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SOMMAIRE 

Les cellules épithéliales possèdent deux domaines membranaires 
distincts: le domaine apical, qui fait face à la lumière de l'organe, et le domaine 
basolatéral, qui interagit avec les cellules adjacentes et la matrice sous-jacente. 
Ces deux régions membranaires sont formées, entre autres, par la distribution 
particulière des protéines et des lipides membranaires. Les protéines 
membranaires sont transportées vers un domaine précis par l'intermédiaire de 
vésicules. Ce transport vésiculaire est contrôlé par des protéines spécialisées 
responsables d'étapes spécifiques de ce tri moléculaire. Parmi ces protéines 
spécialisées, les protéines "adaptrices" reconnaissent des structures ou des 
séquences d'acides aminés retrouvées sur les protéines membranaires. Ces 
signaux de transport servent d'adresses qui permettent à la machinerie 
cellulaire de reconnaître les protéines et de les transporter à destination. 

Les virus enveloppés utilisent ce processus de transport pour 
bourgeonner à des régions spécifiques de la cellule; notamment, à l'un ou à 
l'autre des domaines membranaires des cellules épithéliales. Il a précédemment 
été démontré que le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) bourgeonne à 
la surface basolatérale des cellules épithéliales, et que le signal responsable de 
ce phénomène se trouve dans la partie cytoplasmique des glycoprotéines. 
Cependant, les structures ou acides aminés impliqués dans le signal n'étaient 
pas identifiés. 

Cette étude décrit le processus par lequel le signal de transport 
basolatéral des glycoprotéines du VIH a été identifié. Un système d'expression 
transitoire prenant avantage de cellules épithéliales MDCK directement 
cultivées sur membranes semi-perméables est utilisé. Une analyse de 
mutagénèse dirigée a démontré que la tyrosine amino-terminale de la région 
cytoplasmique est une composante essentielle du signal de transport. Cette 
étude suggère aussi qu'une structure locale en tours 13 contribue à la 
reconnaissance du signal. Enfin, les glycoprotéines mutantes ne démontrent 
aucune perte de fonction (infection, cinétiques de réplication virales), mais 
sont distribuées de façon non-polarisée à la surface cellulaire. 



iv 

Des observations préliminaires sur les glycoprotéines des virus de la 
leucémie T-lymphotropique humaine (HTLV) et de la leucémie mutine 
(MuL,V) suggéraient qu'elles possèdent des signaux de transport basolatéral. 
L'effet des glycoprotéines mutantes de ces deux virus sur le bourgeonnement 
polarisé du VIH a donc été étudié. Les signaux de transport de ces 
glycoprotéines ont été identifiés; ils se retrouvent dans la région cytoplasmique 
de ces glycoprotéines et une tyrosine est essentielle à chacun. La conservation 
d'un tel signal dans plusieurs rétrovirus suggère que le bourgeonnement 
polarisé est un phénomène important dans la biologie de ce groupe de virus. 

Enfin, étant donné que l'incorporation des glycoprotéines dans la 
particule virale est essentielle au bourgeonnement polarisé du VIH, les 
mécanismes gouvernant ce phénomène ont été étudiés. Il a été démontré que la 
délétion de la partie cytoplasmique des glycoprotéines du VIH permettait leur 
incorporation à l'intérieur de particules rétrovirales hétérologues. Ces 
observations sont ici reproduites en tenant compte de l'utilité de ces vecteurs 
en thérapie génique. Les vecteurs rétroviraux ayant incorporé les 
glycoprotéines tronquées transduisent spécifiquement un gène dans les cellules 
CD4+ d'une population mixte de lymphocytes. 

L'ensemble de ces études permettront de mieux comprendre les 
mécanismes impliqués dans l'assemblage des rétrovirus et le transport 
intracellulaire de leurs protéines. 

MOTS CLEFS: VIH; Rétrovirus; Cellules épithéliales; Glycoprotéines; 
Assemblage et Bourgeonnement viraux. 
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1. Introduction. 

Les membranes contribuent de façon importante à la structure et à 
l'identité des cellules. Elles délimitent la forme de la cellule et des organelles 
du cytoplasme tout en étant responsables de la communication de la cellule 
avec l'espace extérieur. Les membranes sont constituées de deux unités de 
base, les lipides et les protéines, qui déterminent leur diversité fonctionnelle et 
structurale. Si les phospholipides demeurent la principale charpente 
membranaire, les autres lipides et les protéines influencent profondément la 
rigidité et la fonction de la membrane qu'ils composent. En effet, les protéines 
membranaires sont les composantes actives d'une membrane cellulaire99. 

Le transport des protéines membranaires vers des régions spécifiques 
de la cellule est un mécanisme essentiel pour le bon fonctionnement et le 
maintien des processus cellulaires essentiels. Les protéines membranaires 
peuvent être destinées au noyau, aux organelles cytoplasmiques ou à des 
régions particulières de la membrane plasmique, ou alors retenues lors de leur 
maturation dans le réticulum endoplasmique ou l'appareil de Go1gi446, 447. Un 

complexe mécanisme de tri des protéines implique d'abord des éléments du 
cytosquelette, puis des protéines spécialisées qui servent de pont entre la 
molécule transportée (cargo) et la structure cellulaireln. Plusieurs de ces 
processus de transport se basent sur la reconnaissance d'éléments structuraux 
ou de séquences d'acides aminés sur les protéines membranaires. Ces 
structures ou séquences constituent donc des signaux de transport, en quelque 
sorte les adresses postales des protéines260, 458. 

Les virus sont des parasites cellulaires qui prennent avantage des 
cellules, en utilisant leurs processus de production et en puisant dans leurs 
ressources énergétiques176. Les voies de transport intracellulaires n'échappent 
pas à l'action virale, l'assemblage des virus pouvant alors être ciblé vers des 
régions particulières de la cellule', 486 . Cette section, tout en n'étant pas une 
revue complète de la littérature sur les mécanismes de transport des protéines 
membranaires, ni des connaissances sur le virus de l'immunodéficience 
humaine, se veut plutôt une mise-à-jour des notions actuelles sur la façon par 
laquelle ce virus utilise les voies de transport de la cellule pour cibler son 
bourgeonnement à une région spécifique de la membrane cellulaire. 
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2. Les cellules polarisées. 

Les cellules eucaryotes se distinguent par la variété de formes qu'elles 
adoptent et par la multitude de fonctions qu'elles exercent chez l'individu. 
Cette grande diversité est intimement liée à leur capacité de maintenir une 
structure particulière par le positionnement d'éléments de leur cytosquelette et 
par un tri judicieux de leurs macromolécules biologiquesus. Souvent, ces 
phénomènes sont induits et sont l'effet d'une réaction de la cellule à un 
stimulus externe. Il est essentiel de souligner que la forme de la cellule évolue 
avec ses états d'activation, de différentiation ou de développement118, 196, 338.  

L'observation de la cellule dans sa forme polarisée, c'est-à-dire possédant des 
régions clairement distinctes morphologiquement, doit donc tenir compte de 
cette dynamique d'évolution cellulaire. La polarisation cellulaire se reflète entre 
autres par une composition protéique et lipidique variable selon les régions de 
la membrane cellulaire°. C'est en tenant compte de ces éléments essentiels de 
la polarisation que seront abordés dans cette section quelques exemples 
représentatifs de ce phénomène. 

2.1 Les types de cellules polarisées.  
2.1.1 Les levures. 
Un des modèles les plus simples de polarisation cellulaire demeure 

celle observée lors du bourgeonnement des levures67. Les mécanismes de 
division cellulaire, l'attraction par chimiotropisme et la ségrégation de la 
cellule-fille par rapport à la cellule-mère lors du bourgeonnement sont tous 
asymétriques chez la levure; ils se produisent principalement d'un côté, ou 
pôle, de la cellule. L'exemple du bourgeonnement polaire axial (cellules a ou 
a) ou bipolaire (a/a) est aujourd'hui bien caractérisé; de nombreuses protéines 
associées à l'orientation des axes du cytosquelette ou à la formation de cet axe 
ont été identifiées. Parmi elles, il faut souligner Cdc42, une GTPase qui se 
rapproche du groupe des protéines Rho et qui possède des fonctions 
conservées chez les levures et les mammifères', 365 ' 490. L'action des protéines 
G hétérotrirnériques lors des cascades moléculaires causées par les 
phéromones rappelle aussi le rôle central des protéines G dans la polarité 
cellulaire tout au long de 1'évolution218. Le phénomène de la polarité cellulaire 
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n'est donc pas exclusif aux cellules eucaryotes complexes; c'est un mécanisme 
important dans le cycle cellulaire des levures. 

2.1.2 Les oocytes. 
L'asymétrie dans l'établissement des diverses étapes ou stades 

embryonnaires chez les eucaryotes est essentielle pour leur développement 
normal. Cette polarisation morphologique du cytoplasme a été observée chez 
l'oocyte dès le début du siècle175. Les régions distinctes par leur pigmentation 
donnent lieu à des constituantes tissulaires spécifiques. Une grande partie de la 
caractérisation moléculaire de ce phénomène a été faite chez l'embryon de la 
drosophile484  et l'oeuf de la grenouille Xenopus laevis553. Beaucoup de ces 
études ont porté non seulement sur la distribution des protéines 
cytoplasmiques, mais aussi sur la répartition des ARNm codant pour ces 
protéines. Parmi les ARNm polarisés les mieux connus chez la drosophile, 
citons ceux des gènes bicoid, localisé au pôle antérieurm, et nanos, du pôle 
postérieur282. Le gradient créé par la diffusion des protéines codées à chaque 
pôle de l'embryon de la drosophile aboutit ultimement à la formation de 
structures spécialisées1,6, 368. Il est à noter que la distribution polarisée des 
ARNm, comme celui de bicoid, est liée à leur rétention au pôle où ils sont 
transcrits483. Par contre, tel ne semble pas être le cas de l'ARNm du gène vgl 
chez Xenopus laevis, qui semble transporté activement lors du développement 
de l'oeuf vers le pôle végétatif. Ce mouvement d ARNm est inhibé par le 
nocodazole, agent perturbateur du réseau microtubulaire du cytosquelette553,  
554.  

2.1.3 Les neutrophiles et les macrophages. 
La capacité de certaines cellules à passer, d'une structure 

essentiellement sans forme précise en une cellule clairement polarisée, est 
remarquable. Ce phénomène peut être observé chez plusieurs types de cellules 
lors de la réponse immunitaire, dont les neutrophiles et les macrophages. Ces 
changements morphologiques sont la conséquence d'une stimulation cellulaire 
par des cytokines spécifiques, ou d'une interaction plus directe entre les 
cellules, induisant une réorganisation du cytosquelette et d'autres constituants 
cytosoliques79. La migration d'un neutrophile ou d'un macrophage vers le site 
d'infection nécessite un mouvement amiboïde, impliquant la formation de 
régions spécialisées dans la locomotion cellulaire et la phagocytose des corps 
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étrangers. Une importante réorganisation du réseau d'actine G en actine F, 
ainsi que la distribution de la myosine, est associée aux lamellipodes 
antérieurs525  alors que la fodrine est retrouvée principalement dans l'uropode 
po stérieur16°. 

2.1.4 Les neurones. 
La morphologie de la cellule neuronale est clairement asymétrique: la 

structure des neurites, c'est-à-dire de l'axone et des dendrites, est clairement 
différente et est liée à leurs compositions moléculaires et leurs fonctions 
distinctes430. Le rôle premier de l'axone est le transport de l'information, 
tandis que les dendrites reçoivent le signal décodé par l'entremise du corps 
cellulaire et sont responsables d'acheminer le message au point effecteur. il 
n'est donc pas surprenant de trouver dans ces cellules aussi clairement 
différenciées une distribution polarisée de leur cytosquelettew4. Trois 
constituants majeurs constituent le réseau du cytosquelette chez le neurone: les 
microtubules, les microfilaments (type actine/myosine) et les neurofilaments 
(classe de filament intermédiaire). Les microtubules sont constitués de tubuline 
a et 13 qui s'associent plus rapidement à l'extrémité (+) qu'au pôle (-) du 
tubule. L'extrémité de croissance rapide tubulaire se trouve toujours distale au 
corps cellulaire dans l'axone alors que les deux orientations se retrouvent au 
niveau des dendrites2". L'appareil de Golgi et la machinerie traductionnelle 
(ribosomes) sont associés au extrémités (-) des tubules et sont localisés dans le 
corps cellulaire et les dendrites; cette distribution rappelle la nécessité d'une 
réponse rapide au niveau des dendrites suite à une stimulation quelconque433. 

Une caractéristique à souligner de la polarité neuronale est la plasticité; 
en effet, il a été démontré qu'un dendrite peut se développer en nouvelle 
extrémité axonale suite à la perte de l'axonel". Cette propriété est dûe à une 
réorganisation du cytosquelette, mais aussi à la redistribution remarquable des 
biomolécules qui s'ensuit189. Les cas les plus connus de protéines polarisées 
sont celles de MAP2 (microtubule-associated protein 2),°3, des sous-unités a 
et 13 de la kinase Ca/CAM II responsables de la transduction du signal54, toutes 
retrouvées essentiellement dans le corps cellulaire et les dendrites ainsi que de 
Tau et GAP43 (growth associated-protein de 43 kDa), essentielles au 
développement axonalm,  189. 
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Comme pour les cellules qui se polarisent de façon transitoire (le cas 
précédent des neutrophiles), les neurones demeurent sensibles à leur 
environnement et réagissent aux changements externes. La présence de 
laminine dans la matrice extracellulaire ou de calcium influence grandement la 
polarité axonale, à un point tel que plusieurs auteurs suggèrent que 
l'environnement orienterait le développement du pôle axonal66. Ce phénomène 
nous rappelle l'influence de la matrice extracellulaire dans l'établissement de la 
polarité épithéliale. 

2.1.5 Les cellules épithéliales. 
L'épithélium (epi, sur; thélê, mamelon) désignait originellement la 

pellicule qui recouvrait le mamelon. Aujourd'hui, la signification du mot s'est 
étendue à tous les tissus de recouvrement. Les cellules épithéliales se 
retrouvent en une multitude de sites anatomiques, acquièrent des formes très 
diverses et possèdent de nombreuses fonctions spécialiséese°. Le simple fait 
que le tissu epithélial contrôle les échanges entre les milieux externes et 
internes indique la présence d'une asymétrie morphologique et fonctionnelle. 
L'activité épithéliale est ainsi séparée entre une zone apicale, face au milieu 
extérieur, et un domaine basolatéral, interagissant avec les cellules adjacentes 
et une couche matricielle extracellulaire, la lamina basale60, 351. L'organisation 
intracellulaire elle-même est caractéristique: le noyau se situe généralement vers 
le pôle basal et est chapeauté de l'appareil de Golgi; le réticulum 
endoplasmique est à proximité de la masse nucléaire; les mitochondries et les 
lysosomes sont dispersés dans le cytoplasme (figure 1 )60. Le rôle des cellules 
épithéliales dans la sécrétion (par exemple, dans le poumon), l'absorption et 
l'excrétion (dans l'intestin), ou la transformation (dans le foie ou le rein), de 
divers composés implique aussi un contrôle important des voies de transport 
des protéines et de leur distribution cellulaire203, 470. 

L'établissement et le maintien de la forme épithéliale de la cellule 
nécessitent donc la formation de jonctions et de contacts entre cellules, une 
formation polarisée du cytosquelette, une distribution particulière des protéines 
et lipides membranaires ainsi que l'attachement de la cellule à un substrat 
basale'. Cet ensemble d'éléments permettent d'établir les cellules épithéliales 
comme très bons modèles de cellules polarisées, et comme des outils idéaux 
pour l'étude du phénomène de polarisation cellulaire, particulièrement au 
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niveau biomoléculaire. Ces cellules, faisant l'objet du présent travail, seront 
donc décrites plus en détail. 

2.2 Structure des cellules épithéliales.  
2.2.1 Les jonctions cellulaires. 
Mis-à-part les différences morphologiques facilement identifiables chez 

la cellule épithéliale, la présence de jonctions cellulaires facilite grandement la 
délimitation des domaines membranaires à la surface de la cellule. Outre le rôle 
fondamental des jonctions dans la communication intercellulaire, elles assurent 
la contiguïté de la monocouche et empêchent les particules du lumen de se 
faufiler dans l'espace intercellulaire64. 

Les jonctions cellulaires sont elles-mêmes très variées et cette multitude 
de structures est justifiée par la variété de fonctions qu'elles exercent. D abord, 
les zonula occludens (jonctions étanches) scellent l'épithélium. Elles sont 
constituées de la fusion des lamelles externes des cellules adjacentes, créant 
l'apparence d'une membrane continue. Il est à noter que plusieurs résultats 
expérimentaux tendent plutôt à associer les jonctions étanches à des ponts 
protéiques312, 530. En effet, plusieurs protéines sont localisées spécifiquement 
dans les jonctions étanches11. Les zonula adherens sont situées au dessous des 
jonctions étanches et interagissent avec le réseau cytoplasmique subapical 
d' actine; elles sont formées par le rapprochement des membranes voisines, 
rapprochement facilité par certaines molécules d'adhésion (E-cadhérine ou 
uvomoruline)",. Les desmosomes, ou macula adherens, renforcent l'adhésion 
entre cellules et interagissent avec les filaments intermédiaires tandis que les 
jonctions de type "gap" (jonctions lacunaires) sont responsables des 
communications intercellulaires, particulièrement par les échanges ioniques. 
Enfin, les hémi-desmosomes ancrent la membrane basolatérale de certaines 
cellules épithéliales à la lamina basale86. Il est à noter que la présence de toutes 
ces structures intercellulaires permet l'établissement d'une certaine étanchéité 
de la monocouche épithéliale. En culture cellulaire, cette étanchéité se 
matérialise par le développement d'une résistance au passage ionique entre les 
deux pôles de l'épithélium; cette résistance est mesurée habituellement en 
Slcm2  de surface cellulaire (figure 2)65. 
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FIGURES 1 et 2 
Pages 9 et 10 

Représentations de cellules épithéliales: la figure 1 (page 9) illustre la 
distribution des organites et des microtubules dans la cellule (figure tirée de 
Louvard et al., Annu Rev. Cell. Biol. 8:157), tandis que les schémas de la 
figure 2 (page 10) mettent en évidence certaines structures particulières, dont 
les filaments intermédiaires et la trame terminale (figure tirée de Darnell et al.). 
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2.2.2 La membrane apicale. 
La membrane apicale fait face au milieu extérieur de la monocouche et 

se situe au dessus des jonctions étanches; sa situation implique qu'elle doit être 
capable de s'acclimater aux différentes conditions environnantes. Par exemple, 
l'épithélium intestinal est recouvert d'une sécrétion protectrice, le 
glycocalyx304. C'est aussi par le domaine apical que la cellule exerce de 
nombreuses fonctions spécialisées: l'absorption des aliments nutritifs bruts 
(par les microvilli) et la sécrétion mucosee en sont les exemples les plus 
classiques304. En effet, ces fonctions ont une influence profonde sur la 
structure qu'adopte la région apicale: les microvillosités augmentent 
considérablement la surface d'absorption cellulaire, mais nécessitent la mise en 
place d'une structure locale hautement spécialisée304. Ces protubérances 
membranaires sont rigides et nécessitent la présence de filaments d actine eux-
mêmes ancrés dans le cytosquelette. La charpente des microvilli est stabilisée 
par la villine et la fimbrine; un complexe calmoduline-myosine I lie le réseau 
d' actine à la membrane142. Ces structures permettent à la fois une certaine 
solidité aux microvillosités tout en leur donnant la flexibilité nécessaire pour 
interagir convenablement avec l'environnement externe. Enfin, le réseau 
d' actine sortant des microvillosités est stabilisé par la tropomyosine et par un 
réseau perpendiculaire de protéine apparentée à la spectrine, la fodrine142. 
Sous-jacente aux microvillosités, la trame terminale ("terminal web") contribue 
à ancrer les structures apicales304. Un autre réseau d' actine, constituée en 
anneau horizontal et associé à la myosine II, sert de plate-forme pour cette 
structure sous-membranaire. Le réseau de fodrine y est associé, ainsi que les 
réseaux des filaments intermédiaires (particulièrement des cytokératines), qui 
s' attachent aux desmosomes (figure 2)99' 142. 

Le domaine apical est aussi enrichi en protéines et lipides nécessaires à 
sa structure et ses fonctions. Tout d' abord, il s' agit d'une région riche en 
enzymes peptidiques (endopeptidases, aminopeptidases), phosphatidiques (5' - 
nucléotidase, phosphatase alcaline, MeATPase) et glycolytiques (sucrases, 
amylases) responsables de la dégradation des substrats en éléments 
absorbables par la cellule256. De nombreuses protéines responsables du 
transport actif d'éléments cytosoliques se retrouvent à la membrane apicale, 
dont le transporteur Ne-g1ucose9, 212. Enfin, par rapport au domaine 
basolatéral, la région membranaire apicale affiche une forte teneur en 
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glycolipides (jusqu'à 30%), caractéristique des membranes peu fluides. Cette 
propriété des glycolipides à former des liens intermoléculaires rigides 
apporterait une protection supplémentaire à la cellule contre l'environnement 
extérieur472, 527, 529. 

2.2.3 La membrane basolatéra1e. 
Ce domaine membranaire correspond aux côtés latéraux de la structure 

cylindrique cellulaire sous les jonctions étanches, ainsi qu à la membrane 
basale. Ces deux sous-domaines se distinguent toutefois par les éléments avec 
lesquels ils interagissent, c'est-à-dire les cellules environnantes (latéral) ou k 
matrice sous-jacente (basal)470. Les zones d'interaction avec les cellules 
adjacentes sont particulièrement riches en E-cadhérine (aussi nommée 
uvomoruline ou L-CAM), tandis que la membrane basale comporte plusieurs 
récepteurs d'éléments de la matrice cellulaire°. De façon générale, le domaine 
basolatéral renferme des récepteurs d'hormones ou des autres facteurs 
sanguins ainsi que des régulateurs osmotiques, telle la pompe Na,K-
ATPase430. Bien que cette région ne dispose pas d'une structure aussi élaborée 
par rapport à celle du domaine apical, elle assure l'alimentation de la cellule, le 
maintien de sa structure et de son intégrité ainsi que la communication avec le 
reste de 1'organisme60. Ces fonctions de base l' apparentent donc à la forme 
membranaire la moins différenciée de la cellule, proche de celle des cellules 
non-polarisées. 

2.2.4 La lamina basale. 
La lamina basale est la matrice qui soutient la couche de cellules 

épithéliales et supporte le tissu en ancrant les cellules à une base solide. Elle 
renferme surtout des éléments sécrétés par le tissu qui la recouvre: laminine, 
collagène IV, héparan sulfate et protéoglycans constitués en fibres dont 
certaines sont liées au cytosquelette, ceci par l'intermédiaire de protéines 
adaptrices membranaires470. Sans être une constituante cellulaire proprement 
dite, la lamina basale contribue au maintien de la structure cellulaire. 

2.3 Les modèles des cellules épithéliales in vitro.  
La majorité des études sur la polarité des cellules épithéliales ont été 

faites sur des cultures de cellules in vitro. L'homogénéité des cellules en 
culture a permis l'analyse de la distribution des protéines membranaires 
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mutantes, des facteurs associés à l'établissement de la polarité cellulaire, ainsi 
que des conséquences de la distribution asymétrique des structures 
cellulaires60, 170, 432, 470.  

Habituellement, lorsque les cellules épithéliales en culture arrêtent de 
proliférer et forment une monocouche étanche, il y a établissement d'une 
certaine polarisation dans la distribution des structures cellulaires ainsi que 
dans la répartition des protéines membranaires. Par contre, la culture sur 
support solide ne permet pas aux éléments nutritifs d'atteindre le domaine 
basolatéral des cellules et la différenciation peut donc être incomplète. 
L'utilisation de filtres semi-perméables permet de remédier à cette situation en 
recréant in vitro l'état de l'épithélium natif56, 65, 345. Pour ce faire, les cellules 
sont déposées sur un filtre poreux auquel les cellules s'attachent tout en ayant 
accès au milieu nutritif sous-jacent; la surface apicale sera aussi baignée par ce 
liquide. L'accè,s facile des milieux baignant le domaine basolatéral et apical 
ajoute une utilité pratique de ces supports-filtres aujourd'hui commercialement 
disponibles; les filtres peuvent aussi être recouverts de collagène ou d autres 
éléments de la matrice extracellulaire (figure 3). 

Il existent de nombreuses lignées épithéliales, toutes avec des 
caractéristiques particulières, provenant d' organes variés et possédant même 
des mécanismes distincts de ciblage de certaines protéines membranaires. Il est 
donc essentiel de tenir compte du type de cellules utilisé en parcourant la vaste 
littérature sur le ciblage membranaire. Voici des exemples de lignées cellulaires 
épithéliales bien connues. 

2.3.1 Caco-2 
Les cellules Caco-2 sont d'origine humaine et proviennent d'une 

tumeur du colon406. Malgré leur origine cancéreuse, leur morphologie et 
biochimie se rapprochent de celles des cellules absorptives de la bordure en 
brosse de l'intestin grêle. La monocouche que forme les Caco-2 est bien 
développée mais demeure très hétérogène au niveau cellulaire. Cette 
hétérogénéité n'est pas génétique, car elle persiste chez plusieurs clones de 
cette li gnée524. 



FIGURE 3 
Page 15 

Représentations de cellules épithéliales cultivées sur membranes semi- 
perméables (figure tirée de Darnell et al.). 
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2.3.2 Les cellules MDCK 
Les cellules Madin-Darby canine kidney (MDCK) sont les plus 

utilisées parmi les lignées de cellules épithéliales60, 470. Cette lignée cellulaire 
est dérivée d'une tumeur de tubule distal rénal récupérée d'une épagneule 
femeneui, 314, 337. Malgré leur origine tumorale, elles possèdent beaucoup de 
caractéristiques d'une lignée épithéliale polarisée'. Deux clones de cellules 
MDCK ont été isolés et caractérisés: les cellules MDCK I et II. Le clone de 
type I possède une résistance transépithéliale élevée (jusqu'à 5000 slcm2), 
mais a perdu certains traits morphologiques épithéliaux. Les cellules de type H 
forment une monocouche cuboïde de faible résistance électrique (environs 200 
SICM2)56 419. Les cellules épithéliales MDCK ont conservé des caractéristiques 
dérivées de leur fonction d'origine: par exemple, elles sont sensibles à la 
présence de certaines hormones420. La distribution cellulaire de nombreuses 
protéines membranaires a aussi été étudiée dans ces cellules469; les résultats 
obtenus permettent de conclure que les cellules MDCK sont un excellent 
modèle cellulaire pour l'étude des mécanismes du ciblage des protéines 
puisque plusieurs protéines connues sont correctement ciblées dans ces 
cellules470. 

2.3.3 Autres lignées épithéliales 
Le nombre de lignées de cellules épithéliales polarisées disponibles 

réflète l'existence d'une grande variété d' épithélia dont elles sont dérivées. Il 
demeure que chaque épithélium possède un rôle particulier dans l'organe dont 
il est issu; par conséquent, certaines voies de transport protéique spécialisées 
se sont développées et ne doivent pas être confondues avec les voies de 
transport constitutives. Il suffit de citer l'exemple des cellules épithéliales 
thyroidiennes; ces cellules sécrètent une partie de la thyroglobuline dans le 
milieu apical, mais nécessitent un signal extracellulaire pour libérer le reste de 
l'hormone emmagasinée dans des granules spécialisés'5. Certaines cellules 
épithéliales ciblent des protéines de façon différente des lignées plus 
classiques; par exemple, les cellules épithéliales de l'utérus sécrètent les 
protéoglycans du côté apical, permettant l'ancrage de l'embryon62. Enfin, l'état 
de différenciation d'une monocouche épithéliale exerce un effet important sur 
les voies de transport utilisées par certaines protéines. L'exemple de lignée 
épithéliale la mieux connue pour étudier ce phénomène est FRT (Fisher Rat 
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Thyroid). Il a été observé que les voies utilisées par l'enzyme dipeptidyl-
peptidase IV pour aboutir au domaine apical variaient au cours du 
développement de la monocouche, impliquant une certaine évolution des 
mécanismes de transport protéique cellulaire566. 

Il existe beaucoup d'autres lignées épithéliales possédant des 
caractéristiques qui leur sont propres, et il serait difficile d'en faire ici une liste 
complète. Nous nous attarderons donc surtout sur les mécanismes de transport 
impliquant les lignées épithéliales modèles MDCK (rénales) et Caco-2 
(intestinales). 

2.4 Le transport des protéines membranaires épithéliales.  
2.4. 1 Modèle de transport direct. 
Le modèle déduit par les observations du transport protéique dans les 

cellules MDCK implique deux routes directes vers les domaines membranaires 
apical et basolatéra1297, 45 4. Les saccules externes de l'appareil de Golgi sont 
apparemment le lieu de triage d'où partent les voies de ciblage (figure 4)195, 473. 

D'autre part, les quelques protéines membranaires qui ne privilégient aucune 
de ces voies de ciblage suivent le transport membranaire "de masse ("bulk 
flow") ou "par défaut"86, 427. 

2.4.2 Modèle de transport "par défaut". 
L'existence d'une voie de transport "par défaut" repose sur l'hypothèse 

que certaines protéines destinées à la surface de la cellule n'interagissent pas 
avec la machinerie de ciblage entraînant la répartition uniforme de telles 
protéines aux deux domaines membranaires351. 

Une autre possibilité serait l'existence de transport "par défaut" vers 
une région membranaire spécifique (apical ou basolatéral). En effet, dans les 
cellules Caco-2, on a longtemps associé la voie de transport basolatéral comme 
privilégiée pour les protéines membranaires sans signal de ciblage280, 326-  , ce fait 
n'excluant pas l'existence de mécanismes supplémentaires de transport 
basolatéral polarisé pour des protéines spécifiques. Ces conclusions étaient 
inspirées d'observations sur le transport basolatéral de protéines exogènes qui 
ne sont pas ciblées à un domaine particulier dans les cellules MDCK191. 
L'existence d'une voie "par défaut" participant au ciblage dans les cellules 
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FIGURE 4 
Page 19 

Représentation du modèle de transport direct dans les cellules MDCK (figure 
tirée et adaptée de Wick et al., Cell 67:651). 
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épithéliales reste donc à être certifiée. 

2.4.3 Transcytose. 
A l'opposé des cellules MDCK, les cellules Caco-2 ont élaboré un 

système complexe de transport de leurs protéines membranaires. Outre le 
mécanisme de transport "par défaut" discuté précédemment, les Caco-2 
utilisent une voie de transport indirecte pour acheminer certaines des protéines 
apicales à destination. En effet, ces protéines séjournent d'abord un certain 
temps à la membrane basolatérale avant d'être transportées au domaine 
apical326; seulement un cas de transcytose bi-directionnelle a été identifiél". Ce 
mécanisme de transport, nommé transcytose, rappelle le transport du récepteur 
des immunoglobulines (R-Ig) vers la surface apicale, une fois associé à son 
cargo IgM du domaine basolatéra1352,  "3. Les exemples les plus classiques de 
cellules utilisant la voie de transcytose sont les hépatocytes23, et les cellules M 
de Peyer545. En conclusion, le transport par transcytose (ou "indirect") doit 
sûrement sa nature à l'existence de fonctions spécifiques nécessitant une telle 
voie dans les cellules intestinales ou hépatiques; en effet, il s'agit d'une 
combinaison entre les mécanismes de transport apical, basolatéral et 
endosomal des cellules épithéliales polarisées de ces organes. 

2.5 Maturation et signaux de transport des protéines.  
2.5.1 Maturation des protéines membranaires. 
Les protéines cytoplasmiques proviennent de la traduction des ARNm 

par les ribosomes libres non-associés au réticulum endoplasmique (RE), tandis 
que les protéines membranaires nécessitent un signal permettant la traduction 
spécifique de leurs ARNm au niveau du RE380, 456 . Dans certains cas, ce 
peptide signal est l'ancre définitive de la protéine à. la membrane; d'autres 
protéines possèdent des régions différentes qui leur servent de région 
transmembranaire. Enfin, beaucoup de protéines sécrétées sont libérées dans le 
RE après le clivage de leur peptide signal99. Bien qu'ils soient des mécanismes 
bien définis, les processus de synthèse, de maturation et de transport des 
protéines membranaires sont indéniablement reliés l'un à l'autremo, 436, 445.  Les  

quelques sections qui suivent essayeront d'intégrer les systèmes de transport 
des protéines membranaires au processus global de maturation protéique. 
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2.5. 1. 1 Topologies des protéines membranaires 
Il existe deux catégories de protéines membranaires. Premièrement, les 

protéines membranaires périphériques sont associées à la membrane par l'ajout 
de certains groupements par modification post-traductionnelle ou par leur 
interaction avec les têtes hydrophiles des phospholipides membranaires. 
Deuxièmement, les protéines intégrales qui, elles, interagissent directement 
avec la membrane par une région transmembranaire hydrophobe, 475, 5", 536. 

Les protéines membranaires intégrales sont elles-mêmes regroupées en 
sous-catégories de par leur topologie. La première classe, la plus simple, est 
constituée des protéines qui traversent la membrane une seule fois. Elles sont 
donc constituées d'un ectodomaine, d'une région transmembranaire et d'une 
région intracytoplasmique35. Les protéines "transmembranaires simples" dites 
de type I possèdent leur extrémité amino-terminale à l'extérieur du cytoplasme; 
les protéines matures qui traversent de façon opposée la membrane cellulaire 
sont dites de type II. Les protéines à régions transmembranaires multiples 
constituent à elles seules un groupe à part (type IV)475,536 . 

La classification plus poussée de ces protéines transmembranaires 
diffère légèrement d'une équipe à l'autre: les protéines de type I possédant une 
longue région cytoplasmique constituent une nouvelle classe (type III selon 

von Heijne)536  de protéines transmembranaires, équivalente aux protéines de 
type lb (selon Singer)475. Nous utiliserons la nomenclature plus moderne de 
von Heijne (figure 5). Les différences entre les protéines transmembranaires 
de type I, II et III se définissent en fonction de leur mécanismes de synthèse, 
particulièrement au niveau du peptide signal. 

2.5.1.2 Peptide signal 
Les protéines transmembranaires possèdent une séquence d'environ 

une vingtaine d'acides aminés hydrophobes, constituant généralement une a.-
hélice ancrée dans la membrane. Cette séquence, retrouvée près de l'extrémité 
amino-terminale des protéines de type II, est appelée peptide signa1535. Elle 
cible le polypeptide naissant vers la membrane du réticulum endoplasmique 
(RE)415. La séquence ancre aussi la protéine de type II de telle façon que seule 
la région carboxy-terminale subit la translocation membranaire245. Différent de 
celui des protéines de type II, le peptide signal des protéines de type I n ancre 
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Représentation des quatre classes de protéines membranaires 
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pas de façon définitive le polypeptide; situé à la toute extrémité amino-
terminale, il est clivé vraisemblablement peu après sa reconnaissance par un 
récepteur de la membrane du RE, comme c'est le cas des protéines 
sécrétées245. La région transmembranaire des protéines de type I provient 
plutôt d'une séquence hydrophobique interne qui cause l arrêt du transfert 
polypeptidique et l'ancrage de la protéine475. Les protéines transmembranaires 
de type DI possèderaient à la fois des caractéristiques des protéines de type I et 
Il: leur extrémité carboxy-terminale ne subit pas la translocation membranaire 
(comme les protéines de type I), mais le peptide signal de ces protéines n'est 
pas clivé et sert d'ancre transmembranaire (comme les protéines de type 11)536. 

Le mécanisme de reconnaissance du peptide signal et de la 
translocation du polypeptide à travers la membrane du RE est un processus en 
plusieurs étapes416, qui commence avec l'interaction du peptide signal avec une 
protéine dite "de reconnaissance (SRP, "signal recognition protein"), dans le 
cytoplasme. Le complexe ribosomal-peptide-SRP reconnaît ensuite une 
protéine du RE qui sert de récepteur au complexe (récepteur-SRP), un 
récepteur ribosomal, ainsi qu'un complexe de translocation, le complexe 
Sec6 lp . Le polypeptide en aval de l'extrémité amino-terminale, en forme de 
boucle, subit alors une translocation vers la lumière du RE. La formation en 
boucle permet de maintenir ancré le peptide signal, de sorte que, pour les 
protéines de type I, le polypeptide naissant est relégué dans la lumière du 
RE245, 416. Pour les protéines de type II, la formation d'une boucle est 
nécessaire pour retrouver la partie en amont de l'extrémité arnino-terminale du 
côté cytoplasmique. Les mécanismes impliqués dans la translocation 
demeurent peu connus, quoique la présence d' acides aminés de charge 
fortement positive du côté cytoplasmique (donc en amont du peptide signal 
pour les protéines de type II et évidemment en aval pour ceux de type I) 
semble dicter l'insertion du polypeptide208, 385, 535. Enfin, la libération du 
complexe SRP du peptide signal permet au processus d'élongation de se 
poursuivre; le peptide signal poun-ait possiblement interagir avec d' autres 
protéines (dont le SSR [signal sequence receptor" ou TRAM et le TRAM 
rtranslocating-chain associating membrane-protein1)245. Ces protéines 
pouffaient ainsi interagir avec la future région transmembranaire des protéines 
de type II, ou même stabiliser d'autres régions transmembranaires. 
L'élongation du polypeptide se poursuit jusqu' à ce que la traduction de 
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l'ARNm prenne fin. Notons finalement la présence de nombreuses protéines 
chaperonnes (par exemple, BiP) qui contribuent à donner à la protéine sa 
conformation finale201, 255, 436 202, 377, 450; sinon, elles sont dégradées par des 
voies protéolytiques dans le RE262  ou par celle de rubiquitine180,225. 

2.5.1.3 Modifications post-traductionnelles 
Lors de l'élongation de la chaîne polypeptidique, certaines 

modifications co-traductionnelles peuvent avoir lieu. La formation de ponts 
disulfures'73, loligomérisation des protéines239, ainsi que des modifications 
protéolytiques'26  contribuent à la maturation de la protéine. Une autre 
modification possible implique l'ajout de sucres à l'amide des asparagines, est 
dite la glycosylation liée à N264. En effet, la séquence N-X-S/T (ou X est 
n'importe quel acide aminé, sauf une proline) sert de cible pour l'ajout de N-
acétylglucosamine dans la lumière du RE207. Ce glycane n'est que l'extrémité 
d'une chaîne de sucres qui, dans sa forme mature, peut être constituée de 
marmose et, dans les cas plus complexes, de galactose, de fucose et de N-
acétylneuraminate264. Un important processus de modification de ces chaînes 
se fait tout au long du transport de la protéine du RE vers l'appareil de Golgi. 
Une deuxième forme de glycosylation, dite liée à l'O (groupe hydroxyle des 
sérine, thréonine ou l'hydroxylysine du collagène) est post-traductionnellel. 
En effet, cette modification, qui peut aussi s'accomplir sur les chaînes sucrées 
liées à N, dérive d'un ajout de galactose ou de N-acétylglucosamine sur l'acide 
aminé ou le sucre. Ces modifications ne se déroulent qu'à partir du trans-
Golgi, et donc parmi les dernières saccules de l'appareil de Golgi. 

Une modification co-traductionnelle qui a retenu beaucoup l'attention 
dans l'étude des mécanismes du tri des protéines membranaires est la liaison 
au glycosylphosphatidyl inositol (GPI)92,  ln, 522. Cette modification se fait sur 
les protéines transmembranaires de type I qui possèdent une petite région 
cytoplasmique. Les régions transmembranaire et cytoplasmique sont 
rapidement excisées par une enzyme similaire à la signal-peptidase et 
l'ectodomaine de la protéine est ancré à un complexe membranaire sucré, le 
GP192. L'ancrage du GPI se fait sur un acide aminé de petite taille (souvent S, 
A ou G)522. Cette réaction est catalysée par une transaminase à environ une 
dizaine d'acides aminés (hydrophiles) de la région transmembranaire. Les 
protéines membranaires liées au GPI sont transportées généralement au 
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domaine apical des cellules épithéliales polarisées; cette question sera abordée 
en détail dans la section sur le transport apical. 

Il existe plusieurs autres modifications post-traductionnelles des 
protéines460, 465•  L'acétylation et la myristylation sont co-traductionelles: 

acétylation est catalysée par une acétyltransférase retrouvée en association 
avec le ribosome°. La myristilation se rapporte aux protéines dont la 
méthionine amino-terminale est clivée par une aminopeptidase libérant une 
glycine. Cet acide aminé sera par la suite modifié par une myristoyltransférase, 
lui permettant de s'associer à la membrane cellulaire. L'ajout de myristate peut 
alors constituer une sorte de signal de ciblage membranaire pour des protéines 
cytoplasmiques, comme les protéines kinases A (PKA) et p60Src460. 
Finalement, l' ajout de palmitate ou de farnésyl sur les cystéines", la 
phosphorylation des sérines, thréonines ou tyrosines"' et la méthylation des 
extrémités carboxy-terminales75  sont parmi d autres modifications possibles 
des protéinese9. 

2.5.1.4 Transport vésiculaire 
Le transport des protéines membranaires du RE à l' appareil de Golgi, 

et ensuite vers les divers organites cytoplasmiques ou la membrane cellulaire, 
est un processus hautement complexe. Les protéines sont acheminées à leur 
diverses destinations à l'intérieur de vésicules de transport412, 458.  Certaines  

protéines "adaptrices" qui se retrouvent sur les vésicules ciblent celles-ci, par 
exemple, aux saccules de l'appareil de Golgi, aux endosomes, lysosomes ou à 
la membrane p1asmique447,458. 

Deux types de "vésicules-navettes" sont responsables du transport des 
protéines du RE à l'appareil de Golgi. Elles sont tapissées soit de COP I 
("coatomer", "coat protein" I)9' ou de COP 11269. Les COPs sont des 
complexes protéiques de sept sous-unités, nommées a, p, f3, y , 8, E et 
C 01391. La protéine COP I se retrouve aussi dans les vésicules médiant le 
transport entre les saccules de l'appareil de Golgi, ainsi que celles se recyclant 
de l'appareil de Golgi vers le RE. Par contre, COP II n'est retrouvée que dans 
les vésicules impliquées dans le transport du RE vers l'appareil de Go1gi269. 
En effet, le transport bidirectionel des vésicules à COP I assure plutôt le 
renouveau continuel des protéines résidentes de l'appareil de Golgi, ainsi que 
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le rapatriement de protéines du RE qui ont échappé aux mécanismes de 
rétention. Il n'est donc pas surprenant que COP I interagisse avec certaines des 
séquences servant de signal de rétention des protéines du RE (KKXX 
carboxy-terminal ou XXRR amino-terminal)260, 458. Il demeure que certaines 
protéines (possédant un signal carboxy-terminal FF et dites de la "famille 
Emp24") utiliseraient la voie de COP I pour leur transport spécifique vers 
l'appareil de Go1gi260. Par contre, le mécanisme permettant à la majorité des 
autres protéines membranaires d'être sélectivement emmagasinées dans les 
vésicules à COP II n'est pas encore connu. 

Outre les COPs, le transport vésiculaire nécessite d'autres éléments 
importants. La reconnaissance entre vésicule initiale et de destination se fait, 
respectivement, par les protéines v-SNARE rvesicule] et t-SNARE 
rtargen. Les SNARES ("SNAP-Receptors") sont des protéines qui servent 
d'adresses pour certaines composantes du système vésiculaire28, 211. Des 
SNAREs bien connues sont les protéines VAMP (v-SNARE) et SNAP25 (t-
SNARE) impliquées dans la neurotransmission129, 177 . Il est d'ailleurs 
intéressant de noter la distribution spécifique des syntaxines (des t-SNAREs) 
dans les cellules polarisées: la syntaxine 3 est apicale, mais la syntaxine 4 est 
basolatérale. La syntaxine 2 n'est pas ciblée à un domaine particulier dans les 
cellules épithéliales, mais est apicale dans les cellules pancréatiques542. Enfin, 
la syntaxine 5 est essentielle pour le transport entre l'appareil de Golgi et le 
RE448. Cette observation démontre comment les vésicules pourraient être 
ciblées vers des régions membranaires spécifiques dans les cellules. Les 
SNAREs servent de protéines d'ammarage vésiculaire alors que la SNAP 
("soluble NSF attachement protein", un complexe de six sous-unités) se lie à 
la NSF ("N-ethylmaleimide sensitive factor") pour initier le phénomène de 
fusion membranaire en hydrolysant l'ATP (figure 6)211. L'apport en énergie 
est assuré par l'ARF (pour COP I) ou SAR (pour COP II), des GTPases qui, 
liées à l'ATP, démarrent la formation vésiculaire. L'hydrolyse de l'ATP en 
ADP provoque le bourgeonnement de la vésicu1e447. 

Si les SNAREs donnent une certaine identité aux composantes du 
système vésiculaire, il demeure qu'un système de transport hautement 
spécialisé nécessite un contrôle encore plus poussé et une discrimination claire 
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FIGURE 6 
Page 29 

Représentation de la reconnaissance des vésicules par les t-SNARES et les v- 
SNARES, composantes du transport vésiculaire 
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entre les différentes composantes cellulaires. Les protéines Rab sont des 
GTPases qui forment une sous-classe de la famille des protéines Ras366. Ces 
protéines sont impliquées dans le contrôle de la reconnaissance des v-SNAREs 
par les t-SNAREs. La multitude d'interactions que cela implique nécessite un 
nombre impressionnant de Rabs, dont environ une quarantaine sont connues 
aujourd'hui367. Dans leur forme liée au GDP, les Rabs s' associent aux 
vésicules de transport. Si la vésicule est destinée à fusionner avec le 
compartiment de destination, le GDP est converti en GTP, activant la protéine 
Rab qui permet le transport et enfin la fusion de la vésicule à sa destinatione2,  
560. Il est à noter que l'activation des Rabs est sévèrement contrôlée, car ces 
petites protéines sont impliquées dans une multitude de fonctions, du transport 
endosomal (Rab5)56° au transport des vésicules des synapses (Rab3)56° 
jusqu à la formation des jonctions étanches des cellules épithéliales (Rab3B et 
Rab13)540,  "9. Les fonctions plus spécialisées des Rabs dans le transport 
vésiculaire seront développées ultérieurement. 

Le transport vésiculaire des protéines membranaires une fois sorties de 
l'appareil de Golgi implique au moins deux complexes de protéines 
"adaptrices", AP-1 et AP-2260, 447. A ces complexes doit s'ajouter la clathrine, 
protéine associée au recyclage des protéines membranaires de la surface 
cellulaire393, et la dynamine, GTPase impliquée dans le processus de 
bourgeonnement (figure 7)425. Les molécules de clathrine interagissent entre 
elles pour former des structures en formes de coquilles qui entourent les puits 
ou cavités de bourgeonnement, formant par la suite les vésicules à clathrine447. 
La fonction de la dynamine est d'étrangler les vésicules naissantes pour les 
libérer de la membrane qui les retient247, 458. Pour ce faire, la dynamine 
interagit par son extrémité carboxy-terminale riche en prolines avec le domaine 
carboxy-terminal SH3 de l'amphiphysine 11102. Le rôle de l'amphiphysine 11 
est d' amener la clathrine à proximité de la membrane en se liant avec elle. 
L'interaction de l'arnphiphysine avec la dynamine semble libérer la clathrine, 
permettant à la dynamine de créer un étranglement entre la vésicule et la 
membrane, et ainsi le bourgeonnement de la vésicule102. Dans les neurones, 

amphiphysine I interagit d'une manière similaire avec la clathrine, la 
dynamine et la sous-unité ot du complexe AP-2 pour contrôler le recyclage des 
vésicules synaptiques102. Dans ce cas, deux protéines spécialisées, la 
synaptojanine et la synaptotagmine, vont respectivement lier le domaine SH3 
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Une vue d'ensemble du transport vésiculaire 
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de l'amphiphysine et le complexe AP-2561. La synaptojanine, une inositol 5' - 
phosphatase, agit sur les lipides membranaires et la réorganisation du réseau 

actin  -102. e , la synaptotagmine est la protéine qui rend le processus sensible à la 
concentration de calcium129. Le transport des vésicules synaptiques possède 
donc de nombreuses similarités avec les systèmes de transport vésiculaire plus 
ubiquitaires. 

Les protéines "adaptrices" AP- 1 et AP-2 font le pont entre la formation 
des vésicules et les protéines membranaires qui y sont emprisonnées260. AP- 1 
est retrouvée dans les vésicules bourgeonnant de l'appareil de Golgi et est 
constituée des sous-unités lourdes y et p 1, d'une sous-unité moyenne 1.11 et 
d'une petite sous-unité (51319, 424. Quant à AP-2, elle est impliquée dans le 
transport endosomal et regroupe les sous-unités a puis in ou 52, 1.12 et a2. Un 
nouveau complexe, AP-3 (sous-unités 5, 53, pt3 et (33)'°8, 474, a récemment été 
identifié, mais son interaction avec la clathrine ainsi que son rôle exact dans le 
transport des protéines membranaires n a pas encore été entièrement 
caractérisé. Chaque sous-unité des APs interagit avec une composante 
spécifique de la vésicule de transport. Les sous-unités lourdes 5 1 ou 2 
interagissent avec la clathrine par une région en charnière, recrutant les 
molécules de clathrine pour débuter la formation de la coquin-e166. D'autre part, 
les sous-unités y, a ou 5 interagiraient avec des facteurs impliqués dans une 
organisation du cytosquelette local, ou des éléments de modulation de la 
formation des APs260. Les sous-unités 1.1 interagissent spécifiquement de leur 
côté avec les protéines membranaireen. Des séquences à base d'acides aminés 
aromatiques (tyrosines) ou de leucines (LL), ont été démontrées comme 
pouvant interagir spécifiquement avec la chaîne 11214,320. Enfin, il a été proposé 
que le contrôle de la reconnaissance de certains de ces signaux serait modulé 
par leur phosphorylation, quoique les mécanismes impliqués dans ce 
processus demeurent encore à l'étude", 37° ' 466. 

Certaines protéines membranaires, dont le récepteur 52-adrénergique 
(I32AR), utiliseraient d'autres protéines "adaptrices" pour se lier à la clathrine, 
dont la 5-arrestine, qui est impliquée dans l'internalisation du 52AR de la 
surface cellulaire". 11 est donc envisageable que d'autres protéines de 
transduction de signal couplées aux protéines G utilisent cette voie "AP 
indépendante. Outre la découverte de nouvelles protéines adaptrices, il 
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demeure que la caractérisation des séquences des protéines avec lesquelles 
elles interagissent est centrale à la meilleure compréhension des mécanismes de 
transport intracellulaire. Ces signaux moléculaires responsables du tri des 
protéines sont discutés dans la section suivante. 

2.5.2 Les signaux de transport en général. 
L'interaction entre les protéines membranaires et les éléments du 

transport vésiculaire se fait par des séquences d'acides aminés ou certaines 
structures retrouvées sur les protéines. Cette section tentera de présenter les 
contributions importantes des dernières années dans l'identification de 
quelques "signaux moléculaires de transport. 

2.5.3 Quelques signaux de transport classiques. 
2.5.3.1 Le transport et la phosphorylation: récepteur mannose-6-

phosphate 
Parmi les systèmes de transport les mieux connus se retrouve celui des 

enzymes lysosomiaux. L'étude de plusieurs maladies (mucolipidose, 
syndrome de Hunter, maladie de Tay-Sachs) causées par une anomalie dans le 
processus de transport de ces enzymes a grandement contribué à 
l'identification des mécanismes impliqués362. Une phosphorylation au niveau 
des N-acétylglucosamines assure le ciblage de ces enzymes. Au niveau du 
trans-Golgi, le récepteur mannose-6-phosphate (M6P-R) reconnaît le signal 
phosphorylé; les vésicules destinées aux lysosomes sont alors identifiées et 
ciblées correctement. La pauvre affinité du récepteur pour le signal phosphate 
en milieu acide des lysosomes, ainsi que la présence de phosphatases dans les 
vésicules de transport, permet la dissociation du récepteur, son recyclage vers 
l' appareil de Golgi, ainsi que le relargage des enzymes aux lysosomes265. 

2.5.3.2 Vers les mitochondries 
La vaste majorité des protéines mitochondriales proviennent des gènes 

nucléaires; à peine 10 protéines sont codées par le génome de l'organite. La 
majorité des protéines sont donc synthétisées sur les ribosomes libres du 
cytoplasme; elles doivent être ciblées vers la mitochondrie par un système de 
transport spécialisé291. Si les protéines Yjdl et ctHsp7Os (homologues des 
protéines bactériennes DnaJ et DnaK) chaperonnent le transport des protéines, 
11 semble que la protéine MSF ("mitochondrial stimulation factor") soit seule à 
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interagir avec les signaux de transport mitochondria1291. Les signaux de 
transport vers la mitochondrie sont constitués d'une séquence de 15 à 30 
acides aminés, généralement basiques, et formant des a-hélices ou des 
feuillets-5 amphiphiliques210. Ces signaux amino-terminaux seraient reconnus 
par MSF, pour être excisés à la suite de l'arrivée à destination de la protéine. 
MSF s'amarrerait sur un de deux complexes de la membrane externe 
mitochondriale, Tom37/70 ou Tom20/22, après quoi un processus 
d'importation serait enclenché210. Les protéines destinées à la membrane 
interne de la mitochondrie nécessitent l'apport d'un deuxième complexe, 
Tim291. Des signaux de transport supplémentaires à ceux retrouvés à 
l'extrémité amino-terminale seraient responsables de la localisation interne 
exacte des protéines à l'intérieur de l'organite. 

2.5.3.3 Vers le noyau 
L'importation et l'exportation des protéines au niveau du noyau est un 

phénomène complexe. Si les pores nucléaires permettent la libre diffusion des 
petites protéines cytosoliques, le transport nucléaire demeure généralement un 
mécanisme de transport actiflu. Le processus implique la reconnaissance des 
protéines nucléaires par une des protéines "adaptrices", le complexe des 
importines a/p ou la transportin- 364.  e 	Ces protéines reconnaissent des signaux 
de transport dits "signaux de localisation nucléaire" (SLN). Ces séquences 
sont généralement riches en acides aminés basiques (SLN de l'antigène T du 
virus SV40: KKKRK), ou du moins comportent un acide aminé basique 
critique (SLN de c-myc: PAAKRVKLD)364. La translocation de la protéine au 
noyau nécessite Ran, une GTPase de la famille Ras, et quelques autres 
protéines. Le contrôle du transport des protéines nucléaires est habituellement 
exercé par une phosphorylation (comme NFKB/Ixl3), une protéolyse (comme 
PKA) ou la liaison d'un ligand (comme les récepteurs des glucocorticoïdes); il 
s'agit donc souvent de libérer la protéine membranaire d'un facteur de 
rétention, ou de démasquer un SLN inactiP64. Enfin, il existe aussi des 
signaux d'exportation nucléaire (comme LPPLERLTLD dans Rev du VIH-1, 
qui interagit avec la protéine "adaptrice" Rip), mais les mécanismes qui sont 
impliqués dans le transport débordent du cadre de cette thèse364. 
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2.5.3.4 Vers le réticulum endoplasmique 
La protéine COP I a été précédemment décrite comme responsable, en 

plus du transport protéique ambisens (dit "antérograde/rétrograde") de 
l'appareil de Golgi, du transport "rétrograde du cis-Golgi vers le RE91. Cette 
protéine interagit avec les signaux de rétention cytoplasmiques KKXX ou 
XXRR des protéines membranaires destinées au RE394, et co-localise avec le 
récepteur KDEL p23/Erd2. La protéine Erd2 reconnait la séquence KDEL 
d'ectodomaines ou de protéines résidentes du lumen du RE242, 260, 395. Il existe 
une variété de protéines résidentes du RE, dont plusieurs possèdent des rôles 
importants dans la maturation des protéines membranaires: par exemple, les 
protéines chaperones des groupes Hsp70 et Hsp90, les calnexines (signal 
RKPRRE) et les calréticulines (KDEL)202. La localisation de BiP, une protéine 
Hsp70 qui possède un signal KDEL carboxy-terminal, n'est que légèrement 
altérée par la délétion de ce signal, suggérant l'existence de séquences de 
rétention encore inconnues458. 

2.5.3.5 Vers l'appareil de Golgi 
Des signaux moléculaires ont été identifiés pour les protéines destinées 

aux compartiments de l'appareil de Golgi, sauf le cis-Golgi. Plusieurs 
enzymes, de topologie membranaire de type II, retrouvés dans le Golgi médian 
(ou des saccules intermédiaires) possèdent le signal de localisation dans leur 
région transmembranaire; par contre, ce signal est fortement influencé par les 
séquences immédiatement en amont et en aval de ce domaine membranaire"°. 
Pour les protéines de type I du trans-Golgi, la séquence ou structure de 
transport se retrouve dans leur région cytoplasmique carboxy-terminale; la 
séquence YQRL de la protéine TGN38 est nécessaire et suffisante pour le 
ciblage de cette protéine233. Les acides aminés FXFXD, retrouvés dans le 
domaine cytoplasmique de la dipeptidyl aminopeptidase A, sont nécessaires au 
transport de l'enzyme au trans-Golgim,. Une autre séquence de ciblage de 
trans-Golgi, retrouvée dans la région cytoplasmique de l'enzyme furine, 
contient un regroupement d'acides aminés très acides (CPSDSEEDEG); cette 
séquence s'ajoute à un signal YKGL pour aussi contrôler l'endocytose de 
l'enzyme538. La phosphorylation de sérines intracytoplasmiques par la caséine 
kinase 11 inhiberait le transport vers l'appareil de Go1gi538. 
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2.5.3.6 Vers les lysosomes et les endosomes 
La phosphorylation des N-acétylglucosamines de certaines 

glycoprotéines enzymatiques, sur les mannoses, a précédemment été décrit 
comme mécanisme de ciblage utilisé pour les enzymes lysosomiaux265. Deux 
autres signaux importants de transport lysosomial ont été identifiés: un premier 
signal, basé sur une tyrosine critique, est retrouvé dans le domaine 
intracytoplasmique de glycoprotéines lysosomiales (les Lgps, dont Lgp120), 
et la phosphatase acide lysosomiale (LAP)227, 236, 434. Le deuxième signal a été 
identifié à l'intérieur du domaine cytoplasmique de CD3y (quoique 
complémentaire à un signal de transport lysosomial/endosomal YXXL) et du 
récepteur mannose-6-phosphate (M6P-R); il est constitué de deux leucines 
contiguës (LL)246, 285. Si ces séquences représentent des adresses moléculaires 
lysosomiales, certaines peuvent aussi servir de signal au transport endosomal. 
En effet, le signal LL de CD3y (mais pas celui du M6P-R) et les signaux à 
base de tyrosines de la LAP et des Lgps servent de signal d'endocytose236. 
Ainsi, de nombreuses protéines membranaires contiennent ces "séquences 
d'endocytose" qui leur permettent d'être transportées de la surface cellulaire 
aux endosomes. 

Le premier signal à base de tyrosine impliqué dans le transport 
endosomal a été identifié en étudiant des récepteurs naturels défectifs de la 
lipoprotéine de faible densité (LDL-R), mutations qui sont la cause de 
l'hypercholestérolémie familiale,. Une simple substitution d'une tyrosine 
intracytoplasmique à une cystéine est suffisante pour inhiber substantiellement 
le taux d'endocytose de la protéine°. Curieusement, la séquence consensus 
retrouvée dans le LDL-R (NPXY) ne sera pas similaire à celles des autres 
signaux à base de tyrosine (YXXL), mais retiendra des caractéristiques 
structurales communes71, 518. La plus frappante démonstration du rôle d'une 
tyrosine dans un signal d'endocytose a été faite avec la protéine virale HA279. 
L'insertion d'une tyrosine à la position 543, à cinq acides aminés de la région 
transmembranaire et proche d'une structure locale en tour 13, crée un signal 
artificiel d'endocytose; par contre, la présence d'une tyrosine à d' autres 
positions n'aboutissent pas à l'établissement d'un signal. La structure 
environnante de la tyrosine est donc critique279. Ainsi, plus récemment, la 
réinsertion d'une tyrosine dans un environnement local de tour 13 a aussi 
permis la création d'un signal d'endocytose artificiel dans un récepteur mutant 
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de la transferrine humaine (TR-R)85. D'autres signaux "tyrosine-dépendants" 
furent identifiés dans les parties cytoplasmiques des récepteurs M6P-R243, de 

la transferrine humaine (TR-R)85, polymérique de l'immunoglobuline (PIg-
R)372  et de l'asialoglycoprotéine (Asgp-R),72. L'analyse par mutagénèse de 
leurs domaines impliqués dans l'endocytose procurait d'autres indications 
concernant les structures susceptibles d'être importantes pour le 
fonctionnement optimal du signal: 1) la proximité de la région 
transmembranaire (habituellement à moins de 30 acides aminés de la tyrosine); 
2) les acides aminés environnants, 3) dans certains cas, la possibilité de 
substituer la tyrosine pour une phénylalanine (tel que démontré pour le TR-R) 
et 4) une structure locale en tours 13, d'où la présence d'acides aminés 
favorisant cette formation. Il est intéressant de noter que des délétions de la 
partie intracytoplasmique, quoique distales aux signaux d'endocytose, peuvent 
aussi affecter son efficacité, tel que démontré pour le TR-R et la LAP518. 
Enfin, outre celui de CD3y, les domaines intracytoplasmiques de CD4 et du 
récepteur du fragment Fc des Ig (isotype B2) contiennent aussi des séquences 
LL importantes pour leur endocytose 235.  

