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RESUME

TRIMS5a est une protéine antirétrovirale, qui est stimulée par I’interféron. Elle peut
directement se lier au virus et I’inhiber juste aprés son entrée dans la cellule. En plus de
cette fonction, TRIMS5a est capable d’activer les voies de I’immunité innée.
Récemment, il a été trouvé que TRIMS5a et d’autres protéines de la famille des TRIM,
stimulent 1’autophagie, un mécanisme de dégradation intracellulaire, caractéris€¢ par la
formation d’une structure avec une double membrane appelée autophagosome. Ce dernier
libére des éléments intracellulaires au lysosome pour les dégrader. Il a également été
démontré que I’interaction entre TRIM5a et ’autophagie n’a pas d’effet sur le role de
restriction de TRIMS5a. Cependant, il est possible que I’autophagie soit impliquée dans
I’activation des voies de I’ immunité innée par TRIM5a. Dans ce projet, nous avons €tudié
le lien entre 1’autophagie et I’activation des voies de I’immunité innée par TRIMS5aq, et ce,
dans des monocytes humains infectés par le VIH-1. Nous avons utilisé un outil génétique
afin de bloquer I’autophagie et/ou TRIMSa, dans le but de déterminer son importance
dans I’établissement d’une réponse immunitaire dépendante de TRIMSa. Ce projet nous
a permis d’étudier le role de I’autophagie dans I’activation des voies de I’immunité innée
par TRIMSa lors d’une infection par le VIH-1. Nous avons observé une diminution dans
I’activation de la voie NF-xB dans les cellules THP-1 doubles knockout (AtgS KO/TRIMS
KO) apres une infection par un vecteur VIH-1. Nous avons aussi observé une diminution
dans la translocation nucléaire de AP-1 et dans les niveaux de transcription d’I[FN-B dans
ces mémes cellules. Par conséquence, nos résultats suggerent que les deux protéines
TRIMSa et Atg5 ont un réle dans ’activation des voies de 'immunité innée NF-kB et
AP-1. Cette étude participe a la compréhension des mécanismes déployés au cours d’une
infection virale par VIH-1, al’éventuel développement de nouvelles approches
thérapeutiques.

Mots-clés : TRIMS, immunité innée, restriction, autophagie.
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CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1 Historique
1.1.1 Découverte du SIDA

Cela fait plus de 30 ans que le syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA) est
étudié par la communauté scientifique. En 1981, le centre de contrdle et de prévention des
maladies (CDC) américain avait décrit un nouvel agent infectieux qui semblait cibler
particulierement fréquemment les jeunes homosexuels, et €tait caractérisé par ’apparition
de symptdmes tels que I’asthénie (fatigue générale), la perte de poids, et de maladies
opportunistes rares telles que la candidose, les infections au cytomégalovirus,
les pneumonies a Prneumocystis carinii et le sarcome de Kaposi qui semblaient résistants

a tout traitement [ 1-4].

A cette époque, I’agent causal n’était pas encore identifié, mais au niveau
biologique, il fut constaté qu’il y’avait une baisse rapide au niveau des lymphocytes T
CD4" rendant les patients vulnérables aux infections opportunistes et a diverses tumeurs,
lorsque passant sous le seuil de 200 cellules/mm’[5]. En 1984, I’affection est désignée

sous le terme de SIDA (syndrome de I’immunodéficience acquise) [6].

1.1.2  Identification de I’agent causal

L'origine du SIDA était d’abord attribuée au premier rétrovirus humain le HTLV-1
(Human T-lymphotropic virus type I) ayant était isolé un an auparavant et ciblant
également les cellules T [7]. En 1983, Luc Montagnier, Francoise Barré-Sinoussi et leurs
collegues a I'Institut Pasteur ont découvert l'agent causal du SIDA [8]. Par microscopie

¢lectronique, ce nouveau virus apparaissait différent du HTLV-1 et a ét¢ nommé



Lymphadenopathy Associated Virus (LAV). Environ un an plus tard, Robert Gallo et ses
collegues du National Institutes of Health démontraient sans équivoque que ce virus était
l'agent causal du SIDA et I'appelerent HTLV-3 [9]. Enfin, en 1986, le comité international
de la taxonomie des virus a recommandé I’unification de I’appellation de ce pathogéne

sous le nom de « Virus de I'Immunodéficience Humaine » (VIH) [10].

Peu de temps aprés I’identification du VIH, un second virus causant également le
SIDA fut isolé et caractérisé chez des patients d’Afrique de I’Ouest atteint du SIDA [11].
Ce nouveau virus était semblable au VIH au niveau de la morphologie, mais pas au niveau
moléculaire on le nomma alors LAV-2 [12]. Puis LAV-2 devint VIH-2 et son prédécesseur
LAV-1 devint VIH-1. Sur le plan phylogénétique, le VIH-2 découle du VIS des singes
sooty mangabey (VISmm) [13], alors que le VIH-1 provient du VIS trouvé chez les
chimpanzés (VIScpz) [14].

Bien qu’ils présentent des symptomes cliniques similaires, le VIH-2 est considéré
comme moins pathogénique, car il est moins transmissible et la progression de la maladie
est plus lente [11, 15]. Le VIH-I est responsable de la pandémie mondiale alors que le
VIH-2 se limite plutdt a I'Afrique de I'Ouest. La prévalence du VIH-2 est beaucoup moins

élevée puisqu’il toucherait entre 1 et 2 millions de personnes [16].

1.2 Rétrovirus

Les rétrovirus sont une famille de virus qui se distinguent par leur mode de
réplication. Leur génome compos¢ de deux brins identiques d'’ARN monocaténaire est
rétro-transcrit en un ADN double brin grace a une enzyme virale, la transcriptase inverse
(RT pour reverse transcriptase) dans les cellules nouvellement infectées. Cet ADN viral
est ensuite intégré dans le génome de I'hote sous forme de provirus. L’ARN rétroviral
protégé par la capside virale entre dans le cytoplasme de la cellule. Pour permettre I’import
nucléaire et I’intégration dans le génome de la cellule hote, ce noyau viral doit subir une
décapsidation [17]. Ce processus est finement organisé et coordonné pour assurer la rétro-

transcription tout en évitant la dégradation des acides nucléiques viraux ou le ciblage par



des facteurs de défense cytoplasmiques de I'hote. La famille des rétrovirus se divise en
deux sous-familles, soit les orthoretrovirus et les spumaretrovirus. Le VIH appartient au

genre des lentivirus de la sous-famille des orthoretrovirus.

1.2.1 Structure

Les rétrovirus sont des particules de forme sphérique d’environ 100 a 130 nm de
diamétre. Ils sont enveloppés d’une bicouche phospholipidique dérivée de la membrane
de la cellule hote lors du bourgeonnement du virus et aussi composée de glycoprotéines
de surface (glycoprotéine 120, gp 120) et transmembranaire (gp41) (Figure 1.1).
Sa surface interne est recouverte de protéines structurales : la matrice (MA ou pl7).
MA est associ€e a une enzyme virale, la protéase (PR, p10). A I’intérieur de la matrice,
le noyau viral en forme de cone est composé de la protéine de capside (CA, p24) et
contient I'ARN viral, ainsi que la protéine de nucléocapside (NC, p7) formant un complexe
ribonucléoprotéique. Ce complexe renferme également des enzymes virales spécifiques :
la transcriptase inverse (RT, p66/p51) et I'intégrase (IN, p32). Les protéines accessoires :
Nef, Vif, Vpr sont présentes dans la particule virale. Trois autres protéines accessoires,

Rev, Tat, et Vpu, ne sont pas empaquetées dans le virion.
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Figure 1.1  Structure d’un virion de VIH-1 et ses différents composants.
Le VIH est un virus a ARN enveloppé. L'enveloppe virale, dérivée des
cellules hoétes, est parsemée de glycoprotéines virales, qui facilitent la
fusion avec la cellule cible. Le noyau se compose de la capside,
une structure conique abritant 'ARN génomique viral et des protéines
virales, telles que l'intégrase, la transcriptase inverse et les protéines
accessoires virales [18].

