe en 
trans (par transfection) dans des lignées induites (- Tet) 
et non-induites (+ Tet) pour l'expression de la 
glycoprotéine d'enveloppe (gp160). 	Ces lignées 
expriment le transactivateur de manière non-inductible 
(clones #11 et #12) et inductibles (clones #2 et #5). Le 
pSVIIIEnv est un contrôle positif de l'expression 
d'enveloppe et le Mock sont des cellules MDCK infectées 
par le virus CAT seul. Pour toutes ces lignées cellulaires 
l'efficacité d'incorporation de l'enveloppe est vérifié en 
utilisant le surnageant 48h post-transfection pour 
infecter des cellules Jurkat-TA. 	L'efficacité d'infection 
est proportionel à l'activité CAT détectée dans les 
cellules Jurkat-TA, donc à l'incorporation d'enveloppe. 
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CONCLUSION 

L'importance des cellules lymphocytaires dans la dissémination et la pathogénèse 

du VIII a été démontrée par de nombreux auteurs. La polarisation de la relâche du virus 

au niveau des lymphocytes contribue sans doute à maximiser la propagation du virus et à 

favoriser la transmission intercellulaire. De plus, cette polarisation du vlli dans les 

lymphocytes est d'autant plus importante lors de la transmission du virus à partir de 

cellules infectées par le VIH, cellules qui se retrouvent dans les sécrétions, vers les 

cellules épithéliales des muqueuses uro-génitales. Donc, notre observation que le signal 

de polarisation implique le même motif reconnu dans les cellules épithéliales peut avoir 

une importance dans la compréhention du mécanisme de transmission sexuelle et pour 

l'utilisation de nouvelles thérapies. 

Les travaux de ce mémoire ont permis d'établir la nature du signal de polarisation 

dans des cellules idéales comme modèle de cellules lymphoïdes, les lymphocytes. Ces 

observations peuvent très probablement être étendues aux cellules mononucléaires et 

macrophages, beaucoup plus abondantes dans les sécrétions uro-génitales. Une 

interaction directe ou indirecte entre la glycoprotéine d'enveloppe et un élément du 

cytosquelette semble être responsable de cette polarisation, et cette interaction est 

dépendante du signal de polarisation présent dans la tyrosine proximale de la 

glycoprotéine d'enveloppe de VIH-1. 

Des études plus approfondis permettant de mieux comprendre le mécanisme de la 

transmission sexuelle, plus précisément le rôle de cette polarisation pour permettre au 

VIII de pénétrer la surface des muqueuses, deumeurent très importantes pour la 

compréhension de la pathogénèse du VIII et le développement de vaccins efficaces. 
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