Il existe donc une certaine similitude entre les séquences permettant le 
ciblage des protéines membranaires vers le trans-Golgi, les lysosomes et les 
endosomes; en effet, la corrélation entre l'utilisation des protéines adaptrices 
relativement analogues (AP- 1, AP-2 et potentiellement AP-3) et la présence 
récurrente des séquences LL ou à base d'acide aminés aromatiques 
(YXXL/I/V ou NPXY) est frappante. Ceci suggère que des éléments 
additionnels (structures locales, acides aminés environnants, protéines 
auxiliaires aux APs) doivent être nécessaires pour que la protéine soit 
correctement acheminée à un des trois compartiments cellulaires. C'est ainsi 
qu'il a été proposé que la présence d'une glycine en amont des séquences 
YXXL des Lgps ajouterait à ces signaux de ciblage endosomal une adresse de 
transport lysosomial, et que la distance du signal de la membrane est critique 
pour la reconnaissance de ces séquences comme signaux lysosomiaux236,434. 

2.5.4 Les signaux de transport des membranes apicale et basolatérale. 
Les protéines membranaires des cellules épithéliales étant ciblées vers 

deux domaines membranaires définis, il n'est pas surprenant que les 
mécanismes de transport régissant ce ciblage nécessitent des signaux de 
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transport spécifiques228,  229. Les premières études pour discerner les signaux 
de transport responsables du hi des protéines membranaires dans les cellules 
épithéliales utilisaient des protéines chimériques ou tronquées". Par exemple, 
de nombreuses protéines chimères furent créées entre la glycoprotéine 
basolatérale du virus de la stomatite vésiculaire (VSV-G ou G) et 
l'hémagglutinine (HA) apicale du virus de l'influenza87, 335, 336, 413, 441. Les 
protéines chimères sont constituées d'une fusion entre le domaine 
extracytoplasmique (EX) de l'une et le domaine intracytoplasmique (IN) de 
l'autre glycoprotéine; la partie transmembranaire (TM) pouvant provenir soit 
de l'une, soit de l'autre des protéines étudiées. Il s'avère que le choix du 
domaine transmembranaire influence considérablement le transport des 
protéines chimères: une protéine HA(EX)-G(TM-IN) est apicale', tandis 
qu'une protéine HA(EX-TM)-G(N) est basolatérale510. L'impact d'une partie 
TM différente sur la conformation et la stabilité globale de la protéine est 
probablement suffisante pour affecter le signal de transport. Cette conclusion 
est encore démontrée par l'effet de délétions sur le transport polarisé de 
l'hémagglutinine: si seul le domaine intracytoplasmique est éliminé, la protéine 
demeure apicale; tandis qu'une protéine sécrétée, correspondant uniquement au 
domaine extracytoplasmique, est sécrétée via les surfaces apicale et 
basolatérale185. 

Des phénomènes additionnels rendent l'interprétation du transport des 
protéines chimères ou tronquées difficile: par exemple, l'existence de plusieurs 
signaux de transport sur une même protéine"' ou l'existence de "signaux 
discrets"328, dont la reconnaissance par les mécanismes de transport serait 
haussée par la disparition ou l'inhibition d'un signal plus "dominant". 
L'analyse du ciblage de protéines possédant plutôt des mutations ponctuelles 
constitue donc une étape importante dans la caractérisation plus poussée des 
signaux de transport. 

2.6 Signaux apicaux.  
2.6.1 Les ectodomaines. 
L'élimination de la queue intracytoplasmique de certaines protéines 

membranaires basolatérales (comme les récepteurs de la lipoprotéine de faible 
densité (LDL) et du fragment Fc des immunoglobulines, ainsi que la 
glycoprotéine lysosomale 120) rend ces protéines tronquées apicales237. De 
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plus, le choix de l'ectodomaine de HA (une protéine apicale) pour créer de 
nouvelles protéines de fusion a souvent abouti à des protéines chimères 
apicales335, 441. Ces observations suggéraient l'existence de signaux de ciblage 
apical dans la partie extracytoplasmique de ces protéines, la force du signal 
apical de HA supplantant le signal de plusieurs protéines basolatérales bien 
connues, comme la glycoprotéine C (gpC) du virus de l' herpès51°. De façon 
générale, l'ectodomaine contribuerait donc surtout au transport polarisé apical, 
tandis que les signaux de ciblage basolatéral se situeraient davantage dans leur 
domaine cytoplasmique. Par contre, il demeure que l'influence additionnelle de 
la région transmembranaire sur le maintien de la conformation naturelle de 
l'ectodomaine ou de la région cytoplasmique de la protéine n'est pas à 
négliger: c'est le cas de la séquence transmembranaire de la neuraminidase du 
virus de l'influenza270. 

2.6.2 Le glycosylphosphatidylinositol. 
L'interaction des protéines avec des éléments lipidiques est un autre 

mécanisme par lequel les protéines membranaires peuvent être transportées à 
des domaines spécifiques. La région extracytoplasmique de certaines protéines 
apicales, comme la phosphatase alcaline, la dipeptidase rénale, le Thy- 1 murin, 
la 5' -nucléotidase et le DAF ("Decay Accelerating Factor") interagit de façon 
covalente avec un glycolipide, le GPI47. 86' 293. Cette modification des 
protéines, qui a été précédemment décrite comme glypiation, est un processus 
co-traductionnel. Plusieurs études sur le transport polarisé de ces protéines a 
identifié un lien entre la présence de GPI et le ciblage apical298, 299. Par 
exemple, une phosphatase akaline placentaire mutée, non-associée au GPI, est 
transportée de façon non-polarisée. Les ectodomaines de l'hormone de 

, croissance294, 296 ou de protéines basolatérales (VSV-G ou HSV- gD)47 482 qui 

ont été greffés à une séquence d affinité aux glycolipides de protéines apicales 
(Thy- 1 ou DAF)47, 294' 296  confirmèrent aussi la relation entre les deux 
phénomènes, car ces protéines chimères sont ciblées au domaine apical. Enfin, 
la mannosamine, enzyme qui inhibe le transport protéique apical, affecte aussi 
l'ancrage des protéines au GPI295. Il faut, par contre, noter que certaines 
cellules ne reconnaissent pas le GPI comme signal apical: les cellules FRT ne 
ciblent pas les protéines associées au GPI d'une manière spécifique; cette 
lignée cellulaire ayant apparemment développé certains mécanismes de ciblage 
qui lui sont propres567. 
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2.6.3 Les radeaux apicaux et le rôle des lipides; les caveolae. 
Le lien entre le transport apical et la glypiation a amené plusieurs 

hypothèses sur le rôle de certains lipides dans le transport polarisé des 
protéines membranaires, surtout apicales. D abord, la distribution de plusieurs 
lipides est elle-même polarisée dans les cellules épithéliales472, 528; ensuite, des 
protéines apicales auraient une affinité plus grande pour les lipides destinés à 
ce domainee. Par exemple, les vésicules de transport apical sont riches en 
glycosphingolipides et en cholestérol, tandis que les vésicules basolatérales 
sont constituées de phosphatidylcholine et lipides liés au glycérol et pauvres en 
liens hydrogène298, 512, 528. Cette propriété serait importante pour concentrer les 
protéines apicales, dont celles liées au GPI, dans des vésicules spécifiquesin. 
Ainsi, la protéine F du virus de Sendai interagit avec le cholestéroP6  alors que 
la phosphatase alcaline placentaire s'associe préférentiellement aux vésicules 
intracellulaires riches en glycosphingolipides48. Ces lipides agissent comme 
des éléments de "radeaux" moléculaires de transport apical ("apical rafle) pour 
les protéines qu'ils transportentm. 

Le concept de "radeau" correspond à un microdomaine dynamique 
riche en sphingolipides et en cholestérol, flottant dans une mer de 
glycérophospholipides membranaireen. La formation de ces microdomaines 
est causée par des éléments du feuillet membranaire externe ayant (1) une 
température de transition gel/liquide plus élevée que les 
glycérophospholipides, (2) des interactions Van der Waals et des liens 
hydrogène causant une grande compaction et une fluidité diminuée et, enfin, 
(3) des chaînes acyles plus longues, plus saturées et plus régulières que les 
phospholipides205, 471. Ces propriétés ont donc pour effet de regrouper les 
sphingolipides par rapport à la phosphatidylcholine et les 
glycérophospholipides. La constitution de ces microdomaines a été étudiée 
grâce à leur insolubilité au Triton X-100 à 4°C [d'où les DIGs, "detergent-
insoluble glycolipid-enriched domains"1205. 11 s' avère que plusieurs protéines 
apicales s' associent aux DIGs à leur sortie de l'appareil de Golgi, dont les 
protéines liées au GPI (particulièrement la phosphatase alcaline placentaire), le 
HA et la neuraminidase, ainsi que plusieurs enzymes intestinales203. De plus, 
les DIGs sont particulièrement enrichis en protéines acétylées, comme la sous-
unité Ga des protéines G hétérotrimériques356. L' association de ces protéines 
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de transduction de signaux implique que les microdomaines sont des centres 
de communication intracellulaire importants, surtout sous la forme de 
cavéolae, dont il sera question ultérieurement471. 

L'association de certaines protéines aurait une influence importante sur 
les propriétés fonctionnelles des microdomaines: entre autres, les annexines (II 
et XIIIb) et la cavéoline205. La présence d'anticorps contre l'annexine XIIIb 
inhibe le transport apical de HA sans influencer le ciblage basolatéral de la 
VSV-G, suggérant que ces protéines ont un rôle dans le transport apical des 
protéines149, 35°. Les cavéolines, comme les annexines, demeurent des 
protéines dont les fonctions sont encore mal connues. Les cavéolines sont des 
protéines retrouvées en grand nombre dans les DIGs, quoique pas de façon 
exclusive121, 154, 271, 387, 444, 462. En effet, ces petites protéines de 23 I(Da en 
forme d'épingle peuvent s'oligomériser en structures, les cavéolae386, 
impliquées dans l'endocytose au domaine basolatéral des cellules MDCK568, et 
la transcytose dans les cellules endothé1ia1es463. Ces fonctions différentes 
peuvent être expliquées par l'existence de différentes espèces de cavéoline. La 
cavéoline-1 interagit avec le cholestéro1357  et, malgré qu'elle soit retrouvée en 
hétéro-oligomères (cavéolines-1 et -2) formant les cavéolae à la membrane 
basolatérale, seule la cavéoline-1 est apicale et associée aux microdomaines205,  
471. Si la cavéoline-1 est impliquée dans le transport à la membrane apicale des 
cellules MDCK, il demeure que les cellules Caco-2 ou FRT ne possèdent pas 
de cavéolae, impliquant l'existence de mécanismes de transport différents344,  
568.  

2.6.4 Des glycosylations? 
La recherche pour d'autres signaux de transport apical (autres que la 

glypiation ou l'association à certains lipides) s'est avérée peu satisfaisante; 
l'apparente absence d'une séquence spécifique servant de signal de transport 
apical tend à suggérer qu'une conformation encore non-identifiée sert de 
signal430, 542. L'hypothèse que certaines glycosylations constitueraient des 
signaux de transport apical a été mise de l'avant récemment; en effet, si 
l association des protéines à des lipides constitue un signal de ciblage, il 
pourrait en être de même pour les sucres. En effet, K. Simons a proposé que 
les N-glycans pourraient constituer des signaux de transport apical151, 457 . De 
cette façon, certaines glycoprotéines s'associeraient aux lectines15° des 
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microdomaines par leur N-glycans. Ce signal serait de faible affinité et masqué 
en présence d'un signal dominant de transport basolatéral. Cependant, ce 
modèle explique mal le transport non-ciblé de glycoprotéines ayant perdu le 
signal de ciblage basolatéra1329. 

2.7 Signaux basolatéraux: nécessités structurales et de séquence.  
Ironiquement, un des premiers liens entre un signal à base de tyrosine 

et le transport basolatéral provient d'une protéine virale apicale, HA, où un 
signal tyrosine a été inséré dans le domaine intracytoplasmique pour étudier 
l'endocytose; la protéine mutante est transportée du côté basolatéra145. 
L'exemple classique de signal de transport basolatéral d'une glycoprotéine 
virale demeure le signal YXXI retrouvé dans le domaine cytoplasmique de 
VSV-G511. Les Lgps contiennent aussi un signal de transport basolatéral 
"tyrosine-dépendant" qui est associé à 1'endocytose237. Le LDL-R constitue un 
cas particulier: le signal d'endocytose, proximal à la membrane plasmique, 
peut servir de signal de transport basolatéral. Un deuxième signal de ciblage 
basolatéral, distal, contient aussi une tyrosine critique, mais ne constitue pas 
un signal d'endocytose. L'observation qu'un ensemble d'acides aminés acides 
(D ou E), en aval de chaque séquence centrée sur une tyrosine, est aussi 
critique pour le ciblage basolatéral du LDL-R suggère que la différenciation 
entre signaux basolatéraux et d'endocytose sera complexe et implique 
probablement de multiples éléments328, 33°, 331. 

La similitude entre certaines des séquences de transport basolatéral et 
celles des signaux d'endocytose ou de transport lysosomial (notamment les 
séquences à base de tyrosine) suggère aussi l'existence d'éléments 
additionnels nécessaires pour les distinguer. L'observation que les signaux 
YXXL et LL peuvent transporter un cargo à une variété de compartiments 
post-Golgi tend à supporter cette idée. 

La famille des signaux de transport basolatéraux "tyrosine-dépendants" 
ne constitue pas non plus la totalité des séquences impliquées dans le ciblage 
basolatéral. Par exemple, le signal basolatéral des récepteurs PIg-12.13  et TR-
R95  se situe dans le domaine intracytoplasmique de la protéine mais n'est pas 
associé avec celui d'endocytose et ne contient pas de tyrosine essentielle; le 
concensus RNXDXXS/TXXS a été suggéré comme signal potentiel, mais 
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demeure encore à l'étude95. De plus, la phosphorylation d'une sérine 664 entre 
les deux signaux (basolatéral et d'endocytose) du PIg-R permettrait le 
recyclage par transcytose du récepteur vers la membrane apicale en cachant le 
signal basolatéral 63, 221, 351, 352, 497. Enfin, le signal basolatéral du récepteur du 
fragment Fc des Ig correspond au signal d'endocytose, c'est-à-dire LL331. 

L'existence de signaux de transport basolatéral non cytoplasmiques a 
aussi été rapportée pour certaines glycoprotéines virales, dont gD de 

herpès294, 296, p62 du virus de la forêt de Semliki (SFV)4" et d'une 
glycoprotéine chimère de deux variétés de virus de leucémie murine 
(muLv)257, 258, 487. Ces observations demeurent des cas isolés et se basent sur 
des protéines tronquées ou chimères, et exigeraient des études plus élaborées 
de mutagénèse pour être confirmées. 

2.8 Liens entre cytosquelette, lipides et protéines G.  
2.8.1 Cytosquelette. 
Le rôle du cytosquelette dans la polarisation cellulaire est double: la 

formation et le support de domaines spécialisés, ainsi que l'apport d'éléments 
fonctionnels vers ces domaines, par les vésicules de transport60, 238, 430. 

L'intégrité des compartiments intracellulaires dépend non seulement des 
membranes lipidiques, mais aussi de ces structures de soutien. Le 
cytosquelette est constitué de réseaux de protéines de nature et de fonctions 
distinctes: deux de ces systèmes nous sont d'un intérêt particulier, le réseau 
microtubulaire et la famille de l actine et de ses protéines auxiliaires220, 340, 526. 

Enfin, les réseaux sont étroitement associés à la membrane plasmique, 
particulièrement aux zones de contact entre les cellules. 

2.8.1.1 Le réseau microtubules/ protéines motrices 
Un exemple de lien moléculaire entre le transport vésiculaire (et donc la 

polarisation cellulaire) et l'organisation intracellulaire des microtubules est 
l'effet de Rab8, une GTPase impliquée dans le transport vésiculaire, sur la 
morphologie des cellules397. Des cellules fibroblastiques BHK surexprimant 
constitutivement Rab8 forment des grandes protubérances où sont transportées 
spécifiquement la glycoprotéine VSV-G et Rab8. La GTPase initierait une 
cascade qui aboutirait au réarrangement local du cytosquelette dans les cellules 
BHK397. Ce réarrangement n'est pas l'équivalent structural d'un domaine 
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épithélial spécifique, les cytosquelettes épithéliaux étant beaucoup plus 
complexes, mais il illustre bien le lien entre le transport vésiculaire et les 
réseaux de protéines. Cette observation rappelle aussi la distribution polarisée 
des microtubules dans les cellules épithéliales, leurs extrémités (-) vers 
l'extrémité apicale et (+) face à l'appareil de Golgi84, 142, 143. Cette disposition 
est particulière, car elle est à l'opposé de celle retrouvée dans les autres 
cellules. En effet, à l'inverse des autres cellules (polarisées ou non), le centre 
d'organisation microtubulaire (COM, périphérique aux centrioles) est distal 
face à l'appareil de Golgi, et proche du domaine apical dans les cellules 
épithéliales". Par contre, ceci implique que l'extrémité (+) des microtubules 
des microvillosités se situe aux pointes de ces formations. Il est d'ailleurs à 
rappeler que le réseau des microtubules dendritiques est ambisens dans le 
neurone, et, étant donné que le COM est retrouvé sous le réseau de l'axone, 
seuls les microtubules axonaux ont uniformément leur extrémité (-) vers le 
corps cellulaire104. C'est ainsi que des protéines "motrice jumelées aux 
microtubules permettent le mouvement antérograde ([-] vers [-F1) ou rétrograde 
([+] vers H) des vésicules qui y sont amarrées. Deux groupes de protéines 
"motrice' sont associés à ces tâches: les kinésines (transport antérograde) et 
les dynéines/dynactines (transport rétrograde)220,526. 

Les kinésines constituent une famille de protéines qui ont une structure 
de pinces ou de tenailles dont les extrémités rondes des branches ("têtes") 
possèdent une activité ATPase catalysant le mouvement. Ces "tête' amino-
terminales sont reliées par deux structures hélicoïdales ("queues") carboxy-
terminales associées chacunes avec le cargo transporténo.  Les kinésines sont 
responsables de fonctions aussi variées que le mouvement des organites et la 
ségrégation des chromosomes, ainsi que le transport des vésicules. En effet, la 
très grande variation de séquences retrouvée dans les "queues" reflète bien ce 
phénomène526. L'attachement des kinésines aux vésicules se fait par un 
intermédiaire, la kinectine, à sa région hélicoïdale carboxy-terminale. La 
kinectine s'attache aux vésicules par des domaines hydrophobiques amino-
terminales. L'inhibition de la kinectine par des anticorps affecte 
substantiellement le transport de la VSV-G du RE vers l'appareil de Golgi, 
soulignant son rôle dans le transport vésiculaire526. Par contre, vu que la perte 
de ces protéines (kinésine/kinectine) n'est pas nécessairement létale, d'autres 
réseaux, comme l'actine/myosine, pourraient alors s'associer aux extrémités 
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des microtubules pour forcer un mouvement directionne1526. L'implication 
d'autres protéines, ayant une fonction homologue ou auxiliaire à la kinectine, 
est aussi possible. 

Un groupe de kinectines s'associent à une deuxième catégorie de 
protéines motrices, les dynéines/dynactines. Les dynéines sont constituées 
d'un complexe de chaînes lourdes, intermédiaires, mi-intermédiaires et 
légères526. L'activité motrice rétrograde des dynéines est associée à leurs 
chaînes lourdes. Elles assurent le mouvement des cils et flagelles ("dynéines 
d' axonèmes") ou du transport intracellulaire ("c-dynéines")526. Les dynéines 
cytoplasmiques interagissent avec les endosomes, les lysosomes et l'appareil 
de Golgi; le transport vers ces organites est habituellement assuré par le 
transport microtubulaire rétrograde". Par contre, dans les cellules épithéliales, 
le transport des vésicules de sécrétion apicales est associé aux moteurs 
dynéines". De récentes observations ont proposé que les chaînes 
intermédiaires sont responsables du ciblage cytoplasmique de la dynéine. Elles 
servent aussi de pont entre les chaînes lourdes et la dynactine, un complexe de 
protéines qui ancre le réseau dynéine aux organites. La dynactine pourrait ainsi 
interagir avec une molécule homologue à la kinectine526. 

La réaction des cellules face aux agents déstabilisateurs du 
cytosquelette a donné certains indices sur le rôle des microtubules et des 
protéines qui leurs sont associées dans l'établissement de la polarité cellulaire. 
Lorsque les cellules épithéliales sont traitées avec le nocodazole, la colchicine 
ou le taxol, l'appareil de Golgi demeure fonctionnel mais quitte sa position 
péiinucléaire et se disperse dans le cytoplasmen. Cette observation rappelle le 
positionnement graduel des organites par les microtubules lors de 
l'établissement de la confluence de la monocouche épithéliale. Ces agents ont 
un effet plus drastique sur le ciblage apical des protéines: ainsi, ils affectent 
grandement le transport d hydrolases apicales27  ou de 1'hémagglutinine421, 
mais peu celui de la VSV-G42' ou d'autres protéines basolatérales128. 

2.8.1.2 Actine et myosine 
Etant donné l'organisation des microtubules dans le cytoplasme des 

cellules épithéliales, la dynéine semble être le moteur principal du transport 
vésiculaire apical dans ces cellules", 142. Cependant, malgré une diminution 
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spécifique du transport des protéines apicales par les agents perturbateurs du 
réseau microtubulaire, il reste que le transport des vésicules apicales n'est pas 
entièrement inhibé327, 451 ' 531. De plus, l'existence d'un réseau dense en 
filaments (le "terminal web"), sous-jacent au microvillosités, qui n'est pas 
accessible aux microtubules cytoplasmiques, suggère que d autres systèmes 
doivent être utilisés pour le déplacement des vésicules vers cette région. Le 
réseau de l'actine est impliqué dans ces processus", 143. L'actine des 
microfilaments (actine F, par rapport à l'actine G globulaire) est disposée aussi 
de façon asymétrique, comme les microtubules'98. Elle est associée à une 
gamme de protéines, dont il fut question antérieurement. Parmi elles, la plus 
connue est la myosine. La myosine II est celle qui glisse le long de l'actine 
dans le muscle et qui crée la tension dans les faisceaux d' actine198. La myosine 
I, en association avec la calmoduline, amarre l'actine des microvillosités à la 
membrane142; elle est aussi la protéine motrice qui a une fonction homologue à 
la kinésine143. 

L'action de la myosine I est de diriger les vésicules ou organites, 
associés aux réseau d' actine, vers les membranes141, 143. L' actine/myosine, en 
association avec les microtubules, a un rôle dans la transcytose, ce transport de 
vésicules du domaine basolatéral vers la région apicale'. Ces vésicules 
doivent traverser le réseau de tonofilaments d'actine basal, le corps cellulaire 
ainsi que le "terminal web" pour arriver à destination; le réseau actine/myosine 
I est particulièrement adapté à accomplir cette tâche, car il s'étend de la 
membrane apicale à la lamina basale", 143. Ainsi, contrairement aux 
microtubules, dont le rôle tend à se limiter au transport apical, le réseau 
d'actine serait impliqué dans le transport des vésicules aux deux domaines 
membranaires, particulièrement à travers les régions pauvres en microtubules. 

2.8.1.3 Contacts entre les cellules et matrice extracellulaire 
Trois grandes familles de protéines transmembranaires sont impliquées 

dans les processus d' adhésion entre les cellules: la super-famille des 
immunoglobulines, la famille des cadhérines et les intégrines217, 359. Ces deux 
dernières sont particulièrement importantes pour les cellules épithéliales. En 
effet, les cadhérines sont responsables des premiers signaux d'une cascade 
d'événements impliquant la réorganisation du cytosquelette et l'établissement 
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de la polarité cellulaire,. Les intégrines sont des protéines d'ancrage cellulaire 
à la lamina basale55,74. 

La cadhérine impliquée dans la formation des desmosomes, et la 
cadhérine principale des cellules épithéliales, est la E-cadhérine359. Comme 
pour les autres cadhérines, son activité dépend de la présence de calcium. 
L'association de cette protéine avec le réseau du cytosquelette permet de 
stabiliser le contact entre les cellules. Le domaine intracytoplasmique de la E-
cadhérine interagit avec le complexe de trois protéines homologues: la g-
caténine, la plakoglobine et une protéine similaire à celle codée par le gène 
armadillo de la drosophile,. Ces protéines constituent un pont entre la E-
cadhérine et l'a-caténine, qui, comme la vimentine et l'a-actinine, a une forte 
affinité pour l'actine et le réseau de spectrine (ou fodrine)197. Une autre 
composante des desmosomes est la radicine, qui interagit avec l'a-caténine. 
L'a-caténine s'associe aussi à une famille de kinases, dont pYes, pSrc et la 
protéine kinase C118. L' activation de la GTPase Rho, intimement impliquée 
dans l'état de la polymérisation intracellulaire de l' actine, et la cascade de Ras 
sont accélérées par l'action de la E-cadhérinel". Enfin, par son interaction 
avec la fodrine, la E-cadhérine recrute certaines ankyrines aux desmosomee. 
Les ankyrines interagissent avec des protéines membranaires pour les amener à 
des destinations membranaires spécifiques: les plus connues de ces protéines 
membranaires importantes sont les pompes Na/K ATPase et C1/HCO3-29, 200. 

Les intégrines sont impliquées dans la solidification des interactions 
cellulaires avec la lamina basale. Interagissant avec l'a-actinine et la taline, les 
intégrines ancrent la cellule aux molécules qui lui sont sous-jacentes74, 240. L'a-
actinine, à son tour, se branche au réseau d actine. D'autres protéines servent 
aussi de lien des intégrines aux réseaux intracellulaires, dont la zyxine, la 
paxilline et la vinculine74. Cette dernière est d' ailleurs homologue à l' 
caténine, et interagit avec le réseau de spectrine proximal à la membrane 
basolatérale197. La stabilisation des intégrines de l'axe de polarisation cellulaire 
permet, entre autres, le développement des jonctions étanches au pôle apical 
opposé, et le cumul de protéines ZO-1 à ces endroits précis,". Cette 
stabilisation permet d'activer le transport des vésicules spécialisées aux 
domaines membranaires apical et basolatéral, maintenant clairement définis'''. 
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Cette activation pourrait donc se faire par un signal spécifique dirigé, entre 
autres, par les protéines G hétérotrimériques. 

2.8.2 Contribution des voies de transduction et des protéines G 
2.8.2.1 Petites protéines G (rabs) 
En décrivant les molécules impliquées dans le emport vésiculaire, il a 

été question de petites protéines possédant une activité GTPase et qui 
permettaient, par exemple, la reconnaissance spécifique de v-SNAREs par des 
t-SNAREs366, 402, 560. Ces protéines homologues à Ras, nommées Rabs ("de 
Rat brain"), contrôlent les étapes importantes des mécanismes de transport par 
leur apport en GTP. Un autre groupe de petites protéines GTPases, les ARF-
like (ARF/SAR, "ADP-Ribosylation Factors")111 s'ajoutent aux Rabs pour 
constituer la famille des "petites protéines G. Ces petites protéines G 
monomériques sont toutes d'une taille d'environ 25 kDa. Les Rabs sont 
souvent modifiées par l'ajout d'un groupe farnésyle, ou palmitilées sur une 
cystéine à quatre acides aminés de l'extrémité carboxy-terminale; cette 
extrémité peut être clivée ultérieurement et méthyléen. Le palmityle est 
nécessaire pour l'ancrage membranaire des protéines G, ainsi que pour 
l'interaction avec les vésicules de transportn. Les ARFs sont myristilées à leur 
extrémité amino-terminale et c'est la myristilation qui permettrait l'association 
membranaire une fois la protéine ARF liée au GTP. La libération du GTP se 
fait une fois l'ARF ciblée à une membrane, relâchant les protéines adaptrices 
dans le cytosolm. 

Plusieurs protéines Rabs ont des fonctions spécialisées dans le 
transport ciblé des cellules polarisées (figure 8). Soulignons, entre autres, les 
protéines Rab5 (les isoformes Rab5A, B et C; transport endosomal) ainsi que 
Rab3B, Rab8 et Rab 13 (formation des jonctions étanches) mentionnées 
précédemment366, 559. La protéine Rab8 est basolatérale dans les cellules 
épithéliales232  et se retrouve dans les dendrites des neurones23,; un peptide 
analogue à sa partie carboxy-terminale inhibe le ciblage basolatéral de VSV-G, 
impliquant cette protéine dans la reconnaissance des vésicules spécialisées du 
transport basolatéra1232. Certaines Rabs sont associées au transport endosomal 
plus en aval de Rab5: Rab4 (A, B; des endosomes à la membrane plasmique 
ainsi que la sécrétion apicale), Rab7 (vers les lysosomes) et Rab9 (vers 
l'appareil de Golgi), Rab22366, 373. D'autres protéines Rabs sont impliquées 
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FIGURE 8 
Page 51 

Les protéines Rabs dans le transport spécialisé d'une cellule épithéliale (figure 
tirée de Nuoffer et Balch, Annu Rev. Biochem. 63:949) 
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dans le transport du RE vers l'appareil de Golgi (Rab 1 , 2), à l'intérieur de 
l'appareil de Golgi (RablO) et dans le trans-Golgi (Rab6)366. Enfin, il y a des 
Rabs qui ne se retrouvent que dans certaines cellules spécialisées: Rab3A et C 
sont localisées dans les vésicules synaptiques des neurones366, 367; Rab 17 est 
spécifique aux cellules épithéliales et serait impliquée dans la transcytose367; les 
Rabl 1 et Rab25 sont impliquées dans le recyclage des endosomes apicauxm,  
182. Certains Rabs ont une distribution apicale dans les cellules épithéliales du 
rein (Rab 1 1 , Rab18, Rab20), mais sont non-polarisées dans les cellules 
épithéliales de l'intestin (Rab18)309, ou localisées dans les dendrites des 
neurones (Rab11)182. Ce phénomène découle peut-être des fonctions 
spécialisées de ces protéines dans les différents organes. Les protéines Rabs 
peuvent s'associer à des protéines auxiliaires dont les plus connues sont la 
rabphiline [pour Rah3] et la radaptine [pour Rab5]. Ces protéines aident ou 
agissent comme les protéines "effectrices" des Rabs366. 

2.8.2.2 Protéines G hétérotriinériques 
Les protéines G hétérotrimériques sont des complexes de trois sous-

unités a, [3, y, qui sont associés à la transduction de signaux de la membrane 
plasmique vers des effecteurs cytoplasmiques. Ces protéines sont aussi 
impliquées dans le transport vésiculaire au niveau du RE, dans les endosomes 
et dans les domaines apicaux et basolatéraux",  ". Par exemple, le fluorure 
d'aluminium (A1F4), un homologue de y-GTP, agit sur la sous-unité Ga-GDP 
et active de manière irréversible le transport des protéines dans l'appareil de 
Go1gi507. Le transport trans-Golgi est inhibé par une addition de GTPyS, le 
fluorure d'aluminium ou un excès de sous-unités Gl3y, impliquant clairement 
les protéines G hétérotrimériques dans plusieurs étapes du transport 
vésiculaire148. Ces étapes consisteraient, entre autres, en un effet inhibiteur sur 
l'action GTPase de la dynamine (qui interagit avec les sous-unités Ggy) suite à 
la stimulation de l'activité GTPase par les phosphatidyl inositols292. L'activité 
inositol 5' -phosphatase de la synaptojanine (dans les neurones)334  ou de la 
protéine homologue OCRL-1 roculocérébrorénale-1762  (dans l'appareil de 
Golgi) inactive les phospholipides, permettant l'oligomérisation de la 
dynamine. C'est à ce moment que la sous-unité inactive de Ga interagit avec 
G137443  . 
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2.8.3 Les phospholipides 
Les phospholipides sont particulièrement impliqués dans le transport et 

la transduction de signaux, car ils demeurent des constituants communs à 
toutes les vésicules. Les plus importants à ce sujet sont les phosphoinositides, 
et particulièrement les phosphatidylinositols (PtdIns),°2. Le noyau inositol peut 
être phosphorylé aux positions 3-, 4-, ou 5 ' -, donnant lieu à des 
stéréoisomères spécifiques, qui sont associés à des étapes distinctes de la 
formation de vésiculesl°2. La plus classique de ces molécules est le 
PtdIns(4,5)P2, qui a d'abord été impliqué dans l'exocytose du calciumm. 
Plusieurs enzymes régissant la structure des phosphatidylinositols sont 
importantes pour le transport vésiculaire. On retrouve parmi celles-ci les 
homologues de Vps34p [une 3' -PtdIns kinase] et Vps15p [sérine-thréonine-
kinase liée à Vps34p], essentielles au transport vacuolaire (chez la levure) ou 
lysosomial (chez les nnammifères)464, 485, 534. La protéine Sec 14p [PEP3 ou 
PITP, "PtdIns-transfer protein"] convertit le diacylglycérol et la choline en 
phosphatidylcholine, régit le transfert de la phosphatidykholine et du PtdIns 
entre les membranes, et a un rôle dans le transport en aval de l'appareil de 
Golgiu, 253. Enfin, la 3' -phosphoinositide kinase p85/p110 est associée à 
l'endocytose de certains récepteurs, dont celui du PDGF ("platelet derived 
growth factor")467. Des mutations de ces protéines, ou la présence de 
wortmannine, un inhibiteur irréversible des 3'-PtdIns kinases, affectent 
grandement la formation et le transport vésiculaires204,289, 481. 

Outre les enzymes impliquées dans la synthèse, le transfert ou la 
modification des PtdIns, un important indice du rôle actif de ces lipides dans le 
transport des vésicules est leur association directe avec les autres éléments de 
ce processus. La synaptojanine, une 5' -phosphatase, ainsi que la GTPase 
dynamine, lient le PtdIns(4,5)P2 et l'inositol (1,4,5)-triphosphate102, 443. 

L'implication de la synaptojanine dans la réorganisation du réseau de l'actine, 
et de la dynamine dans le bourgeonnement des vésicules, identifie un lien clair 
entre le processus de transport vésiculaire, le métabolisme des PtdIns et 
l organisation du cytosquelettel°2' 443. 

Les GTPases assurent aussi des interconnections entre les voies de 
transport vésiculaire et les PtdIns. En plus de la dynamine, plusieurs des 
ARFs, des Rabs et des protéines G hétérotrimériques sont associées aux 
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réseaux des phosphoinositidesm, 443. Par exemple, le PtdIns(4,5)P2 stimule 
l'échange du nucléotide guanine qui est régi par l'ARP,. L'ARNO ("ARF 
nucleotide binding site opener") et le PtdIns(4,5)P2 activent la phospholipase 
D, aboutissant à la production locale de PtdIns(4,5)P2. La présence de ce 
lipide aiderait au recrutement des protéines nécessaires à la formation de la 
vésicule, comme les Rabs, les COPs et les APs. Une protéine Rab dont 
l'activité est contrôlée par une 3'-PtdIns kinase est Rab5, GTPase impliquée 
dans le transport endosomalm. Il a aussi été démontré que les protéines COPs 
et APs interagissent avec le PtdIns(4,5)P2 et l'inositol (1,4,5)-triphosphatel°2,  
443.  

Le réarrangement local du cytosquelette est une autre conséquence de 
l'activation des PtdIns, particulièrement le PtdIns(4,5)P2. Plusieurs protéines 
accessoires de l actine, dont la profiline, la gelsoline et la cofiline interagissent 
avec ce phospholipiden2. De plus, les protéines Rho de la famille de GTPases 
homologues à Ras, comme Rho, Rac et Cdc42, sont ciblées par les p85/p110 
et 5'-PtdIns(4) kinases. Ces protéines sont directement impliquées dans 
l'organisation du réseau d'actine, du cytosquelette et ainsi dans la gestion du 
transport vésiculaire'°2. 

3. Utilisation des virus pour l'étude du transport polarisé 
des protéines. 

Ce sont surtout les travaux de R.W. Compans et de E.E. Rodriguez-
Boulan, vers la fin des années 1970, qui ont ouvert la voie à l'utilisation des 
virus dans l'étude du transport des protéines dans les cellules épithéliales431,  
442. L'étude des virus apporte deux nouveaux éléments à considérer: 
l'implication de la polarisation dans la pathogénèse virale et l'association de ce 
phénomène aux mécanismes d'assemblage et de maturation de la particule. 
Cette section tentera de présenter une vue d'ensemble des signaux de ciblage 
des protéines virales, sans être une liste exhaustive des déterminants 
moléculaires de transport de ces protéines. 

3.1 Les virus non-enveloppés.  
Si les virus enveloppés, et particulièrement les protéines de l'enveloppe 

de ces virus, ont beaucoup servi de modèles pour l'étude des mécanismes de 
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transport des protéines426, il reste que les virus qui ne possèdent pas 
d'enveloppe peuvent aussi être transportés à des régions spécifiques de la 
cellule. Il s'agit souvent d'un transport vers le noyau, comme c'est le cas du 
SV40 (virus simien 40) et des autres papovaviridae349, 551. En effet, la protéine 
structurale VP1 possède un signal de localisation nucléaire dans son domaine 
amino-terminal; la protéine VP1 recruterait les autres protéines VP2 et VP3 
pour l' assemblage viral nucléairen. 

L'assemblage polarisé de certains virus non-enveloppés dans les 
cellules épithéliales a aussi été rapporté. En effet, les capsides du virus SV40, 
sous des conditions non lytiques, seraient "secrétées" ou relâchées du domaine 
apical des cellules polarisées Vero C1008; le récepteur du virus est transporté 
aussi vers ce domaine24, 77 . D'une manière similaire, le même groupe a 
démontré plus récemment la "sécrétion" spécifique du virus de la poliomyélite 
du domaine apical des cellules Caco-2, d'origine intestinale, mais pas des 
cellules Vero C1008, d'origine rénale°. Cependant, les mécanismes 
impliqués dans ces phénomènes demeurent peu connus et font encore l'objet 
d études. 

3.2 Les virus enveloppés.  
3.2.1 Les virus nucléaires: les herpesviridae. 
Les virus enveloppés bourgeonnent soit à travers une membrane, soit à 

l' aide de vésicules qui contiennent les nucléocapsides, et qui fusionnent par la 
suite avec la membrane486. Parfois, il se peut que le virus puisse même 
acquérir des enveloppes différentes tout au long de sa maturation, en 
bourgeonnant d'un compartiment cellulaire et se fusionnant avec un nouveau. 
C'est le cas des herpesviridae, qui bourgeonnent à la membrane nucléaire, 
perdent ensuite cette enveloppe initiale entre le noyau et l'appareil de Golgi, 
pour bourgeonner encore à la surface de la cellule184. Certaines glycoprotéines 
virales, comme la gp110 d'EBV (virus Epstein-Barr), sont fortement 
concentrées à la membrane nucléaire et au RE; elles ne semblent pas 
nécessaires pour la formation de l'enveloppe virale au noyau ou pour les 
étapes suivantes de la maturation cytoplasmique des particules virales184. Les 
mécanismes par lesquels les virus acquièrent une enveloppe et délaissent 
l'autre demeurent peu connus; ces événements se dérouleraient dans l'appareil 
de Golgi ou à l'intérieur de vésicules intracellulaires. Enfin, la glycoprotéine 
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majeure d'EBV, gp350/220, est incorporée au virus à la surface cellulaire, lieu 
où gp110 n'est pas transportée 84. Les glycoprotéines des herpesvirus ne 
semblent pas jouer un rôle majeur dans le lieu de l'assemblage du virus. 
Cependant, il a été démontré que le plusieurs glycoprotéines des virus HSV-1 
et HSV-2 (dont gC et gD) sont transportées et ces virus relâchés à la surface 
basolatérale des cellules épithéliales polarisées MDBK (Madin-Darby bovine 
kidney), bien que le lien entre ciblage des glycoprotéines et bourgeonnement 
viral polarisé n'aie pas encore été démontré482. 

3.2.2 Les virus du RE et de l'appareil de Golgi: coronaviridae et 
bunyaviridae, togaviridae (rubivirus). 

Les coronaviridae bourgeonnent dans l'appareil de Golgi et possèdent 
trois glycoprotéines principales (M [ou El], S [ou E21 et HE)491. La 
glycoprotéine M est la seule à être efficacement retenue dans les vésicules de 
l'appareil de Golgi, et cette rétention semble être associée à un signal de 
ciblage retrouvé à l'intérieur de la première de ses trois régions 
transmembranaires496. Cette glycoprotéine est essentielle pour la formation de 
l'enveloppe virale, et est responsable du ciblage du bourgeonnement du 
virus514. La glycoprotéine M fait le lien entre la phosphonucléoprotéine N et 
l'enveloppe. Ayant bourgeonné dans l'appareil de Golgi, les coronaviridae 
sont transportés vers un des domaines membranaires des cellules épithéliales, 
selon le type de virus et l'origine des cellules: par exemple, le MHV (virus de 
l'hépatite murine) est ciblé du côté apical dans les cellules MDCK (rénales) et 
basolatéral dans les cellules Caco-2 (intestinales). Par contre, le TGEV 
("transmissible gastroenteritis virus") est, par contre, transporté au domaine 
apical des cellules intestinales439, 44°. 

Le virus de la rubéole, à la différence des autres togaviridae (comme 
les alphavirus Sindbis et le Semliki Forest virus), ne bourgeonne pas à la 
membrane plasmique mais dans l'appareil de Golgi. En plus, les 
glycoprotéines virales El et E2 possèdent des signaux de ciblage vers le 
RE/cis-Go1gi223,224. Etant donné que les nucléocapsides et les glycoprotéines 
proviennent d'une polyprotéine précurseure, il s avère que le signal d'ancrage 
membranaire de l'extrémité amino-terminale de E2 est équivalent au domaine 
carboxy-terminal de la nucléocapside. Après clivage de E2, la protéine de la 
capside demeure ancrée à la membrane. L'assemblage de la capside peut alors 
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se poursuivrel". Les glycoprotéines seraient donc responsables du 
bourgeonnement viral dans l'appareil de Golgi. 

Les bunyaviridae sont représentatifs d'un groupe de virus qui sont 
transmis par les insectes ou par des rongeurs et qui sont les agents étiologiques 
de certaines fièvres graves chez l'humain459. Ces virus bourgeonnent aussi par 
les membranes de l'appareil de Golgi pour être libérés ensuite par exocytose. 
Les glycoprotéines G1 et G2 sont aussi ciblées vers l appareil de Golgi, par un 
signal de transport de leur domaine cytoplasmique'2, 325, mais le lien entre ce 
phénomène et le bourgeonnement viral n'est pas encore clairement établi. Si le 
bourgeonnement de ces virus est intracellulaire, il reste que cette libération de 
particules virales peut être faite de façon polarisée: le phlébovirus Punta Toro 
est dirigé vers la membrane basolatérale des cellules épithéliales70. 

3.2.3 Les virus des surfaces apicales: orthomyxoviridae et 
paramyxoviridae. 

Le virus de l'influenza (ou de la grippe) est un virus de la famille des 
orthomyxoviridae qui bourgeonne à la surface apicale des cellules 
polarisées431. Vu que les signaux de transport polarisé se retrouvent sur les 
glycoprotéines virales (HA et neuraminidase), les modèles actuels proposent 
que ce sont elles qui sont aussi responsables du bourgeonnement polarisé 
vira1429: en effet, la protéine majeure de la capside, M1, est plutôt impliquée 
dans le transport des ribonucléoprotéines virales du noyau vers le 
cytoplasme322, et ne contiendrait aucun signal de ciblage. La protéine M1 
interagirait d'une manière encore inconnue, lors du bourgeonnement à la 
surface cellulaire, avec les régions intracytoplasmiques de HA et de la 
neuraminidase244. 

Parmi les paramyxoviridae qui ont été utiles pour l'étude de la 
polarisation du bourgeonnement viral, il y a le virus Sendai431. Ce virus 
bourgeonne à la surface apicale des cellules épithéliales où sont transportées 
les glycoprotéines de son enveloppe429.  La glycoprotéine hémagglutinine-
neuraminidase (HN), une protéine membranaire de type II, est responsable de 
l'attachement du virus à son récepteur; la glycoprotéine F, de type I, est 
impliquée dans la fusion nnembranaire275. Les deux protéines interagissent 
avec la protéine M, qui fait elle-même le lien avec le complexe 
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nucléocapsidique452.  L'isolement récemment d'un virus Sendai ayant des 
caractéristiques distinctes dans son transport a suscité un intérêt particulier. Le 
virus Sendai F 1-R bourgeonne de manière non-polarisée dans les cellules 
MDCK et possède une glycoprotéine F dont l'activité de fusion est augmentée, 
car la protéine mutante est clivée par des protéases cellulaires n'affectant pas le 
virus de type sauvage501, 504-506. La capacité de ce virus de bourgeonner bi-
directionnellement, combiné à l activité augmentée de sa protéine F, changent 
radicalement la pathogénèse du virus. Les souris infectées avec le virus Sendai 
F 1-R développent une infection systémique, alors qu'ordinairement ils 
souffrent d'une pneumonie localisée499. Des études sur l'effet de mutations 
affectant uniquement l'activité de la protéine F ou seulement la polarisation du 
virus ont établi l'implication de ces deux phénomènes dans le tropisme viral et 
la dissémination du virus chez l' hôte502. Les protéines mutantes F affectées 
dans leur signal de polarisation seraient impliquées dans la fusion cellulaire, 
étant donné qu'elles doivent être présentes au domaine basolatéral pour qu' un 
tel phénomène ait 1ieu259. Enfin, les protéines M mutantes associées à la perte 
de la polarisation du bourgeonnement viral affectent l' organisation des 
microtubules dans la cellule, impliquant directement le cytosquelette dans le 
ciblage de l'assemblage du virus"°,  "3. Ces études sur le virus Sendai sont les 
premières à intégrer le rôle du bourgeonnement polarisé dans la pathogénèse 
virale. 

3.2.4 Les virus des surfaces basolatérales. 
3.2.4. 1 Rhabdoviridae 
Avec le virus de l'influenza, le VSV a été parmi les premiers virus dont 

on a étudié le bourgeonnement polarisé161, 428, 431. Le virus s'assemble à la 
surface cellulaire, et les deux principales protéines impliquées dans la 
formation du virion (à part le complexe ribonucléoprotéique) sont la 
glycoprotéine G et la protéine de la matrice, M. La glycoprotéine G utilise les 
voies du transport vésiculaire pour s'ancrer à la surface cellulaire, tandis que la 
protéine M est produite dans le cytoplasme par la traduction d'ARNm libres. 11 
s'ensuit que les trimères de glycoprotéines G interagissent avec M (qui 
s' associe au complexe ribonucléoprotéique) pour l'assemblage des nouveaux 
virions à la surface cellulaire539. 
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Le transport polarisé de la glycoprotéine G du virus à la membrane 
basolatérale est assuré par un signal de ciblage YXXI dans la partie 
cytoplasmique de la protéine°, 5,1. Cependant, il se pourrait que le 
bourgeonnement basolatéral du virus puisse être rendu possible par un signal 
de ciblage retrouvé sur la protéine M, mais la nature de ce signal et les 
mécanismes impliqués n'ont pas encore été élucidée,. De plus, une interaction 
de la partie cytoplasmique de VSV-G avec une protéine, Tin2, n'a pas encore 
fait l'objet d'études plus détaillées: il pourrait s'agir d'une protéine effectrice 
de l'interaction du signal YXXI avec les protéines adaptricese5. 

3.2.4.2 Togaviridae (alphavirus Sindbis et Semliki Forest virus) 
Les protéines structurales des alphavirus Sindbis et SFV ("Semliki 

Forest virus") proviennent d'un polypeptide précurseur; cependant, les 
protéines capsidiques sont libérées rapidement par leur activité sérine-protéase. 
Le reste du polypeptide est transporté par les voies de transport vésiculaire 
pour devenir les glycoprotéines de l'enveloppe virale, El et p62. Les 
glycoprotéines et les protéines capsidiques sont toutes les deux essentielles 
pour la formation de nouvelles particules virales563. Dans les cellules 
épithéliales polarisées en culture, ces virus enveloppés bourgeonnent au 
domaine basolatéral; le signal responsable du transport polarisé se retrouve 
dans les glycoprotéines. Par contre, il a été rapporté que le signal de ciblage 
basolatéral n'est pas retrouvé dans la partie cytoplasmique de p62/E2, comme 
c'est le cas de la majorité des signaux de transport vers ce domaine435. Une 
mutagénèse plus poussée sera donc nécessaire pour trouver le signal de 
ciblage. 

3.2.4.3 Rétroviridae 
Quoique certaines sous-familles de rétrovirus bourgeonnent à des 

membranes intracellulaires, et non à la membrane plasmique, il demeure plus 
simple de présenter ensemble leurs mécanismes de bourgeonnement. Les 
rétrovirus possèdent deux groupes de protéines structurales majeures: les 
protéines structurales dérivées de la protéine précurseure Gag, et les 
glycoprotéines de l'enveloppe virale. Les protéines Gag sont synthétisées dans 
le cytoplasme, tandis que les glycoprotéines suivent la voie du transport 
vésiculaires°. Une revue plus complète du cycle viral et de l'assemblage des 
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rétrovirus sera présentée dans la section décrivant le virus de 
l'immunodéficience humaine (VIII). 

Il existe quatre catégories de particules rétrovirales (A, B, C ou D). Les 
particules de type A sont intracellulaires, et correspondent aux formes 
immatures du virus des tumeurs mammaires murin (MMTV), aux capsides 
entières intracellulaires des rétrovirus de type B ou D et des spumavirus. 
D'autres particules de type A sont en fait des rétrovirus endogènes défectifs 
(IAP, "Intracisternal A particles"). Les particules de type B correspondent aux 
particules MMTV matures; elles possèdent un corps central capsidique 
excentré et des spicules proéminentes qui constituent les glycoprotéines 
d'enveloppe. Les rétrovirus de type C regroupent la majorité des rétrovirus 
simples, ainsi que les virus du groupe de HTLV et les lentivirus. Usuellement, 
le nucléoïde de ces rétrovirus s'assemble parallèlement au processus du 
bourgeonnement; il prend alors une forme presque sphérique (rétrovirus du 
type MuLV) ou de cône (lentivirus). Le bourgeonnement se complète par la 
scission entre l'enveloppe virale et la membrane cellulaire et la capside virale 
est centrale. Enfin, les rétrovirus de type D, dont le prototype est le virus du 
singe Mason-Pfizer (MPMV), ressemblent au virus de type B, mais leurs 
spicules sont moins saillants et leur nucléocapside est plutôt en forme de 
cylindre (figures 9 et 10)80, 361. 

Deux protéines sont impliquées dans le choix du site d assemblage de 
la particule rétrovirale: la composante des protéines Gag dénommée MA 
("protéine de la matrice') et la glycoprotéine transmembranaire virale, ou TM. 
L'interaction de ces protéines avec les constituantes membranaires, les 
protéines "adaptrices" cellulaires, ainsi qu'entres elles et leurs homologues, est 
déterminante pour le lieu d'assemblage viral, l'incorporation des 
glycoprotéines et la production de virus infectieux234. Cependant, il est à noter 
que les glycoprotéines ne sont pas strictement nécessaires à l'assemblage et au 
bourgeonnement des rétrovirus, mais essentielles pour leur caractère 
infectieux234,  "1. Parmi les exemples les plus frappants de l'implication de la 
protéine MA dans l'assemblage est la conversion du virus MPMV (type D, 
assemblage du nucléoïde intracellulaire) à une morphologie virale de type C 
(assemblage à la surface cellulaire) par une substitution ponctuelle W->R dans 
la protéine de la matrice'. Cependant, pour les rétrovirus de type C, le lieu de 
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FIGURES 9 et 10 
Pages 62 et 63 

Représentation du cycle de réplication des rétrovirus: à la figure 9 (page 62, 
tirée de Dubois-Dalcq et al.), en "a", le cycle d'un rétrovirus de type C est 

illustré, tandis que les cycles des rétrovirus de type B ou D (avec intermédiaire 
A) sont représentés en "b". A la figure 10, on retrouve des clichés, en 

microscopie électronique, de: A. Particules intracellulaires de type A. B. 
Assemblage du MMTV (type B). C. Assemblage du MuLV (type C). D. 
Assemblage du ALV [Avian Leukosis Virus] (type C). E. Assemblage du 
MPMV (type D). F. Particules du virus de leucémie bovine (BLV, groupe 

BLV/HTLV, type C). G. Particules d'un lentivirus, le virus de 
l'immunodéficience bovine (BIV, type C). H. Clichés d'un spumavirus, le 
virus syncitial bovin. Figure tirée de Coffin, JM; SH Hughes et HE Varmus 
(1997): Retroviruses; CSH Press; Cold Spring Harbor, NY; 843 pages. 
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transport des glycoprotéines détermine le site de prédilection pour 
l'assemblage viral, particulièrement en ce qui concerne leur bourgeonnement 
basolatéral dans les cellules épithéliales polarisées442. Enfin, les glycoprotéines 
des spumavirus possèdent aussi un signal de ciblage au RE de type KK, 
l'implication de ce signal sur le lieu de bourgeonnement du virus demeure 
encore à être étudiée178. 

4. Le virus de l'immunodéficience humaine. 

Le bourgeonnement des rétrovirus dans les cellules épithéliales 
polarisées a jusqu'à maintenant été étudié en utilisant deux virus: le virus de la 
leucémie murine (MuLV)257  et le virus de l'immunodéficience humaine 
(VIH)136, 378. Etant donné que ce dernier virus a été l'objet principal des 
travaux décrits dans cette thèse, une attention particulière sera accordé à sa 
pathogénèse, son cycle viral, ses protéines capsidiques et les glycoprotéines de 
son enveloppe. Par la suite, un bref regard sera porté sur les caractéristiques 
de deux autres rétrovirus, le virus de la leucémie humaine (HTLV) et le 
MuLV, dont il sera aussi question dans cet ouvrage. Enfin, un survol des 
interactions entre les cellules épithéliales et les rétrovirus permettra de placer 
dans un contexte plus naturel le phénomène de bourgeonnement polarisé des 
rétrovirus pour en dégager l'importance dans la pathogénèse de ce groupe de 
virus. 

4.1 Le Syndrome d'immunodéficience acquise.  
4.1.1 Découverte de l'agent étiologique du SIDA. 
Plusieurs maladies sont associées aux rétrovirus, et ces derniers 

infectent une variété d' animauxi69, 268, 348, 390, 408. Cependant, c'est seulement 
en 1980 que le premier rétrovirus humain, responsable d'une leucémie grave 
des lymphocytes T, fut identifié (HTLV)407. Par contre, l'infection au HTLV 
demeurait un événement relativement rare et son importance était surtout 
restreinte à des régions spécifiques du globe, particulièrement aux Antilles, en 
Afrique de l'Ouest et au Japon", 493 . L'importance des rétrovirus dans les 
maladies humaines allait changer dramatiquement avec l'avènement du SIDA, 
le syndrome de l'immunodéficience acquise. 
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En juin 1981, le Center for Disease Control (CDC) rapportait 
l'apparition d'une nouvelle forme d'immunodéficience aboutissant à une 
pneumonie causée par Pneumocystis carinii, chez des patients de la région de 
Los Angeles89, 190. Par la suite, d'autres groupes signalèrent la manifestation 
de certaines autres maladies associées à une dégénérescence du système 
immunitaire: candidiose mucosale, sarcome de Kaposi, lésions chroniques 
ulcéreuses causées par le virus herpès simplex et infection aggressive à 
cytomégalovirus323, 468. L'isolement par les groupes de L. Montagnier (de 
l'Institut Pasteur)22, de R. Gallo (du NIH)165  et aussi de D. Levy (de 
1'UCSF)2" d'un nouveau rétrovirus associé au développement de cette forme 
nouvellement identifiée d'immunodéficience progressive allait aboutir à 
l'identification du VIH, nom adopté par le Comité International sur la 
Taxonomie des Virus en 1986. La même année, une deuxième forme de VIH 
est isolée de patients en Afrique de l'Ouest, le VIH-276. Une douzaine 
d'années plus tard, le SIDA a atteint les niveaux pandémiques, et un effort 
considérable a été mobilisé pour lutter contre le virus en cause. 

4.1.2 La pathogénèse du SIDA. 
Le SIDA est une maladie complexe qui est caractérisée par une 

dégénérescence lente du système nerveux central, mais surtout par un déclin 
progressif de la population de lymphocytes CD4-positifs, aboutissant à un 
déséquilibre du système immunitaire et le développement d'infections 
opportunistes ainsi que de néoplasmes rares et aggressifs. Le SIDA se 
présente généralement en trois phases (figure 11)384: 1) D'abord, il s'agit 
d'une phase aiguë de réplication virale intense (quelques semaines), souvent 
associée à l'apparition de symptômes semblable à ceux de la grippe. Le virus 
s'introduit dans les tissus lymphoïdes à cette étape. 2) La deuxième étape 
correspond à une longue période (jusqu'à 8 ans) de latence apparente (dans le 
sang périphérique) du virus, où apparaissent les anticorps de l'hôte contre les 
antigènes viraux (p24). Cependant, la réplication intense des virus, 
particulièrement dans les lieux leur servant d'abri (cellules quiescentes 
[macrophages, lymphocytes mémoires], tissus lymphoréticulaires [cellules 
dendritiques]), peu accessibles aux actions du système immunitaire, amène 
l'établissement de "réservoirs" de virus383, 384. La réplication virale dans les 
lymphocytes circulants est donc relativement contrôlée à cette étape: il s'agit 
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FIGURE 11 
Page 67 

Phases dans la pathogénèse du VIH menant au SIDA. Figure modifiée de 
Coffin, JM; SH Hughes et HE Varmus (1997): Retroviruses; CSH Press; 

Cold Spring Harbor, NY; 843 pages. 
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d'un équilibre fragile entre le nombre de lymphocytes CD4+ en circulation, la 
quantité de particules virales infectieuses produites, et le recyclage ou 
réapprovisonnement continuel des deux populations222, 398' 399' 541. 3) A la 
troisième phase, il y a une augmentation du titre viral apparent, face à la perte 
de l'équilibre fragile préalablement établi, et le début de l'établissement des 
infections opportunistes. La destruction des populations cellulaires CD4-
positives devient donc le phénomène central de la maladie, le point critique 
étant la mainmise du virus sur la capacité de regénération du système 
immunitaire339. 

L'utilisation de puissants inhibiteurs de réplication virale (les anti-
protéases) a permis d obtenir un modèle de la dynamique de réplication du 
virus pendant les phases cliniques du virus, particulièrement la "primo-
infectioe (phase 1)398, 399. La demi-vie rapide du virus (6 h) ainsi que la vie 
moyenne des lymphocytes circulants infectés (1,6 j), et le temps que prend le 
virus à infecter de nouvelles cellules (2,2 j) démontrent l'équilibre fragile entre 
la réplication virale et l'action du système immunitaire398, 399. Les 
caractéristiques des lieux servant de "réservoir viral", comme les 
macrophages, et autres cellules quiescentes, sont actuellement étudiées. 

4.1.3 Le VIH, un rétrovirus. 
4.1.3.1 Structure du virus 

Le VIH appartient à la sous-famille des lentivirus, des rétroviridae 
ayant une morphologie de type C. C'est un virus enveloppé d' environ 100 nm 
de diamètre qui apparaît en microscopie électronique comme un cône 
cylindrique entouré d'une bi-couche lipidique (figure 12)307. Le corps central 
composée de la protéine majeure CAp24 englobe deux molécules d'ARN de 
polarité positive, auxquelles sont associées la transcriptase inverse (RTp66/5 1, 
ADN polymérase ARN-dépendante), l'intégrase (1Np31) et la protéine "de la 
nucléocapside" (NCp9). L'enveloppe virale provient de la membrane cellulaire 
duquel le virus a bourgeonné et contient 72 spicules, correspondants aux 
trimères de glycoprotéines virales de surface et transmembranaire (la SUgp120 
et la TMgp41), respectivement. Tapissant la surface interne de l'enveloppe, la 
protéine de la matrice MAp17 est ancrée par un lien myristyle et fait le lien 
entre le corps dense central et l'enveloppe virale7. Enfin, certaines protéines 
dites "accessoires" du VIH sont aussi incorporées au virion: la protéine Vpr est 
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FIGURES 12 et 13 
Pages 70 et 71 

Structure génétique (figure 12a), morphologique (figure 12b) et moléculaire 
(figure 13) du VIH. Figures 12a de Darnell et al., 12b de Levy, JA (1994): 

HIV and the pathogenesis of AIDS; ASM Press; Washington, DC; 359 
pages, et 13 de Coffin, JM; SH Hughes et HE Varmus (1997): 

Retroviruses; CSH Press; Cold Spring Harbor, NY; 843 pages. 
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en quantité appréciable - 278, mais les protéines Vif 57, 251, 300 et  Nefm, 382, 544 ont  

aussi été détectées dans la particule virale. 

Plusieurs protéines cellulaires sont aussi incorporées au VIH, soit au 
niveau de l'enveloppe ou en s'associant à la capside virale. La [32-
microglobuline14, les molécules DR du complexe majeur d'histocompatibilité 
de classe 11 (CMH-II)216, l'ICAM ("Intercellular adhesion molecule")153, le 
CD55 (ou "decay accelerating factor", un inhibiteur du complément)32,  ainsi 
que le LFA-1 ("leukocyte function antigen"-1)25  sont tous retrouvés dans 
l'enveloppe virale (figure 13). Leur présence permettrait l'attachement aux 
cellules CD4-négatives ou stabiliserait l'interaction virale avec les cellules 
CD4-positives en agissant comme récepteurs auxiliaires. Parmi les protéines 
cellulaires identifiées dans la capside virale, la cyclophiline A est incorporée 
dans le VIH par son interaction avec la protéine CAp24155, 306, 508. Cette 
protéine s'avère essentielle pour le potentiel infectieux du virus en agissant 
possiblement comme une chaperone des protéines Gag. Enfin, l'actine 
interagit avec les protéines de la capside et est retrouvée dans la particule 
virale417. 