1.2.2 Génome

Le génome des rétrovirus est constitué en deux copies identiques d'ARN simple brin
de polarité positive. Le génome complet du VIH-1 est flanqué a chaque extrémité d'une
séquence terminale non codante (LTR, Long Terminal Repeat) qui renferme le promoteur
(en 5") et le site de polyadénylation (en 3") (Figure 1.2). Trois genes structuraux codent
des polyprotéines [ 19] essentielles a la réplication et communes a tous les rétrovirus [20].
Le premier gag (pour group-specific antigen) code pour un polyprécurseur Gag (ou p55)
dont le clivage enzymatique par la protéase virale (PR) durant 'assemblage permet la
formation de trois protéines de structure : la capside (CA), la matrice (MA) et la

nucléocapside (NC). Pour sa part, po/ (pour polymerase) code le précurseur Gag-pol



duquel découlent les trois enzymes virales : la protéase (PR) [3], la transcriptase inverse
(RT) et I'intégrase (IN). Finalement, le gene env (pour enveloppe glycoproteins) code pour

le précurseur p160 des protéines de I’enveloppe gp120 et gp41.

Les lentivirus possedent des genes supplémentaires qui codent pour d’autres
protéines virales dites accessoires (pour le VIH-I: Vif, Vpr, Vpu, Tet, Rev, Tat et Nef),
permettant la régulation de diverses étapes de la réplication virale et de I'interaction avec
les protéines de I'hote. Vpu n’est pas présente chez le VIH-2 ni dans la majorité des VIS,

ou elle est remplacée par Vpx [20].

Promeut Nécessaire au relargage

Iinfectivite vif vpu efficace du virion  Régulation de
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5'LTR R R -
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transcriptionnel interagit avec CD4, pour une
fusion membranaire replication
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Figure 1.2  Représentation schématique du génome viral du VIH-1.

La transcription de I'ARN du VIH-1 produit plusieurs ARN en raison d'un
épissage différentiel. Ceux-ci comprennent : 'ARN non épissé de pleine
longueur (~ 9 kb), qui comprend I'ARN génomique et qui encode les
précurseurs Gag ou GagPol; un ARN épissé unique (~ 4 kb), qui code pour
la glycoprotéine d'enveloppe (Env) et les protéines accessoires Vif, Vpr,
Vpu; ou ARN complétement €pissé (~ 2 kb), qui code pour Tat, Rev et Nef
(Tableau 1.1).



Tableau 1.1

Les protéines accessoires du VIH-1 et leurs principales fonctions [21-23]

Protéine Fonctions principales

Vpu Dégradation de CD4

Promouvoir la libération des virions
Interférence avec théterine

Vif Stimulation de la rétro-transcription
Inhibe le facteur de restriction APOBEC3G

Vpr Importation nucléaire d’un complexe de pré-intégration

Interférence avec la progression du cycle cellulaire de 1’hote
(régulation G2/M)

Induction de I’apoptose
Stimulation de la synthese virale

Nef Modulation des récepteurs cellulaires (CD4, CMHI, CMHII, CD28)
Amélioration de I’infectiosité virale

Interférence avec la transduction du signal de la cellule hote
Interférence avec SRINC3/5

Rev Exportation d’ARN viral non épissé ou monoépissé au noyau
Effets sur la stabilité et la traduction de I’ARN viral

Tat Promouvoir la transcription de I’ARN viral
Induction de I’apoptose

1.2.3 Cycle viral du VIH-1

Les rétrovirus se répliquent selon le méme cycle viral dans I’ensemble, malgré
certaines différences. Nous allons décrire le cycle viral du VIH-1 (Figure 1.3).
Le cycle viral peut étre divisé en deux phases :

o La phase précoce allant de la fusion de la particule virale avec la membrane

cellulaire jusqu'a I'intégration de ' ADN viral dans le génome cellulaire.

e La phase tardive allant de l'expression des genes du provirus jusqu'au

bourgeonnement des nouveaux virions.



Lors de I’infection, les protéines gp120 de I’enveloppe du virus se lient avec une
affinité élevée aux récepteurs CD4 des cellules humaines, présents chez les monocytes,
les lymphocytes T et les cellules dendritiques [24, 25]. L’association gp120-CD4 induit
un changement de conformation de la gpl20, permettant ainsi le recrutement de
corécepteur cellulaire. Les corécepteurs principaux impliqués dans l'entrée du VIH-1 sont
CCRS et CXCR4 [26-30], et définissent le tropisme viral. Le recrutement du corécepteur
cellulaire entraine d'autres changements conformationnels importants de la gp4! qui
permettent I'exposition du peptide de fusion ce qui mene a la fusion des membranes virales
et cellulaires, permettant ainsi le relargage du noyau viral dans le cytoplasme. Une fois
dans le cytoplasme le virus proceéde a une décapsidation suivie d’une rétro-transcription
par la RT, en utilisant les desoxyribonucleotides (dNTPs) présents dans la cellule.
Par la suite, le complexe de préintégration s'établit, protégeant ainsi I’ADN viral de la
dégradation par des facteurs cellulaires comme APOBEC3G et facilitant son intégration
dans le génome de la cellule hote [31]. La RT n’ayant pas d’activité correctrice, elle est

peu fidele et les erreurs de copie sont a I’origine de la variabilité génétique du VIH [32].

L'ADN viral intégré tire profit de la machinerie de transcription et de synthese
protéique de la cellule infectée afin de débuter la deuxieme phase du cycle viral qui
consiste a produire de nouveaux virions. La transcription de I’ADN proviral en ARN se
fait grace au LTR 5'jouant le role de promoteur et du signal de polyadénylation provenant
du LTR 3'. Les ARNs messager (ARNm) codant pour les précurseurs des polyprotéines
Gag et de Gag-pol, pour les glycoprotéines de 1’enveloppe (gp120 et gp41) ainsi que les
protéines accessoires et régulatrices, sont alors €piss€s ou non, puis exportés vers le
cytoplasme ou ils seront traduits en protéines structurales ou enzymatiques. Ces nouvelles
protéines virales seront assemblées a deux brins d'ARN viral non €pissé pres de
la membrane plasmique pour ainsi former de nouveaux virions et procéder au
bourgeonnement. Finalement les virions subissent une €tape de maturation grace a la PR
exprimée a partir du précurseur Gag-pol. Cette enzyme permet le clivage des
deux précurseurs en leurs différentes protéines distinctes, ce qui méne a une maturation
complete des virions. Cette derniére étape est cruciale, car seuls les virions matures ont la

capacité d’infecter de nouvelles cellules [33].
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Figure 1.3  Cycle viral du VIH-1.

(1) Le virus s’attache a la membrane de I’héte via des récepteurs,
ce qui va permettre (2) leur fusion. Lors de la fusion (3) et suite a la
décapsidation (4), le VIH-1 subit une réverse-transcription de son génome
(ARN en ADN), et (5) se dirige vers le noyau, ou il s'integre dans le génome
de I'hote. (6) L'ARN du VIH-1 est transcrit et exporté vers le cytoplasme,
(7) ou il peut étre utilis€¢ dans la synthése de protéines virales et la
génération de virions. (8) Ces derniers sont par la suite libérés [34].

1.2.4 Groupes de VIH-1

Le VIH-1 comprend quatre groupes distincts : M (majeur), O (outlier), N (nouveau
ou non-M, non-0), et P (putatif), chacun résultant d'un événement de transmission inter-
especes indépendant. Ils sont entre autres distingués par leur lieu d’origine et par |’action
de leur protéine régulatrice Vpu. La plupart des infections a VIH-1 dans le monde sont

causées par des virus du groupe M.



Le groupe M provient du virus de l'immunodéficience des chimpanzés
(VIScpz) [11]. Premier groupe découvert, en 1983, sa transmission a I’humain daterait du
début du XX°sieécle. C’est a Kinshasa en République démocratique du Congo ou presque
toutes les différentes sous-famille du VIH-1 ont été générées a partir de cet unique
évenement de transmission chimpanzé-humain [11]. Plus de 70 millions de personnes sont
infectées par le VIH-1 groupe M; pour plus de 30 millions de personnes, cette maladie a

déja conduit a une issue fatale.

Le groupe O a été découvert en 1990 et est beaucoup moins répandu que le groupe
M [35, 36]. Les analyses phylogénétiques tendent a démontrer que le groupe O tiendrait
sa source d’un VIS retrouvé chez les gorilles (VISgor), lui-méme étant une adaptation du
VIScpz. Le groupe O est endémique au Cameroun et dans les pays voisins de 'ouest de
I'Afrique centrale. Cependant, méme dans ces pays, le virus représente une minorité des
souches de VIH-1 avec une prévalence de moins de 10 % des infections a VIH-1 au

Cameroun [37], et moins de 1 % des infections mondiales par le VIH-1 [38, 39].

Le groupe N a été identifi¢ en 1998 [40] et est encore moins répandu que le groupe
O; a ce jour, seuls 13 cas d'infection du groupe N ont été¢ documentés tous chez des
individus du Cameroun [41]. Il s’agirait d’un variant ayant émergé dans une région du

centre sud du Cameroun.

Enfin, le groupe P a été découvert en 2009 chez une Camerounaise [42]. Malgré un
dépistage approfondi, le groupe P n'a jusqu'a présent été identifié que chez une
autre personne, ¢€galement du Cameroun qui est indépendante de la premicre [43].
Contrairement aux virus des groupes M, N et O qui sont proches du VIS infectant le

chimpanzé (VIScpz), ce groupe est proche du VIS infectant le gorille (VISgor) [42].

Parmi les facteurs qui pourraient expliquer la prévalence du groupe M par rapport
aux autres groupes, on peut noter la présence d’une protéine Vpu efficace tant dans son
action anti-CD4 qu’anti-tétherine [11]. Le groupe O produit une protéine Vpu avec
seulement I’action anti-CD4, mais bloque trés peu la tétherine. Enfin pour le groupe N la

protéine Vpu n’a qu’une treés faible action [11].
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1.2.5 Voies de transmission du VIH

[l existe plusieurs modes de transmission qui permettent au VIH d’étre en contact
avec ses cellules cibles qui sont entre autres des cellules de sang, notamment par contact
direct avec : du sang, par des sécrétions sexuelles, et le lait maternel provenant de
personnes infectées et par transplantation d’organe. Il peut aussi se transmettre de la meére
a D’enfant pendant la grossesse et lors de I’accouchement [44]. Néanmoins, la voie
d’infection la plus commune reste la transmission lors des relations sexuelles [45].

Toutefois, I’efficacité de transmission varie beaucoup entre ces différentes voies.

1.2.5.1 Transfusions sanguines et sang contaminé

L’efficacité de transmission par cette voie est de 95 %. Durant les années 90,
les dons de sang n’étaient pas contrdlés, de nombreuses personnes ont été infectées suite

a des transfusions de sang contaminé par le VIH [46].

L1.2.5.2 Transmission de la mére a l'enfant

La transmission de la mére a I'enfant est la principale cause d'infection par le VIH
chez les enfants et peut se faire a trois moments différents : au cours de la grossesse,
au moment de I'accouchement, ou apres I'accouchement lors de I'allaitement. En I'absence
de toute intervention, 35% a 49 % des enfants nés de meres sé€ropositives sont
infectés avec environ 8 % d'infection pendant la grossesse, 15 % pendant le travail et

l'accouchement, et 12 % a 26 % pendant 'allaitement [47, 48].
p

1.2.5.3 Partage de seringues chez les consommateurs de drogues

Le partage de matériel d'injection non stérilisé chez les consommateurs de drogues
injectables peut mener a la transmission par des agents infectieux des infections
transmissibles par le sang comme le VIH. Ainsi, I’efficacité de transmission du VIH par

partage de seringue infectée est de 3 a 10 %.
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1.2.5.4 Contaminations accidentelles dans les milieux de santé

Le personnel de santé ainsi que les chercheurs peuvent, dans de rares cas,
peuvent étre infectés par le VIH lors d'une coupure ou d'une piqiire avec du matériel
souillé ou lors d'une projection de sang infecté sur une muqueuse avec une efficacité

d’environ 0,5 % (les yeux, I'intérieur du nez) [49].

1.2.5.5 Transmissions sexuelles

Certains types de relations sexuelles sont en moyenne associ€s a un risque plus élevé
de transmission du VIH que d’autres. Par exemple, pour les relations anales, I’efficacité
(0,11 % et 1,4 %) est plus ¢élevée que dans les relations vaginales (0,04 % et 0,08 %).
La transmission par voie sexuelle étant la moins efficace (0,1 % a 1 %), il demeure que

c’est le mode de transmission majeur du VIH entre les individus.

Plusieurs pratiques ont aidé a la diminution des nouveaux cas dans les pays
industrialis€s telles que : le traitement antirétroviral (TAR), un meilleur dépistage,
un contrdle pointu des dons (organes et sang), un suivi des grossesses rigoureux chez les
femmes sé€ropositives en plus d’effectuer les naissances par césarienne et de traiter tant la
mere que I’enfant durant I’allaitement, I’apparition des centres d’injections supervis€es et

¢videmment une sensibilisation de la population quant aux pratiques sexuelles protégées.

1.2.6 Progression de I’infection du VIH-1 au SIDA

Le VIH-1 est I'un des agents infectieux actuels les plus meurtriers en raison de
I'absence de vaccin et de I'augmentation continue de la prévalence. Depuis son apparition,
le VIH-1 a causé pres de 40 millions de morts. Le sida est le stade avancé de I’infection
par le VIH qui survient lorsque le systeme immunitaire de [’organisme est gravement
affaibli a cause du virus. La progression de la maladie se développe en trois étapes

résumées cl-dessous.