4.1.3.2 Organisation génétique du VIH 
Le génome d'environ 9000 paires de bases du VIH code pour au 

moins neuf protéines différentes. Les gènes gag, pol et env, communs à tous 
les rétrovirus, codent pour les protéines structurales majeures, les enzymes 
virales ainsi que les glycoprotéines de l'enveloppe, respectivement (figure 
12)3°7. Outre ces gènes, deux autres sont nécessaires pour la production de 
particules virales: le gène tat code pour le transactivateur du LTR du viruel,  

152, tandis que le gène rev donne lieu à une protéine essentielle pour la phase 
tardive du cycle de multiplication viral144, 437, 476. Enfin, les quatres gènes 
"accessoires" vif, nef, vpr et vpu (ainsi que vpx pour le VIH-2, qui ne 
possède pas de gène vpu) codent pour des protéines non-essentielles pour la 
réplication du virus dans les lignées cellulaires", 492 ' 516: par exemple, la 
protéine Vif n'est nécessaire pour l'infection virale que dans certaines lignées 
cellulaires, dites "Vif-dépendantes. Cependant, ces protéines possèdent 
potentiellement des fonctions importantes dans le contexte naturel de 
l'infection au VIH. 
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FIGURES 14 et 15 
Pages 74 et 75 

Reconnaissance des récepteurs cellulaires par le VIE-1 (figure 14) et cycle de 
réplication du VIH (figure 15, particulièrement au niveau des protéines Tat et 

Rev). La figure 15 provient de Watson, JD; M Gilman; J Witkowski; M Zoller 
(1994) ADN Recombinant ; deBoeck Ed.; Bruxelles, Belgique; 626 pages. 
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4.2 Cycle de réplication du VIH.  
4.2.1 Reconnaissance des récepteurs cellulaires. 
La première étape essentielle à l'entrée du VIH dans la cellule cible est 

l'interaction de la glycoprotéine d'enveloppe de surface gp120 avec le 
récepteur principal du VIH sur la membrane des cellules cibles (figure 14), la 
protéine CD496, 261, 313. Cette dernière est une protéine transmembranaire de 
type I impliquée dans la stabilisation de l'interaction entre le récepteur du 
lymphocyte T (TCR) et les molécules du CMH61. La gp120 interagit avec la 
protéine cellulaire CD4 pour créer un complexe qui sert d'appât au co-
récepteurs du virus, c'est-à-dire les récepteurs des chémokines récemment 
identifiée°. Les co-récepteurs sont des protéines à sept domaines 
transmembranaires dont le domaine cytoplasmique lie le GTP; leur rôle usuel 
est de déclencher des cascades intracellulaires lorsqu'ils interagissent avec leur 
ligand naturel, les chémokines410. Le choix de co-récepteur utilisé semble 
dépendre d'un deuxième niveau de tropisme viral: si la gp120 possède une 
affinité accrue pour le co-récepteur CCR5, il est "macrophage-tropique', 
tandis que l'utilisation du co-récepteur CXCR4 est préféré des souches virales 
"lymphotropiques"8, 72, 110, 115, 146. La région ciblée par la gp120 sur les 
récepteurs des chémokines est encore mal définie: il s'agit probablement d'une 
structure non-linéaire impliquant à la fois plusieurs domaines du co-récepteur, 
mais dont une section amino-terminale serait importante. Par contre, la région 
de la gp120 impliquée dans l'interaction avec le co-récepteur est bien connue 
pour son importance au niveau du tropisme viral: la boucle V3. Parallèlement, 
les domaines D1 et D2 de CD4 s'associent aussi avec le récepteur des 
chémokines277, 515, 550. Enfin, l'utilisation d'autres récepteurs de chémokines 
(CCR2b, CCR3) a aussi été rapportée, particulièrement par des souches 
virales plus aggressives, dites "bi-tropiques"112. 

L'interaction du complexe CD4-gp120 avec le co-récepteur libère un 
domaine impliqué dans la fusion membranaire qui est situé à l'extrémité 
amino-terminale de la glycoprotéine transmembranaire, gp41. De récentes 
études de cristallographie proposent que la partie extracellulaire de la gp41, qui 
possède deux a-hélices principales, est maintenue sous tension jusqu' à la 
libération du domaine de fusion qui est projeté dans la membrane cellulaire. À 
ce moment, l'affinité des deux a-hélices pour revenir à leur structure originale 
resserre la conformation de la gp41, rapprochant les membranes de 
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l'enveloppe virale et de la cellule cible. Une fois la nucléocapside libérée dans 
le cytoplasme cellulaire, cette dernière amorce le processus de transport vers le 
noyau cellulaire543. 

Certaines cellules CD4-négatives ont démontré une disposition à 
l'infection au VIH. La présence de protéines cellulaires à la surface de 
l'enveloppe du virus (par exemple, le récepteur Fc332) pourrait être impliquée 
dans de tels processus, mais l'observation que le galactosyl céramide peut 
servir de récepteur au VIH", 2°6, 303  suggère plutôt une interaction directe avec 
la gp120; le domaine d'interaction avec le galactosyl céramide se situerait entre 
les acides aminés 206 à 275 de la glycoprotéine de surface. 

4.2.2 Transport actif, transcription inverse et intégration génomique. 
Une fois le complexe nucléocapsidique libéré dans le cytoplasme, il 

semble que la capside se désintègre pour donner lieu aux premières étapes de 
la transcription inverse396. La protéine "de la nucléocapside", NCp9, 
chaperonne les acides nucléiques viraux jusqu'à leur intégration dans le 
génome cellulaire". Quant à la protéine de la matrice MAp17, son état 
hyperphosphorylé,64  permet la translocation du complexe de pré-intégration 
vers le noyau cellulaire. Ce transport actif" permet au VIH, à la différence 
des oncornavirus287, 288, d'infecter les cellules quiescentes537, comme les 
macrophages et les cellules microgliales. Cette propriété est importante pour 
l'élaboration des sanctuaires de réplication virale. La protéine accessoire Vpr 
contribue aussi à cette propriété de transport nucléaire du CPI215, et des 
observations récentes confèreraient aussi à l'intégrase virale cette fonction,63. 

La transcription inverse se fait entièrement dans le cytoplasme. La 
conversion du brin d'ARN de polarité positive exige la présence d'une 
amorce, présente sous la forme d'un ARNt-Lys incorporé préalablement dans 
le virion20. Outre l'activité transcriptase inverse, la formation d'ADN 
bicaténaire nécessite la présence d'une activité ARNase H pour dégrader 
l'ARN, activité retrouvée sur la même protéine virale252. L'activité ADN 
polymérase permet à l'enzyme virale de synthétiser le brin d'ADN de polarité 
positive créant l'ADN proviral bicaténaire, flanqué des LTRs ("Long terminal 
repeats") aux deux extrémités532. L'intégration de l'ADN proviral est la 
dernière étape de l'établissement de l'infection. Nécessaire à l'expression des 
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gènes viraux, l'intégration est catalysée par l'intégrase virale, un autre produit 
du gène pol vira1139. 

4.2.3 Expression génique: le LTR interagit avec des facteurs cellulaires 
et viraux. 

La transcription des gènes viraux se fait par l'intermédiaire de l'ARN 
polymérase 11 cellulaire. L'initiation de la transcription se fait au niveau du 5 - 
LTR, ou se trouve une séquence TATAA (-27 à -22), reconnue par le facteur 
cellulaire de transcription TFI1D,68. Le promoteur contient aussi des séquences 
riches en GC, reconnu par le facteur Spl. La présence de la protéine Sp 1 
augmente considérablement le taux d'initiation de transcription. De plus, une 
région "enhancer" (-120 à -57) contient deux sites de liaison du facteur 
NFKI33". En effet, l'importance du complexe NFICB/I-KB dans l'initiation de la 
transcription du VIH lors de l'activation des lymphocytes a été clairement 
établie. Outre la présence de facteurs positifs, une région de régulation 
négative (NRE) est aussi retrouvée à l'intérieur du LTR (-410 à -157): les 
facteurs USF ("upstream binding-factor"), NFAT-1 ("nuclear factor of 
activated T-cells") et AP-1 possèdent des sites de liaison à l'intérieur de cette 
région305,438. Enfin, le site de liaison du transactivateur viral Tat477  se retrouve 
en aval du site d'initiation de la transcription. La région TAR ("Tat-
Responsive element")209  interagit avec la protéine Tat pour transactiver la 
transcription et l'élongation des ARNm viraux254. 

4.2.4 Rev et la régulation post-transcriptionnelle. 
La complexité du génome du VIE entraîne le chevauchement de 

plusieurs gènes et un contrôle élaboré de l'épissage des ARNm (figure 15). 
Trois familles d'ARNm sont produits par la transcription et l'épissage des 
gènes du VIH: les ARNm non-épissés pleine longueur (— 9000 pb), les 
ARNm épissés une fois (— 4 à 5000 pb) et les ARNm épissés plusieurs fois (-
2000 pb). Les ARNm pleine longueur et épissés une fois codent pour les 
protéines structurales Gag, Pol et Env, ainsi que certaines protéines 
accessoires (Vif, Vpr et Vpu). Ces ARNm nécessitent la présence de Rev pour 
leur exportation du noyau vers le cytoplasme'45: la protéine Rev interagit avec 
le RRE ("Rev responsive element") retrouvé sur tous ces ARNm. Les ARNm 
épissés plusieurs fois codent pour les protéines Tat, Rev, Nef et sont 
transportés dans le cytoplasme de manière "Rev-indépendante". Le concours 
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immédiat de Tat pour la transactivation du LTR, de Rev pour l'éventuelle 
exportation des ARNm plus longs et peut-être de Nef pour la dégradation de 
CD4 permet au virus une régulation post-transcriptionnelle en deux temps: 
d'abord, l'optimisation des mécanismes transcriptionnels et traductionnels 
(Tat, Rev), ensuite, la production des protéines de structure (Gag, Env) pour 
l'assemblage vira193. 

4.2.5 Les principales protéines de structure Gag, GagPol et Env. 
Les produits des gènes gag, pol et env sont les constituants majeurs de 

la particule virale. Etant donné leurs rôles distincts dans la morphogénèse et le 
bourgeonnement du VIH, les sections suivantes traiteront plus en détail de leur 
synthèse et maturation. 

4.3 Les protéines Gag et GagPol.  
4.3.1 Synthèse des protéines Gag et GagPol. 
La synthèse des protéines précurseures Pr55Gag et Pr160GagPol a 

lieu sur les ribosomes libres du cytoplasme. L'ARNm non-épissé est traduit 
dans plus de 90% des cas pour aboutir à la protéine Pr55Gag. Moins d'une 
fois sur dix, un changement de cadre de lecture à -1 résulte en la formation 
d'une protéine Pr160GagPo1241. Pendant la traduction des ARNm, les 
protéines sont myristilées à leur extrémité amino-terminale193. Ce signal 
d'ancrage membranaire leur permet de s'associer à la membrane plasmique, 
condition nécessaire à la formation des particules virales49. Les protéines Gag 
et GagPol interagissent entre elles par leur domaine central CAp24127, 230 , avec 
la protéine Vpr par leur domaine p669, 389, avec l'ARN génomique par leur 
domaine NCp96, et avec la glycoprotéine TMgp41 de l'enveloppe virale par 
leur domaine MAp17 amino-termina190. 

4.3.2 Les enzymes virales. 
La protéase virale PRp 11 s'active par autoclivage en trans et produit 

par la suite les quatre protéines Gag matures et les deux autres enzymes 
virales249,250. Cette protéase est reliée au groupe des protéases aspartatee2, de 
par la séquence DT/SG dans son site actif. La transcriptase inverse RTp66/p51 
possède les activités ADN-polymérase ARN-dépendante, ARNase H et peut 
aussi synthétiser l'ADN à partir d'une matrice d' ADN19, 346. La transcriptase 
inverse requiert une amorce déjà associée à la matrice d'ARN pour son activité 
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polymérase; cette amorce est l'ARNt-Lys20. C'est l'unité p66 de la 
transcriptase inverse qui possède les activités enzymatiques281; son taux 
d'erreur se situe à une par 1400 à 4000, ce qui la rend moins fidèle que 
plusieurs autres RT de rétrovirus 411,423.  Cette variabilité est la cause principale 
de l'évolution rapide des souches virales. Enfin, l'intégrase virale INp31 
possède à la fois les activités de clivage et ligase d'ADN179. Elle est active sous 
forme de dimère et catalyse l'insertion de l'ADN proviral dans le génome de 
l'hôte. La structure de ces enzymes a été étudiée avec beaucoup de détails (par 
exemple, en cristallographie pour PR333, RT263  et le domaine catalytique de 

) particulièrement pour le développement de produits antiviraux. 

4.3.3 Maturation des protéines Gag 
4.3.3.1 Protéine de la matrice, pl7 
La protéine de la matrice constitue la partie amino-terminale de la 

polyprotéine Gag, et possède une glycine myristilée à cette extrémité 5. 
Localisée entre le cône central et l'enveloppe virale, cette protéine joue un rôle 
important dans le bourgeonnement du virus, son potentiel infectieux, ainsi que 
son lieu d'assemblage. D'abord, la substitution de la glycine amino-terminale 
affecte grandement la morphologie du virus et entraîne la formation de 
pseudoparticules virales intracellulaires (VLPs, "virus like particles")174. Un 
groupe d'acides aminés basiques, entre K18 et K32, pourrait alors servir de 
signal d'ancrage membranaire564; curieusement, ce même groupe d'acides 
aminés servirait de signal de localisation nucléaire lors du transport du 
complexe de pré-intégration488. La régulation de l'activité 
membranaire/nucléaire de ce signal serait faite par l'état de phosphorylation de 
la protéine, sur des sérines et/ou des tyrosines 

La protéine de la matrice est impliquée dans l'incorporation des 
glycoprotéines du virus, présumément en interagissant avec la partie 
intracytoplasmique de la gp4190, 234. Une délétion du deux tiers amino-terminal 
(en retenant la myristilation) de la protéine n'affecte pas le bourgeonnement du 
virus, mais l'incorporation des glycoprotéines est grandement diminuée,14,  
Des délétions de la région amino-termliiale de la protéine redirigent le 
bourgeonnement du virus au REI34 558. Les effets d'une série de substitutions 
ponctuelles ont été analysés et suggèrent que les cent premiers acides aminés 
sont impliqués dans l'incorporation des glycoprotéines114. Une récente analyse 

488.  
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de la structure de la protéine corrobore ces résultats219: la disposition des 
protéines p17 sous la membrane permet l'incorporation du long domaine 
cytoplasmique de la gp41; cependant, les substitutions dans la p 17 affectant sa 
structure, ne permettent plus l'incorporation des glycoprotéines. Ce modèle 
propose donc une certaine interaction de la p17 avec la glycoprotéine; certaines 
observations du bourgeonnement dans les lymphocytes corroboreraient 
l'existence d'une telle interaction". 

4.3.3.2 Protéine majeure de la capside, p24 
La protéine majeure de la capside du VIH est parmi les déterminants 

antigéniques majeurs du virus533. La majorité des protéines mutantes p24 
inhibent partiellement, sinon complètement, la formation des particules 
viraies226, 517, et la plupart des domaines de la protéine sont essentiels: par 
exemple, une région conservée parmi les rétrovirus (MHR, "major homology 
region", acides aminés 285 à 304)113. 316 est impliquée dans la multimérisation 
des protéines Gag, et donc essentielle à l'assemblage vira1113. Enfin, la p24 
(positions 178 à 300) interagit avec les cyclophilines A306, interaction 
apparemment importante pour le potentiel infectieux du virus et inhibée par la 
cyclosporine. 

4.3.3.3 Protéine de la nucléocapside, p9/p7 
La protéine de la nucléocapside, NCp9, hydrophobe, fortement 

basique, lie l'ARN viral et le condense pour l'incorporer dans la particule 
virale6. L'absence de ce polypeptide dans la polyprotéine précurseure Gag 
entraîne la production de virus non-infectieux, sans ARN (VLPs, "virus-like 
particles"). La NCp9 possède deux motifs doigt à zinc (CX2CX4HX4C), qui 
sont importants pour l'incorporation de l'ARN (par la structure en épingle qui 
sert de signal d'incorporation, dans la région 5 de gag) et l'ARNt-Lys, la 
stabilité du dimère d'ARN viral et l'interaction entre molécules NCp9 lors de 
l'assemblage vira197. Etant donné sa forte association à l'ARN, la NCp9 est 
aussi impliquée dans le processus de transcription inverse97. 

4.3.3.4 La petite protéine p6 
L'extrémité carboxy-terminale de la protéine Gag correspond à son 

domaine p6. Cette protéine riche en prolines est impliquée dans les dernières 
étapes de la maturation du virus; les virus possédant des délétions dans la 
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protéine p6 développent des défauts au niveau de la relâche du virus de la 
membrane cellulaire,. Le domaine p6 est aussi nécessaire pour 
l'incorporation de la protéine Vpr dans la particule virale69, 389. 

Des sites de clivage supplémentaires de la protéase virale à l'intérieur 
de la protéine Gag aboutissent aussi à la formation des petites protéines p2 
(entre CA et NC) et pl (entre NC et p6). Le rôle du clivage séquentiel des sites 
reconnus par la protéase virale sur Gag et GagPol est encore inconnu, mais, 
comme les protéines p2 et pl, pourrait être impliqué dans la maturation de la 
particule virale. 

4.4 Les glycoprotéines Env.  
4.4.1 Traduction, maturation et glycosylation des glycoprotéines Env: 

la gp160. 
L'ARNm viral codant pour les glycoprotéines n'est pas traduit par les 

ribosomes libres du cytoplasme comme celui de gag, mais plutôt au niveau du 
réticulum endoplasmique où s'effectue la traduction des ARNm des protéines 
membranaires120,124,379,546. L'ARNm de Env est bicistronique,44; en amont du 
gène env se trouve vpu. La combinaison de ces deux gènes sur un même 
ARNm reflète bien leurs fonctions complémentaires à cette étape du cycle 
viral. La polyprotéine Env est une protéine membranaire de type I qui est 
fortement glycosylée dans le RE et l'appareil de Golgi. Son peptide signal 
constitue environ les 30 premiers acides aminés amino-terminaux, caractérisé 
par un regroupement de charges positives en amont d'un domaine riche en 
tryptophane précédant la région centrale hydrophobe essentielle à sa 
fonction"°. La glycosylation est importante pour la formation de la structure 
finale de la protéine. Dans l'appareil de Golgi, le précurseur est clivé (au 
niveau des acides aminés RXK/RR, de 508 à 511) par une protéase cellulaire 
de la famille des sérine-subtilisines, la furine. Ce clivage génère les sous-
unités gp120 (complètement extracellulaire) et gp41 (possédant le domaine 
transmembranaire), qui demeurent associées l'une à l'autrel". Il a été observé 
que seulement 5-20% du précurseur gp160 est converti en gp120/gp41; une 
quantité importante de glycoprotéine est donc acheminée vers le lysosome et 
dégradée546. Le cheminement du complexe gp120/gp41 (ou gp160) se faisant 
par les voies de transport vésiculaire, l'interaction de la gp120 avec le 
récepteur viral CD4 devient possible. La dégradation de la molécule CD4 par la 
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protéine virale Vpu à l'intérieur du RE sert vraisemblablement à contrecarrer ce 
phénomène547, 548  . L'endocytose accélérée de la protéine CD4 par l'autre 
protéine accessoire virale, Nef4, contribuerait aussi à empêcher l'interaction 
gp120/CD4, mais au niveau de la surface cellulaire. 

4.4.2 Structure et fonctions des glycoprotéines matures: la gp120. 
La glycoprotéine de surface du virus de l'immunodéficience humaine 

est la sous-unité de Env qui est la plus fortement glycosylée (figure 16); elle 
possède environ deux douzaines de sites de glycosylation (NXS/T), dont la 
moitié sont très conservés parmi les divers isolats290. De plus, près d'une 
vingtaine de cystéines conservées se retrouvent dans la gp120, suggérant 
l'importance de liens disulfures (neuf ont été identifiés) dans le maintien de la 
structure de la glycoprotéine284. Les extrémités amino- et carboxy-terminales 
de la gp120 sont impliquées dans son association avec la gp41 mais les 
régions responsables de l'interaction sur la gp41 sont moins connues. 
L'association non-covalente de ces deux glycoprotéines permet à une certaine 
quantité de la gp120 d'être libérée du complexe à la surface cellulaire; le rôle 
exact de ce processus dénommé "délestage ("shedding") dans la pathogénèse 
virale n'est pas c0nnu549. Structurellement, la gp120 se présente sous une 
forme plutôt globulaire, recouvrant la glycoprotéine transmembranaire gp41: 
d'un côté, on retrouve l'extrémité amino-terminale et les deux régions 
variables V1 et V2; de l'autre, les régions V4 et V5 et l'extrémité carboxy 
terminale. Au sommet de la glycoprotéine se trouve le domaine V3307,549. 

Les régions variables sont des boucles dont les séquences en acides 
aminés diffèrent entre différents isolats viraux. Les acides aminés interagissant 
avec CD4 se retrouvent cependant dans les domaines conservés (domaines Cl-
C5): deux régions hydrophobes (entourant T257 dans C2 et W427 dans C4) et 
deux hydrophiles (entourant D368 dans C3 et D457 dans C4)374. 
Réciproquement, les acides aminés de CD4 impliqués dans cette interaction se 
retrouvent dans le domaine D143. La boucle V3 interagit avec le co-récepteur 
viral, un parmi les récepteurs des chémokines: la grande variabilité de cette 
boucle d'une trentaine d'acides aminés établit le tropisme (ou l'affinité) du 
virus pour les sous-populations cellulaires CD4-positives (macrophages ou 
lymphocytaires), et contribue aussi à définir l'activité syncitiale du virus (SI 
rsyncitium-inducingl ou NSI) dans certaines lignées cellulaires en culturel. 
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FIGURES 16 et 17 
Pages 85 et 86 

Figure 16: structure de la gp120 du VIH. En A, représentation linéaire des 
régions constantes (C) et variables (V). En B, schéma des liens disulfures, des 

sites de glycosylation et des régions interagissant avec CD4 sur la gp120. 
Figure adaptée de Coffin, JM; SH Hughes et HE Varmus (1997): 
Retroviruses; CSH Press; Cold Spring Harbor, NY; 843 pages. 

Figure 17: structure de la gp41 du VIH. 
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4.4.3 Structure et fonctions des glycoprotéines matures: la gp41. 
La glycoprotéine transmembranaire du VIII est associée à trois 

fonctions fondamentales: la fusion membranaire (partie extracytoplasmique), 
l'ancrage membranaire (partie transmembranaire) et l'incorporation de Env 
dans la particule virale (partie cytoplasmique) (figure 17). Le domaine 
extracytoplasmique est disposé en forme de crochet, avec l'extrémité amino-
terminale recourbée vers la membrane. Deux importantes a-hélices (environ 
aux positions 540 à 590 et 625 à 665) seraient disposées l'une devant l'autre 
dans cette région543. La présence de glycosylation (4 sites: 611, 616, 624, 
637)147  et d'un pont disulfure (entre les cystéines 598 et 604), ainsi que d'une 
région amino-terminale (positions 512 à 535, le "fusion peptide"267) 
constituent les caractéristiques structurales principales de l' ectodomaine de la 
gp41. Un motif constitué de leucines ("leucine zipper") est aussi présent dans 
la première a-hélice et est impliqué dans l'infection virale et la fusion 
membranaire, mais pas dans l' oligomérisation59. 

Suite à une région transmembranaire constituée d'une a-hélice 
hydrophobe chargée positivement (positions environ 684 à 705)162, la gp41 du 
VIH-1 possède un domaine intracytoplasmique particulièrement long par 
rapport aux autres rétrovirus. La structure de cette région est particulièrement 
importante, car des substitutions qui y sont introduites affectent la 
conformation globale de la glycoprotéine123. Le domaine cytoplasmique 
renferme deux a-hélices amphipathiques, situées approximativement entre les 
acides aminés Y768 et R788 ainsi qu'entre R828 et L856343. Des peptides 
correspondant à ces deux hélices provoquent la formation de pores dans la 
membrane plasmique de la cellule, d'où le nom de "LLP" ("lentivirus lytic 
peptides"). De plus, ces a-hélices se lient fortement à la cahnoduline. Enfin, 
les cystéines 764 et 837 sont palmitylées552. La signification de ces diverses 
observations n'est pas encore connue. 

Le groupe de Hoxie a récemment isolé une souche de virus 
d' immunodéficience simienne (VIS, apparentée au VIH) portant la substitution 
d'une tyrosine (Y721C) dans la partie intracytoplasmique de la glycoprotéine 
transmembranaire272, 273, 455. Ce virus présente une réplication accélérée et une 
capacité accrue de fusion cellulaire. La quantité de glycoprotéines retrouvées à 
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la surface cellulaire est aussi supérieure à la souche sauvage. La tyrosine (ainsi 
qu'une tyrosine présente à une position homologue de la gp4 1 du VIH 
(Y712)449) est associée à un signal d'endocytose. Cependant, l'activité 
d'endocytose de la glycoprotéine d'enveloppe semble inhibée en présence de 
Gag125 , et donc n'explique pas entièrement le phénomène de réplication 
accélérée du virus mutant. 

Etant donné que la présence de Gag influence la fonction de certaines 
structures de la gp4 1, il existe peut-être une interaction entre la partie 
intracytoplasmique de la glycoprotéine et la protéine de la matrice. Pourtant, si 
l'ensemble de la littérature s'entend sur l'importance de la protéine de la 
matrice pour l'incorporation des glycoprotéines dans la particule virale113,  376' 
"5'557, il en est tout autrement pour la région cytoplasmique de gp4 1119, 422, 480, 

556' 565. Des données récentes ont toutefois permis de suggérer un modèle 
permettant de réconcilier l'ensemble des observations. Il a été rapporté que 
l'élimination d'une très grande partie du domaine intracytoplasmique de la 
gp4 1 permet de rétablir l'incorporation des glycoprotéines dans un VIH 
possédant des substitutions dans la protéine MAp 17 ou même dans un 
rétrovirus différent157, 158, 315,  317; ceci a permis d'élaborer un nouveau modèle 
de l'incorporation des glycoprotéines au virus: lorsque des substitutions ou 
des délétions du domaine cytoplasmique affectent la structure générale de la 
région, il n'est plus capable de s'insérer dans l'espace restreint de la couche 
sous-membranaire de protéines Gag. Par contre, l'élimination complète de la 
partie cytoplasmique de la gp4 1 la libère de ces contraintes structurales, et son 
incorporation est achevée par les mécanismes gouvernant l'assemblage des 
rétrovirus classiques234. Soulignons, à cet égard, la démonstration récente 
d'une interaction entre la protéine p 17 et le domaine cytoplasmique de la 
gp4 1 sur colonne d' affinité9°. 

La partie cytoplasmique des glycoprotéines d'enveloppe de lentivitus, 
comme le VIH, pourrait avoir d'autres fonctions qui demeurent encore peu 
caractérisées: par exemple, la partie cytoplasmique de la glycoprotéine du VIH-
2 favoriserait le bourgeonnement viral à la manière de la protéine Vpu39, 40; le 
mécanisme impliqué demeure à être identifié. 
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4.5 Assemblage du VIH  
L'assemblage du VIH se fait à la membrane plasmique comme pour les 

autres rétrovirus de type C. Les polyprotéines Gag et GagPol myristilées 
interagissent à la surface interne de la membrane cellulaire pour former la 
particule virale naissante. Environ vingt fois plus de protéines Gag que de 
protéines GagPol s'y retrouvent incorporées. Les trimères de glycoprotéines 
se retrouvent concentrés au lieu de bourgeonnement. L'ARN génomique est 
encapsidé par l'interaction de son signal d' encapsidation 1g avec des séquences 
"en doigt de zinc" (CX2CX4HX4C) du domaine NCp9 des protéines Gag. La 
formation d'une structure en forme de croissant se poursuit jusqu' à ce qu'il y 
ait formation d'une structure en forme de bourgeon attachée à la membrane 
plasmique, puis libération du virus. La maturation de la particule virale se 
termine par l'activation de la protéase virale, qui, en clivant les polyprotéines 
du virus, est responsable de la formation de la structure conique dense visible 
en microscopie électronique. 

5. Les virus HTLV et MuLV. 

5.1 Indices apportées par l'étude de glycoprotéines de rétrovirus autres 
que le VIH  

L'incorporation des glycoprotéines d'enveloppe du VIII dans un 
rétrovirus hétérologue (MuLV), tel que mentionné précédemment, nécessite la 
délétion de la partie intracytoplasmique de la glycoprotéine gp41. Cependant, 
les oncornavirus, rétrovirus plus "classiques", ne possèdent pas un long 
domaine cytoplasmique dans leur glycoprotéine transmembranaire (figures 18 
à 21). Ceci permet à leurs glycoprotéines, comme celles de tant d'autres virus, 
d'être incorporées à des virus hétérologues. En prenant avantage de ce 
phénomène, appelé formation de virus pseudotypes276,  479 , nous pouvons 
étudier les mécanismes d'incorporation des glycoprotéines, mais aussi étudier 
leur effet sur le bourgeonnement et le tropisme des pseudotypes. Les 
prochaines sections décriront brièvement la biologie de deux rétrovirus dont 
les glycoprotéines ont fait l'objet d'études dans le cadre de ce travail. 

5.2 Le virus de la leucémie T-lymphocytaire humaine.  
La leucémie adulte des lymphocytes T a été décrite pour la première 

fois en 1977521  au Japon et ses agents causatifs, les HTLV-I et II, en 1980 et 
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1982, respectivement248, 407. Les virus furent identifiés surtout grâce à leur 
capacité d'immortaliser les lignées cellulaires T. L'organisation génétique des 
deux virus est très similaire: gènes gag, pro (protéase), pol, env, ainsi que tax 
(le transactivateur) et rex (fonction similaire à rev du VIII). Un premier 
changement de cadre de lecture est nécessaire dans gag pour passer à gag-pro, 
puis un deuxième pour gag-pro-pol. Les protéines de la capside (MAp19, 
CAp24 et NCp15) sont clivées d une protéine précurseure par la protéase 
(PRp14); la polymérase/ARNase H/intégrase (p95) provient d'un précurseur 
encore plus long. Les protéines Rex (-p27) et Tax (-p40) proviennent 
d' ARNm doublement épissés",493. 

Les glycoprotéines d'enveloppe suivent les voies de maturation des 
protéines membranaires. La polyprotéine précurseure (-gp69) est clivée par 
une protéase cellulaire en gp46 (SU) et gp21 (TM). Le récepteur viral à la 
surface des cellules cibles n'est pas connu, mais les deux virus utilisent 
probablement la même molécule comme porte d'entrée. Curieusement, HTLV-
I semble infecter préférentiellement les lymphocytes CD4-positifs in vivo, 
tandis que HTLV-II est retrouvé surtout dans les lymphocytes CD8-positifs58; 
cependant, les leucémies sont usuellement de type CD4. Enfin, le contact 
cellule-à-cellule est habituellement requis pour la transmission efficace du 
virus106, quoique certaines exceptions ont été rapportées. Il y a encore 
relativement peu d' analyses disponibles sur les glycoprotéines105, et 
pratiquement aucune littérature sur la fonction du domaine intracytoplasmique. 

5.3 Le virus de la leucémie murine.  
Le virus de la leucémie murine est un rétrovirus classique de 

morphologie de type C. Son génome est constitué des gènes gag, pol et env, 
qui codent respectivement pour les protéines capsidiques (MAp15, p12, 
CAp30, NCp10), les enzymes virales (PRp14, RTp80, INp46) et les 
glycoprotéines de l'enveloppe (TMp15E, SUgp70)80. 

Les virus murins ont développé la capacité d'utiliser des récepteurs 
différents, établissant par le fait même une restriction plus ou moins grande de 
leur répertoire de cellules cibles", 268. Les virus écotropiques (comme le virus 
de Moloney) infectent principalement les cellules de souris. Les virus 
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FIGURES 18 à 21 
Comparaison des rétrovirus 

Pages 92 à 95 
Figure 18: Structure du rétrovirus classique de type C (MuLV). Figure 19: 
Comparaison de l'organisation génétique des rétrovirus [avec, entre autres: 

HFV (Human Foamy virus) et WDSV (Walleye Dermal Sarcoma virus); voir 
la liste des abréviations]. Figure 20: Les glycoprotéines de rétrovirus: 

L=peptide signal; Y=glycosylation; région jaune=peptide fusion; région 
grise=domaine transmembranaire. On trouvera une représentation plus 

détaillée de quelques glycoprotéines à la figure 21. Toutes ces figures de: 
Coffin, JM; SH Hughes et HE Varmus (1997): Retroviruses; CSH Press; 

Cold Spring Harbor, NY; 843 pages. 
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xénotropiques utilisent un récepteur qui est rare sur les cellules murines. Les 
virus amphotropiques infectent la vaste majorité des cellules murines et non-
murines. Cependant, les virus amphotropiques n'interfèrent pas avec 
l'infection des virus dits polytropiques, qui ont un spectre d'infection aussi 
large. Le récepteur des virus écotropiques est un transporteur membranaire 
d'acides aminés basiques (Rec- 1)5, tandis que le récepteur des virus 
amphotropiques est un transporteur membranaire de phosphate (Ram-1)342. Ce 
sont tous les deux des protéines complexes à multiples domaines 
membranaires. 

La protéine transmembranaire du MuLV n'est pas glycosylée. Sa partie 
cytoplasmique, longue d'une soixantaine d'acides aminés, est particulière car 
elle subit un clivage par la protéase virale pour produire les protéines pl2E et 
le peptide R; ce dernier correspond aux 16 acides aminés carboxy-terminaux 
de la protéine. Ce phénomène est très important, car la présence du peptide R 
inhibe la formation de syncitiums, possiblement pour optimiser l'incorporation 
des glycoprotéines dans le virus. 

6. Le projet de recherche: buts, hypothèses et 
développement de la problématique. 

6. 1 Cellules épithéliales et le VIH: interactions.  
L'entrée des virus à l'intérieur des cellules polarisées nécessite 

l'interaction du virus avec son récepteur519. Par exemple, le virus VSV infecte 
les cellules MDCK par la membrane basolatérale, alors le virus SV40 entre 
dans ces cellules par le domaine apical. D'autres virus peuvent infecter les 
cellules par les deux surfaces en utilisant deux récepteurs différents (HSV); le 
récepteur peut aussi être distribué de façon non-polarisée, comme c'est le cas 
du virus de l'influenza. La répartition polarisée des récepteurs viraux constitue 
un indice important sur le mode d'entrée du virus dans l'organisme. Le 
bourgeonnement polarisé d'un virus du domaine apical ou basolatéral de 
l'épithélium donne aussi une indication sur sa transmission vers les tissus de 
l'hôte et l'établissement des infections systémiques tel que déjà souligné dans 
le cas des travaux sur le virus Sendai et le développement d'une infection 
pantropique ou pneumotropique associé au phénotype de bourgeonnement du 
virus. 
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En leur qualité de barrières protectrices des organes envers le milieu 
externe347, les épithélia doivent souvent subir une infection virale pour que le 
virus puisse avoir accès à la circulation sanguine. Par exemple, les cellules M 
sont des cellules épithéliales spécialisées au niveau des muqueuses par 
lesquelles les réovirus et les poliovirus transitent en utilisant les voies de 
transcytose pour atteindre les tissus lymphoïdes sous-jacents363. Récemment, 
il a été démontré que le VIH pouvait aussi utiliser les voies de transcytosem, 
tout au moins in vitro, ce qui pourrait lui permettre d'accéder aux tissus sous-
jacents aux épithélia37. 

L'infection expérimentale d'un chimpanzé par insémination artificielle 
ou transmission vaginale a été démontrée, et le VIS semble capable d'infecter 
le macaque sous ses conditions274, 489. D'autres cellules associées aux 
épithélia, comme les cellules de Langerhans (dans les muqueuses génito-
urinaires) ou de Peyer (dans l'épithélium rectal) seraient des cibles de choix 
pour le virus. Finalement, le VIH a été détecté à l'intérieur de nombreux 
organes d'individus infectés et est capable de réplication à l'intérieur des 
cellules épithéliales in vitro et in vivo 2, 81, 137, 138, 156, 354, 355, 375, 388, 498. Cette 
réplication pourrait être associée à certains signes cliniques associés au SIDA 
par exemple au niveau intestinal266, 324. Le bourgeonnement du domaine 
basolatéral des cellules épithéliales observé chez le virus de 
l'immunodéficience humaine (1 ou 2)18, 301  pourrait être d'une grande 
importance dans le contexte d'une transmission génito-urinaire ou intestinale. 

Le domaine basolatéral est l'équivalent morphologique d'une région de 
contact entre membranes cellulaires. L'importance de ce phénomène dans la 
transmission du VIH, mais surtout du HTLV, pour la transmission virale 
optimale est d'ailleurs soupçonnée. Par exemple, le contact entre des 
monocytes ou lymphocytes infectés par le VIH ou du HTLV et une 
monocouche de cellules épithéliales facilite le transport des virus vers 
l'intérieur de l -1/L.,,,'Pe h41  .,una42, 392, 403, 404. La caractérisation d'un tel signal dans le 
domaine intracytoplasmique des glycoprotéines transmembranaires du VIH, 
du HTLV et du MuL,V permettrait d'approfondir nos connaissances sur les 
mécanismes de transport, mais aussi sur l'importance du bourgeonnement 
polarisé pour ces virus. 
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6.2 Problématique du projet.  
Le domaine intracytoplasmique de la gp41 a précédemment été identifié 

comme responsable du bourgeonnement basolatéral du VIH-1 dans les cellules 
épithéliales, et de même pour le VIH-2. Le travail sur la gp41 du VIH-1 a fait 
l'objet de mon mémoire de maîtrise et l'article en découlant est présenté en 
annexe de cette thèse. Le premier objectif de ce travail était donc de caractériser 
davantage le signal de transport polarisé du VIH. Etant donné l'existence de 
quatre tyrosines très conservés dans la partie intracytoplasmique de gp41 
(VIH-1): (1) déterminer s'il existe un signal de transport basolatéral tyrosine-
dépendant dans la partie cytoplasmique de gp41; (2) observer l'effet de la 
substitution d'une telle tyrosine sur l'incorporation des glycoprotéines et sur la 
cinétique de la multiplication virale et (3) l'effet de la substitution d'une telle 
tyrosine sur le potentiel infectieux du virus. 

Le bourgeonnement du MuLV a précédemment été rapporté comme 
étant également vers le domaine basolatéral des cellules épithéliales. De plus, le 
HTLV se transmet de cellule à cellule beaucoup plus efficacement qu'en virus 
libre; étant donné l'analogie entre le domaine basolatéral et les régions de 
contact entre les membranes cellulaires, ceci suggérait aussi l'existence 
possible d'un signal de polarisation chez ce virus. La conservation d'un tel 
phénomène parmi plusieurs membres d'une même famille de virus pourrait 
aussi indiquer l'utilisation de mécanismes communs dans des étapes critiques 
de leur cycle viral et l'importance biologique du phénomène de polarisation du 
bourgeonnement viral. Le deuxième objectif du travail était donc: (1) 
déterminer, en utilisant la capacité des glycoprotéines de ces virus à 
s'incorporer dans le VIH, si elles possèdent un signal de transport basolatéral; 
(2) caractériser leur signal comme tyrosine dépendant ou non; (3) trouver si 
l'expression de glycoprotéines hétérologues au VIH assurent son 
bourgeonnement basolatéral en absence de la gp41. 

Le bourgeonnement polarisé du VIH nécessite à la fois le transport des 
glycoprotéines Env au domaine basolatéral de la membrane plasmique, ainsi 
que leur incorporation à la particule virale. En parallèle avec les expériences 
portant sur le bourgeonnement polarisé du virus, la question de l'incorporation 
de la glycoprotéine a donc aussi été examinée. L'incorporation de la gp41 à 
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l'intérieur de rétrovirus hétérologues est inhibée par son long domaine 
cytoplasmique. Etant donné que l'élimination de ce domaine de la gp41 permet 
son insertion dans l'enveloppe du MuLV, il s'agissait de déterminer si les 
virus MuLV possédant l'Env du VII-1 peuvent non seulement changer de 
tropisme viral, mais cibler spécifiquement leur infection aux cellules CD4-
positives dans une population mixte de lymphocytes du sang périphérique. Ce 
dernier aspect peut donc aussi avoir une importance pratique dans le 
développement de vecteurs rétroviraux ayant un tropisme similaire au VIH. 



CHAPITRE 2: 
ARTICLE 1 

Cette étude de mutagénèse fait suite aux travaux que j'ai 
effectués lors de ma maîtrise sur l'identification du signal de 
transport basolatéral de la glycoprotéine de l'enveloppe du VIH-
1. La substitution des tyrosines du domaine cytoplasmique de la 
gp41 a permis de révéler un signal moléculaire critique pour le 
transport ciblé des glycoprotéines et le bourgeonnement polarisé 
du VIH-1. 

Ces observations ont fait l'objet d'une publication dans le 
journal de l'European Molecular Biology Organization (EMBO 
J.). Quoique j'aie effectué la majorité des expériences, il est à 
noter que M. Jean-Philippe Lalonde a effectué les cinétiques de 
réplication virale ainsi que les autres travaux illustrés à la fig. 6. 
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Budding of retroviruses from polarized epithelial 
Nladin—Darby canine kidney cells (MDCK) takes place 
specifically at the basolateral membrane surface. This 
sorting event is suspected to require a specific signal 
harbored by the viral envelope glycoprotein and it was 
previously shown that, as fiir most basolateral proteins, 
the intracytuplasmic domain plays a crucial role in 
this targeting phenomenon. It is well known that 
tyrosine-based motifs are a central element in baso-
lateral targeting signais. In the present study, site-
directed mutagenesis was used to generate conservative 
or non-conservative substitutions of each four intra-
cytoplasmic tyrosines of the human immunodeficiency 
virus (HIV-1) envelope glycoprotein. This approach 
revealed that the membrane-proximal tyrosine is essen-
tial to ensure both the hasolateral localization of envel-
ope glycoprotein and the basolateral targeting of H1V-1 
virions. Substitutions of the memlwane-proximal tyros-
ine did not appear to affect incorporation of envelope 
glycoprotein into the virions, as assayed by virion 
infectivity and protein content, nor its capability to 
ensure its role in viral infection. as determined by 
viral multiplication kinetics. A ltogether, these results 
indicate that the intracytoplasmic domain of the 
H1V-1 envelope glycoprotein harbors a unique, 
tyrosine-based, basolateral targeting signal. Such a 
tyrosine-based targeting signal may play a fundamental 
role in HIV transmission and pathogenesis. 
Keproals: basolateral signal/epithelial cells/human 
immunodeficiency virus/lentiviruses/protein targeting. 

Introduction 

Nlaintaining the integrity of cellular architecture, through 
an asymmetrical distribution of surface and intracellular 
proteins, is essential to ensure that different cell types 
assume their role in tissue organization. Perhaps the best 
example of a specific subcellular distribution of plasma 
membrane proteins is observed at the surface of polarized 
epithelial cells (Simons and Fuller. 1985: Compans and 
Sri nivas, 1991: Mellman et al.. I 993: Natter and Mellman. 
1994). Thesc cells are best known as essential building 
blocks of the intestinal wall lining, kidney tubules and 
various mucosa' surfaces. ln epithelial cells. two plasma 
membrane clomains are clearly differentiated and exhibit 

a distinct lipid and protein composition (Sargiacomo et al., 
1989; van Meer. 1993). The apical domain. often abundant 
with microvilli. faces the lumen of the organ: its surface 
harbors proteases and glycolytie enzymes. and houses 
most of the proteins involved in specialized functions. 
The basolateral clomain is found below the tight junctions 
that link cells together to form a tight epithelium: in 
mucosal surfaces. this membrane is thus oriented toward 
the underlying extracellular matrix. cells or blood flow. 
The basolateral membrane mostly harbors proteins associ-
ated with cellular adsorption and housekeeping functions 
cornillon to all cells. 

The generation of different plasma membrane domains 
ith the specilie distribution of iheir proteiiis involveN  the 

sorting of these different proteins at the exit of the Golgi 
apparatus (Simons and \Vandinger-Ness. 1990: Rodriguez-
Boulait and Zurzolo. 1993). The exact nature of the 
hypothetical sorting signais still remains largely unknown. 
However, accumulating evidence points to the existence 
of distinct targeting signais on proteins destined to either 
the apical or basolateral membrane domain; in the absence 
of such si2nals. a roughly uniform distribution of the 
protein is generally observed at the cell surface 
(Wandinger-Ness et al.. 1990). ln the last few years. 
tyrosine-based signais. especially in Y-X-X-aliphaticiaro-
inatic consensus motifs. has e been found in the filtrai:yu> 
plasmic dornain of basolateral membrane proteins and 
associated with tantered protein clelivery (Hunziker et al., 
1991: Malter et al.. 1992: Dagermont ei al.. 1993; Thomas 
et cd.. 1993: Thomas und Roth. 1)94: Htining and 
Hunziker. 1995: Ohno et u/.. 1995). lincrestinely. these 
tyrosine-bascd signais ha\ e ais° been foutud tu be used as 
endocytosis signais (Hopkins. 1992: Prill et al., 1993; 
Trowbridge et al.. 1993: Pytowski et al.. 1995). 

Viral envelope glycoproteins are synthesized and trans-
ported by the normal cellular machinery. and it luis long 
been recognized that they are good representative models 
for the study of intracellular protein transport pathways 
(Rodriguez-Boulan and Sabatini. 1978: Rodriguez-Boulan, 
1983: Rodriguez-Boulan et al.. 1983: Tucker and 
Compans. 1993). Accordingly, different viruses have 
evolved mechanisms for the specific delivery of their 
envelope glycoproteins to one or the other membrane 
domains of polarized epithelial cells. Classical examples 
include the vesicular stomatitis virus G glycoprotein 
that harbors a critical intracytoplasmic tyrosine residue 
required for polarized basolateral targeting (Thomas er al.. 
1993: Thomas and Roth. 199-11. Likewise. addition of a 
tyrosine residue to the intracytoplasinie domain or the 
normally ;apical hemagglutinin envelope glycoprotein of 
influenza virus redirects titis protein to the basolateral 
surface (Brewer and Roth. 1991). The targeting of viral 
envelope glycoproteins has important consequences in 
viral maturation and release: althoug.h capsid proteins 
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generally lack membrane domain targeting signais them-
selves. viral budding resulting in release of enveloped 
viruses specitically occurs throug.h the membrane domain 
harboring an adequate envelope glycoprotein (Tucker and 
Compatis. 1993). 

In the case of hum-an immunodeticiency virus (1-11V-1). 
targeted viral release was shown to occur mainly through 
the basolateral membrane surface (Owens and Compans. 
1989; Fantini et al.. 1991; Owens et al., 1991). A specific 
basolateral release has also been previously suggested for 
another retrovirus. namely murine leukemia virus (Roth 
et al.. 1983: Kilpatrick et al., 1988). More recently, 
we showed that targeting of HIV budding requires the 
intracytoplasmic portion of the envelope glycoprotein 
transmembrane moiety. gp41. Large carboxy-terminal 
deletions of this intracytoplasmic region severely impair 
polarized release of the virus. whereas smaller deletions 
have little or no effect (Gabuzda et al.. 1992b; Lodge 
et al.. 1994). The actual incorporation of the glycoproteins 
into the budding virions was also found to he essential. 
siiìce alterations of the matrix protein precluding their 
incorporation into the viral particles also prevented target-
ing of viral budding (Dorfman et al., 199): Lodge et al.. 
1994). 

In the present study. we performed site-directed muta-
genesis. individually substituting each of the intracyto-
plasmic tyrosine residues of the envelope glycoprotein of 
HIV-I. Non-conservative substitutions of the membrane-
proximal tyrosine residue abolished basolateral targeting 
of bath envelope glycoproteins and viral budding. but had 
no apparent effect on in vitra infectious potential of the 
resulting viruses. Such tyrosine-based basolateral signais 
may play a fundamental role in efficient urogenital trans-
mission and pathogenesis of lentiviruses (Phillips and 
Bourinbaiar. 1992; Phillips et al.. 1994), promoting viral 
dissemination in the host and access to various sensitive 
cell types. 

Results 
Rationale for mutagenesis 
Several viral and cellular membrane proteins have been 
show') to harbor tyrosine-based basolateral targeting deter-
minants in their intracytoplasmic domains ( Hunziker el al.. 
1991: Matter et al.. 1992: Thomas et al.. 1993: Thomas and 
Roth. 1994). The HIV-1 gp41 transmembrane glycoprotein 
harbors four tyrosine residues in its 150 amino acid-long 
intracytoplasmic region. as shown in Figure 1A. These 
four residues are highly conserved between HIV-1 isolates; 
of the four. residues 712 and 768 are found in a Y-X-
X-L context. Interestingly, different retroviral envelope 
glycoproteins also harbor one or more intracytoplasmic 
tyrosine residues in a similar context; and this is despite 
the fact that other retroviruses possess much shorter 
intracytoplasmic domains compared with HIV-1 (Figure 
IB). We thus undertook this site-directed mutagenesis 
study in order to clarify the possible occurrence of 
a tyrosine-based basolateral targeting signal in HIV-I 
envelope glycoproteins. 

Substitution mutagenesis of the H1V envelope 
intracytoplasmic tyrosines 
We used a technique of polymerase chain reaction (PCR) 
for the mutagenesis of an H1V-1 envelope gp160 plasmid 

expression vector as described in Materials and methods. 
Using fins technique. inch tyrosine was substituted for a 
serine: such a substitution maintains the presence of an 
hydroxyl side chain at this position. but climinates the 
aromatic ring and should thus be considered as a non-
conservative substitution. The plasmid expression vectors 
encoding wild-type or mutant envelope glycoproteins were 
then introduced into polarized rnonolayers of IvIDCK cells 
in order to complement an envelope-defective proviral 
DNA as described in Materials and methods. This /mus-
complementation assay. performed by lipofection of con-
fluent cells forming a light monolayer on semi-permeable 
filters. VIIS described previously (Lodge et al.. 1994). 
Released viral particles were then recovered in the upper 
chamber medium bathing the apical membrane or Iowa 
chatnber medium bathing the basolateral membrane 
attached onto the semi-permeable lilter. Recovered viral 
particles were then quantitated by a sensitive illumina-
detection method using an ELISA directe(' against the 
p24 viral capsid protein. 

Substitution of the membrane-proximal tyrosine 
(Y7 I 2S j completely abolished the polarized basi)lziteral 
release. The ratio of apically to basolaterally released 
virions was sirnilar to the levels obtained with envelope-
negative viruses. In contrast. substitution of either of the 
three other carboxy-terminal tyrosines (Y768S. Y795S. 
Y802S) maintaincd viral release exclusively basolateral 
(Figure 2A). 

Further analysis of the tyrosine-dependent 
basolateral viral budding signal 
To establish further the importance of tyrosine 712. we 
examined the effect of another non-conservative substitu-
tion to alanine (Y712A) as well as a conservative substitu-
tion for the arornatic amino acid. phenylalanine (Y712F). 
Furthermore. a proline residue round close to the tyrosine 
and well conserved among H1V viral isolates was changed 
for an alanine (P7 I4A). This amino acid was chosen as a 
targct for site-directed mutagenesis siiice it is known to 
promote the formation of 13-turns and such a structure is 
suspecte(' to play an important role as part of tyrosine-
based targeting signais (Collav\ n ei ii/.. 1990: Hopkins. 
1992: Prill et al.. 1993: Trowbridge et al.. 1993: P> towski 
er al.. 1995). When co-transfectej in MDCK cells With the 
envelope-negative 111V proviral construct. the expression 
vector encoding the non-conservative Y7 I 2A substitution 
mutant did not rescue polarized budding of the virus. A 
significant amount of virus could also be detected in the 
apical-bathing medium of cells encoding the conservative 
Y712F mutant; however, viral release at the basolateral 
surface was still favored and it thus seems that this 
mutation does not completely eliminate the polarization 
signal (Figure 2B). Alanine substitution of the proline 714 
residue abolished basolateral targeting and similar amounts 
of virus were released in both apical- and basolateral-
bathing media. Taken together, these results indicate a 
critical role for an aromatic amino acid. preferably a 
tyrosine. in a membrane-proximal position and also suggest 
a role for a local secondary structure. namely a putative 
[l-turn. in the targeting signal. 

Plasma membrane distribution of the mutant 
envelope glycoprotein 
The membrane targeting of envelope glycoproteins. rather 
than the polarized budding of viruses. was examined to 
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establish further the importance of the membrane-proximal 
intracytoplasmic tyrosine in basoluteral targeting or Env. 
Since the lipofection procedure on confluent MDCK cells 
was not sufficiently efficient to dctect envelope protein 
expression per se. an alternate method was devised using 
virions pseudotyped ss ith the vesieular SI0111:tliliti Virus C.; 

envelope glycoprotein (VSV-G). since VSV is able to 
infect NIDCK cells. Viruses having incorporated a mosaic 
of HIV-Env and VSV-G glycoproteins. or representing a 
VSV-G-containing and HiV-Env-containing heterogen-
cous viral population. were generated in transfected COS 
cells as described in Nlaterials and methods. Immunopre-
cipitation of labeled pseudotyped viral particles with both 
a rabbit anti-VSV serum and a HIV-positive human 
serum clearly show the presence of gPI20 and VSV-G 
glycoproteins (Figure 3A. lane 4). VSV-G-mediated infec-
tion allowed the transduction of wild-type or mutant HIV 
viral genomes by infection of MDCK cells with the 
pseudotyped viruses. allowing HIV-Env expression in a 
large amount of cells. Radiolabeling and surface immuno-
precipitation were then performed by applying a mono-
clonal anti-gpI20 antibody to either the apical or 
basolateral membrane compartments of tilter-grown cells. 
The results of titis experiment. shown in Figure 3B. 
confirmed that the wild-type glycoprotein is restricted 
to the basolateral surface. where virus budding occurs 
(compare lanes 5 and 8). Similarly, the presence of the 
Y7 12S mutant glycoprotein at both membrane surfaces 
lianes 6 and 9) correlates with equivalent viral release 

from both plasma membrane clomains observed with this 
mutant. Inummoprecipitation of 	 prOleillS With 

Ille saine antibodies deur]) slio\sN that expression of wild-
typo Env and Y712S mutant gl. coproteins ss LtS e(II.1i Valent 

flancs 2 an(l 3). 

Effects of amino acid substitutions on glycoprotein 
incorporation into the virions 
The intracytoplasmic (ail 	been shoc‘ ii to modulate 
various fonctions of reiroviral glyellprtIleillS. Viral envel-
ope incorporation. glycoprotein cell surface expression. 
stability and infectious potential have all been shown to 
be altered by certain mutations in the intracytoplasmic 
domain of HIV gp41 (Dubay et al.. 1992: Gabuzda al.. 
1992b: Shimuzu et al.. 1992: Ritter et al.. 1993: Spies 
and Compans. 1994: Freed and Martin. 1995: LaBranche 
et al.. 1995). To achieve clear conclusions concerning the 
mutant glycoproteins. it was therefore necessary to ensure 
that these molecules are incorporated into the budding 
viral particles at a level comparable to the wild-type 
protein. This is especially important since it was previously 
dernonstrated that actual incorporation of the envelope 
glycoprotein into the budding virion is required for the 
polarized release of the virus (Lodge et al.. 1994). ln 
order to clarify titis point for the di rre. rent 1111.ltallIS. a 
trans-complementation infectivitv 	was first per- 
formed using a reporter CAT gen.e tHelseth et al.. 1990). 
The envelope-negative proviral construct was modified to 
replace the non-essential nef g.ene by the CAT gene. This 
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Fig. 2. 1M. Effect of tyrosine-to-serine mutations in the gp41 
intrucytoplasinie dornain on polarized virus release. The eirmegative 
I IXII11111 proviral consinict was en-transreeled in ‘..quiniolar ;immuns 
v.i111 plasinids uncoding 111V wild-lype (WT) or mutant (Y712S. 
Y7(l8S. Y795S. Y8025) gplGO as deseribed in the text. Apical and 
basolateral supematants were harvested -15 h alter lipofection. and p24 
ELISA were performed us clescribed in Materials and methods. 
1111 Effect of various substitutions 1Y7I2A. Y7I2F) of the membrane-
proximal gp-I1 intracyt(lplasinie tyrosine Or a nearby pmline l P714A). 
Viral release was detected as in (A). The mock results were obtained 
folliming introduction of env-ne2ative proviral plasinid DNA alone 
and all results are presented as die average of separate values obtained 
from iwo separate liporeetions plus or minus SI). 

proviral construct was co-introduced with an expression 
plasmid for wild-type or either of the different mutant 
glycoproteins; MDCK cells grown in Petri dishes heing 
used in these experiments. Identical amounts of recovered 
virus. as determined by RT (viral reverse transcriptase) 
measurement, was then used to infect susceptible CD4+ 
Jurkat lymphocytes and the resulting CAT activity was 
measured in the cell lysates, as described in Materials and 
methods. Al! HIV-1 glycoproteins harboring substitution 
mutations did confer the infectious potential to the envel-
ope-negative CAT provirus (Figure 4). The capacity of 
the different envelope proteins to promote viral-mediated 
transfer of CAT activity is thus indicative of normal 
envelope incorporation into the virion and the capability 
to interact with the viral receptor to initiate infection. 
These results were also observed when viroses harboring 
mutant Y712S glycoprotein were recovered from apical or 
basolateral supernatants of cells grown on semi-permeable 

membranes. Viroses from bath apical and basolateral 
supernatants displayed similar ability to mediate CAT 
transfer. indicating that the Env glycoproteins incorporated 
into these viruses were functional (Figure 5A). This. 
again. clearly demonstrates that transport of the mutant 
glycoproteins themselves was no longer polarized and 
that virions can acquire the mutant Y712S envelope 
glycoprotein from either apical or basolateral cell surfaces. 
Furthermore, we directly confirmed that wild-type amounts 
of viral glycoproteins were present on virions released 
from both membrane surfaces in NIDCK cells transfected 
with the Y712S mutant as determined by Western blot 
analysis (Figure 5B) and radioimmunoprecipitation of 
labeled viral particles (data not shown). Probing of the 
same nitrocellulose filter with the human HIV-positive 
serum detected similar amounts of major viral capsid 
protein p24 in the apical and basolateral supernatants of 
cells expressing the Y712S mutant, demonstrating that 
virions were recovered from both surfaces. while only 
basolateral virion-associated proteins were detected in 
the Presence of wild-tYPe envetoPe gl.YcnProtein (data 
not shown). 

Replication kinetics of mutant HW viruses 
In order to establish further that the mutant HIV envelope 
glycoproteins possess normal functional properties. appro-
priate mutations were introduced into an infectious proviral 
clone. The different proviral DNA constructs were then 
transfected into Jurkat CD4+ T cells and the kinetics of 
viral multiplication were followed through the measure-
ment of reverse transcriptase activity in the supernatant 
(Figure 6B). Virus production was maximum at day 
12 for the positive wild-type provirus control HXBc2. 
Similarly, all proviruses containing a substitution at tyros-
ine 712 1Y712S. Y712A. Y7 I 2F) or tyrosine 768 (Y768S. 
used 115 a control) exhihited equivah;tit levels of reverse 
transcriptase activity at day 12. Thèse results indicate that 
there is no apparent lobs of fonction in the in vitro 
replicative capacity of these proviruses containin2 substitu-
tions in the tyrosine-hased basolateral targeting signal. 
Furthermore. as determined hy rachoimmunoprecipitation 
of transfected Jurkat lymphocytes just before the peak of 
viral replication (clay 121. expression levels of mutant 
viral glycoproteins, as well as Meir incorporation into 
the virion. were shown to hc similar to the wild-type 
glycoprotein. This further establishes that defects in polar-
ized release are not due to u delicient processing or 
incorporation of the mutant glycoproteins (Figure 6A). 