1.2.6.1 Infection aigué parle VIH

L'infection aigué par le VIH est le stade le plus précoce de l'infection et dure
généralement 2 a 4 semaines. Durant cette phase, certaines personnes présentent des
symptdmes pseudo-grippaux, tels que fievre, maux de téte et éruptions cutanées. Au stade
aigu de l'infection, le VIH se réplique rapidement et se dissémine dans tout le corps.
Le virus infecte plus de cellules CD4" anti-infectieuses déployées par le systéme
immunitaire. La baisse des cellules immunitaires conduit a une augmentation du taux de
VIH dans le sang, avec une augmentation considérable du risque de transmission du VIH

[50].

1.2.6.2 Infection chronique a VIH

L'infection chronique du VIH est le deuxiéme stade de l'infection, également
appelée infection a VIH asymptomatique ou latence clinique. Au cours de cette €tape,
les personnes atteintes d'une infection chronique par le VIH peuvent ne présenter aucun
symptome li€¢ au VIH. Néanmoins, le sujet peut démontrer des symptdmes de fievre,
de perte de poids, de diarrhée, de toux et d’enflure des ganglions lymphatiques. Le VIH
continue de se multiplier dans le corps a des niveaux assez ¢€levés [S1]. C’est au cours de
cette étape qu’on peut commencer a détecter des anticorps spécifiques au VIH-1,
dont ceux contre la protéine virale de CA p24 [52]. Bien que la charge virale sanguine soit
diminuée comparativement a la phase aigué, le sujet reste infectieux [S1]. Sans traitement
antirétroviral, l'infection chronique & VIH évolue généralement vers le SIDA en 10 ans ou

plus, bien que chez certaines personnes, elle puisse progresser plus rapidement.

1.2.6.3 SIDA

Le SIDA est le stade final de I'infection par le VIH, puisque le systeme immunitaire
est gravement atfaibli et le corps ne peut plus combattre les infections opportunistes.
On établit qu’un sujet passe du stade infection au stade SIDA si son taux de CD4" est
inférieur a 200 cellules/mm? ou s'il a certaines infections opportunistes [53]. Il peut avoir

une charge virale élevée conduisant a des fréquences de une transmission plus
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élevées [53]. Sans traitement antirétroviraux, les personnes atteintes du SIDA ont une

espérance de vie de quelques mois a trois ans.

1.2.7 Traitement antirétroviral

Les progres des stratégies thérapeutiques antirétrovirales ont considérablement
amélioré la survie et réduit la mortalité associée a l'infection. Actuellement, plus de
25 médicaments ont été¢ développés pour cibler divers aspects du cycle de vie du VIH-1,
et surtout, ces médicaments sont utilisés en combinaison pour limiter le développement
potentiel de la résistance aux médicaments [ 15]. Toutefois, a ce jour, aucun des traitements
disponibles ne permet d’éradiquer I’infection. Les traitements antirétroviraux hautement
actifs (HAART) ont pour objectifs de réduire la charge virale, de limiter la production de
nouvelles particules virales et I’infection de nouvelles cellules ainsi que de restaurer

I’immunité des individus infectés [54].

Chaque classe de médicament antirétroviral est dirigée contre une €tape du cycle
viral. Ils incluent des inhibiteurs d’attachement et d’entrée, de la réverse-transcription, des

inhibiteurs de protéase et des inhibiteurs d'intégrase [15].

A I'heure actuelle, la norme pour toute personne sous HAART est I'utilisation de
médicaments avec au moins deux mécanismes d'action différents (par exemple,
deux inhibiteurs de réverse-transcription et un inhibiteur de protéase) [15]. En effet,
au cours du temps, le VIH peut subir des mutations qui le rendent résistant aux
médicaments. En ciblant plusieurs étapes du cycle viral en méme temps, I'émergence de
la résistance peut étre ralentie ou empéchée. On considere que le traitement est efficace
lorsque la charge virale plasmatique est sous le niveau de détection, soit moins de
50 copies d’ADN viral par millilitre [51]. Par contre, I’arrét du traitement mene a un
rebond de la virémie, généralement dans les 2 a 3 semaines suivant ’interruption du
traitement [55]. Cette virémie résiduelle est présente chez tous les patients infectés par le
VIH-1, peu importe depuis combien d’années ils sont sous traitement [51]. Elle est due a

’existence de réservoirs cellulaires ou le VIH-1 échappe aux antirétroviraux, sans pour
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autant acquérir des mutations de résistance a ces drogues, et tout en gardant leur potentiel
réplicatif menant a ce rebond viral [56]. Ce sont majoritairement les cellules T CD4" qui

sont infectées de fagon latente [S51].

1.3 Réponse immunitaire innée de I’h6te

La réponse antivirale innée intracellulaire dans les cellules humaines est une
composante essentielle de I'immunité contre I'infection virale. Les ¢léments de I'immunité
innée comprennent les barriéres anatomiques (mécaniques : surfaces é€pithéliales,
et chimiques : lysozyme et phospholipase de la salive, des larmes et des sécrétions
nasales) [57], les molécules sécrétées (telles que I'interféron et I'interleukine) [58] et des
composantes cellulaires (macrophages, cellules NK, neutrophiles et éosinophiles) [59].
Elle est congue pour reconnaitre des structures fortement conservées présentes dans de
nombreux micro-organismes appelées pathogen-associated molecular patterns (PAMP)
dont le LPS (lipopolysaccharide) de la paroi cellulaire des bactéries gram négatif,
les peptidoglycanes, les acides lipotéchoiques de la paroi cellulaire des bactéries gram
positif, le mannose, 'ADN bactérien, les ARN et ADN viraux, et les glycanes de
la paroi des cellules fongiques [60]. La plupart des cellules immunitaires possedent des
pattern-recognition receptor (PRR) qui reconnaissent ces PAMP et induisent une réponse
immune immédiate contre les micro-organismes. La distribution des PRR varie :
par exemple, les récepteurs de type TLR sont distribués dans divers types de cellules et
sont exprimés a la surface cellulaire ou dans les endosomes [61, 62]. D'autre part,
les récepteurs de type RIG-I (RLR) sont des PRR cytosoliques largement exprimés dans
la plupart des types de cellules [63, 64]. Une caractéristique commune de la signalisation

PRR est I'induction de la production de I’JFN de type [ (a et ).

La réponse immunitaire est induite lorsque les PRR de la cellule hote détectent les
PAMP. Ce processus induit une signalisation en aval via des protéines adaptatrices pour
activer des facteurs de transcription latents qui conduisent a I'expression de génes codant
pour des protéines effectrices antivirales et immunomodulatrices qui restreignent la

réplication du virus et régulent I'immunité adaptative. Les facteurs de régulation de
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I'interféron (IRF) sont des facteurs de transcription qui jouent un réle majeur dans
'i'mmunité innée. En particulier, IRF3 est activé en réponse a une infection par certains
virus comprenant des virus 8 ARN, des virus a ADN et des rétrovirus tels que le VIH-1
(Figure 1.4) [65]. Une fois activé, [RF3 transloque au noyau et active la transcription du
gene IFN-I [64]. L'IFN-I produit se lie a son récepteur pour signaler l'induction de
centaines de genes stimulés par l'interféron (ISG) dans le tissu local non infecté et les
cellules infectées, créant ainsi un €tat antiviral qui supprime l'infection virale et favorise
I'induction de I'immunité adaptative (Figure 1.4) [66, 67]. Cet état antiviral est caractérisé
par l'action des ISG entre autres les facteurs de restrictions qui peuvent interagir
directement avec les virus. En méme temps, les ISG exprimés peuvent conférer une
maturation des cellules dendritiques pour accélérer la présentation de I'antigéne aux

cellules immunitaires adaptatives [68], y compris les cellules T CD8 ™ et CD4 * [69, 70].