Discussion 
The identification of targeting signais resulting in polarized 
basolateral budding of H1V-1 is clearly an essential pre-
requisite for a beuer understanding of its interactions with 
epithelial cells. The intracytoplasmic domain of several 
basolateral membrane proteins has been shown to encom-
pass the molecular determinants involved in their polarized 
transport (Hunziker et al.. 199 l: Nlatter et W.. 1992; Geffen 
et al.. 1993). More recently. tyrosine-basecl basolateral 
targeting signais have been identified in the cellular 
polymeric immunoglobulin and LDL receptors as well as 
in the intracytoplasmic tail of the VSV-G (Figure 1B) 
(Casanova et al.. 1991: Aroeti et al.. 1993: Thomas et al.. 
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Fig. 3. (A) Incorporation of VSV-G glycoprotein in HW virions. 106  cos cells were transfected with 10 µg of either proviral construct with or 
without 10 µg of SVCMV-VSV-G. Cells were labeled 40 h after transfection with 150 µCi/m1 of ("Slmethionine for 8 h. Cell-free supematants 
were collected and ultracentrifuged, and viral pellets were then resuspended in RIPA lysis buffer. Viral proteins were immunoprecipitated with the 
HIV-positive human serum combinecl with the rabbit anti-VSV serum and loaded on a 10% SDS-PAGE gel as described in Materials and methods. 
Labeled proteins were Men revealed by autoradiography. Detection of p24, VSV-G, gp120 and VSV-G trimeric forms is indicated by arrows. 
Positions of molecular weight markers are indicated. (B) MDCK cell surface expression of Env. Identical volumes of transfected COS cell-free 
supernatants containing the G-protein chimeric wild-type or mutant Env HIV viruses were added onto 106  MDCK cells grown in 100 mm diameter 
Petri dishes for 8 h. MDCK cells were then trypsinized and grown for 1-2 days on semi-permeable 1 p.rn pore diameter filter membranes. After an 
8 h labeling with 150 µCi/m1 of [36S]methionine, cells were washed with PBS and monoclonal anti-gp120 antibody was added to either their apical 
or basolateral surface. Cells were then washed, lysed with RIPA, and added to protein A-Sepharose beads. Intracellular proteins were obtained by 
immunoprecipitating the cell lysate supernatants of the surface protein immunoprecipitates. Immunocomplexes were separated by IO% SDS-PAGE 
and revealed by autoradiography as described in Materials and methods. The position of gpI20 is indicated by an arrow and squares. 
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Fig. 4. Effect of intracytoplasmic tyrosine or proline substitutions on 
HIV Env glycoprotein incorporation and virus infectivity. The 
modified enr-negative HIV proviral construct encompassing a reporter 
CAT gene was co-transfected in MDCK cells with an equimolar 
amount of wild-type or mutant env-expressing plasmids as described 
in Materials and methods. Viruses were harvested from transfected 
MDCK cell supematants and used to infect Jurkat cens. CAT activity 
was measured 48 h after infection as described in Materials and 
methods, and analyzed by TLC followed by autoradiography. Positions 
of acetylated products and non-acetylated chloramphenicol substrate 
are indicated. Results shown represent the mean of two independent 
assays. 

1993; Thomas and Roth, 1994). The significance of 
tyrosine-based signais in polarized basolateral transport 
was further supported when it was reported that a single 

substitution incorporating a tyrosine in the intracyto-
plasmic domain of influenza virus hemagglutinin, a natur-
ally apical glycoprotein, can redirect its transport to the 
basolateral domain in MDCK cells (Brewer and Roth, 
1991). Since then, several basolateral tyrosine-based sig-
nais in viral or cellular proteins have been identified, 
although not all known basolateral determinants are associ-
ated with tyrosines (Hunziker and Fumey, 1994). The 
comprehensive study of basolateral and apical targeting 
signais on additional proteins is thus still required in order 
to get a better overall understanding of the phenomenon. 

In the present study, we pursued the identification of 
the signal responsible for basolateral budding of lenti-
viruses, and more specifically HIV-1. Having demonstrated 
that the intracytoplasmic domain of HIV gp41 mediates 
the basolateral budding of the virus (Lodge et aL, 1994), 
we thus substituted the four tyrosines of the intracyto-
plasmic tail of gp41. Using this approach, we clearly 
identified the membrane-proximal tyrosine as the sole 
tyrosine involved in the signal required for specific basolat-
eral budding of viral particles. Radioimmunoprecipitation 
analysis confirmed the presence of the mutant glycoprotein 
in roughly equal amounts on both cell surfaces, in contrast 
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Fig. 5. (A) Infectivity of apical and basolateral viruses. The modified 
em.-negative HIV proviral construct encompassing a reporter CAT 
gene was co-transfected in MDCK cells seeded on semi-permeable 
membranes, with an equimolar amount of wild-type or mutant env-
expressing plasmids as described in Materials and methods. The apical 
or basolateral supernatants of three pooled transfected MDCK cell 
monolayers were used to infect Jurkat cells. CAT activity was 
measured 48 h after infection as described in Materials and methods, 
and analyzed by TLC followed by autoradiography. Positions of 
acetylated products and non-acetylated chloramphenicol substrate are 
indicated. (B) Western blot analysis was performed on viral pellets 
obtained by ultracentrifugation of either apical or basolateral cell-free 
pooled supernatants of three MDCK cell monolayers. The cells were 
transfected and viruses treated as in the viral polarized budding assay 
described in Materials and methods. Virus pellets were resuspended in 
RIPA and viral proteins separated on 10% SDS—PAGE, transferred 
onto nitrocellulose and incubated with the monoclonal antibody 
against gp120. Bound antibodies were [hen detected with horseradish 
peroxidase-linked anti-mouse immunoglobulin and revealed by using 
an enhanced chemiluminescence detection system, as described in 
Materials and methods. The position of 8p120 is indicated by an 
arrow. 

to the wild-type protein. This again supports the notion 
that the targeting signal responsible for HIV polarized 
budding resides in the envelope glycoprotein. These find-
ings also clearly show that, in the presence of envelope 
glycoprotein, viral budding is restricted to this membrane 
surface due to Env—Gag protein interactions. Similarly to 
other published reports of tyrosine-based signais (Hopkins, 
1992), conservative substitution for an aromatic phenylal-
anine residue had a somewhat less pronounced effect on 
basolateral targeting of viral budding. Also, the substitution 
of a nearby proline by an alanine impaired basolateral 
targeting, suggesting that the local conformation sur-
rounding the tyrosine is also important to allow normal 
function of the signal. Based on similar tyrosine-dependent 
endocytosis signais (Collawn et al., 1990; Hopkins, 1992; 

Prill et al., 1993; Trowbridge et al., 1993; Pytowsici et al., 
1995) and the helix-brealcing character of the proximal 
proline, the best-fitting structure around the tyrosine res-
idue would be similar to that of a P-turn conformation. 
This would also comply with a previous report indicating 
a potential overlapping endocytosis signal present in the 
intracytoplasmic domain of the simian immunodeficiency 
virus (SIV) and HIV TM glycoproteins and encompassing 
tyrosine 712 (LaBranche et al., 1994, 1995; Rowell et al., 
1995; Sauter et al., 1996). Such an overlapping between 
endocytosis and basolateral targeting signais was previ-
ously shown in other proteins (Hopkins, 1992; Prill et al., 
1993; Trowbridge et al., 1993; Pytowski et al., 1995). 
We showed previously that mutant gp41 glycoproteins 
harboring large deletions in the intracytoplasmic domain 
greatly impaired polarized budding of the virus, even 
though these deleted glycoproteins retained the membrane-
proximal tyrosine (Lodge et al., 1994). It is, therefore, 
most probable that important alterations, carboxy-terminal 
to the tyrosine-based signal, can also perturb the function 
of the tyrosine-based polarization signal. 

The HIV envelope glycoprotein mutants altered in their 
polarization phenotype exhibited an identical efficiency in 
their ability to trans-complement the envelope-defective 
proviral mutant in the CAT infectivity assay. It should 
also be noted that we were able to obtain a reduction in 
the amount of CAT activity down to 20% of wild type, 
by reducing the amount of envelope-expressing plasmid, 
without any significant effect on the polarization phenotype 
(data not shown). Radioimmunoprecipitation and Western 
immunoblotting analysis confirmed the normal levels of 
mutant envelope glycoprotein incorporation. In addition, 
using proviral constructs, expression and processing of 
the mutant glycoproteins as well as their incorporation 
into virions were shown to be similar to wild type in 
infected CD4+ Jurkat cells. We can, therefore, clearly 
demonstrate the presence of the basolateral targeting 
signal independently from sequences qiediating envelope 
incorporation and required for the infectious potential of 
the virus. 

Although the viral envelope glycoprotein clearly harbors 
a targeting signal, it could not be excluded that other viral 
products participate in the phenomenon. HIV and other 
lentiviruses harbor genes encoding accessory proteins 
with various roles in viral replication and infectivity 
(Subbramanian and Cohen, 1994; Trono, 1995). The Nef, 
Vpr and Vif accessory viral proteins have been reported 
to be incorporated into the budding viral particle (Cohen 
et al., 1990; Karczewski and Strebel, 1996; Welker et al., 
1996), whereas Vpu and Nef modulate surface expression 
of the viral envelope glycoprotein or the viral receptor 
(Willey et al., 1992; Aiken et al., 1994). In order to clarify 
a possible role of these proteins in HIV polarized budding, 
isogenic proviral constructs, encoding or lacking either 
one of the accessory proteins, were examined. None of 
these four proteins influenced polarized release of HIV, 
thus excluding any role of accessory viral products in 
basolateral targeting (results not shown). 

Several studies have discussed the importance of epi-
thelial cell infection in HIV pathogenesis (Bourinbaiar 
and Phillips, 1991; Fantini et al., 1992; Phillips and 
Bourinbaiar, 1992; Tan et al., 1993; Phillips et al., 1994). 
Such a polarized release of viruses may be important for 
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Fig. 6. (A) Detection or glycoproteins in the Jurkat-transfected cells and released virions. Jurkat cells were transfected with wild-type or various 
mutant provirus constructs as described in Materials and methods. Cells were subjected to metabolic labeling 12 days post-transfection with 
150 p.Ci/m1 of 136Slmethionine for 5 h. Cell-free supematants were harvested and cleared by ultracentrifugation; cells and viral pellets were then 
resuspended in RIPA lysis buffer. Viral proteins were immunoprecipitated with the HIV-positive human serum and resolved on a 10% SDS—PAGE 
gel. Labeled proteins were then revealed by autoradiography. Molecular weight markers are indicated. Virion-associated proteins are indicated by 
arrows. (B) Replication kinetic:s of mutant viruses. Aliquots of transfected Jurkat cell supernatants were recovered and analyzed for reverse 
transcriptase activity at différent times post-transfection. Results are presented as trichlaroacetic acid-precipitable values per 106  cens. 

their dissemination in the host, as shown for a Sendai 
virus mutant whose pathology is strongly modified by 
alteration of the polarized budding phenotype (Tashiro 
et al., 1990). Transmission of the HIV virus by direct 
cell-to-cell contact may increase the efficiency of viral 
spread and pathogenic potential; such regions of cell-to-
cell contacts are considered to be somehow analogous to 
basolateral membrane surfaces since budding of basolat-
erally targeted viruses tends to occur at these intercellular 
contact zones (Rodriguez-Boulan et al., 1983). Accord-
ingly, elegant electron microscope studies have shown a 
preponderant budding of HIV virions at contact sites 
between infected lymphocytes and cultured epithelial cells 
(Bugelski et al., 1995). Budding of HIV has been observed 
preferentially in pseudopods of monocytes (Perotti et al., 
1996). Furthermore, the budding of HIV has been associ-
ated with cytoskeletal elements (Pearce-Pratt and Mala-
mud, 1994; Fais et al., 1995); cytoskeletal structures are 
strongly suspecte(' of an involvement in establishing 
cellular differentiation in separate poles (Path et al., 1993). 

Mutagenesis of intracytoplasmic tyrosine residues of 
two other retroviruses has been reported and gave rise to 
interesting observations consistent with the hypothesis 
that these residues may be critically involved in viral 
pathogenesis. In bovine leukemia virus, such a mutation 
affects the capability of the virus to disseminate in the 
organism (Willems et al., 1995). In SIV, mutation of the 
membrane-proximal tyrosine results in the proteins more 
uniform distribution at the plasma membrane of infected 
cells (LaBranche et al., 1995). This contrasts with the 
usual appearance of infected cells in which viral morpho-
genesis is usually restricted to one pole of the cell and 
suggests that the SIV membrane-proximal tyrosine may 
also be involvcd in a putative polarization signal. 
Mutations of the tyrosine affecting the overlapping endo-
cytosis signal increase surface expression of the SIV 
glycoproteins and are associated with accelerated infection  

kinetics (LaBranche et al., 1994, 1995; Sauter et al., 
1996). Interestingly, these effects on viral replication were 
not observed for the HIV tyrosine substitutions, suggesting 
that other endocytosis signals may compensate for the 
loss of the tyrosine-based signal. Accordingly, these other 
endocytosis signais which are present in a full-length Env 
cytoplasmic tail would be absent from the much shorter 
Env cytoplasmic domain encoded by the SIV strain in the 
studies of Sauter et al. and LaBranche et al. Finally, 
although the role of this tyrosine-based sorting signal in 
in vivo infection remains unclear, a recent study reported 
that a membrane-proximal tyrosine to cysteine substitution 
may be linked to rapid CD4+ T-cell decline in vivo, as 
found in a HIV viral clone derived from a patient with 
an unusually high viral load at seroconversion (Gao 
et al., 1996). 

In conclusion, we have established the existence of a 
tyrosine-based signal in HIV glycoproteins that exhibits 
properties similar to the already described basolateral 
signal found on various viral and cellular membrane 
proteins. Although mutations of the critical membrane-
proximal residue do not affect viral multiplication in vitro, 
the basolateral transport signal of the envelope glycopro-
tein, by mediating specific transport of HIV to distinct 
membrane domains, could play a critical role in HIV 
pathogenesis in its human host. 

Materials and methods 

Plasmid constructs 
The HXBHIO proviral construct which contains a stop codon at the 
initiation site of the env gene and a frameshift at the Kpal site (HXBHIO 
nucleotide position 5934; +1 = site of transcription initiation) in ene 
has been described previously (HXBH1Oeliv—)(Terwilliger et al., 1989a; 
Yao et al., 1992). The HXBc2 proviral construct and pSVIIIenc,  plasmid 
have also been described previously (Fisher et al., 1985; Ratner et al., 
1987; Gabuzda et al., 1992b). pSVIlleni,  is the t«t-truncated, ree and 
env-expressing plasmid that was used as the HIV-I wild-type or mutant 
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enr-encoding plasmid throughout Mese experiments (Gabuzda et al.. 
199211). ln order to ensure the total absence of Env protein. as in the 
enr-negative proviral construct usa in the polarization experitnents. 
plasmid HXBHIOCATsfir-IATG-. Kelfs)was generated by cloning the 
Apul-BantHI fragment inucleotide positions 1560 and 8058: 	= site 
of transcription initiation) of HXBH1Orew- into pH X111.1sniCAT. a CAT-
encoding proviral construct with a CAT gene cloned in nef aerwilliger 
vr ul.. 19891): Helseth Cl al.. 1990). The various isogenic pruviral 
constructs were obtained as follows: rpr+1-: HxBRU and HxBRUR-
with a stop codon at the initiation site of the tpr gene of HIV-BRU 
have been described elsewhere (Lavallée et al.. 1994: Yao et al.. 1995): 

HXBHIO and FIXBHIOtpu-. were described previously (Yao 
et al.. 1992): nt-f+1-: pNI..4.3-based pNLV102 and pNLV1023.1ffsn. gifts 
of Dr S.Venkatesan. and described previously lAhrnad und Venkatesan. 
1988): 	HXB2 und HXB2vifStop. containing a fraineshift in vif 
(Ramer et al., 1987: Gabuzda 	rd. 1992a). ubtained from Dr Dana 
Gabuzda. Finally. plasmid SVCNIV-VSV-G contains the &ail' 1.6 kbp 
fragment of plasmid pN1D.G lobtained from Dr D.Ory) under the early 
CNtV promuter. and the SV-10 virus origin of replication. 

Site-directed mutagenesis in HIV gp41 
Substitution of tyrosine 795 Io serine was done using the unique site 
diminution site-ilirected mutagenesis procedure of Deng and Nickuloff 
(1992). The selection primer used tu eliminale the unique Sali site in 
pSVIllenv was 5'-GCTGCAGATCGATCGTTGCTT-3 and the muta-
genie primer was 5'-CCCTCA7NATÇTTGGTGOAATC-3'. which also 
resulted in elimination of a S.sp1 site. A megaprimer PCR-directed 
mut:lem:sis using Pfu polymerase 1Stratagene) uus used thereaner tu 
gencrate the other substitution mutants (Upender et al.. 1995f. Primer 
5.-CTCTGTAGGTAGTTTGTCC-3' recognizes a non-HIV-related 
sequence 3' to the inutaeenized sites and primer 5--GCATCAAGCA-
GCTCCAAGC-3' u sequence 5' to the mutagenized sites. in cnr. 
Mut:a:eine prit-fiers used were: 5.-GCAGGGATÇTTCACCATTATCG-3' 
for Y712S): 5 .-CTCTTCAGCTCCCACCGCTTG-3 Ifor Y768S ): 5'-

CTCCTACAGTCTTGGAGTCAG-3' )for Y80251: 5'-GCAGGG-
ATT7TCACCATTATCG-3' (for Y712F): 5'-GCAGGGAGCITCACC-
ATTATCG-3.  (for Y71 2A) and 5.-GCAGGGAT.ATTCAGCAT-
TATCGTTTCAG-3' (for P714A). The ifind111 to Xhol (respectively 
HXBc2 nucleotide positions 7683 and 8439: +1 = initiation of transcrip-
tion) fragment of each ['CR pnithict mas Men cloned nui) liSVIllenr. 
All mutants were sequenced and sevcral clones iested to ensure panier 
mutagenesis and the absence of secund-site mutations. Relevant mutated 
un. fragments sserc recovered from the varinus pSVIllenr-hased vectors 
and suhclimed lino n'Inini. conquis' l wu?. 

Cell lines and antisera 
The canins: kidney polarized epithelial N1DCK cell line and the SV40-
transformed African green monkey kidney COS-7 cell line used in titis 
study were maintainet.1 in Dulbecco.% modilled Eagle's medium IDNIENI) 
supplemented with 8‘.79 fetal calf serum and 1% antibiotics tpenicillin 
and streptomycin) at 37'C under a 57z CO2  annosphere. The Jurkat CD4+ 
humait lymphoid cell line was maintained in RPMI-1640 containing 10% 
fenil cuir serurn and l i antibioncs (Cohen et al.. 19901. The Ii1V-1-
positive human serum 162 used in this study has been previously 
descrihed elsenhere iLayallée et al.. 1994). The monoclonal anti-gp120 
antihody 1001 and the rabbit VSV untiseruin mere obtained from 
American Bio-Technologies ABTI and Dr Laurent Poliquin. respecti yely. 

Viral polarized budding assay 
Polarized budding of the virus*, from NIDCK cells was assayed as 
described previously. with modifications (Lotie et al.. 19941. Brietly. 
le selfs were seeded per 24.5 inn) diameter chamber and grown for 
3 days on serni-permeable 1 gin pore diameter !Mer membranes lFalcon 
No. 3102) in DMEN1 as described above. Polarization of the cell 
monolayer was tested by monitoring the electrical resistance between 
upper and lower chambers Nlillicell-ERS resistance system. NIillipore). 
Resistance across the monolayer was constantly above 550 ohmscin2  at 
the time of DNA transfection. Cells were ssashed with DNIEN1 and 
750 pl of DNIENI containing 30 	of prepared liposomes (Leventis and 
Silvius. 1990: Muuland et al.. 1994) were thorough)y mixed with 750 µ1 
of DNIENI containing 5 pg of DNA before pourine in the upper Chamber 
over the cell monolayer. Medium was removed 24 h after lipofection. 

- and cells were maintained in DNIENI supplemented with serum and 
antibiotics. Media in the upper and lower chambers were hurvested 48 h 
affer lipofection, cellular debris removed by tiltering through a 0.45 pm 
pore (hamster filter (Nlillipore). and the filtrate ultracentrifuged ut 30 000 
r.p.m. in a Beckman 50.4 rotor for 1.5 h ut ec. The pellet was 

resuspended in 200 pl DNIEN1 and p24 antieen u as quantitated usine 
an ELISA p24 kit tCoulter Diagnostics' according to the manufacturer% 
instructions. 

Incorporation of VSV-G in HIV virions 
The lipofection procedure on confluent N1DCK cell monolayers was not 
sufficiently efficient to detect the HIV glycoprottins. Therefore. an  
alternat]: method was used using HIV virions cuiituinítig either wild-
type or mutant Env and the G glycoprotein of VSV. ln order to ensure 
that VSV-G is incorporated in HIV virions even in the presence of Env. 
I0 COS selfs were transfected with 10 cg of either proviral construct 
with or without 10 pg of SVCNIV- \'SV-G by the lipofection method 
(Leventis and Silvius. 1990: Nlouland et or.. 19941. Cells were labeled 
40 h after transfection with 150 pCittul of ("Sin:thionine for 8 h. 
Supematants WCFC harvested and ultracentrifuged 00 000 r.p.m. for I h 
in a Beckman Ti50.4 rotorn viral pellets were then resuspended in RIPA 
lysis buffer [IO rnYsl Tris-HCI tpH 7.41. 1 mNI EDTA. 100 mN1 NaCl. 
1% Triton X-100. 0.19 SDS. 0.259 sodium deoxycholate. 0.29 
phenylmethylsulfonyl fluorideiPMSF)I. Viral poiteins were immunopre-
cipitated with a mi* of the HIV-positixe human serin» combined with 
the rabbit anti-VSV 'crut)) and loaded on a ItYi SDS-PAGE gel as 
described previously (Yao yr al.. 1995). Labeled proteins were then 
revealed by autoradiugraphy. 

Plasma membrane distribution of envelope glycoprotein 
Wild-ts (le or mutant H1V sinise. ha% ing incorporated the VSV-G 
els col;rotein were generated c, me% iously described in COS cells and 
liars ested 	after transfection in 2 inl of DNIENI suppl.:men:cd uith 
89 FCS and filtered on 0.45 pin !Mers us described above. Identical 
volumes of scll-free supernatant contaiti iill! ilie psetidotpe viruses were 
filen addcd for 1-1 h onto 10^ NIIDCK cells con% it in 100 min diameter 
Petri dishes. N1DCK cells %%cre then trpsinized and erown for 1-2 days 
un seini-permeable I gin pore diameter tiller membranes as described 
above. After an S h labeline with 150 pCi/m1 of ls'5S1inethionine tat the 
basolateral atnino acid uptake surface). selfs were extensively washed 
with cold phosphate-buffered saline tPBSI and treated for 4 h at 
effiler at their apical or basolateral surface with the monoclonal anti-
gp120 antibody. Cells were then washed lysed ssith RIPA and added to 
protein A-Sepharose heads (Pharmacia]. Iniracellular proteins nere 
ohiained ln 	intimmoprccipitatine the cc11 li sato supernatants 	tho 
surlace protein imintinoprecipitaies unit the sante antibodies. Immuno-
precipitation procedures were perforined as prc% iously described (Lav- 
uue i y rd_  loo4). 	immono,oinni,„, „,re seimnied on  lin gps_ 
PAGE and revealed lni aniorodiogi.tpli>. 

Trans-complementation CAT infectivity assay 
The rams-complementation 	use,' for deterinining the infectivity 
and efficient incorporation or eithcr 11 IV N% iiti-l) VO 1,1* mutant Env 
glcoproteins has been describcd pre% iously and was used with modifica-
tions tTerwilliger ti sl.. 1969b: Helseth et al.. 19901. Brielly. 5 pg of 
HXBHIOCATent.-tATG-. Kintlfs) and 5 mg of the various HIV env. 
expressing pSVIllsnr-based plamnds v,ere co-transiceied by lipofection 
into NIDCK cells erown in 1f10 nun diameter tissue culture dishes or. 
alternatively. in Mis seeded on senii-permeahle membranes as described 
above. After .48 h transient 	pres.ion. media uere har‘ested. filtered 
on a 0.45 fam membrane and a 50 sil aliquot taken for a reverse 
transcriptase assit>. (Lee er 	1987). Typieall. the equivalent of 
105  c.p.m. of the remaining supernatants was used tu infect 106  CD4,-
Jurkat tells. maintained in RPNI1-1640 medium supplemented with 10‘71-
scruin and 154 antibioties. Alternativel>. all of the apical or basolateral 
supernatants of three transfected NIDCK cell immola,. ers on semi-
permeable membranes were used ro infect the Jurkat selfs. After 
48 h. lymphoc>  tes were harvested and lysed: total protein yields were 
normalized (Bio-Rad Protein Assav) and a CAT assay performed on cell 
lysates (Gorman e, al.. 1982: LeaFiy er al.. 19951. Âcetylated and non-
acetylated forms of [14C1chloramphenicol ssere separated by TLC and 
exposed on Kodak-XAR5 films. Quantitation of acetylated chlorampheni-
col over total chloramphenicol NVLIS carried out on a Molccular Dynamics 
persona] laser densitometer. 

Western blot analysis 
ln order to determine further Env pantin incorporation in apically or 
basolaterally released virions. Western blot analysis was performed on 
viral pellets obtained from ultracentrifugation tas described above) of 
three pooled NIDCK cell monolaver apical or basolateral supernatants. 
The selfs were transfected and siruses treated us in the viral polarized 
buddine assay described abm e. Virus pellets mere resuspended in 

702 



109 
HIV-1 basolateral release in MDCK cells 

RIPA and viral proteins separated by lOrr SDS-PAGE. Following 
electn)phoresis. proteins were transrerred to nitrocellulose 10.45 gin pore 
size: Schleieher and Schuell) by electroblotting overnieht at 20 V in a 
Bio-Rad Trans Blot Cell. Blots ;vere incubated for I h in blocking buffer 
ITris-buffered saline (TBS) containing 0.5% Tween-20 and 2% non-fat 
dry milk1 and incubated with the monoclonal antibody nains' ep120 
for 1 h at a dilution of 1:1500. Bound antibodies were then probed 
with horseradish peroxidase-linkéd anti-mouse immunuglobulin (used at 
1:15(X)), washed extensively and developed by using a sensitive enhanced 
chemiluminescence detection system IECL detection kit. Arnersham 
Corp.). Tho hlots were swapped with swapping solution I 11X/ inN1 
2-mercaptoethanol. 2Ç4 SDS. 62.5 inN1 Tris-HCI (pH 6.7)J, washed 
extensively and treated first with the HIV-positive human serum (at 
1:2000) and then probed with a horseradish peroxidase-linked and-
humait immunoglobulin (Lied at 1:1500) as describeci previously to 
detect virion capsid proteins. 

Viral replication kineties 
Proviral DNA constructs 115 pu) ....ore transfected in Jurkat cells using 
the standard DEAE-dextran te-chnique (Terwilliger et al.. 1989a: Yao 

al„ 199.5). Cells were Net/vin:d hy centrifugation 3 days post-
transfection and seeded in fresh medium ai a concentration of 10h  viable 
cellsintl: the saine procedure w as repeated euh 3 da), Cell supernatants 
were analyzed for the presence of virus by perforrning standard reverse 
transcriptase assays on 50 pl aliquots t Lee et al.. 19871. 

Prior to the peak of viral replication. fix 10h  cells were labeled on 
day 12 pust-transfection with 150 µCi/mi of ("Sjmechionine for 5 h. 
Supernatants were harvested and ultracentrifuged (30 (XX) r.p.m. for 1 h 
in a Beckman Ti50.4 rotor): cells and viral pellets were Men resuspended 
in RIPA lysis buffer. Viral proteins were immunoprecipitated with the 
111V-1s.ositive human serunt and loaded on a 10'"/ SDS-PAGE gel as 
deseribed previously (Yao et (IL 19951. Labeled proteins wele then 
revealed by autoracliography. Quantitation of Env glycoproteins bands 
\sas pertiumed on a Nlolecular Dynamics phosphorlinager. 
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CHAPITRE 3: 
ARTICLE 2 

Des observations préliminaires, en utilisant des 
glycoprotéines tronquées des virus HTLV et MuLV, proposaient 
que le signal de polarisation retrouvé dans la glycoprotéine 
d'enveloppe du VIH-1 n'était pas un phénomène unique au VIH 
chez les retrovirus. Une collaboration avec les équipes du Dr 
Marie-Christine Dokhélar (Institut Cochin, Paris, France) et du 
Dr David A. Sanders (Purdue University, West LaFayette, IN, 
USA) nous a permis d'obtenir des glycoprotéines de HTLV et de 
MuLV possédant des substitutions de leurs tyrosines du domaine 
cytoplasmique. Le but de cette étude consistait à déterminer si le 
facteur impliqué dans le transport polarisé des glycoprotéines de 
HTLV et MuLV était aussi un signal à base de tyrosine. 

En plus de la participation des équipes française et 
américaine, la contribution de M. Jean-Philippe Lalonde, au 
niveau de la mise au point des essais CAT, doit être soulignée. 
Cependant, toutes les figures présentées dans ce chapitre sont 1 e 
résultat d'expériences que j'ai effectuées et analysées. Elles ont 
fait l'objet de cette publication dans le Journal of Virology. 
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It has been clearly established that the budding of the human immunodeficiency virus (irv.1). a lentivirus, 
occurs specifically through the basolateral membrane in polarized epithelial cells. More recently, the signal 
was assigned to a tyrosine-based motif located in the intracvtoplasmic domain of the envelope glycoprotein, as 
previously observed on various other viral and cellular basolateral proteins. In the present study. expression 
of human T-cell leukemia virus type l (HTLV-1) or Nloloney marine leukemia virus envelope glycoproteins was 
used for rrans-complementation of an envelope-negative HIV-1. This demonstrated the potential or oncorna-
viral retrovirus envelope glycoproteins to confer polarized basolateral budding in epithelial Madin-Darby 
canine kidney cells (NIDCK cas). Site-directed mutagenesis contirmed the importance of a cornillon motif 
encompassing at least one crucial membrane-proximal intracytoplasmic tyrosine residue. The conservation of 
a similar basolateral maturation signal in different retroviruses further supports its importance in the biology 
of this group of siruses. 

Release of enveloped viroses oftcn occurs at specific mem-
brane domains in polarized epithelial cens exhibiting clear 
differentiation of their membrane surfaces into apical and ba-
solateral domains. lt has been observed that retroviral enve-
lope glycoproteins are targeted to the basolateral membrane 
domain in such cells: as a result, viral release is also restricted 
to this cell surface (9. 21. 36, 37, 48). Initial observations have 
beim made with murine retroviruses, but detailed analysis has 
been performed onlv in the last few years with human immu-
nodeticiency virus 1)...pe I (HIV-1). which helongs to the Len-
tiririnae subfamily of retroviruses (29. 30). ln those studies. it 
lius been established that only the viral envelope elycoprotein 
(Env) harbors the targeting signal. Furthermore. incorporation 
of the envelope glycoprotein into the virions is essential to 
ensure targeting of viral budding: mutations of the viral matrix 
protein preventing envelope incorporation abolish targeting of 
viral hudding (29). Furtherrnore. it was clearly shown that 
alteration of basolateral targeting of the viral envelope glyco-
protein does not necessarily preclude its incorporation to the 
viral particle (30). Retroviruses are peculiar in their budding 
mechanism in the sense that the presence of envelope glycj 
protein is not required for viral budding and release: however. 
viruscs harboring a lipid envelope devoid of envelope glyco-
protein arc noninfectious (13. 49. 52. 56). 

ln the last few years. hasolateral targeting signais involving 
crucial tyrosine residues have heen foutu] in intracytoplasmic 
regions of proteins destined for the basolateral domain of 
epithelial cells. Tyrosine-based basolateral signais were most 
frequently reported for clifferent viral and cellular proteins. 
although alternative signais, including dileucine motifs, have 
also been observed (4.-18. 20, 32. 34. 61. 62). The intracyto- 

' Corresponding author. Mailing address: Département de Micro-
biologie et Immunolonie. Université de Montréal. P.O. Box (i128, Station 
centre-ville, Montreur (Québec). Canada H3C 317. Phone: (514) 343. 
2422. Fax: (514) 343.5701. E-mail: lemayg@  ere.umontreal.ca.  

plasmic tyrosine-hased hasolateral signais are also clearly re-
lated to endocvtosis signais: the neighboring structure may well 
affect the abil-ity of o-therwise similar sign-als to act either as 
endocvtic or basolateral signais (19. 42:. 43. 63). The most 
comm'on consensus motif observed in basolateral and endocy-
tosis signais is Y-X-X-aliphatic'aromatie and. accordingly, the 
membrane-proximal intracytoplasmic tyrosine residue in the 
HIV envelope glycoprotein is found in such a consensus (30). 

The polariza-tion signal of the membrane glycoprotein of 
HIV-1 was found to be part of the intracytoplasmic domain. 
and the membrane-proximal tyrosine was recently shown to be 
essential (30). Different aminci acid substitutions for this cru-
cial tyrosine residue eliminate the basolateral targeting (non-
conse.rvative substitutions) or redue': its efficiency (a conserva-
tive tyrosine-to-phenylalanine substitution): as a result. viruses 
are released bidirectionally from both the apical and the ha-
solateral membrane surfaces as observed in Me complete ab-
sence of viral envelope glveoprotein. The three other tyrosines 
in the intracytoplasmic re.gion of the protein were clearly dis-
pensable for hasolateral pi,larized targeting (29. 30): their non-
conservative replacement ‘‘ith a serine had no effect on the 
polarization phenotype. Local structural determinants are also 
likely to be involved since replacement of a proline residue 
near the membrane-proximal tyrosine abolishes the polarized 
budding of HIV-1. 

Important amino acid residues or motifs involved in protein 
function are °hen revealeci through sequence comparisons of 
proteins exhibiting similar biological properties. Envelope gly-
coproteins from other retroviruses. in addition to HIV-1, were 
also examined to determine if they harbor putative tyrosine-
based basolateral targeting signais. This point also presents a 
further interest since most retroviruses possess much shorter 
intracytoplasmic domains than HIV-1 (30). Interestinglv. se-
quence comparisons between intracvtoplasmic domains of 
many different retroviruses showed the presence of at least one 
tyrosine residue in an adequate Y-N-X-aliphatic'aromatic con- 
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FIG. I. tAt Intraq.loplamnie dornain% of Jilkrent rutroviral envelopc glycoprowins. Tite sequences are aligned 	 to Meir intrae toplasmic tyrusine resiJue 
most 	io 	in‘ 015 eLl in a targuting signal (15. 3. 30. 38. 50, 51. 53. 55). I Bi  Repremmtative exampIes oi n.:11-ustablished basolateral targeting signais in the 
intractoplasmic domain% of Jitlerent protein% (rot Lmcd in reference% 33 anJ (121. (Ci Schonatic represuntation 	targood mutagoncsis performed on the HTLV-1 
and Mo-MuLV glycoprotein intraqmplasmic Jomains. Amino acid> are nurnb,:rvd from Mo first muthionine of thc 	gl}coprocuim. PutatKo sorting sinnals 

	

anunancl are underlineJ. SIN/. .imian immunoJeliciency %Wu.: irrt.v. primate T-isntphotropie 	\ 'SV. ‘esliular qmnatitis 5 irus: LDL. 11,55- 
11i:11,4 lipoproicin: LCIP. rat lysosoiniol g4Coprohnit: Iii.  immunoglobulin. 

tcxt (Fig. 1A). For comparative purposes. a short list of well-
established hasolateral proteins in which the signal was clearly 
shown to depenci on a critical intracytoplasmic tyrosine residue 
is presentecl (Fig. 1B). 

It was thus of importance to examine the importance of 
intracytoplasmic tyrosine residues in two different retroviruses 
helonging to the âncornavirinae subfamily. Human T-cell leu-
kentia virus type 1 (HTLV-1) is a complex retrovirus whose 
buddine site in epithelial cells has never been reported. lis 
intracytoplasmic domain possesses two tyrosine resiclues lo-
cated very close to cadi other. and this dornain is also much 
shorter than in HIV (24). The l'uridine of Moloney murine 
leukemia virus (Mo-NluLV) was previously suggested to Occur 
predominantly through the basolateral surfaces of polarized 
epithelial cells (48). This virus has a simple, basic genome 
oreanization commun Io ail retroviruses. with the eenes gag. 
pol. and m encocling capsid proteins. enzymatic functions. and 
envelope glycoproteins, respectively. The intracytoplasmic do-
main of Mo-MuLV envelope elvcoprotein is also short al-
though it harbors two tyrosines. one of them being located very 
close to the carboxy-te-rminal end of the protein. 

The capability of heterologous retroviral envelope glycopro-
teins to be incorporated into the HIV virion (24, 31, 57) was 
thus used to determine if these oncornaviral glycoproteins can 
confer polarized basolateral budding. An HIV-1 envelope-neg-
ative proviral DNA was previously described and was con-
structed by introducing both a stop codon and a frameshift in 
the Env-encodine sequence (29). This proviral DNA can he 
rnms-complemen-ted with an HIV-1 envelope expression vec- 

tor. The DNA constructs were introduced bv lipofection di-
rectly onto confluent Nladin-Darby canine 1:idney epithelial 
cells (MDCK cells) grown on semipermeable tilters. This al-
lows separate access to both the media hathing the apical and 
basolateral cell surfaces and quantitation of viral release by a 
sensitive enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) tech-
nique allowine immunodeteution of the HIV p2-1 capsid pro-
tein. as previo-uslv described (29). The hielt sensitivity of the 
ELISA assay, cotilbin w ed 	ith the capabilit-y of HIV capsids to 
incorporate heterologous Env elycoproteins. lias made possi-
ble the studv of polarized buddine of thcse pseudotvped vi-
roses. As shOwn in Fie.. 2.A. era a-du1 increase in the arnount of 
the trans-complementine ein7elope expression plasmid resulted 
in graduai establishment of the basolateral polarization plic-
notype: at larger envelope amounts essentially all the virus \vas 
released from the basolateral membrane. A similar phenome-
non was observed upon eradual trans-complementation by ad-
dition of either HTLV-1 or Mo-NluLV envelope expression 
vector (Fie. 2B and C): these HTLV-1 and Mo-MuLV enve-
lope elyco-protein vectors have been previously described (6. 
28). However, the amount of Env-encodine plasmid required 
to achieve polarization was greater chan that of the homolo-
gous HIV-1 envelope. This could not be due to differences in 
promoter efficiency since we veritied that in MDCK cells, both 
the cytomegalovirus (CNINI) promoter and the Mo-MuLV long 
terminal repeat (LTR) promoter used in these two expression 
vectors are as strong as or stroneer than the LTR promoter 
used in the HIV envelope expression vector. as found in a 
transient chloramphenicol acetyltransferase (CAT) activity ex- 
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Ratio of Env:Cag expression vectors 

FIG. 2. Elfect of retruviral glycoproteins on polarized HIV release. NIDCK 
ceils wcre grown on semipermcahle lilters (2.-cm diameter: l-p.nt pore size) and 
Men cotransfected with F.iiv-negative I IIV provint! DNA (1).3 cg I and various 
ann mins of plasmids vnuoding the eir.elope gletiproiv in from either I II V- I (A). 
I rri.v-i(11). or Nlo•Nlul.V (C). in eavh cle.e. the total ;irnount itt DNA was kupt 
constant at 5 ng by addition of vcctor plasmid DNA. Transfections were per-
tOrmed hy lipofection as presiously described 001. and supernatants were har• 
ve,ied from the apical and hasolateral cumpartments 40 h after DNA introduc-
tion. Virus release svas 4uantitated hy p24 ELISA. Ratios refer Io the amount. in 
each cutransfection, of Env.encodine plasmid relative to that of HIV Env. 
negative proviral DNA encoding Gae.-Results are the means of mu indcpendent 
experiments. which dilfered hy Icss than 

pression assay (results flot shown). We rather suspect a lower 
efficiency of heterologous Env incorporation into the viral par-
ticle. This may be due to lower efficiency of incorporation per 
se or indircctly to lower translational efficiency or stability of 
these glycoproteins, although this point was not further exam-
ined. Howevcr, it is quite clear that both HTLV-1 and Mo-
MuLV envelope glycoproteins possess a basolateral targeting 
signal that can allow them to substitute for the HIV-1 envelope 
and promote basolateral maturation of the pseudotyped vi-
ruses. 

Mutant envelope glycoproteins were next examined in order 
to contirm the presence of a distinct basolateral targeting sig- 

A. 

Nlo-NluL‘' 

C Apical 

Basollieral 

FIG. 3. Etreet of HTLV-I or Nlo-NItiLV ecopro ein in racytoplasmic tyrosine 
substitutions on HIV polarized release. Env-negathe provi al DNA (0.3 p.g) was 
transfected in tilter.grown NIDCK eells sith an eightfold cxcess of plasmids encod-
ing the u ild-type (wri or the mut:ne,' en, elopv ecopro ein from either virus. 
Transfections were performed by lipofection as previously described, and superna-
tants werc harvested from the apieal and hasolateral compar monts 4S h after DNA 
introduetion. Virus release w as quantitated hy p24 ELISA. N ock transfections sscrc 
don with HIV Env-negathe proviral DNA ;donc. Results are the means of rwo 
independent experiments. sshjch didered hy less Man Ilre. 

nal on these glvcoproteins. Basolateral tyrosine-based siunals 
are often found in the intractoplasmie dornain. and this was 
shown to be the case for HIV (30). Since preliminary data 
obtained with deletion mutants also supported the importance 
of the intracytoplasmiC domain in both HTLV-1 and Mo-
N1uLV (data not shown). we tareeted this region for site-
directed mutazenesis analvsis. Tyrosine residues were thus in-
dividually exa-mined in both the HTLV- l and Mo-MuLV 
intracytoplasmic envelope 21vcoprotein recion. Briefly. for the 
HTLV-1 mutants. the HTCV-1 fragment of the CR strain (35) 
was cloned in phagemid pGEN17ZF-,-. oli2onucleotide-di-
rected muta2enesis was performed (22). and the mutated DNA 
was cloned back into the Env-expressin2 plasmid (5. 6). Mo-
MuLV Env substitutions %verc introduced bv using degenerate 
double-stranded oligonucleotides cloned into the Mo-MuLV 
pLTRSDSA Env expression vector (2S). 

In HTLV-1, replacement of either tyrosine bv serine (Y476S 
or Y479S) drastically affected HTLV-I envelop.e-mediated po-
larized release of pseudotyped virions (Fig. 3A); similar 
amounts of viruses were found to bud from both the apical and 
the basolateral plasma membrane domains. An eightfold ex- 
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cess of the mutant Env-encoding plasmid. more thon sufficient 
for optimal polarization with the wild-tvpc protein. was used in 
thesc experiments. Conservative replacement of tyrosine hy 
phenylalanine produccd somcwhat unexpected results. sincc 
neither substitution (Y476F or Y479F) resulted in the partial 
polarization phenotype prcviously observed with a similar sub- 
stitution in the HIV glycoprotein. In the Mo-MuLV envelope. 
a dcletion eliminating the tyrosine closest to the carboxy-ter- 
minai end did not affect the polarization phenoty,pe (results not 
shown). In contrast, replacement of the membrane-proximal 
tyrosine by either valine, serine. or alanine essentially abol- 
ished the polarization. The phenylalanine substitution pro-
duced a somewhat intermediate phenotype as previously oh-
served in HIV-1 (30). 

Altogether, thcse data suggestcd that in hoth HTLV-1 and 
MO-MuLV, as also previously described for HIV. intracyto-
plasmic tyrosine residues play a crucial role as basolateral 
targeting determinants. Furthcr characterization was required 
to better support this idea, since the intracytoplasmic tail has 
been shown to modulate various functions of retroviral glyco-
proteins: viral envelope incorporation. glycoprotein cell sur-
face expression, stability. and infcctious potential have all been 
shown to he altered by certain substitutions in the intracyto-
plasmic domain (7, S. 11. 12. 16. 23. 4 I. 4-1-46. 54, 58). To reach 
clear conclusions concerninu the mutant glycoproteins. it was 
therefore necessary 10 ensure that these molecules are incor-
poratcd into the budding viral particles at a level comparable 
tu that of the wild-type protein. This is especially important 
since. as previously mentioned. actual incorporation of the 
envelopc glycoprotein into the budding virion is rcquired for 
the polarized release of the virus (29). ln order to clarify this 
point for the different mutants. an  infectivity assay was per-
formed usinz a reporter C-1T gene. The envelope-nezative 
HIV proviral construct was moditied in order to replace the 
nonessential nef elle with the C-1T une (17. 60). This proviral 
construct was cotransfected into NIDCK cells with an expres-
sion plasmid for wild-type glvcoprotein or any of the mutant 
ulycoProteins. The amount of recovcred virus was then deter-
mined hy a reverse transcriptase assay (26). Ille same amount 
of virus was used to infect susceptible Jurkat-TA lymphocytes 
(for HIV or HTLV-1 pseudotypes) or N1H 3T3 mouse fibro-
blasts (for M))-NItiLV pscudotypes). and the resulting CAT 
activity was measured in the cul) lysines (14, 25). This assay can 
he used quantitatively since increasing or decrcasing amounts 
of virus applied 10 the cens resulted in corresponding changes 
in CAT activity levels (data not shown). Cotransfections with 
various amounts of the plasmid used for expression of wild-
type HIV-I envelope glycoprotcin wcre thcn performed. This 
ievezilecl that viral infectivity begins to drop when less chan half 
of the amount of HIV envelope expression vector is uscd 
relative to the Env-negative CAT proviral construct (Fig. 4A). 
Similar experiments performed with the hetcrologotis zlyco-
proteins revealed that the larger amounts of FITLV or-  Mo-
NluLV cnvelope plasmid expression vector needecl to achieve 
polarization do reflect thc lamer amount of these hcterologous 
glyeoprotein-expressing plasmids required for optimal transfer 
of CAT activity. Therefore, there exists a direct correlation 
between the level of heterologous Env required for infectivity 
and polarized budding. This may be due to reduced stability or 
differences in the maturation process but most likely reflects 
differences in the etficiency of heterologous envelope glycopro-
tein incorporation into the HIV capsid. 

The same procedure was used to analyze the infectivity of 
the virions pseudotyped with the various envelopc mutants 
using equimolar amounts of envelope-negative HIV proviral 
DNA and mutant envelope expression vectors. For Mo-MuLV. 

Ratio of EnsiGap expression tectors 

FIG. 4. The enselope-neeatise CAT-eneodiag proviral DNA uns cointro. 
duced into NIDCK cells 11r-cells in 75.c0' petri dishes),ith various amounts 
ot plasmids encoding the envelope uheoprotein tiorn either HIV-I. HTLV-I. or 
NI.0.1uLV. ln each cas:. the i,ii.i I ainount of DNA ,as kern constant ut 20 loi 
by addition or vector 	DN conlaining 	 unt (for 
CN1V (l'or HILV-I I. or Nlo.NItiLV LTI2 (for Nlo-NluLV) promoters. &luiraient 
umounts of the different ‘iruses nere then us:d to infect human Jurhat-TA cells 
(A and B) or murine NIH 3T3 cclls Ci, CAT ;,,,;, i,ith cell Ivsates were then 
performed. ansl the pi:ri:unie,: i chloramphenicol contersk.m to acetylated 
t'orms W:IN dg:4:11111111A Cu xi:in-1111.04in combla:4. Restais 	presented :IN L'AT 
unitity relative tu the ratios of km-encodine plasmid i,t HI‘ En% -lb:2:db.: 
pros iral DNA in each 	NIDCK cet' cotrari.teetion. The mean CAT uctitity 
tus calculated front two ditrerent incuh..tion periods in the linear range of the 
assay. The results obtained ut a 1:1 ratio ior the ditrerent mutants described in 
the text are presented as closed 

the different tyrosine mutants werc able to confer infectivity as 
efficientiv as or even hetter titan the wild-type protein (Fig. 
4C). The situation is somewhat more complex for HTLV-1. 
The conservative phenylalanine replacement of the mem-
brane-proximal tyrosine (Y476F) increased the capacity to 
confer infectious potential compared to wild-typc HTLV-1 
envelope (Fig. 4B). However. similar replacement of the car-
boxy-proximal tyrosine (Y479F) had a ver.t,-  different effect. The 
conservative Y479F mutation reduced the infectivity of 
pseudotyped virus to approximately two-thirds of that obtained 
with the wild-type HTLV-1 glycoprotein (Fig. 4B). Both ty-
rosine-to-serine substitutions (Y476S and Y479S) had an even 
more negative effect on the infectivity of the pseudotyped 
virus. Similar results were also obtained when comparisons 
with the wild-type were made at diffèrent ratios of envelope 
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FIG. 5. Ettect of HTLV-I (Y-)7(F) or Mo-NItiLV (Y655S or Y655F) glyett. 
proicin intracytoplasmic tyrosine substitutions on the infectivity of apically or 
basolaterally rcleased pseudotyped viruses an:ils-Led hy using the CAT train-
*Implementation assay. Env-negatise CAT-encoiling prosiral DNA (0.5 µg) was 
transfected in lilter-grown NIDCK culls ssith an eightfold exces.s of plasmids 
encoding the wild-typc (WT) or the mutated envelope glycoprotein. Transit:c. 
lions sten: performed hy liporection as previously described. and supernatants 
were pooled from the three apical or hasolincral compartments -18 h alite DNA 
introduction. Viruses released ut:ru used to infect Jorkat-TA (HTLV WT and 
mutant ¥476F) or N11-1 3T3 (NItt-N1uLV M.T and mutants) cens. Mock trans-
rection, wcre donc %shit the IIIV CAT.encoding Env-negative pnwiral DNA 
alonc. 

expression vector to Env-negative proviral DNA (data not 
shown). 

Since all Mo-NItiLV mutants analyzed exhibited an essen-
tially identical or even greater efliciency )han the wild-tvpe 
glycoprotein in their ability to complement the envelope:de-
fective CAT proviral construct. the loss of polarization is un-
kuly Jt bc due to idifference in stability, processing, or virion 

incorporation of these proteins hut must instead be due to 
alteration of a polarization signal per sc. A conservative 
nylalanine substitution at this position gave rise to an interme-
diate polarization phenotype. The CAT reporter assay was 
further used to conlirm that the viral assembly cakes place 
correctly in polarized cells lipofected with representative mu-
tants alreadv shown to possess normal infectivity while being 
affected in tfieir polarized hudding phenotvpc: Mo-NIIILV mu-- 
tants Y655S and Y655F and the 1TLV-1 Mutant Y476F. Con-
Iluent MDCK cens grown on semipermeable membranes were 
colipofected with the FI1V CAT provirus and envelope expres-
sion vectors. Supernatants were then recovered from either the 
apical or the basolateral surface and tested for the presence of 
infectious virus by infection of susceptible cens followed bv 
measurement of CAT activity. Results presented in Fig. 
confirmer) that glycoprotein envelope mutants lacking the abil-
ity to be targeted speciticallv at the basolateral surface are still 
normally incorporated lino«  infectious virions releaseci from 
either the apical or the basolateral membrane domain. 

The effect of tyrosine substitutions observed in the Mo-
MuLV glycoprotein is similar to our previous observations 
with the HIV glvcoprotein, in which case it was also possible to 
demonstrate the*  presence of tyrosine-based basolateral target-
ing signais, independently of sequences mecliating envelope 
incorporation and required for the infectious potential of the 
virus (30). ln HTLV-I. the relative importance of the nvo 
tyrosines was more clifficult to evaluate since replacement of 
tyrosine 479 significantly disrupts virus infectious potential. 

However, viroses harboring a substitution of tyrosine 476 to 
phenylalanine are as infectious as. if not more infectious than, 
the wild-type HTLV-1 Env pseudotyped viruses. The lack of 
polarized «budding observed with the Y476F mutant is there-
fore directiv linked to the mutation. ln contrast to the impor-
tant distance between tyrosine residues in HIV-1, tyrosine 479 
is 	ver y close to the membrane-proximal tyrosine 476 in 
HTLV-1. Replacement of a proline residue located close to the 
membrane-proximal tyrosine in HIV was previously shown to 
affect polarization, prObably due to an alteration of a putative 
I3-turn in this region (30). Neighboring f3-turns are suspected 
to have an important role in tyrosine-based endocytosis and 
polarization sorting signais (19. 42. 43. 63). It is possible that 
replacement of the tyrosine at position 479 in HTLV-1 some-
how affects the local structure in a similar manner. Further-
more, tyrosine 476 cannot be solely required. since it is not 
conserved in HTLV-2 (Fig. IA). It should also be stressed that 
it is quite likely that the different functions are more uniformly 
distributed throughout the length of the much longer HIV 
glycoprotein intracytoplasmic domain while these different 

may be closely packed in the shorter intracytoplasmic 
domain of other retroviral glycoproteins. rendering it more 
ditheult to dissociate these different functions. Nevertheless. 
these experiments clearlv established that basolateral targeting 
is a phenomenon dependent on the envelope glycoproteins and 
is commun to the envelope glycoproteins of members of both 
the Oncomatirincie and the Lentivirinae. The shorter intracy-
toplasmic tails of the two members of the Oncomavirinne ex-
amine') in this suidv appear to enuompass the required infor-
mation for polarized viral budding ss !lia. as in H1V. is 
dependent on one or more critical membrane-proximal ty-
rosine residues located in the first 30 amino acid residues 
extending from the cytoplasmic face of the plasma membrane. 
The proi:edure used in this study took advantage of HIV 
pseudotyping with oncornavirus glvcoProteins. However. in-
corporation of wild-type or mutant-  Mo-NluLV envelope gly-
cuproto-itis into homologous %irions using cotransfection with a 
NIttLV-hased retroviral veetor harboring ti puromyein resis-
tance gene has conlirmed the results obrained with the heter-
ologous system (data mn shown). 

One of the intriguing aspects of the results is the ability of 
oncornavirus envelope glvuoproteins to direet the site of len-
tivirus budding in polarized uells. There is no detectable se-
quence similarity benveen the membrane-spanning and cyto-
plasmic domains of the oncornavirus and lentivirus envelope 
glycoproteins. yet the oncornavirus.  proteins can etticientiv 
prevent the budding of lentivirus pa 	 a.rticles from the apicI 
membrane of polarized epithelial cens. The recovery of 
pseudotyped HIV virions with infectivitv similar to that of 
wild-type or Y655-substituted Mo-MuLV envelope glvcopro-
teins indicates that the tyrosine-based polarization signal is 
affectine the sorting of envelope glycoproteins rather than the 
association between glvcoproteins and the retroviral particle. 
The data suggest a mcidel in \villa Gag molecules. or a vet-
unknown protein required for rotrovira-I budding, arc soited 
together with the envelope glycoprotein to basolateral mem-
branes through an association mediated bv a structure of the 
envelope glycoprotein. a structure not readily recognized from 
sequence analysis. Further study of the incorporation of short 
intracytoplasmic Env glycoproteins into the HIV particle and 
of their tihilicy to polarize the budding viruses mav help eluci-
date the mechanisms involved in the n"juounition of Env by Gag 
in virus assembly and morphogenesis. 

Tyrosines in Y-X-X-L motifs found in the cytoplasmic do-
main of Env proteins have been round in other retroviruses to 
be involved in viral pathogenesis. ln bovine leukemia virus. 
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replacement of the tyrosine affects the capability of the virus to 
disseminate in the organism (64). ln simian immunodeficiency 
virus, mutation of the membrane-proximal tyrosine results in 
the protein's more uniform distribution at the plasma mem-
brane of infected lymphocytes (23). 

Several studies have discussed the importance of epithelial-
cell infection in HIV pathogenesis (1. 10. 39, 40. 59). A polar-
ized release of viruses in these cells may be important for 
dissemination in the host as well as individual-to-individual 
transmission, which has been shown to occur mostly through 
infected cens rutiler than by free virus. lt is well established 
that cell-to-cell transmission of retroviruscs is more efficient 
than infection by cell-free virus, and this is especially true for 
FITLV-1. for which cell-free transmission is especially ineffi-
cient (3, 27). The conservation of basolateral maturation in 
different retroviruses may well reflect the importance of the 
phenomenon that could also have importance in other cell 
types, in addition to cpithclial CCIIS. lt is generally thought that 
sites of intercellular contact are somehow unalogous to baso-
litteral surfaces. as far as transport of plasma membrane pro-
teins is concerned: accordingly, budding of basolaterally tar-
geted viruses tends to occur at these intercellular contact zones 
(47). Elegant electron-microscopic studies have shown the 
preferential budding of HIV virions at contact sites between 
infected lymphocytes and cultured epithelial cells (2. 39, 40). 
This. ami thc observation that virions tend to bud from a 
specific pole in infected lymphocytes, suggests the importance 
of polarization in cell-to-cell transmission of retroviruses, and 
this point will certainly deserve further study. Since replace-
ment of the membrane-proximal tyrosine residue has an effect 
on the polarization phenotype, independently of any effect on 
envelope incorporation or viral infectivity, this raises the pos-
sibility of using the murine model for studying the importance 
of polarized budding in retroviral pathogenesis. 

ln conclusion, despite the large body of work that has been 
devoted to the topic, the identification of polarization signais 
on yarious additional proteins is still required in order to get a 
hcitcr overall understanding of polarized transport and sort-
ing. Our demonstration of the polarization phenomenon, and 
identification of signais involved. is clearly an essential prereq-
uisite for a better understanding of the interactions between 
retroviruses and epithelial cells; this can also have important 
consequences at the level of cell-to-cell transmission in other 
cell types. 
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CHAPITRE 4: 
ARTICLE 3 

L'incorporation des glycoprotéines est nécessaire pour que 
le bourgeonnement du VIH soit polarisé. L'étude des 
mécanismes impliqués dans ce phénomène nous a donc suscité un 
certain intérêt. En particulier, il s'agissait d'étudier les facteurs 
gouvernant l'incorporation spécifique des glycoprotéines au VIH 
. La récente démonstration qu'une grande délétion du domaine 
cytoplasmique de la gp41 rendait possible son incorporation dans 
le MuLV nous a permis de concevoir un vecteur rétroviral 
capable de cibler les cellules CD4+ dans une population mixte de 
cellules. La capacité d'un tel vecteur à transduire spécifiquement 
un gène dans les cellules CD4+ d'une population de lymphocytes 
périphériques est démontrée dans cet article, à paraître 
prochainement dans Gene Therapy. 

Bien que j'ai effectué la majorité des travaux qui ont 
abouti à cette publication, les contributions de M. Ramu A. 
Subbramanian au niveau du maintien en culture des lymphocytes, 
et de Mlle Janique Forget en ce qui a trait à la mise au point des 
sondes GADPH, doivent être soulignées. 
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MuLV-based vectors pseudotyped with truncated HIV 
glycoproteins mediate specific gene transfer in CD4± 
peripheral blood lymphocytes 

R Lodge, RA Subbramanian, J Forget, G Lemay and ÉA Cohen 
Département de Microbiologie et Immunologie, Université de Montréal, Montréal, Québec, Canada 

Hurnan immunodeficiency virus (HIV) infection ultimately 
leads to the destruction of the CD4-positive lymphocyte 
subset and the onset of AIDS. ln recent years, several 
gene therapy procedures making use of retroviral vectors 
that selectively target HIV susceptible cells have been pro-
posecl in order to interfere with HIV productive infection.. 
hiowever, the HIV glycoproteins'inability to be incorporated 
ih other heterologous retroviruses considerably limits true 
HIV 'cell tropIsm of such vectors. We now report the use of , 
murine leukemia virus (MuLV) viral paillotes haiboring a 
truncated form of the HIV glycoprotein for specific gene 
delivery. Reporter lacZ gene transfer was delerminecl to be 

Keywords: retroviral vector; HIV Env; gene transfer,-  crie c  

appropriately specific to CD4-positive cells when HeLaCD4 
cells or peripheral bloocl lyinphocytes (PBLs) were infected 
with, these pseudotyped MuLV virus vectors. In contras!, 
MuLV Viroses harboring amphotropic MuLV envelope 
glycoproteins displayed, a broad and nonspecific infection 
of PBL stibPopulations'.' This new approach, taking advan-
tage of the ability of truncated HIV envelope glycoproteins 
-to be incorporated into' hèterologous retroviral particles, 
Mar foreseeabIy be used in future interventions based on 
the coorclinated deliver),  of therapeutic gene products 
specifically to cell types susceptible to HIV infection. 

ells 

Introduction 
Gene therapy has been proposed as a strategy for the 
treatment of a variety of genetic and viral diseases. Gen-
etic alti:ration of the peripheral T lymphocytes has been 
shown to be of potential therapeutic relevance in 
inherited diseases, leukemias, and acquired immune 
deficiency syndrome (AIDS).'.2  The central goal of many 
gene therapy strategies is the efficient and stable delivery 
of genes. Marty advantages are associated with the use 
of well characterized retroviral vectors for this purpose. 
However, one of the major limitations associated with 
using retroviral vectors in gene therapy is Meir low trans-
ducing efficiency. Accord ingly, several approaches have 
been developecl to increase retroviral transduction 
efficiency. Methods include optimization of infection con-
ditions, increasing virus titer, and improving the speci-
ficity of the virus for its target cells. In fact, the use of 
nontargeted retroviral vectors in gene therapy is often 
considere.d inadequate since binding to nontarget cells 
would result in possible sicle-effects in undesired trans-
duced cells. The use of in vitro transfer protocols, where 
cells are cultured and transduced ex vivo, can allow par-
tial bypass of these limitations, but restricts the spectrurn 
of diseases which may be treated. In many cases, system-
atic treatment can only be achieved through the use of 
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retroviral vectors that will deliver genes to specific cells 
in vivo and enable efficient expression in these cells. 

Targeting retroviral vectors to specific cells can be achi-
eved through inducible transcriptional control or prefer-
ably by achieving a specific infection of the desireci cells 
by targeted transduction. The latter approach requires 
modification of the proteins involved in receptor recog-
nition. Retroviruses use a variety of receptors to enter 
cells; some of these receptors such as the ecotropic and 
amphotropic murine leukemia virus (M(ILV) receptors 
and many of the immunodeficiency-causing lentivirus 
receptors have been identified.3-9  However, targetecl 
clelivery of a murine-based retroviral vector to a specific 
subpopulation of humai cells hes yet to be truly achi-
eved. Initial attempts to change viral tropism were donc 
through the use of pseudotyped viruses;9-" MuLV is able 
to incorporate vesicular stomatitis virus G glycoprotein 
(VSV-G), influenza virus hemagglutinin (HA), or hetero-
logous retroviral glycoproteins, although this expands 
viral host range rather than restrict cell tropism. Even 
though several groups have generated chimeric Env-
ligand fusion proteins designed to bind on to transferrin 
receptor, galactose receptor or the high density lipopro-
tein receptor, none of these fusion proteins were success-
fully incorporated into infectious viral particles." The 
only reported success has been obtained using heregulin-
Env fusion proteins bincling to the Erb3/4-receptor, thus 
enabling specific MuLV infection of human breast cancer 
cell lines.'2  An alternative approach using receptor-single 
chain antibodies (scFv) fused to Env proteins has given 
rise to several difficulties; results obtained with low den-
sity lipoprotein scFv-Env chimeric proteins are still prom- 
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2 	ising, although virus titers remain poor."3  Most 
obstacles found in these strategies arise in the Env post-
binding or membrane fusion steps, giving rise to abortive 
infection." Therefore, whenever possible, it will be pref-
erable to use authentic viral envelope glycoproteins exhi-
biting specificity towards the desired targeted cells. 