€
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Réponse immunitaire innée contre une infection virale.

La reconnaissance PRR-PAMP conduit a la phosphorylation d’IRF3,
a la dimérisation, a la translocation nucléaire et a la transcription de I'IFN-f.
Une fois transcrit, I’'IFN-f se fixe sur son récepteur et conduit a I’activation
d’une cascade de signalisation pour activer la transcription des [SG.

Figure 1.4.
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1.3.1 Facteurs de restriction

Les facteurs de restriction sont des protéines hotes qui inhibent spécifiquement une

ou plusieurs étapes du cycle viral (Figure 1.5) [71].

Figure 1.5  Les sites d’actions des différents facteurs de restrictions du VIH-1.
Le cycle de réplication viral est finement organisé. Il peut subir des
perturbations induites par des facteurs de restriction (en rouge) a différents
niveaux. Ces derniers peuvent conduire a la détection et la dégradation du
VIH-1 [71].

1.3.1.1 APOBEC3G

APOBEC3G a été le premier facteur de restriction spécifique au VIH-1 a étre
identifié. Il fait partie de la famille de cytidine désaminase APOBEC3 (apolipoprotein B
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mRNA-editing complex 3) qui comprend sept protéines (A, B, C, D/E, F, G et H).
Les protéines A3 sont induites par I'IFN de type I, en particulier dans les cellules
myéloides. Elles restreignent plusieurs rétrovirus, y compris le VIH, le VIS, HTLV-I,
les spumarétrovirus, EIAV, le MLV, et le virus de I'népatite B qui a un intermédiaire
ADNsb [72-74] [75]. Ce sont des enzymes encapsidées dans les virions lors du
bourgeonnement ainsi que des médiateurs clés de la restriction des rétrovirus en induisant
des hypermutations dans le génome du virus. Cependant le VIH échappe a leur action
antivirale grace a la proté€ine auxiliaire Vif en conduisant a leur dégradation par le
protéasome. La protéine APOBEC3B est en partie résistante a la dégradation médiée par
Vifet présente une activité anti-VIH non négligeable. Une étude a montré qu'une absence
de la protéine APOBEC3B serait associée a un risque accru d'infection par le VIH,
ainsi qu'une progression plus rapide vers le stade SIDA [76]. APOBEC3G est [e membre
le plus abondant in vivo et est exprimé dans les lymphocytes B et T et dans les cellules
myéloides [77-79]. L'existence d'une corrélation positive entre le taux d'expression
d'APOBEC3G et une progression favorable de la maladie a été suggérée [80].
La protéine APOBEC3A, dont l'expression est spécifique aux cellules myéloides, inhibe
également le VIH-1 et d'autres lentivirus humains. La déplétion du « pool » de protéines
APOBEC3A conduit a une accumulation de I’ADN viral suggérant donc que cette
protéine induit la dégradation des génomes viraux. La protéine virale Vpx offre une

protection partielle contre ce facteur en induisant sa dégradation via le protéasome [81].

1.3.1.2 Mx2

Des données indiquent que peu de temps apres son entrée dans les cellules cibles,
le VIH-1 est ciblé par un facteur de restriction: la protéine Mx2. Aussi connu sous le nom
MxB (IFN-inducible Myxovirus resistance 2/B), c’est une GTPase de la famille des
« Dynamin-like », inductible par les IFN de type I et de type Il [82]. En 2011, Mx2 €tait
décrit comme un inhibiteur potentiel du VIH-1 [67], elle s'est avérée plus tard agir a une
¢tape de post-entrée tardive avant l'intégration de 'ADN proviral, et éventuellement au
niveau de I'importation nucléaire apres RT [83, 84]. Les orthologues Mx2 agissent selon

un mode d'interaction virus-hote spécifique a l'espece [85]. Mx2 reconnait spécifiquement
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la capside virale [86]. L’interaction protéine-protéine se fait via la boucle cyclophyline-A
des protéines de capside [87], permettant I’inhibition de la décapsidation virale par
Mx2 [86]. Plusieurs mutations dans la CA et dans l'intégrase peuvent conférer une
résistance a Mx2 [83, 85, 87, 88]. Plus précisément, des substitutions dans la boucle de
liaison de la cyclophiline aux positions 86-88 et 92 permettent au VIH-1 d'échapper a
I'activité restrictive de Mx2 [87]. Le traitement a la cyclosporine, qui bloque I'interaction
de la cyclophiline avec la CA, restaure I'infection en présence de Mx2, bien qu'a des degrés

divers selon les lignées cellulaires utilisées [85, 89].

1.3.1.3 SAMHD]

Découvert en 2011, SAMHDI (Sterile Alpha Motif And Histidine-aspartate
Domain containing protein 1) est le second facteur de restriction qui inhibe la
rétro-transcription. Elle est composée d'un domaine SAM qui interagit avec d'autres
protéines et ARN, et d'un domaine HD avec une activité enzymatique dNTPase [90, 91],
fractionnant les nucléotides (ANTPs) présents dans la cellule. [91, 92]. SAMHDI est
exprimé€e a des niveaux élevés dans les cellules myéloides (monocytes, macrophages et
cellules dendritiques (CD)) et dans les cellules T CD4 ™ au repos réfractaire a I'infection
par le VIH-1[93-95]. Elle est inductible par I'l[FN de type I dans les monocytes, mais pas
dans les CD et les cellules T CD4 + au repos [96, 97]. Cette protéine est localisée a la fois
dans le noyau et dans le cytoplasme d'une variété de types cellulaires a différents niveaux
[96, 98]. On a d'abord cru que le principal potentiel restrictif de SAMHDI reposait sur
son activité¢ dNTP hydrolase qui clive les dNTP en désoxynucléosides et triphosphates,
réduisant ainsi la disponibilité du pool de dNTP intracellulaires pour la RT du VIH-1 [90,
96, 99]. 1l a ensuite ét€¢ démontré, in vitro, qu’en présence d’une faible quantité de dGTP,
SAMHDI peut lier tant les formes simple-brin d’ADN et d’ARN viral et entrainer leur
dégradation par son action RNase, particulierement lors de la rétro-transcription [100].
Le VIH-1 ne posséde pas de mécanisme pour contrer la restriction médié¢e par SAMHDI,
bien qu’un tel mécanisme soit assuré par Vpx chez le VIH-2 [101], et Vpr chez le

VIS [102].
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1.3.1.4 SERINCS et SERINC3

Les protéines SERINC font partie d'une famille de protéines transmembranaires
présentes dans toutes les cellules eucaryotes. De tous les membres de cette famille,
seuls les SERINC3 et SERINCS ont la capacité d'inhiber l'infection virale a un stade
précoce du cycle viral, en inhibant la fusion virale et en jouant le role de facteurs de
restriction [103, 104]. Elles ont pour réle d’ajouter des serines, un acide amine polaire,
dans la membrane lipidique [105]. Cette protéine est incorporée dans les virions, ce qui
réduit leur infectivité puisque I’ajout de serines empéche la fusion des virions a de futures
cellules cibles. L'activité antivirale de SERINC3 et SERINCS est contrecarrée par Nef
(en conduisant a une diminution de leur incorporation dans les virions), car Nef I'enléve
de la membrane plasmique et la séquestre dans les endosomes pour sa dégradation

ultérieure [ 103, 104].