Targeted transduction of CD4-positive lymphocytes is 
critical for HIV gene therapy approaches. Although the 
establishment of HIV-based vectors for such a strategy 
has been considered, it is more likely that grafting spe-
cific components of HIV on to other retroviruses would 
generate safer vectors. Although HIV's ability to infect 
nondividing cells is a great advantage over classical retro-
viral vectors, H1V's specific, targeted tropism for CD4' 
cells must also be considered."."' Recently, chimeric 
I-IIV Env glycoproteins encompassing the cytoplasmic 
domain of the VSV G-glycoprotein were shown specifi-
cally to target VSV infection to CD4 expressing human 
epithelial HeLa cells."' The incorporation of foreign 
glycoproteins in enveloped viruses, or pseudotyping, is 
a well known phenomenon. Reported HIV pseudotypes 
include HIV particles harboring MuLV Env, human T cell 
leukemia virus (HTLV) Env, VSV-G and herpes simplex 
virus (HSV) Env.17-1  However, the inability of the HIV 
glycoproteins to be incorporated into MuLV viral par-
ticles has kept these envelope glycoproteins from being 
of potential use in gene therapy. The presence of a 150-
arnino acid long intracytoplasmic tail in the HIV gp41 
transmernbrane glycoprotein is believed to be the cause 
of such restricted incorporation of HIV Env; steric 
incumbrance and structure incompatibility between the 
long gp41 cytoplasmic domain and non-HIV matrix or 
capsid proteins would explain the specific incorpor-
ation." This was further confirrned when HIV Gag 
matrix protein mutations were shown to disrupt the 
incorporation of HIV Env." Although the incorpor-
ation of HIV Env into the viral particle needs a specific 
interaction with the HIV matrix protein, other retroviral 
Env glycoproteins seem to bypass this step.'" This cor-
relates well with the much shorter cytoplasmic domains 
of most retroviral Env glycoproteins. 

We nosv confirm and extend recent observations by 
Mammano et al' and Schnierle et a1,3 ' showing that 
truncation of the cytoplasrnic portion of the Env glyco-
protein enables its incorporation into heterologous MuLV 
virions. Furtherrnore, truncated envelope glycoproteins 
were efficiently incorporated into HIV virions harboring 
matrix protein mutations known to affect glycoprotein 
incorporation. MuLVs harboring the truncated HIV 
glycoproteins retain normal biological activity and 
specifically infect HeLa CD4 expressing cells and acti-
vated CD4-positive peripheral blood lymphocytes 
(PBLs), as deterrnined by transduction of a lacZ reporter 
gene. Altogether, these results demonstra te the feasibility 
of using this approach to specifically transduce genes into 
the CD4 expressing celt subpopulation for gene therapy 
purposes. 

Results 

Incorporation of full-length and truncated HIV Env 
glycoproteins into viral particies 
ln order to investigate the incorporation of envelope 
glycoproteins, wild-type HIV Env expression vectors 

GT: GEN(  

were cotransfected into 293T cells with either HIV Env-
negative proviral DNA (HIVGag) or a MuLV GagPol-
encoding plasmid (MuLVGag, described in Figure 1)-
After a 36 h delay following transfection, cells were sub-
jected to metabolic radiolabeling with 35S methionine, as 
described in Materials and methods. Viral proteins were 
then immunoprecipitated with HIV-positive patient and 
goat anti-MuLV Gag antisera and analyzed by SDS-
PAGE. Cells transfected with the HIV Env-negative DNA 
or MuLV Gagrol encoding plasmid alone expressed, 
respectively, the HIV or MuLV major Gag viral capsid 
proteins, p24 (HIV) or p30 (MuLV) (Figure 2a, lanes 2 and 
3). These proteins were ais() detected in the virus particles 
recovered by ultracentrifugation of cell supernatants fol-
lowed by immunopreci pi ta fion (Figure 2b, lanes 2 and 3). 
When cells were cotransfected with the HIV Env 
expression vector and dusse encosling either HIV or 
MuLV Gag, the HIV glycoprotein gp120 could also be 
detected in both cell lysates (Figure 2a, lanes 4 and 5). 
However, incorporation of the HIV Env was restricted to 
the HIV viral particles (Figure 2b, compare lanes 4 and 5). 

If the length of the HIV Env cvtoplasmic domain is 
responsible for such a specific virion incorporation, full 
truncation of this domain should abrogate this restriction 
to virion incorporation and should confer to truncated 
HIV glycoproteins broad pseudotyping abilities, compa-
rable with those of MuLV or other retroviral glyco-
proteins. To look into such a possibility, cells were again 
cotransfected with either the proviral HIV Env-negative 
plasmid or the MuLV GagPol encoding plasmid, and an 
expression vector encoding a HIV Env glycoprotein 
deleted of its carboxv-terminal 144-amino acids 
(HIVEnvA713-856, Figure -lb). Analvsis of radioimmuno-
precipitated proteins shows that th-e HIV Env truncated 
glycoproteins are correctly processed (Figure 2a, lanes 
and 7) and incorporated into both 111V and MuLV virions 
(Figure 2b, lanes 6 and 7). This establishes that the spe-
cific incorporation of the HIV Env glycoproteins into the 
HIV viral particle, and the exclusion of such glyco-
proteins from other enveloped viruses thereof, is depen-
dent on the presence of the HIV Env long cytoplasmic 
domain. 

To investigate further the role of the HIV Env cytoplas-
mic domain in its specific incorporation into the HIV 
viral particle, an HIV Env-negative proviral DNA harbor-
ing a small deletion (ar)ino acids 16-18) in the HIV 
matrix protein was generated (Figure lb). This srnall 
deletion has been previously identified as abrogating 
HIV Env virion incorporation.25-32  This proviral DNA 
construct was cotransfected into cells with either the 
wild-type HIV Env, truncated HIV Env or MuLV Env 
glycoprotein expression vectors. Although the major cap-
sid proteins (MuLV p30 and HIV p24) and all the differ-
ent Env glycoproteins (MuLV gp70 and HIV gp120) 
could be detected in the cell lysates (Figure 2a, lanes 8, 9 
and 12), the full-length HIV Env glycoproteins were 
specifically excludecl from the p17-mutant virions 
(Figure 2b, lane 8), as was also the case in the MuLV 
virions (Figure 2b, lane 5). ln contrast, the truncated HIV 
Env was incorporated in the p17 mutant virion 
(Figure 2b, lane 9). The MuLV Env, with its short intracy-
toplasmic domain, was uniformly incorporated into wild-
type or mutant HIV virions or the MuLV virions 
(Figure 2b, lanes 11, 12 and 13). Altogether, these results 
demonstrate the role of the HIV Env cytoplasmic domain 
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Figure 1 Sel:matte representalion of plasmide and expression vectors. (a) MuLV-based plasmids. Al! plastmds «m'ah' an 5V40 orisin of replieation, 
and transcription is driver' by a CMV prornoter?' pHIT111 is peculiar in that the CMV promotcr is fused to the R region of the 5 MuLV LTR. This 
plastnid also harbors a neo resistance gene under transcriptional control of the 5V40 pronwter and 3' MuLV LTR sequences:. (b) H1V-based plasmids. 
Transcription is driven by the H1V LTR, and therefore needs the presence of Tat for efficient expression of the reporter selle, and the SVCMVTal 
plasmid is thus used 10 supply Tai in experiments involving the 1-ilV Env encodins plasinids and MuLVGag. All plasmids contai,: ilil 5V40 orisin of 
replication. The Env-negative proviral H1V plasmide' harbor a ATG to ACG point 'nutation at the initiation codon of Env and a Kpril franieshift nt 
H1V-HiBc2 nucleotide position 5934. A stop codon at position 7902 is inserted in the HIV truncated-Env glycoprotein expression veclor, resulting in 
the deletion of the cytoplastnic donnent of the glyeoproteins.» A small deletion in the p17-inalrix encoding portion of the gag gene in HXBH10Env-
(Kpnlfs) d16-28 abrogates wild-type Env viral incorporation. 

MuLVEnv 
pHIT456 

in specific incorporation into HIV, through a possible 
interaction with the HIV p17-matrix protein. The deletion 
of such a cytoplasmic domain eliminates any need for 
such a specific interaction, thereby rendering possible 
incorporation into MuLV virions. 

Infectivity of pseudotyped MuLV virions 
Incorporation of the truncated HIV Env glycoproteins 
into the MuLV viral particle being established, it was 
then necessary to determine if the pseudotyped MuLV 
viruses had incorporated fully functional envelope glyco-
proteins giving rise to irifectious viruses. If such is the 
case, the viruses should specifically infect CD4-positive 
cells. Either the HIV Env-negative proviral DNA, the HIV 

p17-matrix mutant Env-negative proviral DNA or the 
MuLVGag expression vector ‘vere thus cotransfected in 
COS cells with the HIV Env, truncated HIV Env, or 
MuLV Env encoding vectors, as described in Materials 
and methods. Cotransfections using MuLVGag vector 
also included a plasmid harboring a lacZ gene and RNA 
viral encapsidation sequences (Figure la). Such encapsid-
ation sequences being absent on MuLVEnv or MuLVGag, 
IncZ RNA is thus exclusively incorporated into MuLV 
virions using this approach. Conversely, the HIV p17. 
mutant or wild-type Env-negative full-length RNAs are 
encapsidated into their respective viral particles in all 
experiments involving HIV. Cell supernatants were har-
vested 48 h after transfection, and relative amounts of 
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Figure 2 Expression and assembly of MuLV and HIV viral proteins. (a) Cells were cotransfected with the relevant Gag and Env encoding plasmids. 
Viral proteins were imernozoprecipitated with an HIV-positive human serran combine' with goat anti-MuLV Gag and anti-MuLV Env antisera, and 
resolved on a 11% SDS-PAGE gel. (b) Incorporation of glycoproteins in released H1V or MuLV virions. Labeled viral pellets were lysed in RIPA but-fer, 
and immunoprecipitated as in (a) and dral proteins resolved on a 11% SDS-PAGE gel. Labeled proteins were then revealed by autoradiography. Position 
of molecular weight markers is shown s 'd viral proteins are indicated by arrows. 
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5 recovered virus were estimated by reverse transcriptase 
(RT) assay. Equivalent amounts of virus produced from 
each cotransfection were used to infect either HeLa, HeL-
aCD4 or HeLaCD4LTRf3-gal cells. Following infection, 
cells were fixed and stained as described in Materials 
and methods. 

As expected, in HeLa cells, only MuLV-based viruses 
harboring the amphotropic MuLV envelope glycoprotein 
were able to transduce the lacZ gene (Figure 3). Since 
HeLa cells lack the CD4 receptor, all viruses harboring 
HIV glycoproteins did not infect the cells. Moreover, the 
HIV-based viruses used in this study do not possess 
intrinsic lacZ transduction ability, and therefore do not 
provide further information when used on these cells 
(Figure 3b). 

In HeLaCD4 cells, similar transduction efficiencies 
were obtained with MuLV-based viruses having incor-
porated either the amphotropic MuLV Env or the trunc-
ated HIV Env glycoproteins (Figure 3a). Use of all other 
viruses resulted in background 13-galactosidase activity 
(Figure 3). Again, no detection of HIV-based viruses was 
expected using these cells. The susceptibility of HeLaCD4 
cens to the MuLV viruses harboring the truncated HIV 
Env demonstrates the functional capacity of such an 
envelope glycoprotein to mediate specific infection of 
CD4-positive cells and confirrns the lack of incorporation 
of wild-type HIV Env in MuLV. Furthermore, the infec-
tious potential of viruses harboring amphotropic Env or 
truncated HIV Env appears to be similar. 

Finally, virus infection was tested on HeLaCD4LTR(3- 

gal cells. These cells harbor in their genome a lacZ gene 
under the transcriptional control of the HIV LTR pro-
moter. Following HIV infection, and production of the 
Tat transactivating protein, they will thus express 13 - 
galactosidase activity due to Tat-mediated LTR trans-
activation." ln these tells, MuLV-mecliated lacZ trans-
duction was obtained when using the HIV truncated-Env 
or amphotropic MuLV Env glycoproteins, as in the HeL-
aCD4 cells (Figure 3a). Furtherrnore, HIVs having incor-
porated wild-type or truncated Env glycoproteins also 
efficiently gave rise to p -ga lac tosidase activity in the cells, 
through Tat transactivation of endogenous lacZ 
(Figure 3b). However, mutant H1Vs harboring the 
mutation in p17 known to prevent incorporation of HIV 
Env glycoproteins, rernained uninfectious in the case of 
the wild-type HIV glycol) ro ei ns only (Figure 3c). Similar 
efficiency of infection was obtained when the truncated 
HIV Em.; glycoproteins were incorporated into HIV, HIV 
(p17-mutant) or MuLV-based viruses. Altogether, these 
results demonstrate that the deletion of the HIV Env gly-
coprotein cytoplasmic domain does not alter the pro-
cessing, maturation and ability of such glvcoproteins to 
confer an infectious potential for CD4-poSitive cultured 
cell lines. 

Reporter lacZ gene transduction in activated PBLs 
Since the truncated H1V Env glycoproteins enable 
MuLVs to infect CD4-positive HeLa cells specifically, it 
should be possible to take advantage of such a mech-
anism to infect primary human cells expressing the CD4 

Figure 3 Infection with MuLV (a), HIV (b) or HIV p17-ntutant (c)-based viruses harboring eithcr MuLV Enz., HIV En:, HIV 'mucine() Env or no 
Enz, glycoproteins. Viruses were produced in COS cella, and volumes corresponding to equivalent virus amenons accordws Io reverse transcriptase 
values were used to infect either one of the HeLa, HcLaCD4 or HeLeCD4LTRI3-gal ceIl lines, as described in Matcrials and methods. Cells were then 
stained with X-gal and infected agis identified by the deychapntent of a blue color. Results are the average of two experiments and error bars represent standard deviation. 
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6 	receptor. MuLVs harboring either HIV truncated Env or 
amphotropic MuLV Env glycoproteins were added to 
PHA-activated PBLs, as described in Materials and 
methods. MuLVs originating from cells expressing either 
wild-type HIV Env or no glycoproteins were used as 
negative controls, since the full-length HIV Env is not 
incorporated into MuLV. rte same experiment was per-
forrned in the presence of antibodies against HIV Env 
(anti-gp120). 

Following a delay to allow sufficient B-galactosidase 
expression, cells were fixed and stained for P-galacto-
sidase expression. However, sensitivity of this assay was 
pour. PCR Southern analysis was therefore used to detect 
transduced lacZ DNA in infected cells. PCR was used to 
generale a fragment of 480 bp of the lacZ gene, and the 
nature of the reaction product was confirmed by South-
ern blot using a specific 32P-labeled lacZ probe. The 
detection of lacZ DNA in cells infected with the MuLV 
viruses having incorporated either truncated HIV Env or 
MuLV amphotropic Env was easily achieved. Further-
more, lacZ gene transfer was specifically prevented upon 
treatment with anti-gp120 in the case of the truncated 
HIV Env glycoprotein MuLV pseudotype (Figure 4a). 
Amplification of the control GADPH gene confirmed the 
quality of each DNA sample. These results demonstrate 
the targeted delivery of a transduced lacZ gene into acti-
vated PBLs through the use of a MuLV retroviral vector 
harboring heterologous truncated HIV envelope glyco-
proteins. Identical results were obtained when cells were 
collected from a second blood donor. 

Specificity of infection in PBLs 
Although the specific infection of the CD4-positive cell 
population was suggested by the inhibitory effect of anti-
bodies against gp120, CD4/CD8 cell sorting was further 
performed in order to identify the activated PBL popu-
lations targcted by the pseudotyped MuLVs. Activated 
PBLs were infected as described previously and sorted 
into scparate CD4 expressing and CDS expressing PBL 
subpopulations. A typical distribution of a sorted 
infected cell population is shown in Figure 4b. Subpopul-
ations of CD4- or CD8-positive cells were then lysed and 
PCR Southern blot analysis performed to determine 
which subpopulation supported lacZ transduction. Both 
CD4-positive and CD8-positive PBL subpopulations 
acquired lacZ DNA upon infection with the MuLV virus 
harboring amphotropic Env (Figure 4c). However, only 
the CD4-positive cells demonstrated susceptibility to 
MuLVs harboring truncated HIV Env (Figure 4c). These 
results demonstrated the capacity of pseudotyped 
MuLVs to target and specifically infect CD4-positive 
PBLs. 

The efficiency of lacZ transduction in sorted CD4-
positive PBL subpopulations was estimated by Southern 
blotting of fragments obtained by PCR of serial dilutions 
of DNA from cells transduced with either MuLV Env or 
HIV Env harboring viroses (Figure 5). LacZ detection by 
this procedure in cells transduced with the HIV Env 
viruses required an approximately four-fold higher 
amount of DNA than the detection in cells infected with 
the amphotropic virus (compare lanes 2-7). Moreover, 
control cellular GADPH single-copy DNA could be 
detected at DNA levels similar to that of transduced lacZ 
in cells infected with the amphotropic virus. Since con-
trols for lacZ and GADPH PCRs reveal similar efficiency 
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in serial dilutions of plasmids harboring the respective 
genes (results not shown), this suggests that transduction 
efficiency with the amphotropic virus is close to 100%. 
Therefore, despite the fact that infection was performed 
under conditions optimized for MuLV Env, truncated 
HIV Env viroses transduced lacZ efficiently, approaching 
20-25% of the CD4-positive cells. 

Discussion 
In the present studv, it was dcmonstrated that an HIV 
Env in which the 1.44 carboxv-terminal amino acicis of 
the cytoplasmic domain havc.  been tidifted eau still be 
incorporated into wild-type HIV particles. This contrasts 
with the situation observed with smaller cieletions show-
ing altered incorporation into the virion?' These obser-
vations can be reconciled, however, since the HIV Env 
with a complete truncation of its intracytoplasmic 
domain is also incorporated into HIV viroses harboring 
known matrix mutations that normally interfere with 
HIV Env incorporation. 	Truncation of the cytoplasmic 
HIV Env domain apparently alleviates any need for spe-
cific H1V Gag interaction, effectively converting the incor-
poration mechanisms to that of shorter cytoplasmic-
domain glycoproteins. Accordinglv, the truncated glyco-
protein was incorporated into MuLV viral particles, in 
contrast to full-length envelope. Similar observations 
were also reported by other groups.' Nevertheless, in 
order for the truncated glycoprotein to be useful for 
retroviral vectors, it must retain the general features of 
the wild-type glvcoprotein, namely, correct processing, 
CD4-positive interaction and membrane fusion, all pre-
requisites to the release of the nucleocapsid into the cyto-
plasm. ln fact, it proved to be, that in CD4 expressing 
HeLa cells, the iniectious potentinl of the pseudotyped 
MuLV ViTUSCS was comparable 10 that of MuLV sir- uses 
harboring amphotropic NILILV Env, or HIV viruses pos-
sessing either full-length or trunca Led forms of HIV Env, 
as previously reported.' Ntoreover, pseudotyped viruses 
exhibited similar infectivitv without the additional pres-
ence of full-length MuLV.  or HIV Env, as was shown 
necessary in the case of chimeric ligand-Env glyco-
proteins." Finallv, specific, targeted infection of the CD4-
positive PBL suSpopulation was obtained using the 
MuLV-based vector pseudotyped with the truncated HIV 
Env. Interestingly, despite the fact that infection svas per-
formed under conditions optimized for MuLV Env, 
truncated HIV Env viruses transduced PBLs with only 
slightly inferior efficiency to that of amphotropic MuLV 
viruses. These modifitmi viral vectors are thus able ta 
recognize efficientiv and specifically infect CD4-positive 
cells in a mixed cell population. 

There could be numerous advantages in using such a 
vector in gene thera py for AIDS. The true tropism of HIV, 
including possible CD4-independent cell tropism, should 
be retained by such pseudotyped viroses. Furthermore, 
tropism to CD4-positive macrophages or lymphocytes 
could be achieved by  pseudotyping MuLV with trunc-
ated macrophage-tropic or T-tropic HIV Env glyco-
proteins. Access to CD4-positive nondividing cells (such 
as dendritic cells and macrophages) could eventually be 
obtained by grafting other functional elements of the HIV 
virus, such as the HIV matrix or Vpr proteins, on to 
MuLV viral vectors coated with such HIV truncated Env 
glycoproteins. This strategy could retain desired func- 
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Figure 4 (a) LacZ transduction of PBLs as determined by PCR amplification of lacZ and Soutirer?' analysis. MuLV viruses harboring various glyco-
proteins were produced in cos cells and used to infect PBLs as described in /Antenais and methods, with or without concomitant addition of 'D'H-
gp120. Cells were the,, lysed and genornic DNA extracted. PCR was perfonned on n'igues of extracted DNA, followed by Soutirer?' blotting and 
hybridization with a lacZ specific probe. (b) Representative distribution of CD4 and C08 populations of infected cells as determined by FACS analysis. 
Aliquots (2-3 x le) of infected cens were treated with a mix of anti-CD8 fluorescent isothiocyanate and anti-CD4 phycoenithrin- conjugated antibodies 
and sorted with a FACSTAR cell sorter. (c) Southern analysis of transduced cells following sorting. Infected cells were sorted as CD4- or CDS-positive 
cells, and transduction of lacZ was detennined by PCR amplification and Soutirer?' atudysis as in (a). Amplification of a GADPH gene fragment was 
perfonned in porcinel on ench DNA sample and the results are presented at the battoir' of (a) and (c). 

tions of the HIV virus while alleviating the potential of 
HIV replication through recombination events, or even 
synthesis of most HIV proteins, in gene therapy treat-
ments. These CD4-positive cell-targeted MuLV vectors 
strategies are to be developed with the goal of delivering 
inhibitors of HIV replication in specific cells. Such viral 
targets could include either early or late steps in the viral 
replicative cycle. Therapeutic strategies include transduc-
tion of genes inhibiting proviral integration or gene 
expression, or activating suicide genes in HIV-infected 
cells. The use of gene therapy in AIDS could therefore 
focus on poorly accessible HIV susceptible cells, which 
harbor latent viruses, that remain the origin of viral 
resistance encountered within the current antiretroviral 

therapies. Finally, the system developed in the present 
report is of great relevance for the study of gene 
expression in specific CD4-positive cell populations. 

Materials and methods 

Proviral constructs and expression plasmids 
Plasmids pHIT60 and pHIT456 respectively encode the 
GagPol protein of MuLV and the amphotropic Env glyco-
protein of MuLV. The pHIT111 plasmid harbors a lacZ 
gene under the transcriptional control of a modified CMV 
promoter that is fused to the R-U3 regions of the 5 MuLV 
LTR and ,I1-encapsidation sequences. All the pHIT plas- 
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Figure .5 (a) LacZ transduction efficiency of truncated HIV Env and 
amphotropic Env MuLV viruses. Efficiency of lacZ transduction in sorted 
CD4-positive PBL subpopulations was determined by Southern blotting 
of fragments obtained by PCR of shown serinl dilutions of DNA from 
cells transduced with either MuLV Env or HIV Env harboring viruses. 
Control cellular GADPH DNA is shown in (b). 

mids were obtained from AJ Kingsman (Oxford Univer-
sity, Oxford, UK)." Plasmid pSVIIIEnv713 was created 
by cloning the KpnI—BamHI (corresponding to nucleotide 
positions 5893 and 8017 of HIV HXBc2 proviral DNA, 
respectively; +1 = site of initiation of transcription) seg-
ment of HXBH1MCT,3° a proviral DNA containing a stop 
codon in env (corresponding to a TCA to TAA substi-
tution at HIV-HxBc2 nucleotide position 7902), and enco-
ding an Env truncated of its cytoplasmic domain 
(obtained from Heinrich G Gtittlinger, DFCI, Boston, MA, 
USA) in pSVIIIEnv, the vector used for expression of Env 
under the control of the HIV LTR promoter. The Env-
negative proviral construct harboring a mutation in the 
matrix protein HXBH10Env-(Kpnlfs)(116-18 was gener-
ated by cloning the Sail—BamHI (HXBH10 nucleotide pos-
itions 5372 and 8058, respectively; +1 = site of initiation 
of transcription) fragment of HXBH10Env-(Kpnlfs) into 
HXBH10A16-18; both plasmids have been described else- 
Where.25'37'38  

Cell fines and antisera 
The 293T, COS, HeLa, HeLaCD439  and HeLaCD4LTR3-
ga133  cells were maintained in DMEM supplemented with 
5% fetal calf serum (FCS) and 1% streptomycin and peni-
cillin. Human antiserum No. 162 against HIV proteins 
has been described elsewhere." The goat antiserum 
against MuLV Gag (76S000127 and 79S000804) was 
obtained from Quality Biotech (Biological Carcinogenesis 
Branch, NCI, Camden, NJ, USA); antiserum raised 
against MuLV Env (80S00019) was also obtained from 
Quality Biotech. 

Transfection, metabolic radiolabeling and 
radioimmunoprecipitation 
DNA transfection in 293T cells (106) were performed 
using liposomes, as previously uescribed.37  Briefly, 10 lig 
of the GagPol encoding plasmids (pHIT60, HXBH10Env-
(Kpnlfs) or HXBH10Env-(KpnIfs)A16-18) were cotrans- 
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fected with 15 p.g of one of the following Env encoding 
plasmid constructs: pHIT456, pSVIIIEnv or pSVIII- 
Env713. When pHIT60 was cotransfected with the HIV 
Env or truncated HIV Env plasmid expression vectors, 
5 µg of a HIV transactivating protein (Tat) encoding plas-
mid (SVCMVTat) was added to the DNA mix before 
transfection, since transcription of both Env genes is 
driven by the HIV LTR, and their efficient expression is 
thus dependent on the presence of Tat. Following a 36 h 
transient expression period, cells were labeled with 
150 pri/m1 of 35S methionine (Tran35S-label; ICN Biome-
dicals, Irvine, CA, USA) for 8 h in methionine free-
medium. Supernatants were harvested and ultracentri-
fuged (30 000 r.p.m. for 1 h in a Beckman Ti50.4 rotor; 
'Beckman Instruments, Mississauga, Ontario, Canada) to 
generate a crude viral pellet; cells and viral pellets were 
then resuspended in RIPA lysis buffer (10 mm Tris-HC1 
(pH 7.4), lmm EDTA, 100 mm NaCI, 1% Triton X-100, 
0.1% SDS, 0.25% sodium deoxycholate, 0.2% phenylme-
thylsulfonyl fluoride (PMSF)). Viral proteins present in 
lysed cells or viral pellets were immunoprecipitated with 
a mix consisting of HIV-positive human, goat anti-MuLV 
Gag and goat anti-MuLV Env antisera (all used at 1:5000 
dilutions) and loaded on to a 11% SDS-PAGE gel as 
described previously." Labeled proteins were then 
revealed by autoradiography. 

Infectivity assay using p-galactosidase activity 
The infectivity assay used to determine if viruses harbor-
ing the different Env glycoproteins retained infectious 
capacity was similar to the one described by Kimpton 
and Emerrnan,33  with several modifications, in order to 
comply with the MuLV lacZ transduction strategy elabor-
ated by Soneoka et al.36  Briefly, COS cells were lipofected 
with various combinations of GagPol encoding DNA and 
Env expression vectors as described in the previous sec-
tion. Furthermore, 15 p.g of the pHIT111 lacZ vector was 
added to every transfection when pHIT60 was present, 
in order to obtain lacZ transduction through MuLV 
viruses. At 40 h after transfection, viruses were harvested 
in 2 ml of DMEM supplemented with 8% FCS and fil-
tered on 0.45 mm pore diameter filters (Millipore) to 
remove cellular debris. A reverse-transcriptase assay was 
performed on aliquots of the filtered supernatante'" to 
determine virus yield. Equivalent amounts of the HIV 
(100 000 c.p.m.) or MuLV (150 000 c.p.m.) viruses were 
used to infect either HeLa, HeLaCD4 or HeLaCD4LTRI3-
gal cells, seeded the previous day in 24-well plates at 
3 x 104  cens per well. Polybrene (10 pg/m1) was added to 
the infected cells and diluted 8 h into the infection with 
fresh DMEM supplemented with 8% FCS and antibiotics. 
Finally, cells were washed, fixed and stained as pre-
viously described33  40 h after the start of infection and the 
number of blue cells determined using light microscopy. 

Culture, isolation and infection of PRLs 
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were 
obtained from volunteers by Ficoll—Paque centrifugation 
as recommended by the manufacturer (Pharmacia, Baie 
d'Urfé, Québec, Canada) and washed thoroughly to 
remove platelets. PBL,s were ertriched from the PBMCs 
by two-step adherence to remove contaminating macro-
phages. Cells were cultured in the presence of phytohem-
agglutinin (PHA, 5 pg/m1) for 72 h to obtain activated 
lymphocytes. Following activation, cells were washed 
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several times to remove the lectin and were maintained 
in RPMI supplemented with glutamine and 10% 
FŒ, penicillin-streptomycin (100 U/ml), gentamycin 
(10 p.g/m1) and 20 'Jim! interleukin-2 (rIL2; Boehringer 
Mannheim, Laval, Quebec, Canada) at 37°C in a 5% CO2  
incubator. Infection of PBLs was performed in conditions 
similar to those described by Bunnel et a1.42  Briefly, 1 x 106  
PBLs were seeded in six-well plates, at 2 ml per well, in 
phosphate-free RPMI supplemented with IO% FCS and 
rIL2 for 8 h, since phosphate depletion has been shown 
to enhance MuLV receptor expression in susceptible cells. 
Subsequent to the phosphate depletion step, cells were 
exposed to viruses (at a MOI of 0.1 as determined by the 
number of blue cells obtained with HeLaCD4LTRI3-ga1 
cells) and centrifuged at low speed and 32°C for 60 min 
in a Beckmann GS-6R centrifuge (Beckman Instruments). 
Following centrifugation, cells were incubated for 12 h at 
32°C, washed and maintained in RPMI supplemented 
with 10% FŒ, rIL2 and the antibio tics as above. A second 
series of infected cells was treated with sheep anti-gp120 
at a dilution of 1:250 throughout the infection procedure 
in order to determine the specificity of the viruses for 
targeting the CD4-positive cell population. 

Analysis of infected PBLs by PCR and Southern blot 
A lacZ PCR Southern blot strategy was used to detect 
transduced lacZ DNA in PBLs. Briefly, cells were lysed by 
repeated freezing and thawing, cell nuclei pelleted and 
treated with proteinase K (0.1 mg/ml)-1% SDS in Tris-
buffered saline for 4 h at 50°C. DNA was extracted by 
two steps of phenol-chloroform and ethanol precipi-
tation. A fifth of this crude extract was used to detect lacZ 
gene transduction by PCR amplification. Amplification 
was carried out using Tag DNA polymerase (Perkin 
Elmer, Norwalk, CT, USA) and required 30 cycles of 
1 min at 94°C; 2 min at 50°C and 3 min at 72°C. The pri-
mers used to amplify lacZ were 5'-(...11CTATAGA 
CACGCAAACAC-3 (sense) and 5'-CCCGTCGGA 
TTCTCCGTGGG-3' (antisense). Detection of the lacZ 
sequence was performed by Southern blotting and 
hybridization with a probe corresponding to the homolo-
gous lacZ region and generated by nick-translation using 
a32P-dATP (3000 Ci/mmol; ICN Radiochemicals, Irvine, 
CA, USA). The glyceraldehyde-3 phosphate dehydrogen-
ase (GADPH) primers that were used as internai PCR 
amplification controls were 5-GCTGATGCCCCCATG 
TTCGT-3 (sense oligonucleotide) and 5-CAAAGG 
TGGAGGAGTGGGTGT-3 (antisense oligonucleotide). 
The GADPH amplified product was detected using a 
probe covering the entire GADPH sequence43  and gener-
ated by nick-translation. 

FACS analysis of the transduced cells was performed 
with Cyto-Stat/Coulter Clone T8-FITC anti-CD8 fluor-
escein isothiocyanate or T4-RDI anti-CD4 phycoerythrin- 
conjugated antibodies (Coulter Corporation, Miami, FL, 
USA). Following extensive washing, approximately 1- 
2 x le CD4- or CDS-positive cells were sorted using a 
FACSTAR cell sorter (Becton Dickinson, Mountain View, 
CA, USA). Sorted cells were lysed and analyzed for lacZ 
transduction by PCR and Southern blot analysis as pre- 
viously described. Quantification of signais on au toradio-
grams was performed with a Molecular Dynamics Per-
Sonal Densitometer using ImageQuant software. 
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Objectifs et stratégies. 
L'objectif principal des travaux de cette thèse consistait à définir les 

structures ou séquences de glycoprotéines du virus de l'immunodéficience 
humaine (VIII) servant de signal de transport des virions vers le domaine 
basolatéral des cellules épithéliales. En effet, dans le cadre de mes travaux de 
maîtrise, la découverte que la partie intracytoplasmique de la glycoprotéine 
transmembranaire du VIH possédait au moins une partie d'un tel signal de 
ciblage vers la membrane basolatérale nécessitait une caractérisation plus 
poussée pouvant permettre l'étude des mécanismes impliqués dans ce 
phénomène. Parallèlement, une analyse des propriétés de transport polarisé de 
deux autres glycoprotéines de rétrovirus, différents du VIH, fut amorcée. En 
effet, les indices apportés par l'étude des régions cytoplasmiques moins 
longues, plus simples, des glycoprotéines des virus HTLV et MuLV 
pourraient aboutir à des résultats utiles par comparaison avec le long domaine 
cytoplasmique de la gp41 du VIH-1. De plus, aucune étude détaillée de 
signaux de ciblage sur ces glycoprotéines n'était disponible, voire aucune 
étude sur le ciblage de la glycoprotéine du HTLV dans les cellules épithéliales 
et rien ne permettait d'affirmer que les signaux de transport des trois 
glycoprotéines transmembranaires puissent être similaires. 

Pour identifier les signaux de transport basolatéral de ces trois 
glycoprotéines d'enveloppe de rétrovirus, des cellules MDCK cultivées sur de 
membranes semi-perméables furent utilisées. L'utilisation de membranes semi-
perméables pour l'étude du transport polarisé des protéines est aujourd'hui 
bien établie, permettant l'accès aux milieux baignant les domaines apical et 
basolatéral de la membrane plasmique. Les constructions plasmidiques 
peuvent être alors introduites par lipofection à l'intérieur des cellules MDCK, 
assurant une intégrité de la monocouche cellulaire au temps de la transfection. 
Après une expression transitoire, les particules virales sont recueillies et 
quantifiés par un test immuno-enzymatique (ELISA) très sensible détectant la 
protéine majeure de la capside du VIH, la CAp24. Tel que décrit au chapitre 3, 
les glycoprotéines des virus HTLV et MuLV furent donc étudiées dans un 
contexte de pseudotypes du virus VIH. Ceci doit être souligné, car la mise au 
point de méthodes de détection aussi sensibles que celle utilisée pour le VIH 
exigerait sans doute un temps considérable. L'incorporation des 
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glycoprotéines hétérologues au VIH a donc permis donc de contourner cet 
obstacle. 

Comme précédemment observé pour le VIH, l'introduction de 
quantités molaires croissantes des plasmides codant pour les glycoprotéines du 
HTLV ou du MuLV, avec l'ADN env-négatif du VIH, a permis d'établir pour 
la première fois que les glycoprotéines du virus HTLV pouvaient diriger une 
capside hétérologue (celle du VIH) vers la membrane basolatérale des cellules 
MDCK. Cette propriété sous-entend l'existence d'un signal de transport 
basolatéral sur la glycoprotéine. De même, les glycoprotéines du MuLV 
ciblèrent le bourgeonnement du VIH vers le domaine basolatéral confirmant la 
présence d'un signal basolatéral sur ces protéines tel que déjà observé par un 
autre groupe utilisant une approche différente442. 

En plus des résultats préliminaires obtenus par l'analyse de plusieurs 
glycoprotéines tronquées du VIH, du HTLV et du MuLV (présentés dans mon 
mémoire), trois facteurs ont contribué à préciser la stratégie de mutagénèse qui 
serait utilisée par la suite pour l'étude du signal de polarisation des trois virus: 
1) la caractérisation d'un nouveau signal d'endocytose à base de tyrosine à 
l'intérieur du domaine cytoplasmique de la glycoprotéine du virus 
d'immunodéficience simienne (VIS); 2) l'analyse d'un nombre grandissant de 
signaux de transport basolatéral des protéines cellulaires indiquant que ces 
derniers chevauchent souvent ce type de signal endosomal à base de tyrosine 
et, enfin, 3) la forte conservation parmi les souches de VIH des quatres 
tyrosines intracytoplasmiques de la gp41, dont deux se retrouvent dans la 
séquence optimale YXXL. Cependant, aucune des tyrosines ne se trouvait 
dans l'extrémité carboxy-terminale de la molécule, bien que nos résultats avec 
les glycoprotéines gp41 tronquées suggéraient un rôle de cette région dans le 
ciblage. Comme pour plusieurs études précédentes sur l'incorporation de la 
gp41 au VIH, l'analyse de glycoprotéines tronquées doit être interprétée avec 
prudence. En effet, l'altération de la région cytoplasmique affecte certaines des 
fonctions de l'ectodomaine et il est donc logique de soupçonner que la 
modification d'une partie de la région cytoplasmique puisse avoir des 
conséquences sur les fonctions d'une autre région du même domaine. Ce 
phénomène est d'ailleurs illustré par certaines délétions du récepteur pour la 
transferrine et de la phosphatase alcaline placentaire518. 
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Signal de polarisation du VIH. 
Une analyse de la glycoprotéine du VIH contenant une substitution de 

la tyrosine la plus rapprochée de la membrane plasmique en sérine (Y7 12S) a 
établi cet acide aminé comme la seule des quatre tyrosines du domaine 
cytoplasmique de la gp41 a faire partie d'un signal de transport basolatéral 
(chapitre 2). En plus de l'effet d'une telle substitution sur la polarisation du 
bourgeonnement viral, la distribution même des glycoprotéines à la surface 
cellulaire était affectée pour la glycoprotéine mutante, ce qui illustre bien que 
les glycoprotéines de l'enveloppe sont les seules molécules qui déterminent à 
quel domaine membranaire le VIH va bourgeonner. S'il est clair que cette 
tyrosine fait partie intégrale d'un signal de transport basolatéral, il demeurait 
aussi essentiel d'examiner l'effet de la mutation sur les autres fonctions de la 
glycoprotéine. 

Dans une expérience permettant de mesurer le potentiel infectieux des 
virions ayant incorporé les glycoprotéines sauvages ou celles possédant une 
substitution de la tyrosine, il a été démontré que les deux glycoprotéines 
confèrent aux virus une efficacité similaire d'infection. De plus, une analyse de 
la cinétique de la réplication de ces virus dans une lignée lymphocytaire permet 
de conclure que le virus mutant se réplique normalement. Ces résultats 
illustrent donc que la substitution de la tyrosine influence d'une façon assez 
spécifique le signal de polarisation, et que les autres fonctions des 
glycoprotéines mutantes ne sont pas affectées. Il faut toutefois noter le 
chevauchement entre signaux d'endocytose et signaux de transport basolatéral. 

Comme il a été mentionné vers la fin de l'introduction généralem, 273 ' 

l'isolement d'une souche de VIS possédant une cinétique rapide de 
réplication ainsi qu'une expression accrue des glycoprotéines à la surface de la 
cellule a soulevé de nombreuses hypothèses sur la contribution de signaux de 
transport à base de tyrosine dans la pathogénèse virale. Le modèle de l'équipe 
de Siliciano propose que le signal d'endocytose ne soit actif qu'en absence de 
Gag, permettant l'élimination de glycoprotéines inutiles au bourgeonnement du 
virus à la surface de la cellu1e449. La distribution uniforme du bourgeonnement 
du virus mutant à la surface de lymphocytes observée en microscopie 
électronique (illustrée à la figure 22)5°, 455  impliquerait une forme de ciblage, de 
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FIGURE 22 
Page 136 

Ces figures, tirées de Tan et al. (à gauche) et de Bugelski et al. (à droite), 
illustrent comment le bourgeonnement polarisé du VIH pourrait se manifester 

aux sites de contact entre les cellules (à gauche: entre lymphocyte et lignée 
épithéliale ME-180) et dans les lymphocytes (à droite: bourgeonnement à un 

pôle du lymphocyte). Ces phénomènes demeurent encore à l'étude. 
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polarisation du bourgeonnement dans les lymphocytes. La contribution de 
signaux supplémentaires est aussi envisageable; en effet, l'interaction avec la 
machinerie de transport protéique, c'est-à-dire le complexe AP2, et une 
séquence YXXL en aval de celle étudiée a été démontrée369. Il demeure qu'une 
mutagénèse encore plus fine, ciblant les acides aminés entourant le signal de 
transport et la tyrosine permettrait peut-être de délimiter avec plus de précision 
les acides aminés importants soit pour l'endocytose, soit pour le transport 
basolatéral de la protéine. Dans cette optique, un début d'analyse plus 
complète du signal a été amorcée mais mériterait d'être poursuivie. 

La présence d'un signal YXXL ne suffit pas en soi à la mise en place 
d'un signal de transport ou d'endocytose fonctionnel. Ainsi, il a déjà été 
mentionné que la structure la plus souvent associée à un signal d'endocytose 
est celle d'un tour 13. La présence d'une proline à proximité de la tyrosine du 
signal de polarisation est un indice de cette structure particulière'. La perte 
d'un signal fonctionnel de polarisation lors de la substitution de la proline en 
alanine laisse envisager qu'une structure en tour p est présente et nécessaire 
pour le signal de transport basolatéral. L'effet d'une autre substitution sur le 
signal de polarisation a aussi été étudiée: une phénylalanine fut introduite à la 
place de la tyrosine en vue d'observer l'effet d'une substitution de la tyrosine 
par un autre acide aminé aromatique. En effet, il est connu que certaines 
tyrosines de signaux d'endocytose sont interchangeables avec des 
phénylalanines229. L'observation d'un bourgeonnement polarisé du virus, 
quoique moins accentuée, permet de postuler que le signal de transport 
basolatéral constitue un signal où une telle substitution peut avoir lieu. 
Cependant, les résultats du groupe de Hoxie indiquent qu'une telle substitution 
est inhibitrice du signal d'endocytose retrouvé dans la glycoprotéine du VIS272' 

273. La signification de ces observations demeure encore à être établie. La 
possibilité de maintenir le signal de polarisation intact en substituant la tyrosine 
par une phénylalanine indique toutefois qu'à la différence de certaines 
protéines ce11u1aires466, le signal de transport ne nécessiterait pas de 
phosphorylation pour être fonctionnel puisque la phénylalanine ne peut être 
phosphorylée. Par contre, ceci n'implique pas que la glycoprotéine du VIII 
n'est pas phosphorylée: jusqu'à maintenant, et à notre connaissance, aucune 
donnée n'est disponible à ce sujet. Cependant, si un tel projet devait être 
démarré, l'analyse devrait porter à la fois sur les glycoprotéines de la surface 
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cellulaire et du virion puisqu'une telle modification pourrait être spécifique à 
un des deux contextes. 

Il a été question d'incorporation de protéines cellulaires dans le virion 
lors de l'introduction. Si le complexe AP interagit avec le signal YXXL de la 
glycoprotéine, il est donc possible que de tels complexes puissent se retouver à 
l'intérieur de la particule virale. Par contre, le modèle de Siliciano et al. ne 
préconise pas une telle association; en effet, puisque l'interaction avec Gag 
bloque l'endocytose, elle inhiberait vraisemblablement une telle incorporation 
de AP2 (ou, plus précisement, de la chaîne g. du complexe de transport). Une 
étude de l'incorporation de cette protéine dans les virus MuLV pourrait être 
plus pertinente: l'incorporation de ces glycoprotéines dans le virion se faisant 
apparemment par une interaction plus indirecte avec les protéines Gag. 

L'interaction du signal de polarisation du VIH avec les adaptines a 
récemment été démontrée utilisant la chromatographie d'affinité. Une 
importante critique de ces expériences demeure leur nature in vitro, et, malgré 
la grande quantité d'observations supportant de tels résultats, il demeure 
qu'une interaction dans un système plus physiologique n'a pas encore été 
démontré. Une possibilité à explorer serait donc l'utilisation d'un système 
d'interaction du type double-hybride mis au point directement dans les cellules 
mammaliennes308. Le caractère encore nouveau de ce système qui n'a pas 
encore entièrement fait ces preuves, ainsi que le temps qui devrait être investi 
dans une telle approche suggère la recherche d'autres avenues pour vérifier in 
vivo l'importance de ces interactions. 

Le signal de polarisation des autres rétrovirus. 
L'étude des glycoprotéines des virus MuL,V et HTLV et de leur signal 

de polarisation a permis de mettre en évidence la conservation de ce signal 
parmi plusieurs rétrovirus. Il est à noter que l'approche retenue dans cette 
étude utilisait des VIH pseudotypes ayant incorporé ces glycoprotéines 
hétérologues. En effet, l'efficacité du virus HTLV à infecter des cellules 
comme virus libre est normalement très limité, et le rétrovirus se propage 
presqu'exclusivement via une transmission de cellule-à-cellule,. L'efficacité 
observée dans le test de complémentation visant à transduire le gène rapporteur 
CAT dans les lymphocytes indique peut-être que le facteur responsable de la 
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faible transmissibilité du virus réside sur les protéines Gag du HTLV, 
protéines remplacées par celles du VIH dans nos expériences (chapitre 3). 
Outre l'intérêt dans la transmission du virus, les expériences élaborées pour 
étudier l'effet de la substitution des deux tyrosines (YXXYXXL) dans le 
contexte de la glycoprotéine transmembranaire du HTLV ont permis d'évaluer 
l'importance de ces acides aminés dans la fonction de la glycoprotéine. En 
effet, les virus ayant incorporés des glycoprotéines possédant une substitution 
dans une des deux tyrosines (sauf Y476F) furent considérablement affectés 
dans leur potentiel d'infection. Cependant, l'absence du bourgeonnement 
polarisé du virus ayant incorporé la glycoprotéine mutante Y476F permet de 
déduire que cette tyrosine est importante pour le signal de transport polarisé, 
indépendamment d'un effet sur l'incorporation ou l'infection des cellules par le 
virus. 

La partie intracytoplasmique de la protéine p 15E du MuLV a surtout 
jusqu'à maintenant été étudiée pour les mécanismes gouvernant le clivage du 
"peptide R" carboxy-terminal. D'ailleurs, puisque des mutations ponctuelles 
peuvent souvent affecter le clivage de ce peptide, une analyse du domaine 
cytoplasmique peut parfois s'avérer difficile194, 509.  Cependant, les 
glycoprotéines mutantes construites dans notre étude se sont toutes avérées 
fonctionnelles (sauf dans leur signal de polarisation). Il serait sans doute 
intéressant de poursuivre les travaux sur MuLV dans le cadre d'un virus 
homologue sans passer par le pseudotypage; certaines études sur la protéine 
Gag, au niveau de la protéine de la matrice ou de la protéine de la capside,  478, 
le transport de Gag et l'incorporation des glycoprotéines dans le virion109,  494' 

495 pourraient être poursuivies dans le cadre du bourgeonnement polarisé. 

L'effet de certaines autres glycoprotéines sur le bourgeonnement 
polarisé du VIH a été étudié, sans être mentionné dans les publications 
précédentes. La glycoprotéine G du virus de la stomatite vésiculaire, une 
glycoprotéine basolatérale, permet le bourgeonnement polarisé du VIH à ce 
domaine. Des études ont été entreprises pour vérifier si la glycoprotéine apicale 
hémagglutinine permettrait de rediriger le bourgeonnement d'un rétrovirus (le 
MuLV) vers le domaine apical. A ce moment, les résultats demeurent 
préliminaires. 
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Importance potentielle de la polarisation du bourgeonnement 
dans la pathogénèse virale. 

La prochaine dans la perspective de ce travail sur les glycoprotéines 
virales est une approche essentiellement biopathologique: l'observation de 
l'effet d'un rétrovirus mutant dans son signal de bourgeonnement polarisé (par 
exemple, MuLV) sur son hôte pourra en effet donner de précieuses 
informations sur l'importance de ce phénomène dans la pathogénèse virale. 
Dans cet ordre d'idée, on peut déjà souligner les travaux de Tashiro et coll. 
(mentionnés au chapitre 1) sur le virus Sendai indiquant l'importance du 
bourgeonnement polarisé dans la pathogénèse de ce virus. Dans le cas des 
rétrovirus, un isolat clinique du VIH associé à un déclin rapide de la 
population lymphocytaire CD4-positive et à une charge virale anormalement 
élevée possède une substitution de la tyrosine du signal de ciblage; cette 
découverte permet donc d'entrevoir un rôle important de la polarisation dans la 
pathogénèse rétrovirale167. 

L'infection des cellules épithéliales par le VIH est associé au 
développement de perturbations intestinales et au dysfonctionnement du rein 
lors du développement du SIDA17, 41, 88, 94, 107, 360, 414, 523. Les cellules 
épithéliales pourraient être impliquées directement dans le développement de 
ces aspects de la maladie puisque plusieurs études démontrent que ces cellules 
peuvent être infectéees par le VIH2, 81, 137, 138, 156, 354, 355, 375, 388, 498. Cette 
cytotoxicité peut être due à une multitude de facteurs viraux et cellulaires. 
Parmi les facteurs viraux, la toxicité des glycoprotéines est maintenant un 
phénomène bien documenté: entre autres, deux régions en hélice-a de la partie 
intracytoplasmique de la glycoprotéine ont été associées à la formation de 
pores à la membrane plasmique343. Cette caractéristique est peut être une des 
raison ayant rendu difficile nos essais d'établissement de lignées épithéliales 
stables exprimant les glycoprotéines (données non présentées). 

Le domaine basolatéral des cellules épithéliales est analogue, par son 
interaction avec les cellules voisines, aux zones de contact entre les cellules, 
polarisées ou non. Le ciblage de certains éléments du cytosquelette dans ces 
zones d'interactions cellulaires est facilement observable; c'est aussi un 
domaine privilégié pour la transmission du virus entre les cellulee 135 ' 391' 392' 

400, 403, 404. Les phénomènes de bourgeonnement du VIH aux zones de contacts 
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entre les cellules et son ciblage spécifique à la région basolatérale des cellules 
épithéliales peuvent donc être reliés. L'étude de la glycoprotéine mutante dans 
le signal de polarisation pourrait permettre de poursuivre l'étude du lien entre 
ces deux phénomènes. 

Signal d'incorporation des glycoprotéines virales. 
La polarisation du bourgeonnement du VIH dépend donc d'un signal 

de polarisation à l'intérieur de la glycoprotéine, mais aussi de l'incorporation 
de cette glycoprotéine dans la particule virale, présumément en interagissant 
avec Gag"'. L'incorporation de la glycoprotéine d'enveloppe du VIH, 
l'opposé des autres glycoprotéines de rétrovirus, est un processus très sélectif. 
La longue partie intracytoplasmique de la gp41 serait le facteur limitant dans 
cette sélection. Selon le modèle de Hunter234  (figure 23), l'incorporation de la 
glycoprotéine du VIH est un processus actif, nécessitant une interaction avec 
Gag; les autres glycoprotéines des rétrovirus nécessiteraient une interaction 
indirecte ou encore l'établissement de mécanismes impliquant une exclusion 
des autres protéines cellulaires dans la particule virale en formation. 
Récemment, il a été démontré que la délétion de la partie cytoplasmique de la 
gp41 convertissait le mode d'incorporation de la molécule, d'actif à indirect157,  
158, 317. L'incorporation de cette gp41 tronquée dans un virus hétérologue 
MuLV devenait alors possible317, 461. Pour étudier ce phénomène 
complémentaire mais aussi essentiel au bourgeonnement viral polarisé, une 
approche fut élaborée pouvant mener à l'établissement de nouveaux vecteurs 
rétroviraux possédant le tropisme naturel du VIH. Cette application a donc 
potentiellement une importance dans l'élaboration de nouvelles stratégies de 
thérapie génique. 

Une fois que l'incorporation de la glycoprotéine gp41 tronquée dans 
les particules virales MuLV fut confirmée, ces virus MuLV possédant le 
tropisme du VIH furent utilisés pour transduire un gène rapporteur LacZ d'une 
manière à cibler les cellules CD4+ d'une population de lymphocytes du sang 
périphérique. L'ADN du gène rapporteur est clairement identifiable, en 
utilisant une sonde spécifique, dans les cellules CD4+ lorsque le vecteur 
rétroviral possédant la gp41 est utilisé. Quoique cette technologie est encore 
loin d'une application médicale réelle, la démonstration d'une telle stratégie 
utilisant des vecteurs possédant un tropisme équivalent au VIH ouvre la voie à 
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plusieurs autres expériences qui jusqu'à maintenant demeuraient difficiles à 
concevoir faute de vecteurs ciblant spécifiquement les cellules CD4+. 

Elaboration d'un modèle récapitulatif. 
Les observations recueillies sur l'incorporation des glycoprotéines et 

sur les déterminants responsables du bourgeonnement polarisé des virus nous 
permettent d'élaborer un modèle de l'assemblage des rétrovirus en général et 
du VIH en particulier. Les glycoprotéines de l'enveloppe virale sont 
synthétisées dans le RE et sont acheminées à la surface de la cellule par les 
voies du transport vésiculaire. Bien que le lieu précis de l'interaction entre les 
glycoprotéines Env de lentivirus et les protéines Gag n'a pas encore été 
identifié, plusieurs observations suggèrent une telle interaction, 
particulièrement en ce qui a trait au VIH. Cependant, il faut souligner que les 
glycoprotéines des rétrovirus simples (à courte queue cytoplasmique) 
pourraient être incorporées dans le virion de façon passive: tel serait le cas des 
glycoprotéines tronquées du VIH. La découverte d'un signal de transport de 
type YXXL dans la partie cytoplasmique des glycoprotéines du VIH permet 
d'incorporer au modèle d'assemblage les processus par lesquels le virus 
contrôle la quantité de glycoprotéines présentes à la surface cellulaire. Ainsi, le 
modèle de Siliciano et al. propose que l'interaction du signal YXXL (avec AP-
2) permet l'endocytose des glycoprotéines qui ne sont pas incorporées dans la 
particule virale. Le lieu d'une telle interaction (AP-2/Env) serait au niveau de la 
membrane plasmique, en aval de celle impliquant Gag. Une affinité plus 
grande de l'Env pour les protéines Gag, par rapport à AP-2, expliquerait aussi 
l'effet inhibiteur de Gag sur l'endocytose des glycoprotéines. Cet effet 
inhibiteur de Gag doit aussi être pris en considération dans l'étude du 
bourgeonnement polarisé du virus. En effet, l'interaction de l'Env avec les 
adaptines impliquées dans le ciblage basolatéral précéderait celle avec Gag. 
Ceci permettrait aux glycoprotéines de récupérer par après les protéines de la 
capside menant à l'assemblage polarisé du virus. Cette interaction des 
glycoprotéines suggère l'existence de complexes AP non-identifiés 
responsables du ciblage basolatéral et qui reconnaissent les signaux à base de 
tyrosine. L'utilisation de ce mécanisme autant par le MuLV que par le VIH 
suggère qu'il est indépendant du mode d'incorporation des glycoprotéines. 
Cependant, cette incorporation demeure essentielle pour le bourgeonnement 
polarisé des particules virales. 
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FIGURE 23 
Page 144 

Les modèles d'incorporation des glycoprotéines de E. Hunter. En A., les 
glycoprotéines nécessitent une certaine interaction avec les protéines Gag; elles 
sont incorporées "de façon active". En B., les glycoprotéines sont incorporées 

dans la particule virale de façon passive, mais certaines protéines 
membranaires cellulaires en sont exclues par des mécanismes encore inconnus. 
Figure tirée de Coffin, JM; SH Hughes et HE Varmus (1997): Retroviruses; 

CSH Press; Cold Spring Harbor, NY; 843 pages. 
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CHAPITRE 6: 
CONCLUSIONS ET 

CONTRIBUTIONS MAJEURES 
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Les glycoprotéines des rétrovirus (et spécifiquement le VIH) possèdent 
donc de nombreuses fonctions dans le cycle de réplication viral. Parmi elles, il 
y a la reconnaissance du récepteur, la fusion de l'enveloppe virale ainsi qu'une 
participation comme constituante importante du virus même. Dans le cas du 
VIH en particulier, la gp120 est un déterminant antigénique majeur du virion. 
Le travail décrit dans cette thèse a permis de clarifier une autre fonction 
importante des glycoprotéines des rétrovirus: le choix du lieu de 
bourgeonnement. Ce phénomène pourrait être non seulement essentiel pour la 
dissémination et la transmission optimales du VIH, mais aussi pour celle du 
HTLV, et sans doute pour les rétrovirus mutins pouvant être plus facilement 
utilisés comme modèle de pathogénèse. Le concept de bourgeonnement viral 
ciblé ou polarisé n'est donc pas restreint aux cellules épithéliales, mais a des 
implications directes dans la biologie de plusieurs groupes de virus. 

Brièvement, les contributions majeures et originales de cette thèse 
peuvent être résumées comme suit: 

1) Démonstration d'un signal nécessaire pour le ciblage du 
bourgeonnement basolatéral du virus de l'immunodéficience 
humaine. Ce signal est constitué d'une tyrosine essentielle disposée dans une 
séquence Y)OCL et probablement d'une structure locale en tour g. Ce signal est 
responsable du transport des glycoprotéines au domaine basolatéral des 
cellules épithéliales, et ce phénomène entraîne le bourgeonnement du virus à ce 
domaine. 

2) Démonstration d'un signal de transport basolatéral 
conservé dans les glycoprotéines de plusieurs rétrovirus. Le signal 
retrouvé dans le domaine intracytoplasmique des glycoprotéines des virus 
HTLV et MuLV est aussi basé sur une tyrosine critique ou essentielle au 
signal. 

3) Démonstration qu'une glycoprotéine de rétrovirus 
hétérologue peut diriger le bourgeonnement du VIH vers le 
domaine basolatéral des cellules épithéliales. Cette observation 
souligne que le ciblage approprié des glycoprotéines ainsi que leur 
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incorporation à la particule virale contribuent au bourgeonnement polarisé du 
virus. 

4) Démonstration que des vecteurs rétroviraux basés sur 
MuLV qui ont incorporé des glycoprotéines tronquées du VIH 
transduisent spécifiquement un gène dans les cellules CD4-
positives d'une population de lymphocytes périphériques. Ces 
observations confirment des résultats déjà rapportés dans la littérature mais 
permettent d'entrevoir l'utilité de ces vecteurs dans des stratégies de thérapie 
génique et de concevoir de nouvelles expériences impliquant une telle approche 
de transduction ciblée de gènes vers les cellules CD4-positives. 

En plus de ces contributions, j'ai aussi eu la possibilité de participer à 
d'autres projets tout au long de mes études doctorales. Ces projets sont reliés 
de loin ou de proche à cette thèse. Quelques uns ont abouti à des publications: 

Lodge, R.; J.L. Darlix et E.A. Cohen (1998). L'infection par le 
VIH: Rôle des facteurs viraux. M/S Médecine-Sciences 14: 148-154 [présenté 
en annexe]. 

Subbramanian, R.A.; A. Kessous-Elbaz; R. Lodge; J. Forget; X .J. 
Yao; D. Bergeron et E.A. Cohen (1998). Human immunodeficiency virus 
type-1 Vpr is a positive regulator of viral transcription and infectivity in 
primary human macrophages. Journal of Experimental Medicine 187 (7): 
1103 -1111. 

Lalonde, J.P.; J. Deschambeault; R. Lodge; E.A. Cohen et G. 
Lemay (1998). A tyrosine-based intracytoplasmic signal of the HW-1 
envelope glycoprotein is involved in restriction of budding at one pole of 
infected lymphocytes. En préparation. 