1.3.1.5 Tétherine

La tétherine (BST2/CD137) est une protéine ubiquitaire produite par les cellules en
réponse a certaines infections virales (taux d'expression de la tétherine contrdlé par la
présence d'IFNa). La tétherine est exprimée dans de nombreux types cellulaires tels que
les cellules dendritiques, les macrophages, les cellules T CD4 +, les cellules B matures,
les cellules stromales de la moelle osseuse et dans certaines lignées de cellules cancéreuses
[106-108]. Elle cible la bicouche lipidique et cause la restriction de plusieurs virus
enveloppés [109]. En effet, ce facteur de restriction posséde un domaine
transmembranaire qui ’ancre a la membrane de la cellule, et un domaine
glycosylphosphatidylinositol en C-terminal [110] s’insérant dans 1’enveloppe virale.
Elle n'empéche pas le bourgeonnement des virions, mais, sous son action, le virus est
retenu a la surface de la cellule infectée. Les virions accumulés a la surface de la cellule
joueraient le role de PAMP permettant I’activation de I’immunité innée par la voie NF-kB
lors de la restriction du VIH-1 avec une protéine Vpu défectueuse [111]. Cependant,
I’action de tétherine envers le VIH-1 est inhibée par les protéines virales Vpu (pour les
groupes M et N) [112] et Nef (pour le groupe O) [113], qui capturent tétherine au site

d’assemblage des virions et la retirent de ceux-ci [114].
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1.3.1.6 TRIM22

TRIM?22, précédemment appelé Staf50, est un autre facteur de restriction qui peut
étre localisé dans le cytoplasme, dans le noyau ou les deux [115-118]. Elle fait partie de
la famille des TRIM (Chapitre II). Les deux déterminants viraux responsables de
restriction envers le VIH-1 sont le L'TR et Gag [119]. TRIM22 inhibe la transcription des
genes viraux et interfere aussi avec 'assemblage et la libération des virions en empéchant

le trafic intracellulaire de Gag vers la membrane plasmique [118, 120].

1.3.1.7 TRIMS5a

TRIMS5a est un autre facteur de restriction que nous allons décrire en détail dans le

chapitre II.
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Résumé

Dans cette revue, nous résumons les avancées récentes dans 1’étude des fonctions
biologiques de TRIMSa humaine, une protéine cytoplasmique connue principalement
pour ses fonctions antirétrovirales. En plus de cibler directement le noyau capsidique viral,
une activité¢ appelée « restriction », TRIMSa a une fonction de détection de rétrovirus
conduisant a I’activation des voies de signalisation NF-xB et AP-1 de I’immunité innée et
résultant notamment en la production d’interféron de type I (IFN-I). L’état antiviral
résultant de ces voies d’activation implique la régulation positive d’autres facteurs de
restriction, et est considérée comme probablement importante pour le contréle du VIH-1
chez certains patients. TRIMSa inhibe également la protéase de certains flavivirus
transmis par les tiques, une famille de virus relativement €loignée des rétrovirus. En plus
de ces fonctions antivirales, TRIMSa favorise I’autophagie, un processus de dégradation
intracellulaire, et joue le roéle de récepteur de ’autophagie en interagissant avec des
protéines clés de I’autophagie telles que ULK1 et p62. Il est également possible que
TRIMSa fonctionne comme récepteur spécifique pour l’autophagie dans certaines
conditions. En conclusion, I’état des connaissances sur TRIMSa montre son potentiel dans
le développement d’applications médicales dans le contexte de maladies infectieuses et

au-dela.

Mots clés : TRIMSa, immunité innée, rétrovirus, flavivirus, autophagie.
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Abstract

In this review, we summarize recent advances in the knowledge of the biological functions
of human TRIMS5a, a cytoplasmic protein mostly known for its antiretroviral functions.
In addition to directly targeting retroviral capsid cores, an inhibitory activity called
“restriction”, TRIM5a senses retroviruses and activates NF-xB and AP-1 signaling
pathways, resulting in the production of type I interferon (IFN-I). The antiviral state
resulting from the activation of these pathways includes the upregulation of other
restriction factors, and is thought to be important for the control of HIV-1 in some patients.
TRIMS5a also targets the protease enzyme of several tick-borne flaviviruses, a family of
viruses not closely related to retroviruses. In addition to these antiviral functions, TRIM5a
promotes autophagy by interacting with key actors of this pathway, such as ULK1 and
p62. TRIMS5a may function as a selective autophagy receptor in some conditions.
Altogether, our understanding of TRIMS5a shows its potential for the development of

medical applications in viral diseases and beyond.

Keywords: TRIMS5a, innate immunity, retrovirus, flavivirus, autophagy

La famille des TRIM

La famille des protéines a motif tripartite (TRIM) est définie par la présence de
trois domaines spécifiques : le domaine RING (really interesting new gene) a I’extrémité
N-terminale qui confere I’activité ligase d’ubiquitine E3, un ou deux domaines B-Box,
et le domaine coiled-coil (CC) [1-3]. Le domaine C-terminal détermine les principales
différences structurelles au sein de la famille des TRIM et leur classification en
11 sous-familles [4-6]. Une grande proportion des protéines TRIM possede aussi un
domaine PRYSPRY (ou SPRY pour sp/A4 kinase and Ryanodine Receptor, ou B30.2) a
Pextrémité C-terminale qui leur permet d’interagir avec des protéines cibles [7].
Les protéines TRIM sont impliquées dans divers processus cellulaires, incluant la
prolifération cellulaire, la différenciation, le développement, le contrdle de la qualité des

protéines, 1’autophagie, l'apoptose, l'oncogenése et I'immunité innée. Un nombre
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grandissant de protéines TRIM présentent une activité antivirale, notamment TRIM1 [8],
TRIMI1 [8], TRIM15[8], TRIM19 (PML) [10], TRIM22 [11], TRIM28 [12], TRIM31
[8] et TRIM34 [9]. Parmi les membres de la famille TRIM qui inhibent le virus de
’immunodéficience humaine de type | (VIH-1), I'isoforme o de TRIMS (Figure 1) est

le mieux étudié.
~ RING Bbox Coiled coil . E I
L1 L2 V1 V2 V3 va

Figure 1 Représentation schématique de la protéine TRIMSa.
TRIMSa possede 3 motifs propres a la famille des TRIM : RING, B-Box et
Coiled-Coil (RBCC). Les domaines RING et B-Box sont connectés par un
segment flexible, linker 1 (L1). Le linker 2 (L2) relie RBCC au domaine de
liaison au noyau viral PRYSPRY qui est en C-terminal. Celui-ci possede
4 régions hyper variables.

TRIMSa et la restriction des rétrovirus

La premiere fonction démontrée pour TRIMSa a été I’inhibition des rétrovirus.
Les cellules de mammiferes expriment de nombreuses protéines effectrices de I’immunité
innée, appelées « facteurs de restriction », qui constituent une premiere ligne de défense
en bloquant la réplication et la propagation des virus. Ces facteurs peuvent souvent agir
sans stimulation externe, mais leur expression et leur activité sont généralement
améliorées par les interférons de type 1 (IFN-I) [13]. TRIMSa est localisée au niveau
cytoplasmique et forme des structures trés dynamiques appel€es corps cytoplasmiques
[14]. Son expression est stimulée par I’[EN-I [15]. Elle se retrouve également sous forme
d’agrégats protéiques lorsqu’elle est surexprimée [16]. A la place de TRIMS5aq,
certaines especes simiennes expriment TRIMCyp, une prot€ine qui se compose des
domaines RING, B-box et CC de TRIMS fusionnés avec la cyclophiline A (Cyp A) en
C-terminal [17]. TRIMSa permet, grace a son domaine PRYSPRY, la restriction des
rétrovirus de maniére spécifique a I’espéce a travers des interactions directes avec le noyau
viral [7]. En effet, PRYSPRY comporte 4 régions hyper variables (V1 a V4) en forme

de boucles qui interagissent avec le domaine N-terminal de la protéine de capside
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rétrovirale et dont la structure flexible permet la reconnaissance spécifique de la capside
de différents rétrovirus [18, 19]. L’activité de restriction de TRIMS5a contribue & la
prévention des transmissions inter-especes des rétrovirus [20-22]. Par exemple, TRIM5a
du macaque Rhésus (rhTRIM5a) est un puissant inhibiteur du VIH-1 [23, 24], mais pas
du virus de 'immunodéficience simienne du macaque (VISmac), alors que TRIMS5a
humain (huTRIMS5a) ne provoque généralement qu’une inhibition modeste du VIH-I
mais restreint fortement le virus de la leucémie murine N-tropique [25] et le virus de

I'anémie infectieuse équine [26].

Restriction du VIH-1 et du VIH-2 par huTRIMS5a

Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH-1) est l'un des agents infectieux
actuels les plus meurtriers en raison de I'absence de vaccin et de 'augmentation continue
de la prévalence. Depuis son apparition, le VIH-1 a causé prés de 40 millions de morts.
Suite a I’infection, une large majorité des individus présentent une charge virale détectable
en I’absence de traitement antirétroviral, et seulement une faible proportion (5 %) connue
sous le nom de progresseurs lents restent asymptomatiques pendant 8 ans et plus [27-29].
Une sous-population encore plus rare, représentant moins de 1 % et appelée contréleurs
¢lites (CE), peut maintenir une virémie indétectable a trés faible (< 50 copies/ml) et un
nombre de lymphocytes T CD4" normal pendant 1 a 10 ans [30, 31]. Les principaux
acteurs du contréle de la réplication du VIH-1 sont les lymphocytes T cytotoxiques CD8"
(CTL) qui reconnaissent les cellules exprimant les peptides du VIH-1 présentés par les
molécules du HLA (Auman leukocyte antigen) de classe 1[32, 33]. Des facteurs génétiques
sont associés a cette capacité de contrdler la maladie tels que certains alleles HLA
(HLA-B*57 et HLA-B*27 en particulier), qui sont surreprésentés chez les progresseurs
lents [34-36]. La protéine de la capside rétrovirale est 'une des cibles de la réponse CTL
[37, 38], et cette pression immunitaire entraine I'émergence de mutations d'€chappement
dans la capside qui rendent le virus sensible a la reconnaissance par TRIMSa chez les

sujets B27 / BS7* [39, 40].
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Le VIH-1 est un lentivirus qui fait partie de la famille des Retroviridae dont I’ARN
génomique est rétro-transcrit en ADN double brin dans les cellules nouvellement
infectées. Cet ADN viral sera ensuite intégré dans le génome de 1'hote. L’ARN rétroviral
entre dans le cytoplasme de la cellule protégé par la capside virale. Pour permettre
’importation nucléaire et I’intégration dans le génome de la cellule hote, ce noyau viral
doit subir une décapsidation [41]. Ce processus est finement organisé et coordonné pour
assurer la rétro-transcription tout en évitant la dégradation des acides nucléiques viraux
ou le ciblage par des facteurs de défense cytoplasmiques de I'hote. TRIMSa est ’un des
facteurs perturbateurs de ce processus, et son mécanisme de restriction rétrovirale est basé
sur I’interaction avec la capside virale (Figure 2). A travers des interactions impliquant les
domaines CC, TRIMSa forme des dimeres, puis des trimeres de dimeres via les domaines
B-Box, conduisant a la formation d’hexameéres [42-45] (Figure 3). Ces hexaméres vont
adopter un niveau supérieur d’organisation en formant un réseau (/attice), et cette capacité
est fortement stimulée en présence du réseau form¢ par les hexameres de capside a la
surface du noyau viral [46]. Cette multimérisation de TRIMSa est nécessaire a une
restriction optimale en permettant une interaction de plus grande avidité avec la capside
[47]. Les interactions entre TRIMSa et la capside conduisent au blocage de la progression
de l'infection par plusieurs mécanismes (Figure 2), notamment le désassemblage précoce
de la capside rétrovirale [48], la dégradation des composants centraux du virus par le
protéasome [49], et la séquestration de la particule virale dans les corps cytoplasmiques
de TRIMSa, ainsi que |’altération des étapes de rétro-transcription et d’importation
nucléaire [50, 51]. Certaines activités de restriction dépendent de 'ubiquitination, tandis
que d'autres n’en dépendent pas. Ainsi, I'inhibition du protéasome diminue ’effet de
TRIMSa sur la rétro-transcription mais ne rétablit pas l'infectivité virale, car le virus reste
séquestré¢ dans les corps cytoplasmiques de TRIMSa [S1]. L'action du protéasome
nécessite 1’activité de ligase d’ubiquitine E3 de TRIMSa, et la restriction rétrovirale est
associée a un renouvellement plus rapide de TRIMSa en raison de 'auto-ubiquitination
effectuée par l'intermédiaire du domaine RING, suivie de la dégradation par le
protéasome [16]. De plus, des études récentes ont montré que TRIMSa conduit également
les rétrovirus vers la voie de dégradation autophagique [52]; cet aspect est trait€ dans le

paragraphe sur ’autophagie (voir plus bas).
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L’espece humaine est également infectée par le VIH-2, un lentivirus relativement
¢loigné du VIH-1 et dont la prévalence est beaucoup moins élevée puisqu’il toucherait
entre 1 et 2 millions de personnes [53]. Le VIH-2 a été transmis & I’espece humaine dans
la premiere moitié du 20° siecle a partir de singe mangabey enfumé, alors que le VIH-1 a
fait son apparition chez I’humain a peu pres a la méme €poque mais en provenance d’une
toute autre espece simienne, le chimpanzé [54]. Des études précoces avaient mis en
évidence une restriction modeste du VIH-2 par huTRIM5a, de fagon similaire a ce qui
était observeé avec les souches de laboratoire du VIH-1 [55]. Cependant, la capacité de
huTRIMS5a a inhiber le VIH-2 a été ré-évaluée a la hausse, particulierement lorsque des
isolats primaires sont testés [56]. On pense aujourd’hui que la restriction du VIH-2 par
huTRIMS5a a un role important dans la pathogénicité plus faible de ce virus, expliquant sa

nature non-pandémique [57].

de TRIM5a

Figure 2 Meécanisme de restriction antirétrovirale par TRIMSa.