CHAPITRE 7: 
BIBLIOGRAPHIE 

GENERALE 

148 



149 

1. Abeijon, C., et C.B. Hirschberg. 1992. Topography of 
glycosylation reactions in the endoplasmic reticulum. Trends Biochem. Sci. 
17:32-36. 
2. Adachi, A., S. Koenig, H.E. Gendelman, D. Daugherty, 
S. Gattoni-Celli, A.S. Fauci, et M.A. Martin. 1987. Productive, 
persistent infection of human colorectal cell lines with human 
immunodeficiency virus. J. Virol. 61:209-213. 
3. Adams, A.E.M., D.I. Johnson, R.M. Longnecker, B .F . 
Sloat, et J.R. Pringle. 1990. CDC42 and CDC43, two additional genes 
involved in budding and the establishment of cell polarity in the yeast 
Saccharomyces cerevisiae. J. Cell Biol. 111:131-142. 
4. Aiken, C., J. Konner, N.R. Landau, M.E. Lenburg, et D. 
Trono. 1994. Nef induces CD4 endocytosis: requirement of a critical 
dileucine motif in the membrane-proximal CD4 cytoplasmic domain. Cell. 
76:853-864. 
5. Albritton, L.M., L. Cheng, D. Scadden, et J.M. 
Cunningham. 1989. A putative murine ecotropic retrovirus receptor gene 
encodes a multiple membrane spanning protein and confers susceptibility to 
virus infection. Cell. 57:659-666. 
6. Aldovini, A., et R.A. Young. 1990. Mutations of RNA and 
protein sequences involved in human immunodeficiency virus type 1 
packaging result in production of non-infectious virus. J. Virol. 64:1920-
1926. 
7. Alin, K., et S.P. Goff. 1996. Mutational analysis of interactions 
between the Gag precursor proteins of murine leukemia viruses. Virology. 
216:418-24. 
8. Alkhatib, G., C. Combadiere, C.C. Broder, Y. Feng, P.E. 
Kennedy, P.M. Murphy, et E.A. Berger. 1996. CC-CKR5: a Rantes, 
MIP1-alpha, MIP1-beta receptor as a fusion co-factor for macrophage tropic 
HIV- 1. Science. 272:1955-1958. 
9. Almers, W., et C. Stirling. 1984. Distribution of transport 
proteins over animal cell membranes. J. Membr. Biol. 77:169-186. 
10. Amerongen, H.M., R. Weltzin, C.M. Farnet, P. Michetti, 
W.A. Haseltine, et M.R. Neutra. 1991. Transepithelial transport of 
HIV-1 by intestinal M cells: A mechanism for transmission of AIDS. J. AIDS 
Hum. Retrovirology. 4:760-765. 



150 

11. Anderson, J.M., B.R. Stevenson, L.A. Jesaitis, D .A . 
Goodenough, et M.S. Mooseker. 1988. Characterization of ZO-1, a 
protein component of the tight junction from mouse liver and Madin-Darby 
kidney cells. J. Cell Biol. 106:1141-1149. 
12. Andersson, A.M., L. Melin, A. Bean, et R.F. Pettersson. 
1997. A retention signal necessary and sufficient for Golgi localization maps 
to the cytoplasmic tail of a Bunyaviridae (Uukuniemi virus) membrane 
glycoprotein. J. Virol. 71:4717-4727. 
13. Aroeti, B., P.A. Kosen, I.P. Kuntz, F.E. Cohen, et K.E. 
Mostov. 1993. Mutational and secondary structural analysis of the 
basolateral sorting signal of the polymeric immunoglobulin receptor. J. Cell. 
Biol. 128:1149-1160. 
14. Arthur, L.O., J.W. Bess, R.C. Sowder, R.E. Benveniste, 
D.L. Mann, J.C. Chermann, et L.E. Henderson. 1992. Cellular 
proteins bound to immunodeficiency viruses: implications for pathogenesis 
and vaccines. Science. 258:1935-1938. 
15. Arvan, P., et J. Lee. 1991. Regulated and constitutive protein 
targeting can be distinguished by secretory polarity in thyroid epithelial cells. 
J. Cell Biol. 112:365-376. 
16. Asano, A., et K. Asano. 1988. Binding of cholesterol and 
inhibitory peptide derivatives with fusogenic hydrophobic sequence of F 
glycoprotein of HVJ (Sendai virus): possible implication in the fusion process. 
Biochem. 27:1321-1331. 
17. Asmuth, D.M., S.M. Hammer, et C.A. Wanke. 1994. 
Physiological effects of HIV infection on human intestinal epithelial cells: an in 
vitro model for HIV enteropathy. AIDS. 8:205-211. 
18. Ball, J.M., M.J. Mulligan, et R.W. Compans. 1997. 
Basolateral sorting of the HIV type 2 and SIV envelope glycoproteins in 
polarized epithelial cells: role of the cytoplasmic domain. AlDS Res. Hum. 
Retroviruses. 13:665-75. 
19. Baltimore, D. 1970. RNA-dependent DNA polymerase in virions of 
RNA tumor viruses. Nature. 226:1209-1211. 
20. Barat, C., V. Lullien, O. Schatz, G. Keith, M. Nugeyre, 
F. Gruninger-Leitch, F. Barre-Sinoussi, S. Le Grice, et J.L. 
Darlix. 1989. HIV-1 reverse transcriptase specifically interacts with the 
anticodon domain of its cognate primer tRNA. EMBO J. 8:3279-3285. 



151 

21. Barouch, D.H., et S.C. Harrison. 1994. The interaction 
between the major and minor coat proteins of polyomavirus. J. Virol. 
68:3982-3989. 
22. Barre-Sinoussi, F., J.C. Chermann, F. Rey, M. T. 
Nugeyre, S. Chamaret, J. Gruest, C. Dauguet, C. Axler-Blin, F. 
Vezinet-Brun, C. Rouzioux, W. Rozenbaum, et L. Montagnier. 
1983. Isolation of a T-lymphotropic retrovirus from a patient at risk for 
acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). Science. 220:868-871. 
23. Bartles, J.R., H.M. Feracci, B. Stieger, et A.L. Hubbard. 
1987. Biogenesis of the rat hepatocyte plasma membrane in vivo: comparison 
of the pathways taken by apical and basolateral proteins using subcellular 
fractionation. J. Cell Biol. 105:1241-1251. 
24. Basak, S., H. Turner, et R.W. Compans. 1992. Expression 
of SV40 receptors on apical surfaces of polarized epithelial cells. Virology. 
190:393-402. 
25. Bastiani, L., S. Laal, M. Kim, et S. Zolla-Pazner. 1997. 
Host cell-dependent alterations in envelope components of human 
immunodeficiency virus type-1 virions. J. Virol. 71:3444-3450. 
26. Bauerfeind, R., et W.B. Huttner. 1993. Biogenesis of 
constitutive secretory vesicules, secretory granules, and synaptic vesicles. 
Curr. Opin. Cell Biol. 5:628-635. 
27. Bennett, G., S. Parsons, et E. Carlet. 1984. Influence of 
colchicine and vinblastine on the intracellular migration of secretory and 
membrane glycoproteins:I. Inhibition of glycoprotein migration in various rat 
cell types as shown by light microscope radioautography after injection of 
fucose. Am. J. Anat. 170:521-530. 
28. Bennett, M.K. 1995. SNAREs and the specificity of transport 
vesicle targeting. Curr. Opin. Cell Biol. 7:581-586. 
29. Bennett, V. 1992. Ankyrins: adaptors between diverse plasma 
membrane proteins and the cytoplasm. J. Biol. Chem. 267:8703-8706. 
30. Bennett, V. 1990. Spectrin-based membrane skeleton: a 
multipotential adaptor between plasma membrane and cytoplasm. Physiol. 
Rev. 70:1029-1065. 
31. Bergmann, J.E., et P.J. Fusco. 1988. The M protein of 
vesicular stomatitis virus associates specifically with the basolateral 



152 

membranes of polarized epithelial cells independently of the G protein. J. Cell 
Biol. 107:1707-1715. 
32. Bhat, S., R.V. Mettus, E. Premkumar Reddy, K.E. Ugen, 
V. Srikanthan, W.V. Williams, et D.B. Weiner. 1993. The 
galactosyl ceramide/sulfatide receptor binding region of HIV-1 gp120 maps to 
amino acids 206-275. AIDS Res. Hum. Retroviruses. 9:175-181. 
33. Bhat, S., S.L. Spitalnik, F. Gonzalez-Scarano, et D.H. 
Silberberg. 1991. Galactosyl ceramide or a derivative is an essential 
component of the neural receptor for human immunodeficiency virus type-1 
envelope glycoprotein gp120. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 88:7131-7134. 
34. Binder, L.I., A. Frankfurter, et L.I. Rebhun. 1985. The 
distribution of tau in the mammalian central nervous system. J. Cell Biol. 
101:1371-1378. 
35. Blobel, G. 1980. Intracellular protein topogenesis. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 77:1496-1500. 
36. Boll, W., H. Ohno, Z. Songyang, I. Rapoport, L.C. 
Cantley, J.S. Bonifacino, et T. Kirchhausen. 1996. Sequence 
requirements for the recognition of tyrosine-based endocytic signais by 
clathrin AP-2 complexes. EMBO J. 15:5789-5795. 
37. Bomsel, M. 1997. Transcytosis of infectious human 
immunodeficiency virus across a tight human epithelial cell line barrier. Nature 
Med. 3:42-47. 
38. Bomsel, M., et K. Mostov. 1992. Role of heterotrimeric G 
proteins in membrane traffic. Mol. Biol. Cell. 3:1317-1328. 
39. Bour, S., U. Schubert, K. Peden, et K. Strebel. 1996. The 
envelope glycoprotein of human immunodeficiency virus type 2 enhances viral 
particle release: a Vpu-like factor? J. Virol. 70:820-829. 
40. Bour, S., et K. Strebel. 1996. The human immunodeficiency 
virus (HIV) type 2 envelope protein is a functional complement to HIV type 1 
Vpu that enhances particle release of heterologous retroviruses. J. Virol. 
70:8285-8300. 
41. Bourgoignie, J.J. 1990. Renal complications of human 
immunodeficiency virus type-1. Kidney Int. 37:1571-1584. 
42. Bourinbaiar, A.S., et D.M. Phillips. 1991. Transmission of 
human immunodeficiency virus from monocytes to epithelia. J. A1DS Hum. 
Retrovirology. 4:56-63. 



153 

43. Brand, D., K. Srinivasan, et J. Sodroski. 1995. Determinants 
of human immunodeficiency virus type 1 entry in the CDR2 loop of the CD4 
glycoprotein. J. Virol. 69:166-171. 
44. Bre, M.-H., T.E. Kreis, et E. Karsenti. 1987. Control of 
microtubule nucleation and stability in Madin-Darby canine kidney cells: the 
occurence of noncentrosomal, stable detyrosinated microtubules. J. Cell Biol. 
105:1283-1296. 
45. Brewer, C.B., et M.G. Roth. 1991. A single amino acid change 
in the cytoplasmic domain allers the polarized delivery of influenza virus 
hemagglutinin. J. Cell Biol. 114:413-421. 
46. Brody, B.A., S.S. Rhee, M.A. Sommerfelt, et E. Hunter. 
1992. A viral protease mediated cleavage of the transmembrane glycoprotein 
of Mason-Pfizer monkey virus can be suppressed by mutations within the 
matrix protein. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89:3443-3447. 
47. Brown, D.A., B. Crise, et J.K. Rose. 1989. Mechanism of 
membrane anchoring affects polarized expression of two proteins in MDCK 
cells. Science. 245:1499-1501. 
48. Brown, D.A., et J.K. Rose. 1992. Sorting of GPI-anchored 
proteins to glycolipid-enriched membrane subdomains during transport to the 
apical cell surface. Cell. 68:533-544. 
49. Bryant, M., et L. Ratner. 1990. Myristoylation-dependent 
replication and assembly of human immunodeficiency virus type 1. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA. 87:523-527. 
50. Bugelski, P.J., B.E. Maleeff, A.M. Klinkner, J. Ventre, 
et T.K. Hart. 1995. Ultrastructural evidence of an interaction between env 
and gag proteins during assembly of HIV type 1. AIDS Res. Hum. 
Retroviruses. 11:55-64. 
51. Bukovsky, A.A., T. Dorfman, A. Weimann, et H.G. 
Gottlinger. 1997. Nef association with human irnmunodeficiency virus 
type-1 virions and cleavage by the viral protease. J. Virol. 71:1013-1018. 
52. Bukrinsky, M.I., S. Haggerty, M.P. Dempsey, N. 
Sharova, A. Adzhubel, L. Spitz, P. Lewis, D. Goldfarb, M. 
Emerman, et M. Stevenson. 1993. A nuclear localization signal within 
HIV-1 matrix protein that governs infection of non-dividing cells. Nature. 
365:666-669. 



154 

53. Bukrinsky, M.I., N. Sharova, M.P. Dempsey, T.L. 
Stanwick, S. Bukrinskaya, S. Haggerty, et M. Stevenson. 1992. 
Active nuclear import of human immunodeficiency virus type-1 preintegration 
complexes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89:6580-6584. 
54. Burgin, K.E., M.N. Waxham, S. Rickling, S . A . 
Westgate, W.C. Mobley, et P.T. Kelly. 1990. In situ hybridization 
histochemistry of calcium/calinodulin-dependent protein kinase in developing 
rat brain. J. Neurosci. 10:1788-1798. 
55. Burridge, K., K. Fath, T. Kelly, G. Nuckolls, et C. 
Turner. 1988. Focal adhesions: transmembrane junctions between the 
extracellular matrix and the cytoskeleton. Annu. Rev. Cell Biol. 4:487-525. 
56. Butor, C., et J. Davoust. 1992. Apical to basolateral cell surface 
ratio and polarity of MDCK cells grown on different supports. Exp. Cell Res. 
203:115-127. 
57. Camaur, D., et D. Trono. 1996. Characterization of human 
immunodeficiency virus type 1 Vif particle incorporation. J. Virol. 70:6106-
6111 
58. Cann, A.J., et I.S.Y. Chen. 1996. Human T-cell leukemia virus 
types I and II, p. 1849-1880. In B. N. Fields, D. M. Knipe, P. M. Howley 
(ed.), Fields Virology, 3rd ed, vol. 2. Lippincott-Raven, Philadelphia, PA. 
59. Cao, J., L. Bergeron, E. Helseth, M. Thali, H. Repke, et 
J. Sodroski. 1993. Effects of amino acid changes in the extracellular 
domain of the human immunodeficiency virus type 1 gp41 envelope 
glycoprotein. J. Virol. 67:2747-2755. 
60. Caplan, M., et K.S. Matlin. 1989. Sorting of membrane and 
secretory proteins in polarized epithelial cells, p. 71-127. In K. Matlin, J. 
Valentich (ed.), Functional epithelial cells in culture. Alan R. Liss, New York. 
61. Capon, D.J., et R.H.R. Ward. 1991. The CD4-gp120 
interaction and AIDS pathogenesis. Annu. Rev. Immunol. 9:649-678. 
62. Carson, D.D., J.P. Tang, J. Julian, et S.R. Glasser. 1988. 
Vectorial secretion of proteoglycans by polarized rat uterine epithelial cells. J. 
Cell Biol. 107:2425-2435. 
63. Casanova, J.E., P.P. Breitfeld, S.A. Ross, et K.E. 
Mostov. 1990. Phosphorylation of the polymeric immunoglobulin receptor 
required for its efficient transcytosis. Science. 248:742-745. 



155 

64. Cereijido, M., A. Ponce, et L.G. Mariscal. 1989. Tight 
junctions and apical/basolateral polarity. J. Membr. Biol. 110:1-9. 
65. Cereijido, M., E.S. Robbins, W.J. Dolan, A. Rotunno, et 
D. Sabatini. 1978. Polarized monolayers formed by epithelial cells on a 
permeable and translucent support. J. Cell. Biol. 77:853-880. 
66. Chamak, B., et A. Prochiantz. 1989. Influence of extracellular 
matrix proteins on the expression of neuronal polarity. Development. 
106:483-491. 
67. Chant, J. 1996. Generation of cell polarity in yeast. Curr. Opin. Cell 
Biol. 8:557-565. 
68. Chardin, P., S. Paris, B. Antonny, S. Robineau, S. 
Berauddufour, C.L. Jackson, et M. Chabre. 1996. A human 
exchange factor for ARF contains sec7- and pleckstrin-homology domains. 
Nature. 384:481-484. 
69. Checroune, F., X.J. Yao, H.G. Gottlinger, D. Bergeron, 
et E.A. Cohen. 1995. Incorporation of Vpr into human immunodeficiency 
virus type 1: role of conserved regions within the p6 domain of Pr55Gag. J. 
AIDS Hum. Retrovirology. 10:1-8. 
70. Chen, S.Y., Y. Matsuoka, et R.W. Compans. 1991. 
Assembly and polarized release of Punta Toro virus and effects of brefeldin A. 
J. Virol. 65:1427-1439. 
71. Chen, W.J., J.L. Goldstein, et M.S. Brown. 1990. NPXY, a 
sequence often found in cytoplasmic tails, is required for coated pit-mediated 
internalization of the low density lipoprotein receptor. J. Biol. Chem. 
265:3116-3123. 
72. Choe, H., M. Farzan, Y. Sun, N. Sullivan, B. Rollins, 
P.D. Ponath, L. Wu, C.R. Mackay, G. LaRosa, W. Newman, N. 
Gerard, C. Gerard, et J. Sodroski. 1996. The beta-chemokine 
receptors CCR3 and CCR5 facilitate infection by primary HIV-1 isolates. Cell. 
85:1135-1148. 
73. Chow, M., C.J. Der, et J.E. Buss. 1992. Structure and 
biological effects of lipid modifications on proteins. Curr. Opin. Cell Biol. 
4:629-636. 
74. Clark, E.A., et J.S. Brugge. 1995. Integrins and signal 
transduction pathways: the road taken. Science. 268:233-239. 



156 

75. Clarke, S. 1992. Protein isoprenylation and methylation at carboxy-
terminal cysteine residues. Annu. Rev. Biochem. 61:355-386. 
76. Clavel, F., D. Guetard, F. Brun-Vezinet, S. Chamaret, 
M.A. Rey, M.O. Santos-Ferreira, A.G. Laurent, C. Dauguet, C. 
Katlama, C. Rouzioux, D. Klatzmann, J.M. Champalimaud, et 
L. Montagnier. 1986. Isolation of a new human retovirus from West Africa 
patients with AlDS. Science. 223:343-346. 
77. Clayson, E.T., L.V. Brando, et R.W. Compans. 1989. 
Release of simian virus 40 virions from epithelial cells is polarized and occurs 
without cell lysis. J. Virol. 63:2278-2288. 
78. Cleves, A.E., T.P. McGee, E.A. Whitters, K.M. 
Champion, J.R. Aitken, W. Dowhan, M. Goebl, et V . A . 
Bankaitis. 1991. Mutations in the CDP-choline pathway for phospholipid 
biosynthesis bypass the requirement for an essential phospholipid transfer 
protein. Cell. 64:789-800. 
79. Coates, T.D., R.G. Watts, R. Hartman, et T.H. Howard. 
1992. Relationship of F-actin distribution to development of polar shape in 
human polymorphonuclear neutrophils. J. Cell Biol. 117:765-774. 
80. Coffin, J.M. 1996. Retroviridae: the viruses and their replication, p. 
1767-1847. In B. N. Fields, D. M. Knipe, P. M. Howley (ed.), Fields' 
Virology, 3rd ed, vol. 2. Lippincott-Raven, Philadelphia, PA. 
81. Cohen, A.H., N.C. Sun, P. Shapshak, et D.T. Imagawa. 
1989. Demonstration of human immunodeficiency virus in renal epithelium in 
HIV-associated nephropathy. Mod. Pathol. 2:125-128. 
82. Cohen, E.A., G. Dehni, J.G. Sodroski, et W.A . 
Haseltine. 1990. Human immunodeficiency virus vpr product is a virion 
associated regulatory protein. J. Virol. 64:3097-3099. 
83. Cohen, E.A., R.A. Subbramanian, et H.G. Gottlinger. 
1996. Role of awdliary proteins in retroviral morphogenesis. Curr. Top. 
Microbiol. Immunol. 214:219-235. 
84. Cole, N.B., et J. Lippincott-Schwartz. 1995. Organization of 
organelles and membrane traffic by microtubules. Curr. Opin. Cell Biol. 7:55-
64. 
85. Collawn, J.F., M. Stangel, L.A. Kuhn, V. Esekogwu, S. 
Jing, I.S. Trowbridge, et J.A. Tainer. 1990. Transferrin receptor 



157 

internalization sequence YXRF implicates a tight turn as the structural 
recognition motif for endocytosis. Cell. 63:1061-1072. 
86. Compans, R.W., et R.V. Srinivas. 1991. Protein sorting in 
polarized epithelial cells. Curr. Top. Microbiol. Immunol. 170:141-181. 
87. Compton, T., LE. Ivanov, T. Gottlieb, M. Rindler, M. 
Adesnik, et D.D. Sabatini. 1989. A sorting signal for the basolateral 
delivery of the vesicular stomatitis virus G protein lies in its luminal domain: 
Analysis of the targeting of VSV G-influenza hemagglutinin chimeras. Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:4112-4116. 
88. Connor, E., S. Gupta, V. Joshi, F. DiCarlo, J. 
Offenberger, A. Minnefor, C. Uy, J. Oleske, et N. Ende. 1988. 
Acquired immunodeficiency syndrome-associated renal disease in children. J. 
Pediatr. 113:39-44. 
89. Centers for Disease Control. 1981. Pneumocystis pneumonia - Los 
Angeles. MMWR Morb. Mortal. Wkly Rep. 30:250. 
90. Cosson, P. 1996. Direct interaction between the envelope and matrix 
proteins of HIV-1. EMBO J. 15:5783-5788. 
91. Cosson, P., et F. Letourneur. 1997. Coatomer (COPI)-coated 
vesicles: role in intracellular transport and protein sorting. Curr. Opin. Cell 
Biol. 9:484-487. 
92. Cross, G.A.M. 1990. Glycolipid anchoring of plasma membrane 
proteins. Annu. Rev. Cell Biol. 6:1-39. 
93. Cullen, B. R. 1992. Mechanism of action of regulatory proteins 
encoded by complex retroviruses. Microbiol. Rev. 56:375-394. 
94. D'Agati, V., J.I. Suh, L. Carbone, J.T. Cheng, et G. 
Appel. 1989. Pathology of HW-associated nephropathy: a detailed 
morphologie and comparative study. Kidney Int. 35:1358-1370. 
95. Dagermont, C., A. Le Bivic, S. Rothemberger, B. 
Iacopetta, et L.C. Kuhn. 1993. The internalization signal and the 
phosphorylation site of transferrin receptor are distinct from the main 
basolateral sorting information. EMBO J. 12:1713-1721. 
96. Dalgliesh, A.G., P.C.L. Beverly, P.R. Clapham, D . H . 
Crawford, M.F. Greaves, et R.A. Weiss. 1984. The CD4 (T4) 
antigen is an essential component of the receptor for the AIDS retrovirus. 
Nature. 312:763-766. 



158 

97. Darlix, J.L., et B.P. Roques. 1993. La nucléocapside du virus 
humain HIV-1. Médecine/Sciences. 9:952-958. 
98. Darlix, J.L., C. Yu, L. Berthoux, M. Ottmann, N. Jullian, 
et B. Roques. 1995. La nucléocapside du VIH-1: un paradigme pour la 
recherche et ses applications médicales. Médecine/Sciences. 11:420-429. 
99. Darnell, J., H. Lodish, et D. Baltimore. 1993. Biologie 
moléculaire de la cellule, 2ème éd., DeBoeck-Wesmael, Bruxelles. 1102 p. 
100. Davis, C.G., I.R. van Driel, D.W. Russell, M.S. Brown, 
et J.L. Goldstein. 1987. The low density lipoprotein receptor. 
Identification of amino acids in cytoplasmic domain required for rapid 
endocytosis. J. Biol. Chem. 262:4075-4082. 
101. Dayton, A.I., J.G. Sodroski, C.A. Rosen, W.C. Goh, et 
W.A. Haseltine. 1986. The transactivator gene of the human T-cell 
lymphotropic virus type III is required for replication. Cell. 44:941-947. 
102. De Camilli, P., S.D. Emr, P.S. McPherson, et P. Novick. 
1996. Phosphoinositides as regulators in membrane traffic. Science. 
271:1533-1539. 
103. De Camilli, P., F. Navone, P. Miller, W.E. Theurkauf, et 
R.B. Vallee. 1984. Distribution of microtubule associated protein-2 (MAP-
2) in the nervous system of the rat studied by immunofluorescence. 
Neuroscience. 11: 819-846. 
104. de Hoop, M.J., et C.G. Dotti. 1993. Membrane traffic in 
polarized neurons in culture. J. Cell Sci. - Suppl. 17:85-92. 
105. Delamarre, L., C. Pique, D. Pham, T. Tursz, et M.C. 
Dokhelar. 1994. Identification of functional regions in the human T-cell 
leukemia virus type I SU glycoprotein. J. Virol. 68:3544-3549. 
106. Delamarre, L., A.R. Rosenberg, C. Pique, D. Pham, I. 
Callebaut, et M.C. Dokhelar. 1996. The HTLV-I envelope 
glycoproteins: structure and functions. J. AIDS Hum. Retrovirology. 13: S85-
S 91 . 
107. Délézay, O., N. Yahi, C. Tamalet, S. Baghdiguian, J.A. 
Boudier, et J. Fantini. 1997. Direct effect of type 1 human 
immunodeficiency virus (HIV-1) on intestinal epithelial cell differentiation: 
relationship to HIV-1 enteropathy. Viology. 238:231-242. 



159 

108. Dell'Angelica, E.C., H. Ohno, C.E. Ooi, E. Rabinovitch, 
K.W. Roche, et J.S. Bonifacino. 1997. AP-3: an adaptor-like protein 
complex with ubiquitous expression. EMBO J. 16:917-928. 
109. Denesvre, C., C. Carrington, A. Corbin, Y. Takeuchi, 
F.L. Cosset, T. Schulz, M. Sitbon, et P. Sonigo. 1996. TM domain 
swapping of murine leukemia virus and human T-cell leukemia virus 
envelopes confers different infectious abilities despite similar incorporation 
into virions. J. Virol. 70:4380-4386. 
110. Deng, H., R. Liu, W. Ellmeier, S. Choe, D. Unutmaz, M. 
Burkhart, P. Di Marzio, S. Marmon, R.E. Sutton, C.M. Hill, 
C.B. Davis, S.C. Peiper, T.J. Schall, D.R. Littman, et N.R. 
Landau. 1996. Identification of a major co-receptor for primary isolates of 
HIV-1. Nature. 381:661-666. 
111. Donaldson, J.G., et R.D. Klausner. 1994. ARF: a key 
regulatory switch in membrane traffic and organelle structure. Curr. Opin. Cell 
Biol. 6:527-532. 
112. Doranz, B.J., J. Rucker, Y. Yi, R.J. Smyth, M. Samson, 
S.C. Peiper, M. Parmentier, R.G. Collman, et R.W. Doms. 1996. 
A dual-tropic primary HIV-1 isolate that uses fusin and the beta-chemokine 
receptors CKR-5, CKR-3, and CKR-2b as fusion co-factors. Cell. 85:1149-
1158. 
113. Dorfman, T., A. Bukovsky, A. Ohagaen, S. Hoglund, et 
H.G. Gottlinger. 1994. Functional domains of the capsid protein of human 
immunodeficiency virus type 1. J. Virol. 68:8180-8187. 
114. Dorfman, T., F. Mammano, W.A. Haseltine, et H.G. 
Gottlinger. 1994. Role of the matrix protein in the association of the human 
immunodeficiency virus type-1 envelope glycoprotein. J. Virol. 68:1689-
1696. 
115. Dragic, T., V. Litwin, G.P. Allaway, S.R. Martin, Y. 
Huang, K.A. Nagashima, C. Cayanan, P.J. Maddon, K. R.A., 
J.P. Moore, et W.A. Paxton. 1996. HIV-1 entry into CD4+ cens is 
mediated by the chemokine receptor CC-CKR5. Nature. 381:667-673. 
116. Driever, W., et C. Nusslein-Volhard. 1988. The bicoid protein 
determines position in the Drosophila embryo in a concentration-dependent 
manner. Cell. 54:95-104. 



160 

117. Driever, W., et C. Nusslein-Volhard. 1988. A gradient of 
bicoid protein in drosophila embryos. Cell. 54:83-93. 
118. Drubin, D.G., et W.J. Nelson. 1996. Origins of cell polarity. 
Cell. 84:335-344. 
119. Dubay, J.W., S.J. Roberts, B.H. Hahn, et E. Hunter. 
1992. Truncation of the human immunodeficiency virus type-1 transmembrane 
glycoprotein cytoplasmic domain blocks virus infectivity. J. Virol. 66:6616-
6625. 
120. Dubois-Dalcq, M., K.V. Holmes, et B. Rentier. 1984. 
Assembly of enveloped RNA viruses. Springer-Verlag, New York. 235 p. 
121. Dupree, P., R.G. Parton, G. Raposo, T.V. Kurzchalia, et 
K. Simons. 1993. Caveolae and sorting in the trans-Golgi network of 
epithelial cells. EMB 0 J. 12:1597-1605. 
122. Dyda, F., A.D. Hickman, T.M. Jenkins, A. Engelman, R. 
Craigie, et D.R. Davies. 1994. Crystal structure of the catalytic domain 
of HIV-1 integrase: similarity to other polynucleotide transferases. Science. 
266:1981-1986. 
123. Earl, P., S. Koenig, et B. Moss. 1991. Biological and 
immunological properties of human immunodeficiency virus type 1 envelope 
glycoprotein: analysis of proteins with truncations and deletions expressed by 
recombinant vaccinia vectors. J. Virol. 65:31-41. 
124. Earl, P.L., B. Moss, et R.W. Doms. 1991. Folding, 
interaction with GRP-BiP, assembly and transport of the human 
immunodeficiency virus type-1 envelope glycoprotein. J. Virol. 65:2047-
2055. 
125. Egan, M.A., L.M. Carruth, J.F. Rowell, X. Yu, et R.F. 
Siliciano. 1996. Human immunodeficiency virus type 1 envelope protein 
endocytosis mediated by a highly conserved intrinsic intemalization signal in 
the cytoplasmic domain of gp41 is suppressed in the presence of the Pr55gag 
precursor protein. J. Virol. 70:6547-6556. 
126. Ehlers, M.R.W., et J.F. Riordan. 1991. Membrane proteins 
with soluble counterparts: role of proteolysis in the release of transmembrane 
proteins. Biochem. 30:10065-10074. 
127. Ehrlich, L.S., B.E. Agresta, et C.A. Carter. 1992. Assembly 
of recombinant human immunodeficiency virus type-1 capsid protein in vitro. 
J. Virol. 66:4874-4883. 



161 

128. Eilers, U., J. Klumperman, et H.-P. Hauri. 1989. 
Nocodazole, a microtubule-active drug, selectively interferes with apical but 
not basolateral protein delivery in cultured intestinal epithelial cens (Caco-2). 
J. Cell Biol. 108:13-22. 
129. Elferink, L.A., et R.H. Scheller. 1993. Synaptic vesicle 
proteins and regulated exocytosis. J. Cell Sci. - Suppl. 17:75-79. 
130. Ellerbrok, H., L. D'Auriol, C. Vaquero, et M. Sitbon. 
1992. Functional tolerance of the human immunodeficiency virus type-1 
envelope signal peptide to mutations in the amino-terminal and hydrophobic 
regions. J. Virol. 66:5114-5118. 
131. Ellis, J.A., et J.P. Luzio. 1995. Identification and 
characterization of a novel protein (p137) which transcytoses bidirectionally in 
Caco-2 cells. J. Biol. Chem. 270:20717-20723. 
132. Emr, S.D., et V. Malhotra. 1997. Membranes and sorting. Curr. 
Opin. Cell Biol. 9:475-476. 
133. Englund, P. T. 1993. The structure and biosynthesis of glycosyl 
phosphatidylinositol protein anchors. Annu. Rev. Biochem. 62:121-138. 
134. Facke, M., A. Janetzko, R.L. Shoeman, et H.G. 
Krausslich. 1993. A large deletion in the matrix domain of the human 
immunodeficiency virus gag gene redirects particle assembly from the plasma 
membrane to the endoplasmic reticulum. J. Virol. 67:4972-4980. 
135. Fais, S., M.R. Capobianchi, I. Abbate, C. Castilletti, M. 
Gentile, P. Cordiali Fei, F. Ameglio, et F. Dianzani. 1995. 
Unidirectional budding of HIV-1 at the site of cell-to-cell contact is associated 
with co-polarization of intercellular adhesion molecules and HIV-1 viral matrix 
protein. ADDS. 9:329-335. 
136. Fantini, J., S. Baghdiguian, N. Yahi, et J.-C. Chermann. 
1991. Selected human immunodeficiency virus replicates preferentially 
through the basolateral surface of differentiated human colon epithelial cells. 
Virology. 185:904-907. 
137. Fantini, J., N. Yahi, S. Baghdiguian, et J.-C. Chermann. 
1992. Human colon epithelial cells productively infected with human 
immunodeficiency virus show impaired differentiation and altered secretion. J. 
Virol. 66:580-585. 



162 

138. Fantini, J., N. Yahi, et J.-C. Chermann. 1991. Human 
immunodeficiency virus can infect the apical and basolateral surfaces of human 
colonic epithelial cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88:9297-9301. 
139. Farnet, C., et W.A. Haseltine. 1990. Integration of human 
immunodeficiency virus DNA in vitro. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 87:4164-
4168. 
140. Farquhar, M. G. 1985. Progress in unraveling pathways of Golgi 
traffic. Annu. Rev. Cell Biol. 1:447-488. 
141. Fath, K.R., et D.R. Burgess. 1993. Golgi-derived vesicles from 
developing epithelial cens bind actin filaments and possess myosin-I as a 
cytoplasmically oriented peripheral membrane protein. J. Cell Biol. 120:117-
127 . 
142. Fath, K.R., S.N. Mamajiwalla, et D.R. Burgess. 1993. The 
cytoskeleton in development of epithelial cell polarity. J. Cell Sci. - Suppl. 
17:65-73. 
143. Fath, K.R., G.M. Trimbur, et D.R. Burgess. 1994. 
Molecular motors are differentially distributed on Golgi membranes from 
polarized epithelial cells. J. Cell Biol. 126:661-675. 
144. Feinberg, M.B., R.F. Jarrett, A. Aldovini, R.C. Gallo, et 
F. Wong-Staal. 1986. HTLV-III expression and production involve 
complex regulation at the levels of splicing and translation of viral RNA. Cell. 
46:807-817. 
145. Felber, B.K., M. Hadzopoulou-Cladaras, C. Cladaras, T. 
Copeland, et G.N. Pavlakis. 1989. Rev protein of HIV-1 affects the 
stability and transport of viral mRNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 86:1495-
1499. 
146. Feng, Y., C.C. Broder, P.E. Kennedy, et E.A. Berger. 
1996. HIV-1 entry co-factor: functional cDNA cloning of a seven-
transmembrane G-protein coupled receptor. Science. 272:872-877. 
147. Fenouillet, E., I. Jones, B. Powell, D. Schmitt, M.P. 
Kieny, et J.C. Gluckman. 1993. Functional role of the glycan cluster of 
the human immunodeficiency virus type 1 transmembrane glycoprotein (gp41) 
ectodomain. J. Virol. 67:150-160. 
148. Ferro-Novick, S., et P. Novick. 1993. The role of GTP-
binding proteins in transport along the exocytic pathway. Annu. Rev. Cell 
Biol. 9:575-599. 



163 

149. Fiedler, K., F. Lafont, R.G. Parton, et K. Simons. 1995. 
Annexin XIIIb: a novel epithelial specific annexin is implicated in vesicular 
traffic to the apical plasma membrane. J. Cell Biol. 128:1043-1053. 
150. Fiedler, K., R.G. Parton, R. Kellner, T. Etzold, et K. 
Simons. 1994. VIP36, a novel component of glycolipid rafts and exocytic 
carrier vesicles in epithelial cells. EMBO J. 13:1729-1740. 
151. Fiedler, K., et K. Simons. 1995. The role of N-glycans in the 
secretory pathway. Cell. 81:309-312. 
152. Fisher, A.G., M.B. Feinberg, S.F. Josephs, M.E. 
Harper, L.M. Marselle, G. Reyes, M.A. Gonda, A. Aldovini, C. 
Debouck, R.C. Gallo, et F. Wong-Staal. 1986. The transactivator 
gene of HTLV-Ill is essential for virus replication. Nature. 320:367-371. 

153. Fortin, J.F., R. Cantin, G. Lamontagne, et M. Tremblay. 
1997. Host-derived ICAM I glycoproteins incorporated on human 
immunodeficiency virus type-1 are biologically active and enhance viral 
infectivity. J. Virol. 71:3588-3596. 
154. Fra, A.M., E. Williamson, K. Simons, et R.G. Parton. 
1994. Detergent-insoluble glycolipid microdomains in lymphocytes in the 
absence of caveolae. J. Biol. Chem. 269:30745-30748. 
155. Franke, E.K., H.E.H. Yuan, et J. Luban. 1994. Specific 
incorporation of cyclophilin A into HIV-1 virions. Nature. 372:359-362. 
156. Frankel, S.S., K. Tenner-Racz, P. Racz, B.M. Wenig, 
C.H. Hansen, D. Heffner, A.M. Nelson, M. Pope, et R.M. 
Steinman. 1997. Active replication of HIV-1 at the lymphoepithelial surface 
of the tonsil. Am. J. Pathol. 151:89-96. 
157. Freed, E.O., et M.A. Martin. 1996. Domains of the human 
immunodeficiency virus type 1 matrix and gp41 cytoplasmic tail required for 
envelope incorporation into virions. J. Virol. 70:341-351. 
158. Freed, E.O., et M.A. Martin. 1995. Virion incorporation of 
envelope glycoproteins with long but not short cytoplasmic tails is blocked by 
specific, single amino acid substitutions in the human immunodeficiency virus 
type 1 matrix. J. Virol. 69:1984-1989. 
159. Frey, T.K. 1994. Molecular biology of rubella virus. Adv. Virus 
Res. 44:69-160. 



164 

160. Fujimoto, T., et K. Ogawa. 1990. Fodrin in the human 
polymorphonuclear leukocyte: redistribution induced by the chemotactic 
peptide. J. Cell Sci. 96:477-484. 
161. Fuller, S., C.H. von Bonsdorff, et K. Simons. 1984. 
Vesicular stomatitis virus infects and matures only through the basolateral 
surface of the polarized epithelial cell line, MDCK. Cell. 38:65-77. 
162. Gabuzda, D.H., U. Olshevsky, P. Bertani, W.A. 
Haseltine, et J. Sodroski. 1991. Identification of membrane anchorage 
domains of the HW-1 gp160 envelope glycoprotein precursor. J. AIDS Hum. 
Retrovirology. 4:34-40. 
163. Gallay, P., T. Hope, D. Chin, et D. Trono. 1997. HIV-1 
infection of non-dividing cens through the recognition of integrase by the 
importin/karyopherin pathway. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 94:9825-9830. 
164. Gallay, P., S. Swingler, C. Aiken, et D. Trono. 1995. HIV-
1 infection of non-dividing cells: C-terminal tyrosine phosphorylation of viral 
matrix protein is a key regulator. Cell. 80:379-388. 
165. Gallo, R. C. , S.Z. Salahuddin, M. Popovic, G . M . 
Shearer, M. Kaplan, B.F. Haynes, T.J. Palker, R. Redfield, J. 
Oleske, B. Safai, G. White, P. Foster, et P.D. Markham. 1984. 
Frequent detection and isolation of cytopathic retroviruses (HTLV-III) from 
patients with AIDS and at risk for AIDS. Science. 224:500-503. 
166. Gallusser, A., et T. Kirchhausen. 1993. The pl and 132 subunits 
of the AP complexes are the clathrin coat assembly components. EMBO J. 
12:5237-5244. 
167. Gao, F., S.G. Morrison, D.L. Robertson, C.L. Thornton, 
S. Craig, G. Karlsson, J. Sodroski, M. Morgado, B. Galvao-
Castro, H. Von Briesen, S. Beddows, J. Weber, P.M. Sharp, 
G.M. Shaw, B.H. Hahn, et WHO and NIAID networks for HIV 
isolation and characterization. 1996. Molecular cloning and analysis of 
functional envelope genes from human immunodeficiency virus type 1 
sequence subtypes A through G. J. Virol. 70:1651-1667. 
168. Garcia, J.A., F.K. Wu, R. Mitsuyasu, et R.B. Gaynor. 
1987. Interactions of cellular proteins involved in the transcriptional regulation 
of the human immunodeficiency virus. EMBO J. 6:3761-3770. 



165 

169. Gardner, M.B., M. Endres, et P. Barry. 1992. The simian 
retroviruses: SIV and SRV, p. 133-276. In J. A. Levy (ed.), The 
Retroviridae, vol. 3. Plenum Press, New York, NY. 
170. Garoff, H. 1985. Using recombinant DNA techniques to study 
protein targeting in the eucaryotic cell. Ann. Rev. Cell. Biol. 1:403-445. 
171. Gausch, C.R., W.L. Hard, et T.F. Smith. 1966. 
Characterization of an established line of canine kidney cells (MDCK). Proc. 
Soc. Exp. Biol. Med. 122:931-935. 
172. Geffen, I., C. Fuhrer, B. Leitinger, M. Weiss, K. 
Huggel, G. Griffiths, et M. Spiess. 1993. Related signals for 
endocytosis and basolateral sorting of the asialoglycoprotein receptor. J. Biol. 
Chem. 268:20772-20777. 
173. Gething, M.-J., et J. Sambrook. 1992. Protein folding in the 
cell. Nature. 355:33-45. 
174. Gheysen, D., E. Jacobs, F. De Foresta, C. Thiriart, M. 
Francotte, D. Thines, et M. De Wilde. 1989. Assembly and release of 
HIV-1 precursor Pr55Gag virus-like particles from recombinant baculovirus 
infected insect cells. Cell. 59:103-112. 
175. Gilbert, S.F. 1991. Developmental biology. 3rd ed., Sinauer, 
Sunderland, MA. 891 p. 
176. Girard, M., et L. Hirth. 1989. Virologie moléculaire. Doin, 
Paris. 617 p. 
177. Goda, Y., et T.C. Sudhof. 1997. Calcium regulation of 
neurotransmitter release: reliably unreliable? Curr. Opin. Cell Biol. 9:513-
518. 
178. Goepfert, P.A., K.L. Shaw, G.D. Ritter, Jr., et M.J. 
Mulligan. 1997. A sorting motif localizes the foamy virus glycoprotein to the 
endoplasmic reticulum. J. Virol. 71:778-784. 
179. Goff, S.P. 1992. Genetics of retrovira1 integration. Annu. Rev. 
Genet. 26:527-544. 
180. Goldberg, A.L. 1995. Functions of the proteasome: the lysis at the 
end of the tunnel. Science. 268:522-523. 
181. Goldenring, J.R., K.R. Shen, H.D. Vaughan, et I.M. 
Modlin. 1993. Identification of a small GTP-binding protein, Rab25, 
expressed in the gastrointestinal mucosa, kidney, and lung. J. Biol. Chem. 
268:18419-18422. 



166 

182. Goldenring, J.R., J. Smith, H.D. Vaughan, P. Cameron, 
W. Hawkins, et J. Navarre. 1996. Rab 1 1 is an apically located small 
GTP-binding protein in epithelial tissues. Am. J. Physiol. 270:G515-G525. 
183. Goldstein, J.L., M.S. Brown, R.W. Anderson, D.W. 
Russell, et W.J. Schneider. 1985. Receptor mediated endocytosis: 
concepts emerging from the LDL receptor system. Annu. Rev. Cell Biol. 1:1-
39 
184. Gong, M., et E. Kieff. 1990. Intracellular trafficking of two 
Epstein-Barr virus glycoproteins, gp350/220 and gp110. J. Virol. 64:1507-
1516. 
185. Gonzalez, A., L. Rizzolo, M. Rindler, M. Adesnik, D.D. 
Sabatini, et T. Gottlieb. 1987. 
Nonpolarized secretion of truncated forms of the influenza hemagglutinin and 
the vesicular stomatitis virus G protein from MDCK cells. Proc. Natl. Acad. 
Sci. U.S.A. 84:3738-3742. 
186. Goodman, 0.B., J.G. Krupnick, F. Santini, V .V . 
Gurevich, R.B. Penn, A.W. Gagnon, J.H. Keen, et J.L. 
Benovic. 1996. pi-arrestin acts as a clathrin adaptor in endocytosis of the 13-2 
adrenergic receptor. Nature. 383:447-450. 
187. Gtirlich, D., et I.W. Mattaj. 1996. Nucleocytoplasmic transport. 
Science. 271:1513-1518. 
188. Goslin, K., et G. Banker. 1989. Experimental observations on 
the development of polarity by hippocampal neurons in culture. J. Cell Biol. 
108:1507-1516. 
189. Goslin, K., D.J. Schreyer, P.J.H. Skene, et G. Banker. 
1988. Development of neuronal polarity: GAP43 distinguishes axonal from 
dendritic growth cone. Nature. 336:672-674. 
190. Gottlieb, M.S., R. Schroff, H. Schanker, J.D. Weisman, 
P.T. Fan, R.A. Wolf, et A. Saxon. 1981. Pneumocystis carinü 
pneumonia and mucosal candidiasis in previously healthy homosexual men. 
N. Engl. J. Med. 305:1425-1430. 
191. Gottlieb, T.A., G. Beaudry, L. Rizzolo, A. Colman, M. 
Rindler, M. Adesnik, et D. Sabatini. 1986. Secretion of endogenous 
and exogenous proteins from polarized MDCK cell monolayers. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 83:2100-2104. 



167 

192. Gottlinger, H.G., T. Dorfman, J.G. Sodroski, et W.A. 
Haseltine. 1991. Effect of mutations affecting the p6 gag protein on human 
immunodeficiency virus particle release. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 
88:3195-3199. 
193. Gottlinger, H.G., J.G. Sodroski, et W.A. Haseltine. 1989. 
Role of capsid precursor processing and myristoylation in morphogenesis and 
infectivity of human immunodeficiency virus type 1. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 86:5781-5785. 
194. Granowitz, C., R.D. Berkowitz, et S.P. Goff. 1996. 
Mutations affecting the cytoplasmic domain of the Moloney murine leukemia 
virus envelope protein: rapid reversion during replication. Virus Res. 41:25-
42. 
195. Griffiths, G., et K. Simons. 1986. The trans-Golgi network: 
sorting at the exit site of the Golgi complex. Science. 234:438-443. 
196. Gumbiner, B.M. 1992. Epithelial morphogenesis. Cell. 69:385-
387. 
197. Gumbiner, B.M., et P.D. McCrea. 1993. Catenins as mediators 
of the cytoplasmic functions of cadherins. J. Cell Sci. - Suppl. 17:155-158. 
198. Hall, A. 1998. Rho Gtpases and the actin cytoskeleton. Science. 
279:509-514. 
199. Hallenberger, S., V. Bosch, H. Angliker, E. Shaw, H.D. 
Klenk, et W. Garten. 1992. Inhibition of furin mediated cleavage 
activation of HIV-1 glycoprotein gp160. Nature. 360:358-361. 
200. Hammerton, R.W., K.A. Krzeminski, R.W. Mays, T.A. 
Ryan, D.A. Wollner, et W.J. Nelson. 1991. Mechanism for regulating 
cell surface distribution of Na,K-ATPase in polarized epithelial cells. Science. 
254:847-850. 
201. Hammond, C., et A. Helenius. 1994. Folding of VSV-G 
protein: sequential interaction with BiP and calnexin. Science. 266:456-458. 
202. Hammond, C., et A. Helenius. 1995. Quality control in the 
secretory pathway. Curr. Opin. Cell Biol. 7:523-529. 
203. Handler, J.S. 1989. Overview of epithelial polarity. Annu. Rev. 
Physiol. 51:729-740. 
204. Hansen, S.H., A. Olsson, et J.E. Casanova. 1995. 
Wortmannin, an inhibitor of phosphoinositide 3-kinase, inhibits transcytosis 
in polarized epithelial cells. J. Biol. Chem. 270:28425-28432. 



168 

205. Harder, T., et K. Simons. 1997. Caveolae, DIGs, and the 
dynamics of sphingolipid-cholesterol microdomains. Curr. Opin. Cell Biol. 
9:534-542. 
206. Harouse, J.M., S. Bhat, S.L. Spitalnik, M. Laughlin, K. 
Stefano, D.H. Silberberg, et F. Gonzalez-Scarano. 1991. Inhibition 
of entry of HIV-1 in neural cell lines by antibodies against galactosyl 
ceramide. Science. 253:320-323. 
207. Hart, G.W. 1992. Glycosylation. Curr. Opin. Cell Biol. 4:1017-
1023. 
208. Hartmann, E., T.A. Rapoport, et H.F. Lodish. 1989. 
Predicting the orientation of eukaryotic membrane-spanning proteins. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA. 86:5786-5790. 
209. Hauber, J., et B.R. Cullen. 1988. Mutational analysis of the 
transactivation responsive region of the human immunodeficiency virus type-1 
long terminal repeat. J. Virol. 62:673-679. 
210. Haucke, V., et G. Schatz. 1997. Import of proteins ùito 
mitochondria and chloroplasts. Trends Cell Biol. 7:103-106. 
211. Hay, J.C., et R.H. Scheller. 1997. SNAREs and NSF in 
targeted membrane fusion. Curr. Opin. Cell Biol. 9:505-512. 
212. Hediger, M.A., M.J. Coady, T.Y. Ikeda, et E.M. Wright. 
1987. Expression, cloning and cDNA sequencing of the Na+/glucose co-
transporter. Nature. 330:379-381. 
213. Heidemann, S.R., J.M. Landers, et M.A. Hamborg. 1981. 
Polarity orientation of axonal microtubules. J. Cell Biol. 91:661-665. 
214. Heilker, R., U. Manning-Krieg, J.F. Zuber, et M. Spiess. 
1996. In vitro binding of clathrin adaptors to sorting signals correlates with 
endocytosis and basolateral sorting. EMBO J. 15:2893-2899. 
215. Heinzinger, N.K., M.I. Bukrinsky, S.A. Haggerty, A.M. 
Ragland, V. Kewalramani, M.A. Lee, H.E. Gendelman, L. 
Ratner, M. Stevenson, et M. Emerman. 1994. The Vpr protein of 
human immunodeficiency virus type 1 influences the nuclear localization of 
viral nucleic acids in non-dividing cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 
91:7311-7315. 
216. Henderson, L.E., R. Sowder, T.D. Copeland, S. 
Oroszlan, L.O. Arthur, W.G. Robey, et P.J. Fischinger. 1987. 



169 

Direct identification of class II histocompatibility DR proteins in preparations 
of human cell lymphotropic virus type III. J. Virol. 87:629-632. 
217. Herrenknecht, K., et R. Kemler. 1993. Characterization of 
recombinant E-cadherin (uvomorulin) expressed in insect cells. J. Cell Sci. - 
Suppl. 17:147-154. 
218. Herskowitz, I. 1995. MAP kinase pathways in yeast: for mating 
and more. Cell. 80:187-197. 
219. Hill, C.P., D. Worthylake, D.P. Bancroft, A.M. 
Christensen, et W.I. Sundquist. 1996. Crystal structures of the trimeric 
HIV-1 matrix protein: implications for membrane association and assembly. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93:3099-3104. 
220. Hirokawa, N. 1998. Kinesin and Dynein superfamily proteins and 
the mechanism of organelle transport. Science. 279:519-526. 
221. Hirt, R.P., G.J. Hughes, S. Frutiger, P. Michetti, C. 
Perregaux, O. Poulain-Godefroy, N. Jeanguenat, M.R. Neutra, 
et J.-P. Kraehenbul. 1993. Transcytosis of the polymeric Ig receptor 
requires phosphorylation of serine 664 in the absence but not in the presence 
of dimeric IgA. Cell. 74:245-255. 
222. Ho, D.D., A.U. Neumann, A.S. Perelson, W. Chen, J.M. 
Leonard, et M. Markowitz. 1995. Rapid turnover of plasma virions and 
CD4+ lymphocytes in HIV-1 infection. Nature. 373:123-126. 
223. Hobman, T.C., H.F. Lemon, et K. Jewell. 1997. 
Characterization of an endoplasmic reticulum retention signal in the rubella 
virus El glycoprotein. J. Virol. 71:7670-7680. 
224. Hobman, T.C., L. Woodward, et M.G. Farquhar. 1995. 
Targeting of a heterodimeric membrane protein complex to the Golgi: rubella 
virus E2 glycoprotein contains a transmembrane Golgi retention signal. Mol. 
Biol. Cell. 6:7-20. 
225. Hochstrasser, M. 1992. Ubiquitin and intracellular protein 
degradation. Curr. Opin. Cell Biol. 4:1024-1031. 
226. Hong, S.S., et P. Boulanger. 1993. Assembly-defective point 
mutants of the human immunodeficiency virus type 1 gag precursor 
phenotypically expressed in recombinant baculovirus infected cells. J. Virol. 
67:2787-2798. 



170 

227. Hiining, S., et W. Hunziker. 1995. Cytoplasmic determinants 
involved in direct lysosomal sorting, endocytosis, and basolateral targeting of 
rat lgp120 (lamp-1) in MDCK cells. J. Cell Biol. 128:321-332. 
228. Hopkins, C.R. 1991. Polarity signals. Cell. 66:827-829. 
229. Hopkins, C.R. 1992. Selective membrane protein trafficldng: 
vectorial flow and filter. Trends Biochem. Sci. 17:27-32. 
230. Hu, S.L., B.M. Travis, J. Garrigues, J.M. Zarling, P. 
Sridhar, T. Dykers, J. Eichberg, et C. Alpers. 1990. Processing, 
assembly and immunogenicity of human immunodeficiency virus core 
antigens expressed by recombinant vaccinia virus. Virology. 179:321-329. 
231. Huber, L.A., M.J. de Hoop, P. Dupree, M. Zerial, K. 
Simons, et C. Dotti. 1993. Protein transport to the dendritic plasma 
membrane of cultured neurons is regulated by Rab8p. J. Cell Biol. 123:47-
55 
232. Huber, L.A., S. Pimplikar, R.G. Parton, H. Virta, M. 
Zerial, et K. Simons. 1993. Rab8, a small GTPase involved in vesicular 
traffic between the TGN and the basolateral plasma membrane. J. Cell Biol. 
123:35-45. 
233. Humphrey, J.S., P.J. Peters, L.C. Yuan, et J.S. 
Bonifacino. 1993. Localization of TGN38 to the Trans-Golgi network: 
involvement of a cytoplasmic tyrosine-containing sequence. J. Cell Biol. 
120:1123-1135. 
234. Hunter, E. 1994. Macromolecular interactions in the assembly of 
HIV and other retroviruses. Semin. Virol. 5:71-83. 
235. Hunziker, W., et C. Fumey. 1994. A di-leucine motif mediates 
endocytosis and basolateral sorting of macrophage IgG Fc receptors in MDCK 
cells. EMBO J. 13:2963-2969. 
236. Hunziker, W., et H.J. Geuze. 1996. Intracellular trafficking of 
lysosomal membrane proteins. Bioessays. 18:379-389. 
237. Hunziker, W., C. Harter, K. Matter, et I. Mellman. 1991. 
Basolateral sorting in MDCK cens requires a distinct cytoplasmic domain 
determinant. Cell. 66:907-920. 
238. Hurtley, S.M. 1998. Cell biology of the cytoskeleton. Science. 
279:459. 
239. Hurtley, S.M., et A. Helenius. 1989. Protein oligomerization in 
the endoplasmic reticulum. Annu. Rev. Cell. Biol. 5:277-307. 



171 

240. Hynes, R. O. 1992. Integrins: versatility, modulation and signaling 
in cell adhesion. Cell. 69:11-25. 
241. Jacks, T., M.D. Power, F.R. Masiarz, P.A. Luciw, P.J. 
Barr, et H.E. Varmus. 1988. Characterization of ribosomal frameshifting 
in HIV-1 gag-pol expression. Nature. 331:280-283. 
242. Jackson, M.R., T. Nilsson, et P.A. Peterson. 1993. 
Retrieval of transmembrane proteins to the endoplasmic reticulum. J. Cell 
Biol. 121:317-333. 
243. Jadot, M., W.M. Canfield, W. Gregory, et S. Kornfeld. 
1992. Characterization of the signal for rapid internalization of the bovine 
mannose 6-phosphate/insulin-like growth factor-II receptor. J. Biol. Chem. 
267:11069-11077. 
244. Jin, H., G. Leser, et R.A. Lamb. 1994. The influenza virus 
hemagglutinin cytoplasmic tail is not essential for virus assembly or 
infectivity. EMB 0 J. 13:5504-5514. 
245. Johnson, A.E. 1997. Protein translocation at the ER membrane: a 
complex process becomes more so. Trends Cell Biol. 7:90-95. 
246. Johnson, K.F., et S. Kornfeld. 1992. A His-Leu-Leu sequence 
near the carboxyl-terminus of the cytoplasmic domain of the cation-dependent 
mannose 6-phosphate receptor is necessary for the lysosomal enzyme sorting 
function. J. Biol. Chem. 267:17110-17115. 
247. Jones, S.M., K.E. Howell, J.R. Henley, H. Cao, et M.A. 
McNiven. 1998. Role of dynamin in the formation of transport vesicules 
from the trans-Golgi network. Science. 279:573-577. 
248. Kalyanaraman, V.S., M.G. Sarngadharan, M. Robert-
Guroff, I. Miyoshi, D. Blayney, D. Golde, et R.C. Gallo. 1982. 
A new subtype of human T-cell leukemia virus (HTLV-II) associated with a T 
cell variant of hairy cell leukemia. Science. 218:571-573. 
249. Kaplan, A.H., M. Manchester, et R. Swanstrom. 1994. The 
activity of the protease of human immunodeficiency virus type-1 is initiated at 
the membrane of infected cens before the release of viral proteins and is 
required for release to occur with maximum efficiency. J. Virol. 68:6782-
6786. 
250. Kaplan, A.H., et R. Swanstrom. 1991. Human 
immunodeficiency virus type-1 Gag proteins are processed in two cellular 
compartments. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 88:4528-4532. 



172 

251. Karczewski, M.K., et K. Strebel. 1996. Cytoskeleton 
association and virion incorporation of the 
type 1 Vif protein. J. Virol. 70:494-507. 
252. Katz, R.A., et A.M. Skalka. 
Annu. Rev. Biochem. 63:133-173. 
253. Kearns, B., T.P. McGee, P. 
S.E. Phillips, S. Kagiwada, et V.A. 
role for diacylglycerol in protein transport 
Nature. 386:101-105. 
254. Keen, N.J., M.J. 

human immunodeficiency virus 

1994. The retroviral enzymes. 

Mayinger, A. Gedvilaite, 
Bankaitis. 1997. An essential 
from the yeast Golgi complex. 

1996. Human Gait, et J. Karn. 
immunodeficiency virus type-1 Tat is an integral component of the activated 
transcription-elongation complex. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93:2505-
2510. 
255. Kelley, W.L., et C. Georgopoulos. 1992. Chaperones and 
protein folding. Curr. Opin. Cell Biol. 4:984-991. 
256. Kenny, A.J., et S. Marcoux. 1982. Topology of microvillar 
membrane hydrolases of the kidney and intestine. Physiol. Rev. 62:91-128. 
257. Kilpatrick, D.R., R.V. Srinivas, et R.W. Compans. 1988. 
Expression of the spleen focus-forming virus envelope gene in a polarized 
epithelial cell line. Virology. 164:547-550. 
258. Kilpatrick, D.R., R.V. Srinivas, E.B. Stephens, et R.W. 
Compans. 1987. Effects of deletion of the cytoplasmic domain upon surface 
expression and membrane stability of a viral envelope glycoprotein. J. Biol. 
Chem. 262:16116-16121. 
259. Kim, J., T. Adachi, Y. Yoneda, et Y. Okada. 1990. Fusion 
of Madin-Darby canine kidney cells by HVJ (Sendai virus): absence of direct 
association of virus particles with the site of membrane fusion. Eur. J. Cell 
Biol. 51:128-134. 
260. Kirchhausen, T., J.S. Bonifacino, et H. Riezman. 1997. 
Linking cargo to vesicle formation: receptor tail interactions with coat proteins. 
Curr. Opin. Cell Biol. 9:488-495. 
261. Klatzmann, D., E. Champagne, S. Chamaret, J. Gruest, 
D. Guétard, T. Hercend, J.C. Gluckman, et L. Montagnier. 1984. 
T-lymphocyte T4 molecule behaves as the receptor for human retrovirus LAV. 
Nature. 312:767-768. 



173 

262. Klausner, 	R.D., 	J. 	Lippincott-Schwartz, 	et J.S . 
Bonifacino. 1990. The T cell antigen receptor: insights into organelle 
biology. Annu. Rev. Cell Biol. 6:403-431. 
263. Kohlstaedt, L.A., J.M. Wang, J.M. Friedman, P.A. Rice, 
et T.A. Steitz. 1992. Crystal structure at 3.5 angstroms resolution of HIV-
1 reverse transcriptase complexed with an inhibitor. Science. 256:1783-1790. 
264. Kornfeld, R., et S. Kornfeld. 1985. Assembly of asparagine-
linked oligisaccharides. Annu. Rev. Biochem. 54:631-664. 
265. Kornfeld, S. 1987. Trafficking of lysosomes enzymes. FASEB J. 
1:462-468. 
266. Kotler, D.P., S. Reka, A. Borcich, et W.J. Chronim. 
1991. Detection, localization and quantitation of HIV-associated antigens in 
intestinal biopsies from patients with HIV. Am. J. Pathol. 139:823-830. 
267. Kowalski, M., L. Bergeron, T. Dorfman, W. Haseltine, et 
J. Sodroski. 1991. Attenuation of human immunodeficiency virus type 1 
cytopathic effect by a mutation affecting the transmembrane envelope 
glycoprotein. J. Virol. 65:281-291. 
268. Kozak, C.A., et S. Ruscetti. 1992. Retroviruses in rodents, p. 
405-481. In J. A. Levy (ed.), The Retroviridae, vol. 1. Plenum Press, New 
York, NY. 
269. Kuehn, M.J., et R. Schekman. 1997. COP 11 and secretory 
cargo capture into transport vesicules. Curr. Opin. Cell Biol. 9:477-483. 
270. Kundu, A., R.T. Avalos, C.M. Sanderson, et D .P . 
Nayak. 1996. Transmembrane domain of influenza virus neuraminidase, a 
type II protein, possesses an apical sorting signal in polarized MDCK cens. J. 
Virol. 70:6508-6515. 
271. Kurzchalia, T.V., P. Dupree, R.G. Parton, R. Kellner, H. 
Virta, M. Lehnert, et K. Simons. 1992. VIP21, a 21-kD membrane 
protein is an integral component of trans-Golgi network derived transport 
vesicles. J. Cell Biol. 118:1003-1014. 
272. LaBranche, C.C., M.M. Sauter, B.S. Haggarty, P.J. 
Vance, J. Romano, T.K. Hart, P.J. Bugelski, et J.A. Hoxie. 
1994. Biological, molecular and structural analysis of a cytopathic variant 
from a molecularly cloned simian immunodeficiency virus. J. Virol. 68:5509-
5522. 



174 

273. LaBranche, C.C., M.M. Sauter, B.S. Haggarty, P.J. 
Vance, J. Romano, T.K. Hart, P.J. Bugelski, M. Marsh, et J.A . 
Hoxie. 1995. A single amino acid change in the cytoplasmic domain of the 
simian immunodeficiency virus transmembrane molecule increases envelope 
glycoprotein expression on infected cells. J. Virol. 69:5217-5227. 
274. Lackner, A.A., M. Schiodt, et G.C. Armitage. 1989. 
Mucosal epithelial cells and Langerhans cells are targets for infection by the 
immunosuppressive type D retrovirus simian AIDS retrovirus serotype 1. J. 
Med. Primatol. 18:195-207. 
275. Lamb, R.A., et D. Kolakofsky. 1996. Pararnyxoviridae: the 
viruses and their replication, p. 1177-1204. In B. N. Fields, D. M. Knipe, P. 
M. Howley (ed.), Fields Virology, 3rd ed, vol. 1. Lippincott-Raven, 
Philadelphia, PA. 
276. Landau, N.R., K.A. Page, et D.R. Littman. 1991. 
Pseudotyping with human T-cell leukemia virus type I broadens the human 
immunodeficiency virus host range. J. Virol. 65:162-169. 
277. Lapham, C.K., J. Ouyang, B. Chandrasekhar, N. Y . 
Nguyen, D.S. Dimitrov, et H. Golding. 1996. Evidence for cell-
surface association between fusin and the CD4-gp120 complex in human cell 
lines. Science. 274:602-605. 
278. Lavallée, C., X.J. Yao, A. Ladha, H. Gottlinger, W.A . 
Haseltine, et E.A. Cohen. 1994. Requirement of the Pr55Gag precursor 
for incorporation of the Vpr product into human immunodeficiency virus type-
1 viral particles. J. Virol. 68:1926-1934. 
279. Lazarovits, J., et M. Roth. 1988. A single amino acid change in 
the cytoplasmic domain allows the influenza virus hemagglutinin to be 
endocytosed through coated pits. Cell. 53:743-752. 
280. Le Bivic, A., A. Quaroni, B. Nichols, et E. Rodriguez-
Boulan. 1990. Biogenetic pathways of plasma membrane proteins in Caco-2, 
a human intestinal epithelial cell line. J. Cell Biol. 111:1351-1361. 
281. Le Grice, S.F.G., T. Naas, B. Wohlgensingerr, et O. 
Schatz. 1991. Subunit selective mutagenesis indicates minimal polymerase 
activity in heterodimer associated p51 HIV-1 reverse transcriptase. EMBO J. 
10:3905-3911. 



175 

282. Lehmann, R., et C. Nusslein-Volhard. 1991. The maternai 
gene nanos has a central role in posterior pattern formation of the Drosophila 
embryo. Development. 112:679-691. 
283. Leighton, J., Z. Brada, L.W. Estes, et G. Justh. 1969. 
Secretory activity and oncogenicity of a cell line (MDCK) derived from canine 
kidney. Science. 158:472-473. 
284. Leonard, C.K., M.W. Spellman, L. Riddle, R.J. Harris, 
J.N. Thomas, et T.J. Gregory. 1990. Assignment of intrachain 
disulfide bounds and characterization of potential glycosylation sites of the 
type-1 recombinant human immunodeficiency virus envelope glycoprotein 
(gp120) expressed in Chinese hamster ovary cells. J. Biol. Chem. 
265:10373-10382. 
285. Letourneur, F., et R.D. Klausner. 1992. A novel di-leucine 
motif and a tyrosine-based motif independently mediate lysosomal targeting 
and endocytosis of CD3 chains. Cell. 69:1143-1157. 
286. Levy, J.A., A.D. Hoffman, S.M. Kramer, J.A. Landis, 
J.M. Shimabukuro, et L.S. Oshiro. 1984. Isolation of 
lymphocytopathic retroviruses from San Francisco patients with AIDS. 
Science. 225:840-842. 
287. Lewis, P., et M. Emerman. 1994. Passage through mitosis is 
required for oncoretroviruses but not for the human immunodeficiency virus. 
J. Virol. 68:510-516. 
288. Lewis, P., M. Hensel, et M. Emerman. 1992. Human 
immunodeficiency virus infection of cells arrested in the cell cycle. EMBO J. 
11:3053-3058. 
289. Li, G.P., C. Dsouzaschorey, M.A. Barbieri, R.L. 
Roberts, A. Klippel, L.T. Williams, et P.D. Stahl. 1995. Evidence 
for phosphatidylinositol 3-kinase as a regulator of endocytosis via activation of 
Rab5. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 92:10207-10211. 
290. Li, Y., L. Luo, N. Rasool, et C.Y. Kang. 1993. 
Glycosylation is necessary for the correct folding of human immunodeficiency 
virus gp120 in CD4 binding. J. Virol. 67:584-588. 
291. Lill, R., F.E. Nargang, et W. Neupert. 1996. Biogenesis of 
mitochondrial proteins. Curr. Opin. Cell Biol. 8:505-512. 



176 

292. Lin, H.C., et A.G. Gilman. 1996. Regulation of dynamin I 
GTPase activity by G protein beta-gamma subunits and phosphatidylinositol 
4,5-biphosphate. J. Biol. Chem. 271:27979-27982. 
293. Lisanti, M.P., I.W. Caras, M.A. Davitz, et E. Rodriguez-
Boulan. 1989. A glycosphingolipid membrane anchor acts as an apical 
targeting signal in polarized epithelial cells. J. Cell Biol. 109:2145-2156. 
294. Lisanti, M.P., I.W. Caras, T. Gilbert, D. Hanzel, et E. 
Rodriguez-Boulan. 1990. Vectorial apical delivery and slow endocytosis 
of a glycolipid anchored fusion protein in transfected MDCK cells. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 87:7419-7423. 
295. Lisanti, M.P., M.C. Field, I.W. Caras, A.K. Menon, et 
E. Rodriguez-Boulan. 1991. Mannosamine, a novel inhibitor of glycosyl 
phosphatidylinositol incorporation into proteins. EMBO J. 10:1969-1977. 
296. Lisanti, M.P., A. Le Bivic, A. Saltiel, et E. Rodriguez-
Boulan. 1990. Preferred apical distribution of glycosyl phosphatidylinositol 
(GPI) anchored proteins: a highly conserved feature of the polarized epithelial 
cell phenotype. J. Membr. Biol. 113:155-167. 
297. Lisanti, M.P., A. Le Bivic, M. Sargiacomo, et E. 
Rodriguez-Boulan. 1989. Steady-state distribution and biogenesis of 
endogenous Madin-Darby canine kidney cell glycoproteins: evidence for 
intracellular sorting sorting and polarized cell surface delivery. J. Cell Biol. 
109:2117-2127. 
298. Lisanti, M.P., et E. Rodriguez-Boulan. 1990. 
Glycophospholipid membrane anchoring provides clues to the mechanism of 
protein sorting in polarized epithelial cells. Trends Biochem. Sci. 15:113-118. 
299. Lisanti, M.P., M. Sargiacomo, L. Graeve, A.R. Saltiel, et 
E. Rodriguez-Boulan. 1988. Polarized apical distribution of glycosyl 
phosphatidylinositol anchored proteins in a renal epithelial cell line. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA. 85:9557-9561. 
300. Liu, H., X. Wu, M. Newman, G.M. Shaw, B.H. Hahn, et 
J.C. Kappes. 1995. The Vif protein of human and simian 
immunodeficiency viruses is packaged into virions and associates with viral 
core structures. J. Virol. 69:7630-7638. 
301. Lodge, R., H. Gottlinger, D. Gabuzda, E.A. Cohen, et G. 
Lemay. 1994. The intracytoplasmic domain of gp41 mediates polarized 



177 

budding of human immunodeficiency virus type 1 in MDCK cells. J. Virol. 
68:4857-4861. 
302. Loeb, D.D., C.A. Hutchison, M.H. Edgell, W. G . 
Farmerie, et R. Swanstrom. 1989. Mutational analysis of human 
immunodeficiency virus type-1 protease suggests functiona1 homology with 
aspartic proteases. J. Virol. 63:111-121. 
303. Long, D., J.F. Berson, D.G. Cook, et R.W. Doms. 1994. 
Characterization of human immunodeficiency virus type-1 gp120 binding to 
liposomes containing galactosylceramide. J. Virol. 68:5890-5898. 
304. Louvard, D., M. Kedinger, et H.P. Hauri. 1992. The 
differentiating intestinal epithelial cell: establishment and maintenance of 
functions through interactions between cellular structures. Annu. Rev. Cell 
Biol. 8:157-195. 
305. Lu, Y., M. Stenzel, J.G. Sodroski, et W.A. Haseltine. 
1989. Effects of long terminal repeat mutations on human immunodeficiency 
virus type-1 replication. J. Virol. 63:4115-4119. 
306. Luban, J., K.L. Bossolt, E.K. Franke, G.V. Kalpana, et 
S.P. Goff. 1993. Human immunodeficiency virus type-1 Gag protein binds 
to the cyclophilins A and B. Cell. 73:1067-1078. 
307. Luciw, P.A. 1996. Human immunodeficiency viruses and their 
replication, p. 1881-1952. In B. N. Fields, D. M. Knipe, P. M. Howley 
(ed.), Fields Virology, 3rd ed, vol. 2. Lippincott-Raven, Philadelphia, PA. 
308. Luo, Y., A. Batalao, H. Zhou, et L. Zhu. 1997. Mammalian 
two-hybrid system: a complementary approach to the yeast two-hybrid 
system. Biotechniques. 22:350-352. 
309. Lutcke, A., R.G. Parton, C. Murphy, V.M. Olkkonen, P. 
Dupree, A. Valencia, K. Simons, et M. Zerial. 1994. Cloning and 
subcellular localization of novel rab proteins reveals polarized and cell type-
specific expression. J. Cell Sci. 107:3437-3448. 
310. Machamer, C.E. 1991. Golgi retention signals: do membranes hold 
the key? Trends Cell Biol. 1:141-144. 
311. Machamer, C.E. 1993. Targeting and retention of Golgi membrane 
proteins. Curr. Opin. Cell Biol. 5:606-612. 
312. Madara, J.L., et K. Dharmsathaphorn. 1985. Occluding 
junction structure-function relationships in a cultured epithelial monolayer. J. 
Cell Biol. 101:2124-2133. 



178 

313. Maddon, P.J., A.G. Dalgleish, J.S. McDougal, P.R. 
Clapham, R.A. Weiss, et R. Axel. 1986. The T4 gene encodes the 
AIDS virus receptor and is expressed in the immune system and the brain. 
Cell. 47:338-348. 
314. Madin, S.H., et N.B. Darby. 1958. Established kidney cell fines 
of normal adult bovine and ovine origin. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 98:574-
576. 
315. Mammano, f., E. Kondo, J. Sodroski, A. Bukovsky, et 
H.G. Giittlinger. 1995. Rescue of human immunodeficiency virus type 1 
matrix protein mutants by envelope glycoproteins with short cytoplasmic 
domains. J. Virol. 69:3824-3830. 
316. Mammano, F., A. Ohagen, S. Hoglund, et H.G. 
Gottlinger. 1994. Role of the major homology region of human 
immunodeficiency virus type 1 in virion morphogenesis. J. Virol. 68:4927-
4936. 
317. Mammano, F., F. Salvatori, S. Indraccolo, A. De Rossi, 
L. Chieco-Bianchi, et H.G. Gottlinger. 1997. Truncation of the 
human immunodeficiency virus type 1 envelope glycoprotein allows efficient 
pseudotyping of Moloney murine leukemia virus particles and gene transfer 
into CD4+ cells. J. Virol. 71:3341-3345. 
318. Maples, C.J., W.G. Ruiz, et G. Apodaca. 1997. Both 
microtubules and actin filaments are required for efficient postendocytotic 
traffic of the polymeric immunoglobulin receptor in polarized Madin-Darby 
canine kidney cells. J. Biol. Chem. 272:6741-6751. 
319. Marks, M.S., H. Ohno, T. Kirchhausen, et J.S. 
Bonifacino. 1997. Protein sorting by tyrosine-based signals: adapting to the 
Ys and wherefores. Trends Cell Biol. 7:124-128. 
320. Marks, M.S., L. Woodruff, H. Ohno, et J.S. Bonifacino. 
1996. Protein targeting by tyrosine- and dileucine-based signals: evidence for 
distinct saturable components. J. Cell Biol. 135:341-354. 
321. Marschang, P., J. Sodroski, R. Wurzner, et M.P. Dierich. 
1995. Decay accelerating factor (CD55) protects human immunodeficiency 
virus type I from inactivation by human complement. Eur. J. Immunol. 
25:285-290. 



179 

322. Martin, K., et A. Helenius. 1991. Nuclear transport of influenza 
virus ribonucleoproteins: the viral matrix protein (M1) promotes export and 
inhibits import. Cell. 67:117-130. 
323. Masur, H., M.A. Michelis, J.B. Greene, L Onorato, R.A . 
Stouwe, R.S. Holzman, G. Wormser, L. Brettman, M. Lange, 
H.W. Murray, et S. Cunningham-Rundles. 1981. An outbreak of 
community-acquired Pneumocystis carinü pneumonia. Initial manifestations of 
cellular immune dysfunction. N. Engl. J. Med. 305:1431-1438. 
324. Mathijs, J.M., M. Hing, J. Grierson, D.E. Dwyer, C. 
Goldschmidt, D.A. Cooper, et A.L. Cunningham. 1988. HIV 
infection of rectal mucosa. Lancet. 1:1111. 
325. Matsuoka, Y., S.Y. Chen, C.E. Holland, et R.W . 
Compans. 1996. Molecular determinants of Golgi retention in the Punta 
Toro virus G1 protein. Arch. Biochem. Biophys. 336:184-189. 
326. Matter, K., M. Brauchbar, K. Bucher, et H.-P. Hauri. 
1990. Sorting of endogenous plasma membrane proteins occurs from two 
sites in cultured human intestinal epithelial cells (Caco-2). Cell. 60:429-437. 
327. Matter, K., K. Bucher, et H.P. Hauri. 1990. Microtubule 
perturbation retards both the direct and the indirect apical pathway but does not 
affect sorting of plasma membrane proteins in intestinal epithelial cells (Caco-
2). EMBO J. 9:3163-3170. 
328. Matter, K., W. Hunziker, et I. Mellman. 1992. Basolateral 
sorting of LDL receptor in MDCK cells: the cytoplasmic domain contains two 
tyrosine-dependent targeting determinants. Cell. 71:741-753. 
329. Matter, K., et I. Mellman. 1994. Mechanisms of cell polarity: 
sorting and transport in epithelial cells. Curr. Opin. Cell Biol. 6:545-554. 
330. Matter, K., J.A. Whitney, E.M. Yamamoto, et I. Mellman. 
1993. Common signals control LDL receptor sorting in endosomes and the 
Golgi complex of MDCK cells. Cell. 74:1053-1064. 
331. Matter, K., E.M. Yamamoto, et I. Mellman. 1994. Structural 
requirements and sequence motifs for polarized sorting and endocytosis of 
LDL and Fc receptors in MDCK cells. J. Cell Biol. 126:991-1004. 
332. McKeating, J.A., P.D. Griffiths, et R.A. Weiss. 1990. HIV 
succeptibility conferred to human fibroblasts by cytomegalovirus induced Fc 
receptor. Nature. 343:659-661. 



180 

333. McKeever, B.M., M.A. Navia, P.M.D. Fitzgerald, J.P. 
Springer, C.T. Leu, J.C. Heimbach, W.K. Herber, I.S. Sigal, et 
P.L. Darke. 1989. Crystallization of the aspartyl protease from the human 
immunodeficiency virus, HIV-1. J. Biol. Chem. 264:1919-1921. 
334. McPherson, P.S., E.P. Garcia, V.I. Slepnev, C. David, 
X.M. Zhang, D. Grabs, W.S. Sossin, R. Bauerfeind, Y. 
Nemoto, et P. De Camilli. 1996. A presynaptic inosito1-5-phosphatase. 
Nature. 379:353-357. 
335. McQueen, N., D.P. Nayak, E.B. Stephens, et R.W. 
Compans. 1986. Polarized expression of a chlineric protein in winch the 
transmembrane and cytoplasmic domains of the influenza virus hemagglutinin 
have been replaced by those of the vesicular stomatitis virus G protein. Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83:9318-9322. 
336. McQueen, N.L., D. Nayak, E.B. Stephens, et R.W. 
Compans. 1987. Basolateral expression of a chimeric protein in which the 
transmembrane and cytoplasmic domains of vesicular stomatitis virus G 
protein have been replaced by those of the influenza virus hemagglutinin. J. 
Biol. Chem. 262:16233-16240. 
337. McRoberts, J.A., M. Taub, et M.H.J. Saier. 1981. The 
Madin Darby canine kidney (MDCK) cell line, p. 117-139. In G. Sato (ed.), 
Functionally differentiated cell lines. Alan R. Liss, Inc., New York. 
338. Mellman, I., E. Yamamoto, J.A. Whitney, M. Kim, W. 
Hunziker, et K. Matter. 1993. Molecular sorting in polarized and non-
polarized cells: common problems, common solutions. J. Cell Sci. - Suppl. 
17:1-7. 
339. Mellors, J.W., C.R.J. Rinaldo, P. Gupta, R.M. White, 
J.A. Todd, et L.A. Kingsley. 1996. Prognosis in HIV-1 infection 
predicted by the quantity of virus in plasma. Science. 272:1167-1170. 
340. Mermall, V., P.L. Post, et M.S. Mooseker. 1998. 
Unconventional myosins in cell movement, membrane traffic, and signal 
transduction. Science. 279:527-533. 
341. Milich, L., B. Margolin, et R. Swanstrom. 1993. V3 loop of 
the human immunodeficiency virus type 1 env protein: interpreting sequence 
variability. J. Virol. 67:1919-1921. 



181 

342. Miller, D.G., R.H. Edwards, et A.D. Miller. 1994. Cloning 
of the cellular receptor for amphotropic murine retroviruses reveals homology 
to that for gibbon ape leukemia virus. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 91:78-82. 
343. Miller, M.A., T.A. Mietzner, M.W. Cloyd, W.G. Robey, 
et R.C. Montelaro. 1993. Identification of calmodulin-binding and 
inhibitory peptide domain in the HIV-1 transmembrane glycoprotein. AlDS 
Res. Hum. Retroviruses. 9:1057-1065. 
344. Mirre, C., L. Monlauzeur, M. Garcia, M.H. Delgrossi, et 
A. Le Bivic. 1996. Detergent resistant membrane microdomains from Caco-
2 cells do not contain caveolin. Am. J. Physiol. 271:C887-C894. 
345. Misfeldt, D.S., S.T. Hamamoto, et D.R. Pitelka. 1976. 
Transepithelial transport in cell culture. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 
73:1212-1216. 
346. Mizutani, S., et H.M. Temin. 1970. RNA-dependent DNA 
polymerase in virions of Rous Sarcoma Virus. Nature. 226:1211-1213. 
347. Molitoris, B.A., et W.J. Nelson. 1990. Alterations h-t the 
establishment and maintenance of epithelial cell polarity as a basis for disease 
processes. J. Clin. Invest. 85:3-9. 
348. Montelaro, R.C., J.M. Ball, et K.E. Rushlow. 1992. Equine 
retroviruses, p. 257-360. In J. A. Levy (ed.), The Retroviridae, vol. 2. 
Plenum Press, New York, NY. 
349. Moreland, R.B., et R.L. Garcea. 1991. Characterization of a 
nuclear localization sequence in the polyomavirus capsid protein VP1. 
Virology. 185:513-518. 
350. Moss, S.E. 1997. Annexins. Trends Cell Biol. 7:87-89. 
351. Mostov, K., G. Apodaca, B. Aroeti, et C. Okamoto. 1992. 
Plasma membrane protein sorting in polarized epithelial cells. J. Cell Biol. 
116:577-583. 
352. Mostov, K.E. 1994. Transepithelial transport of immunoglobulins. 
Annu. Rev. Immunol. 12:63-84. 
353. Mostov, K.E., et D.L. Deitcher. 1986. Polymeric 
immunoglobulin receptor expressed in MDCK cells transcytoses IgA. Cell. 
46:613-621. 
354. Moyer, M.P., et H.E. Gendelman. 1991. HIV replication and 
persistence in human gastrointestinal cells cultured in vitro. J. Leuk. Biol. 
49:499-504. 



182 

355. Moyer, M.P., R.I. Huot, A. Ramirez, S. Joe, M.S. 
Meltzer, et H.E. Gendelman. 1990. Infection of human gastrointestinal 
cells by HIV-1. AIDS Res. Hum. Retroviruses. 6:1409-1415. 
356. Mumby, S.M. 1997. Reversible palmitoylation of signaling 
proteins. Curr. Opin. Cell Biol. 9:148-154. 
357. Murata, M., J. Peranen, R. Schreiner, F. Wieland, T.V. 
Kurzchalia, et K. Simons. 1995. VIP21/Caveolin is a cholesterol-
binding protein. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 92:10339-10343. 
358. Nabel, G., et D. Baltimore. 1985. An inducible transcription 
factor activates expression of human immunodeficiency virus in T cells. 
Nature. 326:711-713. 
359. Nathke, I.S., L.E. Hinck, et W.J. Nelson. 1993. Epithelial 
cell adhesion and development of cell surface polarity: possible mechanisms 
for modulation of cadherin function, organization and distribution. J. Cell Sci. 
- Suppl. 17:139-145. 
360. Nelson, J.A., C. Reynolds-Kohler, W. Margaretten, C.A. 
Wiley, C.E. Reese, et J.A. Levy. 1988. Human immunodeficiency 
virus detected in bowel epithelium from patients with gastrointestinal 
symptoms. Lancet. i:259-262. 
361. Nermut, M.V., et D.J. Hockley. 1996. Comparative 
morphology and structural classification of retroviruses. Curr. Top. 
Microbiol. Immunol. 214:1-23. 
362. Neufeld, E.F. 1989. Natural history and inherited disorders of a 
lysosomal enzyme, 13-hexosaminidase. J. Biol. Chem. 264:10927-10930. 
363. Neutra, M.R., et J.P. Kraehenbuhl. 1993. The role of 
transepithelial transport by M cens in microbial invasion and host defense. J. 
Cell Sci. - Suppl. 17:209-215. 
364. Nigg, 	E.A. 	1997. Nucleocytoplasmic transport: sign al s , 
mechanisms and regulation. Nature. 386:779-787. 
365. Nobes, C.D., et A. Hall. 1995. Rho, Rac and Cdc42 GTPases 
regulate the assembly of multimolecular focal complexes associated with actin 
stress fibers, lamellipodia and filopodia. Cell. 81:53-62. 
366. Novick, P., et M. Zerial. 1997. The diversity of Rab proteins in 
vesicle transport. Curr. Opin. Cell Biol. 9:496-504. 



183 

367. Nuoffer, C., et W.E. Balch. 1994. GTPases: multifunctional 
molecular switches regulating vesicular traffic. Annu. Rev. Biochem. 63:949-
990. 
368. Nusslein-Volhard, C. 1991. Determination of the embryonic axes 
of Drosophila. Development-Suppl. 1:1-10. 
369. Ohno, H., R.C. Aguilar, M.C. Fournier, S. Hennecke, P. 
Cosson, et J.S. Bonifacino. 1997. Interaction of endocytic signals from 
the HIV-1 envelope glycoprotein complex with members of the adaptor 
medium chain family. Virology. 238:305-315. 
370. Ohno, H., M.-C. Fournier, G. Poy, et J.S. Bonifacino. 
1996. Structural determinants of interaction of tyrosine-based sorting signals 
with the adaptor medium chains. J. Biol. Chem. 271:29009-29015. 
371. Ohno, H., J. Stewart, M.-C. Fournier, H. Bosshart, I. 
Rhee, S. Miyatake, T. Saito, A. Gallusser, T. Kirchhausen, et 
J.S. Bonifacino. 1995. Interaction of tyrosine-based sorting signals with 
clathrin-associate d proteins. Science. 269:1872-1875. 
372. Okamoto, C.T., S.P. Shia, C. Bird, K.E. Mostov, et 
M.G. Roth. 1992. The cytoplasmic domain of the polymeric 
immunoglobulin receptor contains two internalization signals that are distinct 
from its basolateral sorting signal. J. Biol. Chem. 267:9925-9933. 
373. Olkkonen, V.M., P. Dupree, I. Killisch, A. Lutcke, M. 
Zerial, et K. Simons. 1993. Molecular cloning and subcellular localization 
of three GTP-binding proteins of the rab subfamily. J. Cell Sci. 106:1249-
1261 
374. Olshevsky, U., E. Helseth, C. Furman, J. Li, W.A . 
Haseltine, et J. Sodroski. 1990. Identification of individual human 
immunodeficiency virus type 1 gp120 amino acids important for CD4 receptor 
binding. J. Virol. 64:5701-5707. 
375. Omary, M.B., D.A. Brenner, C.Y. deGrandpré, K .A . 
Roebuck, D.D. Richman, et M.F. Kagnoff. 1991. HIV-1 infection 
and expression in human colonie cells: infection and expression in CD4+ and 
CD4- cell lines. A1DS. 5:275-281. 
376. Ono, A., M. Huang, et E.O. Freed. 1997. Characterization of 
human immunodeficiency virus type 1 matrix revenants: effects on virus 
assembly, Gag processing, and Env incorporation into virions. J. Virol. 
71:4409-4418. 



184 

377. Ou, W.-J., P.H. Cameron, D.Y. Thomas, et J.J.M. 
Bergeron. 1993. Association of folding intermediates of glycoproteins with 
calnexin during protein maturation. Nature. 364:771-776. 
378. Owens, R.J., J.W. Dubay, E. Hunter, et R.W. Compans. 
1991. Human immunodeficiency virus envelope protein determines the site of 
virus release in polarized epithelial cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 
88:3987-3991. 
379. Pal, R., S. Mumbauer, G.M. Hoke, A. Takatsuki, et M.G. 
Sarngadharan. 1991. Brefeldin A inhibits the processing and secretion of 
envelope glycoproteins of human immunodeficiency virus type 1. AIDS Res. 
Hum. Retroviruses. 7:707-712. 
380. Palade, G.E. 1975. Intracellular aspects of the processing of protein 
synthesis. Science. 189:347-358. 
381. Pallen, C.J., Y.H. Tan, et G.R. Guy. 1992. Protein 
phosphatases in cell signaling. Curr. Opin. Cell Biol. 4:1000-1007. 
382. Pandori, M.W., N.J. Fitch, H.M. Craig, D.D. Richman, 
C.A. Spina, et J.C. Guatelli. 1996. Producer-cell modification of 
human immunodeficiency virus type-1: Nef is a virion protein. J. Virol. 
70:4283-4289. 
383. Pantaleo, G., C. Graziosi, J.F. Demarest, L. Butini, M. 
Montroni, C.H. Fox, J.M. Orenstein, D.P. Kotler, et A .S S. 
Fauci. 1993. HIV infection is active and progressive in lymphoid tissue 
during the clinically latent stage of disease. Nature. 362:355-358. 
384. Pantaleo, G., C. Graziosi, et A.S. Fauci. 1993. The 
immunopathogenesis of human immunodeficiency virus infection. N. Engl. J. 
Med. 328:327-335. 
385. Parks, G.D., et R.A. Lamb. 1993. Role of NH2-terminal 
positively charged residues in establishing membrane protein topology. J. 
Biol. Chem. 268:19101-19109. 
386. Parton, R.G. 1996. Caveolae and caveolins. Curr. Opin. Cell Biol. 
8:542-548. 
387. Parton, R.G., et K. Simons. 1995. Digging into caveolae. 
Science. 269:1398-1399. 
388. Patrick, S.L., T.C. Wright, H.E. Fox, et H.S. Ginsberg. 
1993. Human immunodeficiency virus infection of early passage cervical 
epithelial cultures. Internat. J. STD & A1DS. 4:342-345. 



185 

389. Paxton, W., R.I. Connor, et N.R. Landau. 1993. 
Incorporation of Vpr into human immunodeficiency virus type 1 virions: 
Requirement for the p6 region of Gag and mutational analysis. J. Virol. 
67:7229-7237. 
390. Payne, L.N. 1992. Biology of avian retroviruses, p. 299-404. In J. 
A. Levy (ed.), The Retroviridae, vol. 1. Plenum Press, New York, NY. 
391. Pearce-Pratt, R., et D. Malamud. 1994. Role of the 
cytoskeleton in cell-to-cell transmission of human immunodeficiency virus. J. 
Viral. 68:2898-2905. 
392. Pearce-Pratt, R., et D.M. Phillips. 1993. Studies of adhesion 
of lymphocytic cells: implications for sexual transmission of human 
immunodeficiency virus. Biol. Reprod. 48:431-445. 
393. Pearse, B.M.F., et M.S. Robinson. 1990. Clathrin, adaptors, 
and sorting. Annu. Rev. Cell Biol. 6:151-171. 
394. Pelham, H.R. 1995. Sorting and retrieval between the endoplasmic 
reticulum and Golgi apparatus. Curr. Opin. Cell Biol. 7:530-535. 
395. Pelham, H.R.B. 1989. Control of protein exit from the 
endoplasmic reticulum. Annu. Rev. Cell Biol. 5:1-23. 
396. Peliska, J.A., et S.J. Benkovic. 1992. Mechanism of DNA 
strand transfer reactions catalyzed by HIV-1 reverse transcriptase. Science. 
258:1112-1118. 
397. Perânen, J., P. Auvinen, H. Virta, R. Wepf, et K. 
Simons. 1996. Rab8 promotes polarized membrane transport through 
reorganization of actin and microtubules in fibroblasts. J. Cell Biol. 135:153-
167 . 
398. Perelson, A.S., P. Essunger, Y. Cao, M. Vesanen, A. 
Hurley, K. Saksela, M. Markowitz, et D.D. Ho. 1997. Decay 
characteristics of HIV-1 infected compartments during combination therapy. 
Nature. 387:188-191. 
399. Perelson, A.S., A.U. Neumann, M. Markowitz, J.M. 
Leonard, et D.D. Ho. 1996. HIV-1 dynamics in vivo: virion clearance 
rate, infected cell life-span, and viral generation time. Science. 271:1582-
1586. 
400. Perotti, M., X. Tan, et D.M. Phillips. 1996. Directional 
budding of human immunodeficiency virus from monocytes. J. Virol. 
70:5916-5921. 



186 

401. Pettit, S.C., M.D. Moody, R.S. Wehbie, A.H. Kaplan, 
P.V. Nantermet, C.A. Klein, et R. Swanstrom. 1994. The p2 
domain of human immunodeficiency virus type-1 Gag regulates sequential 
proteolytic processing and is required to produce fully infectious virions. J. 
Virol. 68:8017-8027. 
402. Pfeffer, S.R. 1994. Rab GTPases: master regulators of membrane 
trafficking. Curr. Opin. Cell Biol. 6:522-526. 
403. Phillips, D.M., et A.S. Bourinbaiar. 1992. Mechanism of HIV 
spread from lymphocytes to epithelia. Virology. 186:261-273. 
404. Phillips, D.M., V.R. Zacharopoulos, X. Tan, et R. 
Pearce-Pratt. 1994. Mechanisms of sexual transmission of HIV: does HIV 
infect intact epithelia. Trends Microbiol. 2:454-458. 
405. Pimplikar, S.W., E. Ikonen, et K. Simons. 1994. Basolateral 
protein transport in streptolysin 0-permeabilized MDCK cells. J. Cell Biol. 
125:1025-1035. 
406. Pinto, M., S. Robine-Leon, M.-D. Appay, M. Kedinger, 
N. Triadou, E. Dussaulx, B. Lacroix, P. Simon-Assmann, K. 
Haffen, J. Fogh, et A. Zweibaum. 1983. Enterocyte-like differentiation 
and polarization of the human colon carcinoma cell line Caco-2 in culture. 
Biol. Cell. 47:323-330. 
407. Poiesz, B.J., F.W. Ruscetti, A.F. Gazdar, P.A. Bunn, 
J.D. Minna, et R.C. Gallo. 1980. Detection and isolation of type C 
retrovirus particles from flesh and cultured lymphocytes of a patient with 
cutaneous T cell lymphoma. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 77:7415-7419. 
408. Poulet, F.M., P.R. Bowser, et J.W. Casey. 1992. 
Retroviruses of fish, reptiles and molluscs, p. 1-38. In J. A. Levy (ed.), The 
Retroviridae, vol. 3. Plenum Press, New York, NY. 
409. Pouliot, J.-F., et R. Béliveau. 1994. Modifications post-
traductionnelles des protéines par les lipides. Médecine/Sciences. 10:65-73. 
410. Premack, M.A., et T.J. Schall. 1996. Chemokine receptors: 
gateways to inflammation and infection. Nature Med. 2:1174-1178. 
411. Preston, B.D., B.J. Poiez, et L. Loeb. 1988. Fidelity of HIV-
1 reverse transcriptase. Science. 242:1168-1171. 
412. Pryer, N.K., L.J. Wuestehube, et R. Schekman. 1992. 
Vesicule-mediated protein sorting. Annu. Rev. Biochem. 61:471-516. 



187 

413. Puddington, L., C. Woodgett, et J.K. Rose. 1987. 
Replacement of the cytoplasmic domain alters sorting of a viral glycoprotein in 
polarized cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:2756-2760. 
414. Rao, T.K.S., 	E.J. Filippone, A.D. Nicastri, S .H. 
Landesman, E. Frank, C.K. Chen, et E.A. Friedman. 1984. 
Associated focal and segmented glomerulosclerosis in the acquired immune 
deficiency syndrome. N. Engl. J. Med. 310:669-673. 
415. Rapoport, T.A. 1992. Transport of proteins across the endoplasmic 
reticulum. Science. 258:931-936. 
416. Rapoport, T.A., M.M. Rolls, et B. Jungnickel. 1996. 
Approaching the mechanism of protein transport across the ER membrane. 
Curr. Opin. Cell Biol. 8:499-504. 
417. Rey, O., J. Canon, et P. Krogstad. 1996. Gag protein 
associates with F-actin to microfilaments. Virology. 220:530-534. 
418. Rhee, S.S., et E. Hunter. 1990. A single amino-acid substitution 
within the matrix of a type D retrovirus converts its morphogenesis to that of a 
type C retrovirus. Cell. 63:77-86. 
419. Richardson, J.C.W., V. Scalera, et N.L. Simmons. 1981. 
Identification of two strains of MDCK cells which resemble separate nephron 
tubule segments. Biochim. Biophys. Acta. 673:26-36. 
420. Rindler, M.J., L.M. Chuman, L. Shaffer, et M.H. Saier. 
1979. Retention of differentiated properties in an established dog kidney 
epithelial cell line (MDCK). J. Cell Biol. 81:635-648. 
421. Rindler, M.J., I.E. Ivanov, et D.D. Sabatini. 1987. 
Microtubule acting drugs lead to the nonpolarized delivery of the influenza 
hemagglutinin to the cell surface of polarized Madin Darby canine kidney cells. 
J. Cell Biol. 104:231-241. 
422. Ritter, G.D., M.J. Mulligan, S.L. Lydy, et R.W. 
Compans. 1993. Cell fusion activity of the simian immunodeficiency virus 
envelope protein is modulated by the intracytoplasmic domain. Virology. 
197:255-264. 
423. Roberts, J.D., K. Bebenek, et T.A. Kunkel. 1988. The 
accuracy of reverse transcriptase from HIV-1. Science. 242:1171. 
424. Robinson, M.S. 1997. Coats and vesicule budding. Trends Cell 
Biol. 7:99-103. 



188 

425. Robinson, M.S. 1994. The role of clathrin, adaptors and dynamin 
in endocytosis. Curr. Opin. Cell Biol. 6:538-544. 
426. Rodriguez-Boulan, E. 1983. Membrane biogenesis: enveloped 
RNA viruses and epithelial polarity. Mod. Cell Biol. 1:119-170. 
427. Rodriguez-Boulan, E., et W.J. Nelson. 1989. Morphogenesis 
of the polarized epithelial cell phenotype. Science. 245:718-725. 
428. Rodriguez-Boulan, E., K.T. Paskiet, et D.D. Sabatini. 
1983. Assembly of enveloped viruses in Madin-Darby canine kidney cells: 
polarized budding from single attached cells and from clusters of cens in 
suspension. J. Cell Biol. 96:866-874. 
429. Rodriguez-Boulan, E., et M. Pendergast. 1980. Polarized 
distribution of viral envelope proteins in the plasma membrane of infected 
epithelial cells. Cell. 20:45-54. 
430. Rodriguez-Boulan, E., et S.K. Powell. 1992. Polarity of 
epithelial and neuronal cells. Annu. Rev. Cell Biol. 8:395-427. 
431. Rodriguez-Boulan, E., et D.D. Sabatini. 1978. Asymmetric 
budding of viruses in epithelial cell monolayers: a model system for study of 
epithelial polarity. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75:5071-5075. 
432. Rodriguez-Boulan, E., P.J. Salas, M. Sargiacomo, M. 
Lisanti, A. Le Bivic, Y. Sambuy, D. Vegas-Salas, et L. Graeve. 
1989. Methods to estimate the polarized distribution of surface antigens in 
cultured epithelial cells. Methods Cell Biol. 32:37-56. 
433. Rogalski, A.A., et S.J. Singer. 1989. Association of elements 
of the Golgi apparatus with microtubules. J. Cell Biol. 99:1092-1100. 
434. Rohrer, J., A. Schweizer, D. Russell, et S. Kornfeld. 
1996. The targeting of Lamp-1 to lysosomes is dependent on the spacing of its 
cytoplasmic tail tyrosine sorting motif relative to the membrane. J. Cell Biol. 
132:565-576. 
435. Roman, L.M., et H. Garoff. 1986. Alteration of the cytoplasmic 
domain of the membrane-spanning glycoprotein p62 of Semliki Forest virus 
does not affect its polar distribution in established lines of Madin-Darby canine 
kidney cells. J. Cell. Biol. 103:2607-2618. 
436. Rose, J.K., et R.W. Doms. 1988. Regulation of protein export 
from the endoplasmic reticulum. Annu. Rev. Cell Biol. 4:257-288. 
437. Rosen, C.A., J.G. Sodroski, W.C. Goh, A.I. Dayton, J. 
Lippke, et W.A. Haseltine. 1986. Post-transcriptional regulations 



189 

accounts for the trans-activation of the human T-lymphotropic virus type III. 
Nature. 319:555-559. 
438. Rosen, C.A., J.G. Sodroski, et W.A. Haseltine. 1985. The 
location of cis acting regulatory sequences in the T-cell lymphotropic virus 
type Dl (HTLV-111/LAV) long terminal repeat. Cell. 41:813-823. 
439. Rossen, J.W., C.P. Bekker, W.F. Voorhout, M.C. 
Horzinek, A. Van der Ende, G.J. Strous, et P.J. Rottier. 1995. 
Coronaviruses in polarized epithelial cells. Adv. Exp. Med. Biol. 380:135-
138. 
440. Rossen, J.W., G.J. Strous, M.C. Horzinek, et P.J. 
Rottier. 1997. Mouse hepatitis virus strain A59 is released from opposite 
sides of different epithelial cell types. J. Gen. Virol. 78:61-69. 
441. Roth, M.G., D. Gundersen, N. Patil, et E. Rodriguez-
Boulan. 1987. The large extemal domain is sufficient for the correct sorting 
of secreted or chimeric influenza virus hemagglutinins in polarized monkey 
kidney cells. J. Cell Biol. 104:769-782. 
442. Roth, M.G., R.V. Srinivas, et R.W. Compans. 1983. 
Basolateral maturation of retroviruses in polarized epithelial cells. J. Virol. 
45:1065-1073. 
443. Roth, M.G., et P.C. Sternweis. 1997. The role of lipid 
signaling in constitutive membrane traffic. Curr. Opin. Cell Biol. 9:519-526. 
444. Rothberg, K., J.E. Heuser, W.C. Donzell, Y.S. Ying, 
J.R. Glenney, et R.G.W. Anderson. 1992. Caveolin, a protein 
component of caveolae membrane coats. Cell. 68:673-682. 
445. Rothman, J.E. 1994. Mechanisms of intracellular protein transport. 
Nature. 372:55-63. 
446. Rothman, J.E., et L. Orci. 1992. Molecular dissection of the 
secretory pathway. Nature. 355:409-415. 
447. Rothman, J.E., et F.T. Wieland. 1996. Protein sorting by 
transport vesicules. Science. 272:227-234. 
448. Rowe, T., C. Dascher, S. Bannykh, H. Plutner, et W.E. 
Balch. 1998. Role of vesicule-associated syntaxin 5 in the assembly of pre-
Golgi intermediates. Science. 279:696-700. 
449. Rowell, J.F., P.E. Stanhope, et R.F. Siliciano. 1995. 
Endocytosis of endogenously synthesized HIV-1 envelope protein. 



190 

Mechanism and role in processing for association with class II MHC. J. 
Immunol. 155:473-488. 
450. Sabatini, D.D., D. Louvard, et M. Adesnik. 1993. 
Membranes. Curr. Opin. Cell Biol. 5:573-580. 
451. Salas, P.J.I., D. Misek, D.E. Vega-Salas, D. Gundersen, 
M. Cereijido, et E. Rodriguez-Boulan. 1986. Microtubules and actin 
filaments are not critically involved in the biogenesis of epithelial cell polarity. 
J. Cell Biol. 102:1853-1857. 
452. Sanderson, C.M., H.-H. Wu, et D.P. Nayak. 1993. Sendai 
virus M protein bliids independently to either the F or the HN glycoproteins in 
vivo. J. Virol. 68:69-76. 
453. Sandoval, I.V., J.S. Bonifacino, R.D. Klausner, M. 
Hendart, et J. Wehland. 1984. Role of microtubules in the organization 
and the localization of the Golgi apparatus. J. Cell Biol. 99:113s-118s. 
454. Sargiacomo, M., M. Lisanti, L. Graeve, A. Le Bivic, et E. 
Rodriguez-Boulan. 1989. Integral and peripheral protein composition of 
the apical and basolateral membrane domains in MDCK cells. J. Membr. Biol. 
107:277-286. 
455. Sauter, M.M., A. Pelchen-Matthews, R. Bron, M. Marsh, 
C.C. LaBranche, P.J. Vance, J. Romano, B.S. Haggarty, T.K. 
Hart, W.M.F. Lee, et J.A. Hoxie. 1996. An internalization signal in the 
simian immunodeficiency virus transmembrane protein cytoplasmic domain 
modulates expression of envelope glycoproteins on the cell surface. J. Cell 
Biol. 132:795-811. 
456. Schatz, G., et B. Dobberstein. 1996. Common principles of 
protein translocation across membranes. Science. 271:1519-1525. 
457. Scheiffele, P., J. Perânen, et K. Simons. 1995. N-glycans as 
apical sorting signals in epithelial cells. Nature. 378:96-98. 
458. Schekman, R., et L. Orci. 1996. Coat proteins and vesicle 
budding. Science. 271:1526-33. 
459. Schmaljohn, C.S. 1996. Bunyaviridae: the viruses and their 
replication, p. 1447-1471. In B. N. Fields, D. M. Knipe, P. M. Howley 
(ed.), Fields Virology, 3rd ed, vol. 1. Lippincott-Raven, Philadelphia, PA. 
460. Schmidt, M.F.G. 1989. Fatty acylation of proteins. Biochim. 
Biophys. Acta. 988:411-426. 



191 

461. Schnierle, B.S., J. Stitz, V. Bosch, F. Nocken, H. 
Merget-Millitzer, M. Engelstadter, R. Kurth, B. Groner, et K. 
Cichutek. 1997. Pseudotyping of murine leukemia virus with the envelope 
glycoproteins of 111V generates a retroviral vector with specificity of infection 
for CD4-expressing cells. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 94:8640-8645. 
462. Schnitzer, J.E., D.P. McIntosh, A.M. Dvorak, J. Liu, et 
P. Oh. 1995. Separation of caveolae from associated microdomains of GPI 
anchored proteins. Science. 269:1435-1439. 
463. Schnitzer, J.E., P. Oh, E. Pinney, et J. Allard. 1994. 
Filipin-sensitive caveolae-mediated transport in endothelium: reduced 
transcytosis, scavenger endocytosis, and capillary permeability of select 
macromolecules. J. Cell Biol. 127:1217-1232. 
464. Schu, P.V., K. Takegawa, M.J. Fry, J.H. Stack, M.D. 
Waterfield, et S.D. Emr. 1993. Phosphatidylinositol 3-kinase encoded by 
yeast VPS34 gene essential for protein sorting. Science. 260:88-91. 
465. Schultz, A.M., L.E. Henderson, et S. Oroszlan. 1988. Fatty 
acylation of proteins. Annu. Rev. Cell Biol. 4:611-647. 
466. Shiratori, T., S. Miyatake, H. Ohno, C. Nakaseko, J .5 . 
Bonifacino, et T. Saito. 1997. Tyrosine phosphorylation controls the 
internalization of CTLA4 by regulating its interaction with the clathrin-
associated complex AP-2. 1mmunity. 6:583-589. 
467. Shpetner, H., M. Joly, D. Hartley, et S. Corvera. 1996. 
Potential sites of PI-3 kinase function in the endocytic revealed by the PI-3 
kinase inhibitor, wortmannin. J. Cell Biol. 132:595-605. 
468. Siegal, F.P., C. Lopez, G.S. Hammer, A.E. Brown, S.J . 
Kornfeld, J. Gold, J. Hassett, S.Z. Hirschman, C. Cunningham-
Rundles, et B.R. Adelsberg. 1981. Severe acquired immunodeficiency 
in male homosexuals, manifested by chronic perianal ulcerative herpes simplex 
lesions. N. Engl. J. Med. 305:1439-1444. 
469. Simons, K. 1987. Membrane traffic in an epithelial cell line derived 
from the do g kidney. Kidney Int. 32:S201-S207. 
470. Simons, K., et S.D. Fuller. 1985. Cell surface polarity in 
epithelia. Ann. Rev. Cell. Biol. 1:243-288. 
471. Simons, K., et E. Ikonen. 1997. Functional rafts in cell 
membranes. Nature. 387:569-572. 



192 

472. Simons, K., et G. van Meer. 1988. Lipid sorting in epithelial 
cells. Biochem. 27:6196-6202. 
473. Simons, K., et A. Wandinger-Ness. 1990. Polarized sorting in 
epithelia. Cell. 62:207-210. 
474. Simpson, F., A.A. Peden, L. Christopoulou, et M.S . 
Robinson. 1997. Characterization of the adaptor-related protein complex, 
AP-3. J. Cell Biol. 137:835-845. 
475. Singer, S.J. 1990. The structure and insertion of integral proteins in 
membranes. Annu. Rev. Cell Biol. 6:247-296. 
476. Sodroski, J., W.C. Goh, C. Rosen, A. Dayton, E. 
Terwilliger, et W.A. Haseltine. 1986. A second posttranscriptional 
transactivator gene is required for HTLV-III replication. Nature. 321:412-
417. 
477. Sodroski, J., R. Patarca, C. Rosen, et W.A. Haseltine. 
1985. Location of the trans-acting region on the genome of human T-cell 
lymphotropic virus type III. Science. 229:74-77. 
478. Soneoka, Y., S.M. Kingsman, et A.J. Kingsman. 1997. 
Mutagenesis analysis of the mutine leukemia virus matrix protein: 
identification of regions important for membrane localization and intracellular 
transport. J. Virol. 71:5549-5559. 
479. Spector, D.H., E. Wade, D.A. Wright, V. Koval, C. 
Clark, D. Jaquish, et S.A. Spector. 1990. Human immunodeficiency 
virus pseudotypes with expanded cellular and species tropism. J. Virol. 
64:2298-2308. 
480. Spies, C.P., et R.W. Compans. 1994. Effects of cytoplasmic 
domain length on cell surface expression and syncytium-forming capacity of 
the simian immunodeficiency virus envelope glycoprotein. Virology. 203:8-
19. 
481. Spiro, D.J., W. Boll, T. Kirchhausen, et M. 
Wesslingresnick. 1996. Wotmarmin allers the transferrin receptor 
endocytic pathway in vivo and in vitro. Mol. Biol. Cell. 7:355-367. 
482. Srinivas, R.V., N. Balachandran, F.V. Alonso-Caplan, et 
R.W. Compans. 1986. Expression of herpes-simplex virus glycoproteins 
in polarized epithelial cells. J. Virol. 58:689-693. 
483. St Johnston, D., W. Driever, T. Berleth, S. Richstein, et 
C. Nusslein-Volhard. 1989. Multiple steps in the localization of bicoid 



193 

RNA to the anterior pole of the Drosophila oocyte. Development-Suppl. 
107:13-19. 
484. St Johnston, D., et C. Nusslein-Volhard. 1992. The oriel of 
pattern and polarity in the Drosophila embryo. Cell. 68:201-219. 
485. Stack, J.H., P.K. Herman, P.V. Schu, et S.D. Emr. 1993. 
A membrane associated complex containing the Vps15 protein kinase and the 
Vps34 PI 3-kinase is essential for protein sorting to the yeast lysosome-like 
vacuole. EMBO J. 12:2195-2204. 
486. Stephens, E.B., et R.W. Compans. 1988. Assembly of animal 
viruses at cellular membranes. Ann. Rev. Microbiol. 42:489-516. 
487. Stephens, E.B., et R.W. Compans. 1986. Nonpolarized 
expression of a secreted mutine leukemia virus glycoprotein in polarized 
epithelial cells. Cell. 47:1053-1059. 
488. Stevenson, M., et H.E. Gendelman. 1994. Cellular and viral 
determinants that regulate HIV-1 infection in macrophages. J. Leuk. Biol. 
56:278-288. 
489. Stewart, G.J., J.P. Tyler, A.L. Cunningham, J.A. Barr, 
G.L. Driscoll, J. Gold, et B.J. Lamont. 1985. Transmission of 
human T-cell lymphotropic virus type Ill by artificial insemination by donor. 
Lancet. ii:581-585. 
490. Stowers, L., D. Yelon, L.J. Berg, et J. Chant. 1995. 
Regulation of the polarization of T-cells toward antigen-presenting cens by 
Ras-related GTPase CDC42. Proc. Nati. Acad. Sci. USA. 92:5027-5031. 
491. Sturman, L., et K.V. Holmes. 1985. The novel glycoproteins of 
coronaviruses. Trends Biochem. Sci. 10:17-20. 
492. Subbramanian, R.A., et E.A. Cohen. 1994. Molecular biology 
of the human immunodeficiency virus accessory proteins. J. Virol. 68:6831-
6835. 
493. Sugamura, K., et Y. Hinuma. 1993. Human retroviruses: 
HTLV-I and HTLV-TE, p. 399-435. In J. A. Levy (ed.), The Retroviridae, 
vol. 2. Plenum Press, New York, NY. 
494. Suomalainen, M., et H. Garoff. 1994. Incorporation of 
homologous and heterologous proteins into the envelope of Moloney murine 
leukemia virus. J. Virol. 68:4879-4889. 



194 

495. Suomalainen, M., K. Hultenby, et H. Garoff. 1996. 
Targeting of Moloney murine leukemia virus gag precursor to the site of virus 
budding. J. Cell Biol. 135:1841-1852. 
496. Swift, A.M., et C.E. Machamer. 1991. A Golgi retention signal 
in a membrane-spanning domain of coronavirus El protein. J. Cell Biol. 
115:19-30. 
497. Sztul, E., M. Colombo, P. Stahl, et R. Samanta. 1993. 
Control of protein traffic between distinct plasma membrane domains. 
Requirement for a novel 108,000 protein in the fusion of transcytotic vesicules 
with the apical plasma membrane. J. Biol. Chem. 268:1876-1885. 
498. Tan, X., R. Pearce-Pratt, et D.M. Phillips. 1993. Productive 
infection of a cervical epithelial cell line with human immunodeficiency virus: 
implications for sexual transmission. J. Virol. 67:6447-6452. 
499. Tashiro, M., I. James, S. Karri, K. Wahn, K. Tobita, 
H.D. Klenk, R. Rott, et J.T. Seto. 1991. Pneumotropic revenants 
derived from a pantropic mutant, F1-R, of Sendai virus. Virology. 184:227-
234. 
500. Tashiro, M., N.L. McQueen, J.T. Seto, H.D. Klenk, et R. 
Rott. 1996. Involvement of the mutated M protein in altered budding polarity 
of a pantropic mutant, F1-R, of Sendai virus. J. Virol. 70:5990-5997. 
501. Tashiro, M., E. Pritzer, M.A. Khoshnan, M. Yamakawa, 
K. Kuroda, H.D. Klenk, R. Rott, et J.T. Seto. 1988. 
Characterization of a pantropic variant of Sendai virus derived from a host 
range mutant. Virology. 165:577-583. 
502. Tashiro, M., J.T. Seto, S. Choosakul, M. Yamakawa, 
H.D. Klenk, et R. Rott. 1992. Budding site of Sendai virus in polarized 
epithelial cells is one of the determinants for tropism and pathogenicity in 
mice. Virology. 187:413-422. 
503. Tashiro, M., J.T. Seto, H.D. Klenk, et R. Rott. 1993. 
Possible involvement of microtubule disruption in bipolar budding of a Sendai 
virus mutant, F1-R, in epithelial MDCK cells. J. Virol. 67:5902-5910. 
504. Tashiro, M., M. Yamakawa, K. Tobita, H.D. Klenk, R. 
Rott, et J.T. Seto. 1990. Organ tropism of Sendai virus in mice: 
proteolytic activation of the fusion glycoprotein in mouse organs and budding 
site at the bronchial epithelium. J. Virol. 64:3627-3634. 



195 

505. Tashiro, M., M. Yamakawa, K. Tobita, H.D. Klenk, J.T. 
Seto, et R. Rott. 1992. Significance of basolateral domain of polarized 
MDCK cells for Sendai virus-induced cell fusion. Arch. Virol. 125:129-139. 
506. Tashiro, M., M. Yamakawa, K. Tobita, J.T. Seto, H.D. 
Klenk, et R. Rott. 1990. Altered budding site of a pantropic mutant of 
Sendai virus, F1-R, in polarized epithelial cells. J. Virol. 64:4672-4677. 
507. Taylor, T.C., R.A. Kahn, et P. Melancon. 1992. Two distinct 
members of the ADP-ribosylation factor family of GTP-binding proteins 
regulate cell-free intra-Golgi transport. Cell. 70:69-79. 
508. Thali, M., A. Bukovsky, E. Kondo, B. Rosenwirth, C.T. 
Walsh, J. Sodroski, et H.G. Gottlinger. 1994. Functional association 
of cyclophilin A with HIV-1 virions. Nature. 372:363-365. 
509. Thomas, A., K.D. Gray, et M.J. Roth. 1997. Analysis of 
mutations within the cytoplasmic domain of the Moloney murine leukemia 
virus transmembrane protein. Virology. 227:305-313. 
510. Thomas, D.C., C.B. Brewer, et M.G. Roth. 1993. Vesicular 
stomatitis virus glycoprotein contains a dominant cytoplasmic basolateral 
sorting signal critically dependent upon a tyrosine. J. Biol. Chem. 268:3313-
3320. 
511. Thomas, D.C., et M.G. Roth. 1994. The basolateral targeting 
signal in the cytoplasmic domain of glycoprotein G from vesicular stomatitis 
virus resembles a variety of intracellular targeting motifs related by primary 
sequence by having diverse targeting activities. J. Biol. Chem. 269:15732-
15739. 
512. Thompson, T.E., et T.W. Tillack. 1985. Organization of 
glycosphingolipids in bilayers in plasma membranes of mammalian cells. 
Annu. Rev. Biophys. Biophys. Chem. 14:361-386. 
513. Thornton, J.M. 1992. Proteins structures: the end point of the 
folding pathway, p. 59-81. In T. E. Creighton (ed.), Protein folding. 
Freeman, New York, NY. 
514. Tooze, J., et S.A. Tooze. 1985. Infection of AtT20 murine 
pituitary tumour cens by mouse hepatitis virus strain A59: virus budding is 
restricted to the Golgi region. Eur. J. Cell Biol. 37:203-212. 
515. Trkola, A., T. Dragic, J. Arthos, J.M. Binley, W.C. 
Olson, G.P. Allaway, C. Chengmayer, J. Robinson, P.J. 



196 

Maddon, et J.P. Moore. 1996. CD4-independent, antibody-sensitive 
interactions between HIV-1 and its co-receptor CCR5. Nature. 384:184-187. 
516. Trono, D. 1995. HIV accessory proteins: leading roles for the 
supporting cast. Cell. 82:189-192. 
517. Trona, D., M.B. Feinberg, et D. Baltimore. 1989. HIV-1 gag 
mutants can dominantly interfere with the replication of the wild-type virus. 
Cell. 59:113-120. 
518. Trowbridge, I.S., J.F. Collawn, et C.R. Hopkins. 1993. 
Signal dependent membrane protein trafficking in the endocytic pathway. 
Annu. Rev. Cell Biol. 9:129-161. 
519. Tucker, S.P., et R.W. Compans. 1993. Virus infection of 
polarized epithelial cells. Adv. Virus Res. 42:187-247. 
520. Tucker, S.P., C.L. Thornton, E. Wimmer, et R.W. 
Compans. 1993. Vectorial release of poliovirus from polarized human 
intestinal epithelial cells. J. Virol. 67:4274-4282. 
521. Uchiyama, T., J. Yodoi, K. Sagawa, K. Takatsuki, et H. 
Uchino. 1977. Adult T-cell leukemia: clinical and hematologic features of 16 
cases. Blood. 50:481-492. 
522. Udenfriend, S., et K. Kodukula. 1995. How glycosyl 
phosphatidylinositol anchored membrane proteins are made. Annu. Rev. 
Biochem. 64:563-591. 
523. Ullrich, R., M. Zeitz, W. Heise, M. L'Age, G. Hoffken, 
et E.O. Riecken. 1989. Small intestinal structure and function in patients 
infected with human immunodeficiency virus: evidence for HIV-induced 
enteropathy. Ann. Intern. Med. 111:15-21. 
524. Vachon, P.H., et J.F. Beaulieu. 1992. Transient mosaic 
patterns of morphological and functional differentiation in the Caco-2 cell line. 
Gastroenterology. 103:414-423. 
525. Valerius, N.H., O. Stendhal, J.H. Hartwig, et T.P. 
Stossel. 1981. Distribution of actin-binding protein and myosin in 
polymorphonuclear leukocytes during locomotion and phagocytosis. Cell. 
24:195-202. 
526. Vallee, R.B., et M.P. Sheetz. 1996. Targeting of motor 
proteins. Science. 271:1539-1544. 
527. van Meer, G. 1989. Lipid traffic in animal cells. Annu. Rev. Cell 
Biol. 5:247-275. 



197 

528. van Meer, G. 1989. Polarity and polarized transport of membrane 
lipids in a cultured epithelium, p. 43-69. In K. Matlin, J. Valentich (ed.), 
Functional epithelial cells in culture. Alan R. Liss, New York. 
529. van Meer, G. 1993. Transport and sorting of membrane lipids. 
CUIT. Opin. Cell Biol. 5:661-673. 
530. Van Meer, G., B. Gumbiner, et K. Simons. 1986. The tight 
junction does not allow lipid molecules to diffuse from one epithelial cell to the 
next. Nature. 322:639-641. 
531. van Zeijl, M.J.A.H., et K.S. Matlin. 1990. Microtubule 
perturbation inhibits intracellular transport of an apical membrane glycoprotein 
in a substrate-dependent manner in polarized Madin-Darby canine kidney 
epithelial cells. Cell Regul. 1:921-936. 
532. Varmus, H. 1987. Reverse transcription. Sci. Am. 257:56-64. 
533. Veronese, F.D., T.D. Copeland, S. Oroszlan, R.C. Gallo, 
et M.G. Sarngadharan. 1988. Biochemical and immunological analysis of 
human immunodeficiency virus gag gene products p17 and p24. J. Virol. 
62:795-801. 
534. Volinia, S., R. Dhand, B. Vanhaesebroeck, L.K. 
MacDougall, R. Stein, M.J. Zvelebil, J. Domin, C. Panaretou, et 
M.D. Waterfield. 1995. A human phosphatidylinositol 3-kinase complex 
related to the yeast Vps34p-Vps15p protein sorting system. EMBO J 
14:3339-3348. 
535. von Heijne, G. 1990. The signal peptide. J. Membr. Biol. 
115:195-201. 
536. von Heijne, G., et Y. Gavel. 1988. Topogenic signals in integral 
membrane proteins. Eur. J. Biochem. 174:671-678. 
537. von Schwedler, U., R.S. Kornbluth, et D. Trono. 1994. 
The nuclear localization signal of the matrix protein of human 
immunodeficiency virus type 1 allows the establishment of infection in 
macrophages and quiescent T lymphocytes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 
91:6992-6996. 
538. Voorhees, F., E. Deignan, E. van Donselaar, J. 
Humphrey, M.S. Marks, P.J. Peters, et J.S. Bonifacino. 1995. 
An acidic sequence within the cytoplasmic domain of furin functions as a 
determinant of TGN localization and intemalization from the cell surface. 
EMBO J. 14:4961-4975. 



198 

539. Wagner, R.R., et J.K. Rose. 1996. Rhabdoviridae: the viruses 
and their replication, p. 1121-1135. In B. N. Fields, D. M. Knipe, P. M. 
Howley (ed.), Fields Virology, 3rd ed, vol. 1. Lippincott-Raven, 
Philadelphia, PA. 
540. Weber, E., G. Berta, A. Tousson, P. St John, M.W. 
Green, U. Gopalokrishnan, T. Jilling, E.J. Sorscher, T.S. 
Elton, D.R. Abrahamson, et K.L. Kirk. 1994. Expression and 
polarized targeting of a rab3 isoform in epithelial cells. J. Cell Biol. 125:583-
594. 
541. Wei, X., S.K. Ghosh, M.E. Taylor, V.A. Johnson, E.A. 
Emini, P. Deutsch, J.D. Lifson, S. Bonhoeffer, M.A. Nowak, 
B.H. Hahn, M.S. Saag, et G.M. Shaw. 1995. Viral dynamics in 
human immunodeficiency virus type-1 infection. Nature. 373:117-122. 
542. Weimbs, T., S.H. Low, S.J. Chapin, et K.E. Mostov. 
1997. Apical targeting in polarized epithelial cens: there's more afloat than 
rafts. Trends Cell Biol. 7:393-399. 
543. Weissenhorn, W., A. Dessen, S.C. Harrison, J.J. Skehel, 
et D.C. Wiley. 1997. Atomic structure of the ectodomain from HIV-1 
gp41. Nature. 387:426-430. 
544. Welker, R., H. Kottler, H.R. Kalbitzer, et H.G. 
Krausslich. 1996. Human immunodeficiency virus type-1 Nef protein is 
incorporated into virus particles and specifically cleaved by the viral 
proteinase. Virology. 219:228-236. 
545. Wick, M.J., J.L. Madara, B.N. Fields, et S.J. Normark. 
1991. Molecular cross talk between epithelial cens and pathogenic 
microorganisms. Cell. 67:651-659. 
546. Willey, R.L., J.S. Bonifacino, B.J. Potts, M.A. Martin, 
et R.D. Klausner. 1988. Biosynthesis, cleavage, and degradation of the 
human immunodeficiency virus type 1 envelope glycoprotein gp160. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA. 85:9580-9584. 
547. Willey, R.L., F. Maldarelli, M.A. Martin, et K. Strebel. 
1992. Human immunodeficiency virus type-1 Vpu protein regulates the 
formation of intracellular gp160-CD4 complexes. J. Virol. 66:226-234. 
548. Willey, R.L., M. Maldarelli, M.A. Martin, et K. Strebel. 
1992. Human immunodeficiency virus type-1 Vpu protein induces rapid 
degradation of CD4. J. Virol. 66:7193-7200. 



199 

549. Willey, R.L., et M.A. Martin. 1993. Association of human 
immunodeficiency virus type-1 glycoproteins with particles depends on 
interactions between the third variable and conserved regions of gp120. J. 
Virol. 67:3639-3643. 
550. Wu, L.J., N.P. Gerard, R. Wyatt, H. Choe, C. Parolin, 
N. Ruffing, A. Borsetti, A.A. Cardoso, E. Desjardin, W. 
Newman, C. Gerard, et J. Sodroski. 1996. CD4-induced interaction of 
primary HIV-1 gp120 glycoproteins with the chemokine receptor CCR5. 
Nature. 384:179-183. 
551. Wychowski, C., D. Benichou, et M. Girard. 1986. A domain 
of SV40 capsid polypeptide VP1 that specifies migration into the cell nucleus. 
EMBO J. 5:2569-2576. 
552. Yang, C., C.P. Spies, et R.W. Compans. 1995. The human 
and simian immunodeficiency virus envelope glycoprotein transmembrane 
subunits are palmitoylated. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 92:9871-9875. 
553. Yisraeli, J.K., et D.A. Melton. 1988. The maternai mRNA Vgl 
is con-ectly localized following injection into Xenopus oocytes. Nature. 
336:592-595. 
554. Yisraeli, J.K., S. Sokol, et D.A. Melton. 1990. A two-step 
model for the localization of maternai mRNA in Xenopus oocytes: 
involvement of microtubules and microfilaments in the translocation and 
anchoring of Vg 1 mRNA. Development. 108:289-298. 
555. Yu, X., Q.C. Yu, T.H. Lee, et M. Essex. 1992. The C-
terminus of human immunodeficiency virus type 1 matrix protein is involved 
in early steps of the virus life cycle. J. Virol. 66:5667-5670. 
556. Yu, X., X. Yuan, M.F. McLane, T.H. Lee, et M. Essex. 
1993. Mutations in the cytoplasmic domain of human immunodeficiency virus 
type 1 transmembrane protein impair the incorporation of Env proteins into 
mature virions. J. Virol. 67:213-221. 
557. Yu, X.F., X. Yuan, Z. Matsuda, T.H. Lee, et M. Essex. 
1992. The matrix protein of human immunodeficiency virus type-1 is required 
for incorporation of viral envelope glycoprotein into mature virions. J. Virol. 
66:4966-4971. 
558. Yuan, X., X. Yu, T.H. Lee, et M. Essex. 1993. Mutations in 
the N-terminal region of human immunodeficiency virus type 1 matrix protein 
block intracellular transport of the gag precursor. J. Virol. 67:6387-6394. 



200 

559. Zahraoui, A., G. Joberty, M. Arpin, J.J. Fontaine, R. 
Hellio, A. Tavitian, et D. Louvard. 1994. A small rab GTPase is 
distributed in cytoplasmic vesicles in non polarized cells but colocalizes with 
the tight junction marker ZO-1 in polarized epithelial cells. J. Cell Biol. 
124:101-115. 
560. Zerial, M., et H. Stenmark. 1993. Rab GTPases in vesicular 
transport. Curr. Opin. Cell Biol. 5:613-620. 
561. Zhang, J.Z., B.A. Davletov, T.C. Sudhof, et R.G.W. 
Anderson. 1994. Synaptotagmin I is a high affinity receptor for clatlu-in AP-
2 - implications for membrane recycling. Cell. 78:751-760. 
562. Zhang, X., A.B. Jefferson, V. Auethavekiat, et P.W. 
Majerus. 1995. The protein deficient in Lowe syndrome is a 
phosphatidylinosito1-4,5 biphosphate 5-phosphatase. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 92:4853-4856. 
563. Zhao, H., et H. Garoff. 1992. Role of cell surface spikes in 
alphavirus budding. J. Virol. 66:7089-7095. 
564. Zhou, W., L.J. Parent, J.W. Wills, et M.D. Resh. 1994. 
Identification of a membrane-binding domain within the amino-terminal region 
of human immunodeficiency virus type-1 gag protein which interacts with 
acidic phospholipids. J. Virol. 68:2556-2569. 
565. Zingler, K., et D.R. Littman. 1993. Truncation of the 
cytoplasmic domain of the simian immunodeficiency virus envelope 
glycoprotein increases env incorporation into particles and fusogenicity and 
infectivity. J. Virol. 67:2824-2831. 
566. Zurzolo, C., A. Le Bivic, A. Quaroni, L. Nitsch, et E. 
Rodriguez-Boulan. 1992. Modulation of transcytotic and direct targeting 
pathways in a polarized thyroid cell line. EMBO J. 11:2337-2344. 
567. Zurzolo, C., M.P. Lisanti, I.W. Caras, L. Nitsch, et E. 
Rodriguez-Boulan. 1993. Glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins 
are preferentially targeted to the basolateral surface in Fischer rat thyroid 
epithelial cells. J. Cell Biol. 121:1031-1039. 
568. Zurzolo, C., W. Van't Hof, G. van Meer, et E. 
Rodriguez-Boulan. 1994. Caveolin/VPI21 and glycospingolipid clusters in 
the sorting of glycosylphosphatidyl inositol-anchored protein in epithelial 
cells. EMBO J. 13:42-53. 



CHAPITRE 8: 
[ANNEXE 1] 

ARTICLE DE MAITRISE 

201 



11)LIZNAI. (1Ir VIR01.(0.1. ALIU. 15q4. p. 4857-486I 
	

Vol. 68. Nu. 
0022-538N.94, 504.ito • 11 
Copyright 	1994, American Society l'or Nlicrobiology 

The Intracytoplasmic Domain of gp41 Mediates Polarized 
Budding of Human Immunodeficiency Virus Type 1 

in MDCK Cells 
ROBERT LODGE„ I• 2  HEINRICH GGITTLINGER,3  DANA GABUZDA.3  ÉRIC A. COHEN.' 

AND GUY LEMAY 1.2* 
Département de Microbiologie et Inunutmlogie l  and Groupe dL Recheche tn Transport Menbranaire.2  Université de 
Montréal, Montréett, Québec, Canada H3C 3J7, and Division of H111)1(111 Rell'OVirOlOgy, Dain! Farber Cancer Institute, 

&UMM. Massachusetts 021153  

Received 14 February 1994/Accepted ó April 1994 

Human immunodeficiency virus type I (H1V-I) has been shown tu exhibit a speci fic basolateral release in 
polarized epithelial relis. Previous.  investigators have used vaccinia virus recombinants expressing H1V 
proteins tu demonstrate that virus release is nunpolarized in the absence d viral envelope glycupruteins. Iii this 
study, we developed a transient expression system which allows the use of Nladin-Darhy Canine kidney 
polarized epithelial cells clirectly grown un semipermeable membranes. "Ibis prucedure alltmed us tu 
investigate polarized H1V viral budding folluwing introduction of proviral DNA constructs. Expression denr 
gene products in trans demonstrated the ability to polarize eur-negative viruses in a dose-dependent manner. 
The targeting signal for polarized virus release was shown to be present in the envelope gp41 transmembrane 
protein and ztbsent from the gp120 portion (dom At least part of this signal is within the gp41 intracytoplasmie 
dornain. Mutants of the plr"e matrix protein were shown to be nonpolarized only when unable to Internet with 
the envelope glycoproteins. Together, these data are consistent with a model of polarized virus budding in 
which capsid proteins, lacking a targeting signal, are targeted for specific basolateral release via an interaction 
of pI7 with the envelupe glycuprotein containing the polarization signal in its intracytoplasmic domain. 

Contact hetween epithclizil cells induces the formation cz 
tight jonctions subtils. iding the membrane surface int() two 
domains. The apical domain faces the lumen of the organ 
( kidney or intestine). uhereas the h:isolaient] sicle of the cell is 
in contact with the blood circulation (9. 26). 1n polarized 
epithelial cells, such as Nladin-Darbv canine kidney ( DCK 

mumbrane-assoa cited proteins' art: speeilically sorted to 
one or the other plasma membrane domain. This targeting of 
membrane proteins leads to a nonhomoneneous or polarized 
distribution of surface proteins and allows each domain tu 
des elop a specific structure and fonction (2. 1(J, 18, 30). 

The budding of enveloped viruses in epithelial cells is 
polarizecl, with different viruses maturing through specific Cell 
surfaces (25, 36). ln most cases_ the polarized maturation and 
hudding of enveloped viruses is dependent on the site of 
transport of their viral envelope elycoproteins. The glycopro-
teins are targeted to thuir specific membrane in the absence of 
all other viral proteins, sugeesting that they may harbor the 
sole signal necessury for polarized viral maturation. The tar- 
gcting 	for polarized sorting are probahly similar in 
cellular and viral prou:dits. but no genend consensus sequence 
or structure for apical or basolateral sorting has yet heen 
conclusively identilied (2. 10, 18, 30). 

Human immunodelleiency virus type 1 (HIV-I ) has been 
shown to exhibit u specific basolateral release in polarized 
epithelial cells (22. 23). similar to the maturation of other 
retroviruses in polarized cells (13, 27). Retrovirus envelope 

• Corresponding tatillon Nlailing address: Département de Micro-
biologie et Immunologie. LInixersité de .loniréul. P.O. Box 6128. 
Station A. N1ontréal, Québec. Canada H3C 3.17. Phone: (514) 343-
2422. Fax: (514) 343-5701. Electronic mail address: lemayg@ ERE-
.UMontreal.CA.  

glycoproteins are not required for the formation and release of 
mature virions v.ith a lipid envelope (7. 28. 29. 31). However. 
the viruses which are producecl in the absence of envelope 
elycoproteins are noninfectious. Interestingly. it has been 
reported that such envelope-neeat ive viruses are released in a 
nonpolarized fashion (231. The sv,, gene products ;done are 
thus apparently devoid of targeting signais, and requirc associ-
ation with the envelope glycopnneins for their polarized 
transport. 

The em clope elycoprote in> of 111V-I are processed and 
transported to the cell surface by the same mechanism as °cher 
membrane glycoproteins. The api 61?«"' precursor polypeptide 
matures into two functional suhunits throueh cleavaee by the 
cellular protease furin (8). The epl2O extracellular suhunit is 
involved in recognition of the cellular receptor CD4. The ep41 
transmembrane subunit inter:lets nonuovztlently with ep120 to 
rendit it at the membrane surface and is iroolved in membrane 
fusion (14). 

\N'e developed a transient expression system which allows 
the use of polztrized cpithclial N1DCK eells directly grown on 
semipermcable membranes to in‘Ctiti2atC HIV-1 polarized 
budding following introduction of pros irai DNA constructs. 
Virus particle production was detected by using a sensitive 

protein assay on virion pellets from the medium bathine 
either membrane domain, 	expression of Env glycoproteins 
in traits was shown to polarize the budding of em.-negative 
viruses to the basolateral domain. To define the targeting 
domain in the viral envelope elycoproteins, we studied the 
effects of mutations in these proteins on the sorting of budding 
virions. These experiments also identified a region in the 
carboxyl terminus of the zp41 intracytoplasmic domain which 
is required for polarized viral budding. 
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MATERIALS AND NIETI [GUS 

Plasmid construets. The l INBF1111 (34) proviral construct 
which contains a stop codon at the initiation site of the enr genc 
and a frameshift at the Kpol site (nucleotide position 5934: + I is 
the transcription initiation site) in ein hais been previously de-
scribed (37). This envelope-neuative construct is referred to 
ATG— in this studv. The Set/I-Bunt HI ( HXBc2 nucleotide posi-
tions 5331 to 8017).  fragment of a un truncated HXBc2 plasmid 
vehich contains a stop codon at the end of the gp120 sequence of 
cm was subcloned into the envelope expres.sor pSVIIIenv (6) to 
crcate a gpI20 expression plasmid. The plasmid encoding gp41 
(BRU-derived pTRenv [24]) contains a deletion in most of gp120 
but retains the signal peptide required for translocation to the 
endoplasmic reticulum, allowing correct export to the MI surface 
(gift of Lautaro Perez. University of Minnesota). Plasmid pEnv83. 
encoding glycoproteins retainecl in the endoplasmic reticulum as 
a result of a glutamic acid-to-arginine substitution at amino acid 
position 83, was providcd by Joseph Sodroski and Udy Olshcvsky 
(Dana Farhcr Cancer Institute, Boston, Mass.). Other constructs 
expressing truncated forms of the glycoproteins have been de-
scribecl elsewhere (6). Provintl plasmids cxpressing mutant forms 
of the matrix p17  protein have becn also described elscwhere (4). 

Cell culture. MDCK cells wcre seeded at ID" cells per 
24.5-mm-diameter chamber and grown for 2 to 3 davs on 
semipermeable U.45-µm-pore-diameter membranes (éostar 
no. 3425) and maintained in Dulbecco modilied Eagle medium 
supplemented with Sri feta' cuir serum and l i antibiotics 
(penicillin and streptomycin) at 37'C ululer a 5'1'; CO. 
sphere. MDCK cens were used at a passage lower than 100. 
and the polarization of the cell rnonolayer was tested bv 
monitoring development of electrical resistance between uppe-r 
and lower chambers. Resistance across the monolayer was 
constantly above 5511 ohms cm2  at the time of DNA introduc-
tion (Millicell-ERS resistance system: Nlilliporc). 

Lipofection and transient expression. Cells were washed 
with phosphate-buffered saline. and the lower chamber was 
tillecl with Opti-MEM (GibcolBRL). supplemented with lerc 
antibiotics. A total of 5 p.g of DNA was mixcd thoroughly with 
750 µI of Opti-NIEN1, while 30 µI of Lipofectin (Gibco/BRL) 
was mixed into 750 p.l of Opti-ME1s1 in a separate tube. 
Diluted DNA and Lipofectin were then combined and mixed 
well prior to pouring into the upper chamber over the cell 
monolayer. Cens ut.7re then incubait:d as tlescribed ahove. 
Medium WZ1N remu‘ed 24 h after liporection. and the cells \vert: 
maintainecl in Dulbecco modified Eaule medium supple-
mented with scrum and antibiotics. 

Virus quantitation. Media in the upper and lower chambe rs 
were harvest id 48 h ailier 141okt:tipi). cellular dehris o.ere 
removed by filterinu through a 0.45-µm-pore-diameter tilter 
(Nlillipore). and theshilt rate was ultracentrifuged at 30.000 rpm 
in a Beekman Ti 50.4 rotor for 1.5 h at 4:C. 'Me virus pellet was 
resuspencled in 200 µI of Dulbecco moditicd Eagle medium 
and p24 antigen was detected bv using an enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) H 	kit (Abbott Labora- 
tories) according to the manufacturers instructions. The p24 
concentrations (picograms per milliliter) were thcn converted 
to total picograms of p24 released through each sicle of the 
membrane. 

RESULTS 
Optimization of the transient expression system in MDCK 

cells. Prcliminary experiments %vue performed to establish a 
simple transient expression system that %Nuuk' allow rapid analysis 
of polarized viral budding upon introduction of provin!' DNA 
constructs. Thc use of Lipiffectin proved to be slightly more  

efficient than other transfeciion procedures (DEAE-dextran. 
calcium phosphate precipitation) u )ien DNA was introduced into 
MDCK cells grown to conlluency on sernipermeable membranes. 
The lipotection method w as thus used for subscquent studies 
since this method ars!) appettred to be less disruptive to the 
integritv of the cell monolaver. The p24 ELISA assay Wati 
sufficiently sensitive to measizre virus in the pellet obtained 
following ultracentrifugation of media hathing the transfected 
cells 48 h fter introduction of plasmids. 

Effect of gpI60 on viral budding. The rote of the viral 
envelopc protein gp160 in targeting of viral budding was 
examined by using this transient expression system in MDCK 
cells. A plasmid containing complete provint' DNA (ATG+) 
or a proviral mutant defective in ;.,1316ilsynthesis (ATG—) was 
transfected into MDCK cell monolayers. and the release of p24 
in the medium bathing either the apical or basolateral domain 
was measured. The amounts of p24 were similar in the apical 
and basolateral Chamber sicles when the cells expressed env-
negative viruscs. In contrast. the moulu of p24 detected in the 
basolateral medium of cens expressinu wild-type viruses was 
more than 95(.' of the total milouin of p24 dctected (Fig. IA). 
We then examined whether this polarization phenotype could 
be achieved hy providing the gp160 protcin in trans. Cotrans-
feu it ut or inereasing annotons of an expression veetor encoding 
gp160 with the cur-negative pros iral construct restored polar-
ization of viral bucidinu (Fig. 113). As relative amounts of 
introduced envelope ex-pressor decrefised_ apical release of 
virions increased until reaching close to 50r;- of total virus 
release. These data intlicale 	 polarived building ni 
CM' ,gtig ratios approaching 1:1110. h ‘s as thus clearly established 
that up160 is responsible for targeted 1-11V-I budding to the 
basoliiteral surface of MDCK cells ‘‘ hen expressed in cis or in 
mois. This elfect was observed cseai when the molar ratio 
between eut. and gag waN intich limer than expected for 
wild-type virus. 

Identification of the en). moiety harboring the basolateral 
targeting signal. The uyins-complementine assav was further 
used to localize the signal in gp160 responsible fo-  r basolateral 
transport of virions. Thc enr-negative proviral construct was 
cotransfected with either a pl 20 or gp41 expression vector. 
When the plasmid expressin;i only the up120 portion of gp160 
was used. the ratio of apical to basola-teral virus release was 
similar Io that observeil ss it h the cm•-negative provirus :donc 
(Fig. 2). Converse!). expression or gp-II sas Mal:il:Ill il) 
restore normal polarized budding of virio(1s. Sonie recent data 
(15) indicate that. in contrast with earlier claims (24). the up41 
construct might not give risc to atithentic up41 but rather niiuht 
ghe rise tu uncleax'ed prixtirsor retaining a small part (abiiut 
1/1(1) of gp120. However. silice complete gp120 is not suffit:lent 
for pularization of virus release. it is most likelv that the 
polarization signal responsible for basolateral target-inu resides 
in gp4l. The total amount of p24 released 	grearer when 
the gp1211 expressor was introduced than when the up41 
expressor was introcluced (Fig. 2). This observation is also 
consistent with previous data (Fig. 1) showinu an apparent 
increase in total virus release in the absence of polarization. 
The exact reason for this phenomcnon was not further inves-
tigated. 

Similar experiments \ver,: purformed with a plasmid encod-
ing a mutant HI V-1 Env protein whieh is retained in the 
endoplasmic reticulum to gain further insight into intracellular 
events involved in polarized basolateral transport mediated by 
viral glycoproteins. Expression of this mutant HIV-1 envelope 
protein (Env83) did not result in polarized virus budding, 
suggesting that the intracellular expression of envelope per se 
iS not sufficient for polarization. 
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FIG. I. Elfeet of gpI60 on polarized virus release. (A) Provint' 
DNAs 	lig) expressing (ATG-)-) or laeking (ATG-) the envelope 
elycoproteins were transfected into NIDCK culls. Apical and basolat-
eral supernatants were harvested 48 h after lipofection, and virus 
release mas detected hy p24 ELISA as descrihed in Materials and 
Nlethods. (14 A provint' construct lacking Env glycoproteins was 
ci nansfeeted with a gp Ife usre,:ssitin plasmid. and viral release was 
deteeted as deNeribed for panel A. Increasing molar Tatius of the ent• 
expressor plasmid relative to the amount of proviral DNA were used. 

Elfects of mutations in the gp41 intracytoplasmic domain. 
The inlracytoplasinie (huitain lias 1-leen show n to eneompass 
the basolateral taructinu signal of uther viral and cellular 
proteins (1. 3, I I: 17. 20. 32. 35). On the basis of this 
observation. experiments %(ere perforrned to determine if the 
basolateral taruetinu siunal. apparently present in gp-11. can be 
assignecl to the intracytoplasmic durnain. Three envelope 
mutants which encode for uplfal proteins containing a deletion 
of 131, 103, or 43 amino acids at the carboxv1 terminus of up-11 
did 	restore polarized buckling of virions (Fig. 3)".. In 
contrast, a gp41 protein containing a deletion of unly six amino 
nids at the carboxyl terminus restored polarized budding. with 
more than 95% of the virus released at the basolateral side. 
similar tu that observed with the wild-type Env protein. 

Other mutations in the gp4I C-terminal end gave rise to 
intermediatc phenotypes. Dcletion of I I. 17. or 43 amino acids 
gradually decreascd the ability of gp41 tu prumote polarized 
virus release. Thesc results indicate that the signal necessary 
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FIG. 2. Elfect or MI expression on polarized virus release. The 
car-nec:nive provint' DNA was cotransfeeted with equimolar milouins 
of plasmids encoding aller gpl611. gpl2n. gp41. or a mutant ep 160 
retained in the enduplasmic reticulum (EnsS3l I total of 5 ue of DNA). 
Apical and hasolateral supernatants were harvested. and p24 assays 
men.: performed as deseribed in NI:th:rials and Nlethods. 

for basolateral transport of gl>coproteins and polarized hud-
Jing of virions is. at least in part. located within the intracyto-
pla.s-mic domain of gp41. The houndary. of the sequence or 
structure actinu as a signal appears to be close to the carboxy-
terminal end. since ch:letion ()I' as le‘s as Il amino acids is 
sufficient to significantiv redue): basolateral targeting. Most of 
these up4 I mutants exhibited almost normal amounts of Env 
incorporation into the viral particle. as determined in a previ-
ous studv (6) (Fie. 3). The sliulnlv reduced amounts of 
virion-ass*ociated E-nv glycoproteiiis tissociatec.1 with these C-
terminal truncations in up41 expressed in COS cens were 
presiously shown tu re;ult from decreased levels of cell-
associatcd Env glvcoprote.ins natter than to a specific defect in 
virion incorporation (6). 'flics): sinall det.•reases are not likely 
to cause the lack of targeting. especially since both the 
AS46-856 and AS51-856 gp41 mutants exhibitcd different 
polarization phenotypes and y et «ere slumn 10 be similarly 
incorporated into the (irions. Furthcrinore. our previous data 
suegested that even a 10-101(1 reduction in the level of Env 
gl>;:oproleins should 	 tacet the estent of 
polarization (Fig. I B). lt is most likely that the effect of small 
deletions on the polztrization phenotype is due not to an 
indirect effect on envelope incorporation but rather to a loss of 
a polarization signal located in the intracy toplasmic reuion of 
gp4 l. This polarization signal thus appears to be distinct from 
sequences requirecl for Env incorporation inca viral particles. 

Elfect of alterations in the 1)17 matrix protein on polarized 
virus release. h was previously shown that sequences within 
the p I 7 matrix protein domain of the I 11V-1 gag precursor are 
essential for Env glycoprotein incorporation into assembling 
virions (4, 38). To determine whether a specific interaction 
between Env and Gag proteins is required for polarized virus 
release. the cffects of mutations in the p17 maths protein were 
exarnined. Without exception. substitutions and deletions in 
the pI7 matrix protein previously shown to prevent the incor-
poration of Env glycoprotein (4) caused a nonpolarized distri- 
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FIG. 3. Elfect of C-terminal truite:nions in ep-ll on polarized virus 
release. Piast-nids encoding dilferent En prol-eins truncated in their 
gp-ll intracytoplasmic domains were cotransfected in equimolar 
amounts with the enr-nceative pros iral plasmid (total of 5 tr.g of DNA). 
Apical and basolateral media were harvested, and viral pli was 
quantitated ;is described in Materials and Nlethods. Nunthers refer to 
the positions of deleted amino aeids in each mutant. The amino aeids 
are numbered relative tu the initial methionine of the on. gene. The 
amounts of envelope proteins ussociated %sit') virus particles relative to 
%%ild-type level have heen determined in a pre% Mus study (6) and are 
sin twn at the top• 

bution of p24 (Fig. 4). By contras'. two mutants with alter-
ruions neer the C-terminal end of the p17 matrix protein did 
not affect Env glycoprotein incorporation (-1) (mutants 1 I 12-
114 and NI 25R) and also retained a normal polarized plient> 
type (Fig. 4). Tliese results demonstrate a clear correlation 
between the ability of mutant pl 7 	10 interact ssitli Env 
glycoprotein and polarized Gag prolein release. 

DISCUSSION 

This report describes 	method to investieute polarized 
HIV-I viral building bv usine N1DCK cells with-out disturbine 
their differentiatecl st:ate. This experimental system has the 
additional advantage of using H1V-1 proviral constructs, thus 
simulating conditions which are lilselv to be closer to that of 
mural HIV-1 infections than previo-usly used vaccinia virus 
vectors. 

Using this approach. we have contirmed previous tindings 
which dernonstrated that HIV-1 elycoproteins are responsible 
for viral polarized building from the basolateral surface of 
epithelial cells (22, 23). The rraus-complementation system in 
which an eirv-negative provirus and an envelope expressor 
plasmid were coexpressed confirmed that the Env glycopro-
teins are responsihle for polarized virus release. However. 
virions were still released in a polarized fashion when lesser 
amounts of the elycoproteins were incorporated. lt is possible 

;11 
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FIG. 4. Effects of mutations in the matris plr- protein on polar-
ized virus release. Provint' con.tructs ss tiieh contain mutations in the 
pI7 matris protein were introduced by lipofection into MDCK cells, 
superindants %Sert: harsesied. and s iral 1124 UZIN quantitated as ..le-
scribed in Materials and Nlethods. Numbers refer Io the positions of 
the altered amino acids relatbe Io the initial muthionine of G:tg. 

that these virions harbor Env moleetiles but at a level below a 
threshold required for correct transport to the hasolatcral 
Surface. 

The intracytoplasmic domain ()I' several Iffy.coproteins has 
been shown 10 huhur signal responsible for their proper 
tareeting to the basolateral surface (1. 3. 11, 17, 20, 32, 35). 
Ac.irordinelv. we have demonstrated that small carboxy-termi-
nal deletijns of the intraevtoplasmic domain of ep41 were 
sulticient to sieniticantly alier polarized transport, indicatine 
that this reeion-  is important in the targcting process. 

Rescrits obtained uith mutant Enx ulycoprotein incorrectly 
transported tu the cell surface 	suggested that Ille 
polarized transport of Eih. and prestimably its incorporation 
into the virion. is required 	polarized hudding. To further 
examine this possibility. ss e analvied the effeet of mutations in 
the pI7 matrix protein. "Flic rest;Its of this study demonstratcd 
that mutations. prcs°iitLislv sliiis n to affect the incorporation of 
envelope elvcoproteins (4). rdso preducled th,: polarization of 
viral budding. Conversely. mutations ss hich do not affect the 
ineurporation ilid nid aller the 1101:p.i./alio') plicnotypv. nese 
data support the viev. that air interaction hetween the envelope 
and the rest of the eapsid. through the amino-terminal reeion 
of p17. is required for polarization of virus release. 

Altottether. the results of this study denionstrate that the 
gp41 protein. harboring an intracytoplasmic sigmal for polar-
ized virus release. must interact %\itli the pI7 maths protein in 
order for basolateral tureetine of virus hudding to occur. These 
data are consistent with a mechanism b which viral capsids 
can be targeted to the cell surface 11.y the same cellular 
machinery responsible for the transport of membrane proteins. 
An association of capsids with transport vesicles has been 
previously suegested for other retroviruses (12). The associa-
tion of capsids with specitic vesicles ciestined for the basolateral 
membrane domain might he favored by the presence of viral 
envelope proteins interacting with p17. Adclitional studies are 
required to specihcally clemonstrate whether such a phenom-
enon is actually involved. 

Severi(' previous studies have stressed the potential impor-
tance of epithelial cell infection in H IV pathoeenesis (5, 16, 19. 
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21. 33). The polarized release or iruses is likel to he 
important for their dissemination in the hos' as well as for their 
pathogenic potenlial. Ihc suidies ill this report deserihe a 
inethod mhieh may leatl tu a better understanding 	mecha- 
nisms involved in polarized irus hudding, in epithelial cens. 
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FUIS 	SYNTHÈSE 	 
méderine/sciences 1998; 14: 148-54 

L'infection par le VIH: 
rôle des facteurs viraux 
L'étude de la dynamique de la population virale a montré 
que la présence de cellules sanctuaires infectées, quies-
centes, empêchait l'éradication du virus par les thérapies 
actuelles. Une meilleure connaissance du mode d'entrée du 

	  virus et de sa réplication devrait permettre d'envisager de 
nouveaux modes d'intervention antivirale : les inhibiteurs 
de la transcriptase inverse restent les mieux connus, mais 
on peut espérer agir aussi sur la protéine NCp7 de la 
nucléocapside virale et sur les protéines de la matrice 
virale. En effet, NCp7 chaperonne la transcriptase inverse 
et est impliquée dans la libération de la particule virale, et 
les protéines de la matrice sont actives au niveau de l'entrée 
du noyau viral (complexe de préintégration) dans le noyau 
cellulaire. En outre, la compréhension du rôle des pro-
téines accessoires Vpu et Nef dans l'endocytose de CD4, les 
transports intracellulaires et le bourgeonnement demeurent 
des objectifs importants pour pouvoir développer des virus 
atténués et mettre au point des vaccins contre le VIH. 
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L
e syndrome d'immunodéfi-
cience acquise (SIDA) est dû 
à l'infection par un rétrovi-
rus, le virus de l'immunodéfi-
cience humaine (VIH). L'his-

toire naturelle de cette infection se 
distingue par plusieurs phases de 
durée relativement variable: après 
l'infection primaire, les effets nocifs 
de la réplication virale s'accumulent 
et aboutissent à la détérioration pro-
gressive du système immunitaire et 
du système nerveux central; la mala-
die devient alors chronique. Malgré 
les progrès remarquables qui ont 
marqué la recherche sur le SIDA et 
le VIH depuis le début des années 
1980, le SIDA demeure une maladie 
toujours mortelle. Les agents théra-
peutiques actuellement utilisés en cli- 

nique ciblent deux enzymes-clés du 
cycle de multiplication du VIH, la 
transcriptase inverse et la protéase. 
Cependant, ce cycle comporte bien 
d'autres étapes au cours desquelles 
une intervention thérapeutique effi-
cace pourrait être entreprise. Il 
s'avère donc nécessaire de bien 
caractériser les étapes de la réplica-
tion du VIH dans les différents types 
cellulaires impliqués dans sa patho-
génie. En effet, une meilleure com-
préhension des mécanismes molécu-
laires gouvernant la réplication et la 
dynamique du virus demeure essen-
tielle au développement de nouvelles 
approches antivirales. Dans le cadre 
des IX entretiens du centre Jacques-
Cartier, le colloque sur la pathogénie 
du SIDA a réuni, sous le thème du 

tes 	tud. 14, frieirr 98 



rôle des facteurs viraux et de l'hôte, 
de nombreux spécialistes pour discu: 
ter des développements les plus 
récents dans ce domaine. Nous abor-
derons les derniers progrès concer-
nant le rôle des facteurs viraux dans la 
physiopathologie du SIDA qui ont été 
discutés lors de ce colloque. 

I La dynamique virale 

Lune des contributions importantes 
des deux dernières années a été la 
démonstration d'une association 
étroite entre la réplication virale et 
la progression clinique du SIDA. En 
effet, il est maintenant admis que le 
VI H se réplique cle manière active 
tout au long de l'infection naturelle. 
A la suite de l'infection primaire par 
le virus, il s'établit un équilibre pré-
caire dans lequel la destruction des 
lymphocytes T CD4 induite par la 
réplication virale est compensée par 
le renouvellement continu de cette 
méme population cellulaire (m/s 
n" 8-9, vol. 12, p. 978) [1]. Les études 
initiales de D. Ho (Aaron Diamond 
A1DS Research Center, New York, USA) 
[2] ont permis d'élaborer un pre-
mier modèle cle la dynamique de 
réplication du virus (m/s n" 6-7, 
vol. 12, p. 820). En utilisant des inhi-
biteurs puissants de la protéitse 
virale, l'équipe de Ho a pu rapporter 
différentes données nouvelles extra-
polées de l'effet de ces agents itntivi-
raux sur la cinétique virale: la cienii-
vie des virus circulants (envir(in 
6 heures), le temps mis par le virus 
pour établir l'infection chronique 
d'autres cellules (2,2 jours), le temps 
de remplacement complet de la 
population virale par les formes 
résistantes 	aux 	inhibiteurs 
(2 semaines). Par ailleurs, ces études 
ont également montré que la durée 
de vie des lymphocytes CD4* infectés 
est de 1,6 jour, que dix milliards de 
virions doivent étre recyclés par jour, 
et que 99% de ces virus proviennent 
de cellules nouvellement infectées. 
Malgré la capacité des nouveaux 
agents thérapeutiques de diminuer 
considérablement la charge virale 
(au-delà de 99%), il existe des com-
partiments cellulaires à l'abri des 
voies circulantes qui permettent au 
virus de survivre dans l'hôte sans 
pour autant contribuer de manière 
substantielle à la charge virale. Ces 
cellules chroniquement infectées par 
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le VIH s'insèrent dans un modèle 
dans lequel le virus, après une infec-
tion importante des lymphocytes et 
une production virale massive, s'éta-
blit à l'intérieur de ces «sanctuaires 
de la réplication virale» (m/s n°2, vol. 
14, p. 196). Seule l'élaboration de 
stratégies antivirales agressives, pré-
coces et continues, telles les nou-
velles tri-thérapies, permettront 
l'éradication du virus dans les cel-
lules chroniquement infectées ainsi 
que dans les cellules servant de réser-
voir latent pour le VIH (m/s suppl. 2, 
vol. 12, p. 9). Par ailleurs, M. Steven-
son (University of Massachusetts, Wor-
cester, USA) a souligné que l'inhibi-
tion de l'infection de cellules qui ne 
se divisent pas, tels les macrophages 
et les lymphocytes CD4' quiescents, 
pourrait contribuer à éliminer l'éta-
blissement de compartiments cellu-
laires servant de réservoir au virus. 

I L'entrée du virus 

La première étape essentielle à l'éta-
blissement de l'infection par le VIH 
est l'interaction du virus avec la sur-
face de la cellule. L'événement le 
mieux connu est la reconnaissance 
de la molécule CD4 par la glycopro-
téine virale gpI20 (m/( n° 3: vol. 3, 
p. 180) [3]. 1.es régions et structures 
locales impliquées dans cette interac-
tion indépendante du pH sont bien 
connues ci ont déjà fait l'objet de 
plusieurs revues [4]. La découverte 
récente des eu-récepteurs du V11-1 
constitue une étape marquante de la 
recherche sur le SIDA de la dernière 
année (nz/s le 8-9, vol. 12, p.975; m/s 
n"10, vol. 12, p. 1185) [51.J. Sodroski 
(Dana Farter Cancer Institute, Boston, 
MA, USA), D. Littman (Skirball Insii-
tuie, New York, USA), W. Paxton et T. 
Dragic (Aaron Diamond A1DS Research 
Center, New York, USA), E. Berger et 
G. Alkhatib (NIH, Bethesda, MD, 
USA) ainsi que P.Lusso (San Raffaele 
Scienlific Instilute, Milan, Italie) ont 
ainsi montré que ces cc.)-récepteurs 
correspondent aux récepteurs des 
chimiokines dont la structure est 
constituée de sept domaines trans-
membranaires dont le segment cyto-
plasmique lie le GTP (m/s n°2, vol. 
13, p. 264) [6-12]. Ainsi, P. Cham-
pagne et al. ont mentionné (voir 
p. 142 de ce numéro) que l'identifica-
tion de ces nouveaux co-récepteurs a 
permis d'expliquer la non-permissi- 

vité de certaines cellules à l'infection 
au VIH et la résistance de certains 
individus à cette infection (m/s n° 8-
9, vol. 12, p. 1037). Enfin, la décou-
verte des différents récepteurs de chi-
miokines clans les lymphocytes 
(CXCR4) ou dans les macrophages 
(CCR5), a permis une meilleure 
connaissance des mécanismes molé-
culaires impliqués dans l'entrée du 
virus dans la cellule (m/s n°2, vol. 13, 
p. 264) (figure /) [13-16]. 
L'interaction de la molécule CD4 
avec l'enveloppe virale induit des 
changements conformationnels de la 
gp120 libérant le domaine de fusion 
de la gp41. Plusieurs études ont mon-
tré que le changement conformation-
nel induit par l'interaction gp120-
CD4 peut être facilité par 
l'interaction des deux partenaires 
avec le co-récepteur, au niveau de la 
boucle V3 pour la gp120 et des 
régions D1-D2 pour CD4. Les 
groupes de J. Sodroski et J. Moore 
(Aaron Diamond A1DS Research Center, 
New York, NY, USA) ont ainsi montré 
que la molécule CD4 soluble induit 
l'interaction entre la gp120 et le 
CCR5 ; H. Golding el al. (FDA, 
Bethesda MD, USA) ont observé 
l'association entre CD4-gp120 et 
CXCR4 [13-15]. 11 semble que la par-
tie amino-terminale des récepteurs 
des chimiokines soit impliquée clans 
ces interactions, quoique de plus en 
plus de résultats montrent l'impor-
tance de la ccmformation globale de 
la protéine; par itilleurs, selon D. Litt-
man, les boucles extracellulaires de 
CXCR4 qui interagissent avec la 
gp120 se trouveraient à l'extrémité 
carboxy-terminale. A la suite de ces 
interactions, le processus de fusion 
des membranes cellulaire et virale est 
déclenché. Le mécanisme par lequel 

partie ziunino-terminale de la glyco-
protéine transmembranaire virale 
gp41 déclenche le processus de 
fusion reste encore à déterminer; le 
changement conformationnel induit 
par la triple interaction entre gp120-
CD4 et le co-récepteur serait respon-
sable de la libération du domaine de 
fusion de la gp41 [13-15]. Enfin, mal-
gré toutes ces observations, il 
demeure toujours possible que le 
VIH soit amené à utiliser d'autres 
récepteurs de chimiokines apparen-
tés (m/s n° 11, vol. 13, p. 1364); en 
effet, le récepteur des 3-chimiokines 
CCR3 semble pouvoir remplacer mu 
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Figure 1. 
Rôle des récepteurs de chimiokines dans l'entrée du VIH dans la cellule. gp120: glycoprotéine de surface 

de l'enveloppe virale ; gp41: glycoprotéine transmembranaire de l'enveloppe virale. 
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CCRîi pour certaines souclu•s viral • 
(A1)A, YU2, et particulièrement la 
souche hi-tropique 89.6, qtti utilise 
aussi CCR2b) [16]. 
Une autre conséquence liée à l'u
sation des récepteurs de chintiokines 
par le virus provient de lettr capacité 
intrinsèque (et du rôle biologique 
in h éren t) de transm ission des 
signaux. Bien que l'effet antiviral 
exercé par les chimiokines soit indé-
pendant de leurs voies de transmisson 
du signal, il demeure que l'interac-
tion du virus avec ses co-récepteurs 
peut entraîner des effets directs sur la 
cellule. La transmission du signal, 
couplée aux protéines G hétérotrimé-
riques, active la phospho-inositol 3-
kinase et la protéine-kinase C, et 
aboutit, entre autres, à la polymérisa-
tion de l'actine, au réarrangement du 
cvtosquelette et à l'augmentation de 
l'adhérence cellulaire. Ces derniers 
événements peuvent être directement 
impliqués dans les étapes d'entrée du 
virus ou mener à la fusion des mem-
branes cellulaire et de l'enveloppe 
virale. Déjà, des lignées cellulaires 
exprimant constitutivernent les co. 
récepteurs ont été établies pour pour-
suivre des recherches sur ces phéno-
mènes [13]. Enfin, P. Jolicceur 
(Institut de Recherches Cliniques de 
Montréal, Montréal, Québec, 
Canada) propose que des animaux 
transgéniques, exprimant les co-
récepteurs et le CD4, servent de nou-
veaux modèles pour l'étude de la 
pathogénie du virus. 

I

La synthèse de l'ADN 
proviral 
et les événements 
précédant l'intégration 

Les premières étapes de lit reconnais-
sance entre le virus et l'hôte termi-
nées, le noyau viral doit pénétrer 
dans 1e cytoplasme de la cellule pour 
permettre la synthèse de l'ADN pro-
viral. Il semhle qtte Ia nucléoprotéine 
NCp7 recouvrant le génome viral 
chaperonne la transcriptase inverse 
(RT) lors de la synthèse d'ADN pro-
viral à l'intérieur du noyau viral. Des 
mutations de la NCp7 provoquent 
des défauts cle la rétrotranscription et 
une forte atténuation de l'infectivité 
du virus (L. Berthoux, J.L. Darlix, 
École Normale Supérieure de Lyon, 
France) [17, 18]. D'autres mutations 
dans la NCp7, dans le domaine très 
conservé cles doigts de zinc, semblent 
affecter les dernières étapes de la syn-
thèse du provirus et également son 
intégration (V. Tanchou, J.L. Darlix, 
École Normale Supérieure de Lyon, 
France) [17, 18]. Des modifications 
biochimiques du noyau viral survien-
nent dans le cytoplasme de la cellule 
infectée et on sait quelles concer-
nent, au minimum, la protéine de la 
matrice MAp17 qui est fortement 
phosphorylée. Ces phosphorylations 
sont requises pour que le noyau viral, 
appelé complexe de préintégration 
(CP1), migre vers le noyau de la cel-
lule à la suite de l'entrée du virus. En 
effet, la translocation nucléaire active 

clu coniplexy de pré-intégration est 
nécessaire pour que le VIH puisse 
inlecter les cellules quiescentes, telles 
que les macrophages et les cellules 
inicrogliales ; cc processus semble 
spécifique des lentivirtis puisque les 
oncornavirus n'ont pas la capacité 
d'infecter des cellules quiescentes ou 
très différenciées. En effet, contraire-
ment aux lentivirus, les oncornavirus 
n Infectent qtte cles cellules en proli-
fération car la dissolution de la mem-
brane nucléaire lors cle la division est 
nécessaire pour que leur Cpt ait 
accès att génome cellulaire. Le déve-
loppement d'agents thérapeutiques 
capables d'inhiber spécifiquement la 
translocation nucléaire active du CPI 
clu VIII permettrait de prévenir 
l'infection d'un compartiment cellu-
laire (composé de macrophages, de 
lymphocytes quiesccnts, de cellules 
microgliitles et de cellules dendri-
tiques) qui contribue à la persistance 
et à la propagation de l'infection. 
La MAp17 semble contenir deux 
signaux cle transport intracellulaire 
de nature opposée: un signal de loca-
lisation nucléaire (SLN) impliquant 
des acides aminés basiques et un 
signal de transport membranaire 
constitué d'un acide myristique en 
position amino-terminale du précur-
seur Gag. Les mécanismes détermi-
nant la sélection de ces signaux ont 
été discutés par M. Stevenson. Bien 
que les acides aminés impliqués dans 
la sélection cle ces signaux de trans-
port fassent encore l'objet de discus- 
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sions, on a rapporté la phosphoryla-
tion d'une tyrosine carboxy-terminale 
ainsi que de plusieurs résidus sérine 
et thréonine. Selon Stevenson, la 
phosphorylation de la MAp17 serait 
catalysée par une sérine/thréonine-
kinase cellulaire à l'intérieur du 
virion. L'association de la protéine 
accessoire Nef à une sérine/thréo-
nine-kinase pourrait permettre 
l'incorporation de cette activité enzy-
matique dans la particule virale. Si tel 
est le cas, seule la phosphorylation de 
sérines/thréonines serait impliquée 
dans l'activation du signal de trans-
port nucléaire. Ainsi, à la suite de 
l'entrée du virus, une sous-population 
cle MAp17 phospholylée conférerait 
au complexe de préintégration un 
déterminant nucléophilique (SLN) 
lui permettant d'être transporté acti-
vement vers le noyau et de mettre en 
route les étapes d'intégration de 
l'ADN proviral. La translocation 
nucléaire du complexe de préintégra-
tion peut également être modulée 
par un deuxième déterminant 
nucléophilique présent sur la pro-
téine accessoire Vpr [19, 20]. Récem-
ment, un troisième signal aurait été 
identifié dans l'intégrase virale; en 
revanche, le rôle et la pertinence de 
ces signaux complémentaires de celui 
de la MAp17 restent à définir. 

I La transcription 

La régulation de l'expression des 
ARNin du VIN implique une interac-
tion étroite entre des facteurs codés 
par le virus et des protéines d'origine 
cellulaire. Le transactivateur principal 
du virus, la protéine Tat, stimule 
l'expression de tous les gènes du VIII 
alors que la protéine Rev module le 
transport et l'expression dans le cyto-
plasme des ARNm codant pour les pro-
téines de structure [21, 22]. Des tra-
vaux de P. Jalinot (École Normale 
Supérieure de Lyon, France) montrent 
une interaction de la protéine Tat avec 
le facteur de transcription TFIID. Ces 
observations suggèrent maintenant 
que, outre son rôle dans l'élongation 
des transcrits, Tat aurait également un 

• rôle au niveau de la mise en route de la 
transcription. Joséphine Sire (Inserrn, 
Pathogénie des infections à lentivirus, 
Marseille, France) a également rap-
porté que la protéine Vpr, qui est un 
transacthateur faible du promoteur du 
VIH, semble interagir avec TFIIB. 
mis 11.2, vol. 14, fivnn 98 

Les travaux del Hiscott (McGill Uni-
versity, Montréal, Québec, Canada) 
soulignent l'importance de l'apport 
des facteurs de transcription 
NFKB/1KB dans la transcription du 
LTR (long terminal repent) du VIH 
[23]. En effet, le complexe cytoplas-
mique NFKB/1K13 subit une dissocia-
tion lors de l'activation des cellules: 
tandis que la sous-unité 1KB est phos-
photylée et dégradée dans le protéa-
some par la voie dépendante de 
l'ubiquitine, la sous-unité NFKB est 
transportée dans le noyau où elle 
participe à l'activation du LTR viral. 
L'introduction de mutations dans la 
région amino-terminale dc 1KB la 
rend résistante à sa dégradation clans 
le protéasome. Les molécules IKB 
mutantes engendrées sont transdo-
minantes négatives car elles inhibent 
plus efficacement l'effet transcrip-
tionnel de NFKB que la protéine 
naturelle 1KB. 

I

Les glycoprotéines 
et les protéines 
accessoires Vpu et Nef 

A l'opposé des protéines Gag et Gag-
Pol, les glycoprotéines Env utilisent 
les voies du transport vésiculaire, 
comme les protéines ineinbranaires 
cellulaires, pour se rendre à la sur-
face cellulaire. I.es glycoprotéines 
sont ciblées vers des domaines mem-
branaires particuliers dans les tissus 
CL cellules à surfaces polarisées, tels 
les épithéliums, et leur distribution à 
la surface cellulaire est influencée 
par l'endocytose. Le rôle potentiel de 
ces phénomènes dans la pathogénie 
du VIH reste à démontrer, mais la 
présence d'un signal de transport sur 
la gp41, responsable du bourgeonne-
ment du virus à des régions distinctes 
de la surface cellulaire, peut donner 
des indices importants sur les méca-
nismes extrêmement efficaces impli-
qués dans la transmission du V11-1 de 
cellule à cellule; ce signal de trans-
port a été identifié dans les labora-
toires de E.A. Cohen et G. Lemay 
(Université de Montréal, Montréal, 
Québec, Canada). En effet, la surface 
membranaire basolatérale des épithé-
liums, lieu de bourgeonnement pré-
férentiel du VIH, correspond fonc-
tionnellement aux régions de contact 
entre les cellules. 
L'infection par le VIH entraîne une 
diminution de l'expression du récep- 

teur CD4 à la surface cellulaire. La 
rétention dans le réticulum endoplas-
mique de complexes constitués des 
glycoprotéines virales et de CD4, la 
dégradation de la molécule CD4 par 
Vpu et l'effet de Nef sur l'endocytose 
de CD4 (m/s n°6-7, vol. 10, p. 732) sont 
les mécanismes moléculaires impli-
qués dans ce phénomène [19, 24]. La 
protéine Nef, en stimulant l'endocy-
tose, accentue alors le transport endo-
somique de CD4 et sa dégradation 
dans les lysosomes. La protéine Vpu 
interagirait directement avec le 
domaine intracytoplasmique de CD4 
induisant un changement de confor-
mation permettant le transport de la 
molécule vers les voies de dégradation 
jumelées aux protéines du réticulum 
endoplasmique. Enfin, les méca-
nismes utilisés par Vpu pour augmen-
ter le bourgeonnement du virus à la 
surface cellulaire demeurent peu 
connus. Sur la base d'une analogie de 
structure enu-e Vpu et la protéine M2 
du virus de l'influenza, il a été pro-
posé que Vix' ait une activité de canal 
ionique. Cependant, des études élec-
trophysiologiques effectuées dans les 
ovocytes ne semblent pas montrer 
d'activité de canal ionique dans ce sys-
tème (NI. Coadv, 1.Y. Lapointe et. E.A. 
Cohen, linivers'ità de Montréal, NIont-
r(al, Québec, Canada). Selon des 
observations récentes, la partie intracy-
toplasinique des glycoprotéines chi 
V111-2, virus ne possédant pas de gène 
Vint, aurait une activité Vpu sur le 
lanirgeonnement des virus ce qui rend 
ces mécanismes d'auunit plus énigma-
tiques (S. Bour, NIH, Bethesda, MD, 
USA). 
La protéine Nef possède des fonctions 
additionnelles à celles impliquées 
dans la dégradation de CD4. En effet, 
l'association de cette protéine à des 
sérine/thréonine-kinases, aux molé-
cules f3-COP (m/s n°3, vol. 11, p. 478) 
ainsi que l'observation récente de son 
incorporation à la particule virale 
démontrent les capacités multifonc-
tionnelles de la protéine. Malgré cela, 
les protéines Nef du VIH et du VIS 
(le virus de l'immunodéficience 
simienne), quoique similaires, sem-
blent utiliser des mécanismes spéci-
fiques de leur hôte respectif; en effet, 
R. Desrosiers (Harvard University, Bos-
ton, MA, USA) a analysé les substitu-
tions d'acides aminés produites dans 
Nef chez des animaux infectés avec 
un VIS chimère pour la protéine Nef 
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du VIII (Nef-VIH). Sur quatorze sub-
stitutions observées, sept équivalaient 
au réétablissement de l'acide aminé 
correspondant dans Nef-VIS, souli-
gnant l'importance des facteurs cellu-
laires de l'hôte dans la fonction de 
Nef. M. Peterlin (UCSF, San Fran-
cisco, CA, USA) a ainsi rapporté le 
rôle de Nef dans les cascades d'activa-
tion de kinases, particulièrement par 
la voie de la kinase activant p21 
(PAK), et R. Benarous (Institut 
Cochin de Génétique Moléculaire, 
Paris, France) a confirmé l'interaction 
de la protéine P-COP et d'une thioes-
térase avec Nef. Enfin, l'interaction de 
la protéine avec 13-COP pourrait peut-
être impliquer Nef dans les transports 
vésiculaire ou endosomique cellu-
laires. L'identification et la caractéri-
sation des partenaires cellulaires des 
protéines accessoires Vpu et Nef 
demeurent des objectifs importants 
pour comprendre le rôle ct la (Onc-
tion de ces facteurs dans la réplication 
du V1H et sa pathogénie. 

I

L'assemblage 
et le bourereonnement 
de la particule virale 

Ce processus mufti-étapes commence 
par le pilotage membranaire des pro- 
téines et enzymes virales, sous la 
forme de précurseurs polyprotéiques 
Gag et GagPol, gràce à la présence en 
position amino-terminale d'un myri- 
state. Les interactions dimériques et 
trirnériques Gag/ Gag, GagPol/Gag- 
Pol et Gag/GagPol contrôlent 
l'assemblage du cœur viral. On assiste 
simultanément à la sélection du 
génome viral, à sa dimérisation et à 
son encapsidation. Le rôle du 
domaine NCp7 lors de l'assemblage et 
de l'encapsidation du génome viral 
est essentiel. C'est au cours de l'assem-
blage que la protéase virale est activée, 
ce qui résulte en la maturation des 
précurseurs Gag et GagPol. Une étape 
complémentaire semble intervenir à 
ce stade et correspondre à la conden-
sation du cœur viral pour donner le 
noyau du virus. Des mutations dans la 
NCp7, et précisément dans le 
domaine très conservé des doigts de 
zinc, semblent atténuer ce processus 
de condensation et aboutir à des par-
ticules virales présentant des défauts 
morphologiques [17, 181. Bien que 
les précurseurs polyprotéiques Gag et 
GagPol de ces virus mutants mûrissent 
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Figure 2. L'introduction de mutai> 
fions dans la NCp7 conduit à la for-
mation de particules virales de mor-
phologie immature. A. Virions de 
type sauvage: les protéines capsi-
digues correspondent aux cônes 
denses centraux facilement identi-
fiables. B. Virus mutés dans la NCp7 
au niveau du premier doigt à zinc 
(Histidine 23 substituée en Cys-
téine) : la structure des capsides 
internes apparait comme étant dif-
fuse et mal définie. C. Virus mutés 
dans la partie C-terminale de la NCp7 
(Lysine 59 substituée en Leucine): 
les cônes centraux de ces particules 
présentent des défauts dans le pro-
cessus de condensation capsidique. 
La barre indique 200 nm (clichés de 
Christine Péchoux, Unité de Virolo-
gie Humaine, École Normale Supé-
rieure de Lyon, France). 

normalement, ces virus sont complè-
tement défectueux pour la réplication 
(flore 2) (C. Péchottx, .J.L. Darlix, 
Ecsole Normale Supérieure de Lyon, 
France). Les raisons moléculaires de 
ces modifications structurales sont à 
l'heure actttelle mystérieuses. Enfin, 
des résultats récents indiquent que 
des interactions entre la MAp17 et les 
protéines de l'enveloppe virale 
(SUgp120 et TMgp41) permettraient 
le recrutement des glycoprotéines au 
niveau de l'enveloppe de la particule 
virale en formation qui bourgeonnera 
à la surface cellulaire. 

I Perspectives 

En conclusion, l'administration 
d'antiviraux (la tri-thérapie repose 
actuellement sur la base de deux 
antitranscriptase inverse et d'une 
antiprotéase) pourrait se faire lors de 
la primo-infection afin de limiter 
considérablement la réplication du 
VIH, et de ce fait diminuer de façon 
radicale la charge virale. Par 
exemple, le développement de nou-
veaux agents antirétroviraux dirigés 
contre les protéines précoces, blo-
quant les premières étapes de la 
transcription inverse, représente 
beaucoup d'intérêt pour limiter la 
dissémination du virus. L'exemple 
d'inhibiteurs dirigés contre les struc-
tures très conservées en doigt de zinc 
de la protéine NCp7 est particulière-
ment intéressant à cet égard. 
L'importance de ces structures à la 

fois aux étapes précoce (rôle dans la 
rétrotranscription) et tardive (incor-
poration de FARN génomique) du 
cycle viral [17] en fait des cibles 
d'antiviraux potentiels; déjà, W.C. 
Rice et al. (NCI-Frecteric)t Cancer Center, 
Frederick, MD, USA) ont développé 
des inhibiteurs spécifiques de ces 
structures, directement toxiques 
pour le virus. Ces inhibiteurs sem-
blent affecter les virus de manière 
analogue aux agents antiprotéase et 
antitranscriptase inverse. 
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C'est en approfondissant notre 
connaissance des mécanismes de 
régulation de l'expression du virus, 
ainsi que des relations structure-fonc-
tion des protéines et des enzymes du 
VIH, que nous pourrons mieux com-
prendre les étapes importantes de 
son cycle réplicatif et mieux suivre 
l'évolution des différentes phases de 
cette maladie virale. Mieux connaître 
la pathogénie du virus permet ainsi le 
développement logique de nouveaux 
agents thérapeutiques, et la possibi-
lité de cibler les périodes les plus cri-
tiques du cycle de réplication du virus 
ou de choisir les moments les plus 
opportuns pour l'administration 
d'antiviraux. La découverte de nou-
veaux co-récepteurs du virus a suscité 
un très vif intérêt pour développer de 
nouveaux antiviraux puissants blo-
quant l'entrée du VIH dans les cel-
lules. La modulation des protéines 
virales, telles que les protéines de 
régulation Vpr, Vif, Vpu et Nef, pour-
rait aussi être utilisée pour le dévelop-
pement de virus atténués, stables, et 
servir à la mise au point de vaccins Ill 
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Surnrnary 
HIV infection: the viral factors 

Although many discoveries have led to the development of treatrnents, 
AIDS still remains irrevocably a lethal disease. Virus resistance to antiviral 
agents is a major hurdle to overcome in the search for an efficient thera-
peutic intervention. Viral population turnover dynamics in the host has 
revealed that some infected latent non-dividing cells become sancuraries of 
viral replication. Opposite to productively infected cells, that contribute to 
the replenishment of the viral population, these chronically infected cells 
are not easily accessible to current treatments. The recent finding that che-
mokine receptors act as the enigmatic HIV viral co-receptors for viral entry 
has opened the way to possible new antiviral products. Comprehension of 
the key mechanisms of viral membrane fusion has now been gready enhan-
ced by the discovery of CXCR4 and CCR-5 as major factors in viral replica-
tion and tropism. Although preliminary results on the specific regions of 
co-receptors implicated in their various functions have been investigated, it 
remains uncertain if such regions can be clearly defmed. Possible effects of 
chemokine receptor use by HIV on signal transduction are also being stu-
died. Following the translocation of the viral core into the cytoplasm, seve-
ral events are potential targets for antiviral intervention. The active trans-
port of the pre-integration complex to the nucleus is a lanchnark event in 
HIV replication. Inhibition of such ii plietiornenon could directly prevent 
the infection of non-dividing cells (surit as macrophages), and contribute 
to the elitnination of the latently infected « sanctuary » cells. The best 
knosvn AIDS antiviral therapv remains against reverse transcription. 
Insights into the role of viral n'ucleoprotein NCp7 in efficient RT action 
and infectious particle formation have proposed new, broader multi-target 
intervention, based on inhibiting the multifunctional NCp7 protein. 
Finally, the role of the accessory proteins Vpu and Nef is currently under 
investigation. The understanding of the mechanisms behind the effect of 
these rwo proteins on viral infectiviry, release and budding, specifically 
through interactions with CD4 or with other cellular partners, will give 
clues to possible development of stable, attenuated vintses for use as and-
HIV vaccines. 
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