TRIMa reconnait la capside rétrovirale et bloque la réplication du VIH-1 par
1) désassemblage précoce de la capside rétrovirale, accompagné de
2) la dégradation des composants centraux du virus par le protéasome,
entrainant 3) une diminution de la synthese d’ADN viral. 1l est & noter que
TRIMS5a est dégradée elle aussi. 4). Le noyau viral peut €tre séquestré dans
les corps cytoplasmiques de TRIMS5a, conduisant a [’inhibition de son
transport vers le noyau.
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Réseau hexagonal

Dimére de TRIMSa Trimére de diméres TRIMSa

Figure 3 Multimérisation de TRIMS5aq.
La protéine dimérise via son domaine Coiled-Coil, puis les diméres
s’assemblent en triméres grace aux domaines B-Box qui peuvent connecter
trois dimeres. La combinaison des événements de dimérisation et trimérisation

génere un réseau hexagonal de TRIMS5a. (Adaptée de Ganser-Pornillos ef al.,
2019.)

Activité pro-inflammatoire de TRIMSa

En 2011, Pertel et al., ont identifié un second role de TRIM5a en réponse & une
infection virale. De fagon concomitante & la restriction d’un rétrovirus, TRIMSa active la
signalisation des voies inflammatoires AP-1 et NF«B, jouant ainsi le réle d’un récepteur
de Pimmunité innée rétrovirale (PRR- Pattern recognition receptor) qui détecte la capside
rétrovirale comme une structure moléculaire associée a un agent pathogene [58].
La reconnaissance d'une capside entrante par TRIMS5a stimule ainsi 'expression de
cytokines et d'autres geénes induits par I'I[FN (ISG, [FN-stimulated gene). Grice a son
domaine N-terminal, TRIMS5a recrute I'hétérodimere Ubc13 (Ube2N) / Uevla (ou Uev2)
de I’enzyme de conjugaison E2 pour générer des chaines de polyubiquitine liées a la lysine
K63 qui permettent l'activation du complexe kinase TAK1, comprenant TAK]1 ainsi que
TABI1 et TAB2 (Figure 4). TAK1 stimule ensuite la signalisation des voies inflammatoires
AP-1 (activation protein 1) et NF-xB (nuclear factor-xB), ce qui conduit notamment a la
transcription des cytokines incluant les IFN-I qui pourraient a leur tour contribuer a
inhiber la réplication virale par la stimulation de génes antiviraux [58, 59]. La formation
de chaines d'ubiquitine qui activent TAKI est significativement augmentée par
’interaction entre TRIMSa et un virus sensible a la restriction ou par surexpression de

TRIMSa. Bien que TRIMCyp ne possede pas le domaine PRYSPRY, il active également
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la voie TAK1, ce qui confirme que l'activité de ligase d’ubiquitine E3 (domaine RING) et
non le domaine PRYSPRY, est cruciale pour la signalisation immunitaire effectuée par
TRIMS5a [60]. En construisant des mutants dans le domaine d’interaction avec I’enzyme
de conjugaison d’ubiquitine E2, Fletcher et a/., ont confirmé que la stimulation de la voie

NF-«kB par TRIMS5a est dépendante de sa capacité a promouvoir l'ubiquitination [61].

TRIM5a

Figure 4 Signalisation médiée par TRIMSa.

TRIMS5a recrute I'hétérodimere E2 Ubcl3/Uevla (ou Ubcl3/Uev2) pour
générer des chaines d'ubiquitine liées a K63. En association avec ces
chaines d'ubiquitine K63, le complexe TAK1/TABl/TAB2 conduit a la
phosphorylation de NF-«kB et son inhibiteur [kBa. IkBa sera dégradé par le
protéasome, libérant NF-kB qui est alors transporté au noyau et active la
transcription de nombreux genes, y compris ceux pour [FN-I. TAK1 conduit
¢galement a la phosphorylation et l'activation du facteur de transcription
hétérodimérique AP-1 (c-Jun/c-Fos). Semblable a NF-kB, AP-1 conduit aussi
a la transcription de nombreux genes, y compris ceux codant pour [FN-I.
(Adaptée de Mérindol et al., 2015.)

Promotion de Pétat antiviral

La signalisation par la voie [FN-I peut induire un état antiviral protecteur chez I’hote

infecté. I’[FN-I interfere avec la réplication du virus par l'expression d'un ensemble
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spécifique d’ISG, qui inhibent les virus a différents stades de leur cycle de réplication [62]
tels que la décapsidation (TRIMS5a), I'import nucléaire (Myxovirus resistance 2, Mx2)
[63, 64], I’assemblage (TRIM22) et la libération (Tetherin) [11, 65, 66]. L’ IFN-1 est
associé a une protection contre I’infection. Par exemple I’administration d'[FNo chez des
macaques rhésus infectés par le VISmac régule positivement I'expression des genes
antiviraux et prévient I'infection [67]. De méme, une régulation positive des ISG dans des
cellules vaginales est associée a la protection contre I'infection par un virus chimérique
VIS/VIH (SHIV) chez les macaques rhésus qui avaient regu une administration vaginale
d'TEN-B [68]. L’importance de TRIMS5a dans le controle de I’infection au VIH-1 est de
plus en plus reconnue. Contrairement a certains orthologues simiens, TRIMSa humain
était considéré comme n’ayant pas d’effet inhibiteur important sur le VIH-1, di a sa faible
reconnaissance des capsides virales cytoplasmiques. Néanmoins, de plus en plus d’études
indiquent que les isolats primaires du VIH-1 sont plus sensibles a la restriction par
TRIMSa humain que les souches adaptées de laboratoires [69], et que TRIMSa humain
contribue de manicre significative a l'inhibition du VIH-1 par [linterféron [70].
Récemment, notre laboratoire a démontré que, en plus d’inhiber la réplication de souches
du VIH-1 isolées de sujets B27/B57", TRIMSa humain contribue a I'induction d'un état
antiviral impliquant des voies pro-inflammatoires, protégeant ainsi les cellules contre les
infections ultérieures [39]. De fagon intéressante, I’effet d’état antiviral semble impliquer
des effecteurs de I’'immunité innée autres que TRIMS5a, puisque méme des virus
insensibles @ TRIMSa sont restreints dans ces conditions [39]. Le VIH-1 a développé un
mécanisme d’antagonisme incomplet afin d’échapper a la réponse de certains facteurs de
restriction. Ohainle et a/. démontrent que I'inhibition du VIH-1 effectuée par la voie de
I'[EN dans une lignée cellulaire monocytaire (THP-1) est due a 'action combinée d'un
petit ensemble d'ISG qui inclut des facteurs de restriction du VIH-1 connus comme Mx2,
TRIMSa, Interferon Induced Transmembrane Protein I (IFITM1) et Tetherin [70].
Chacun de ces ISG n'induit individuellement qu'une restriction modeste de la réplication
du VIH-1, mais ensemble, ils conduisent a une restriction robuste de la réplication du

VIH-1 [70].
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Régulation de I’activité antirétrovirale de TRIMSa humain

La reconnaissance de la cible virale n’est pas le seul déterminant de I’efficacité de
TRIMSa humain a restreindre le VIH-1. Des données récentes suggerent qu’un des
facteurs nécessaires a la restriction du VIH-1 par huTRIMS5a serait I’immunoprotéasome,
une forme de protéasome présente dans les cellules immunitaires [71]. Suite a son
activation par I’[FN, I'immunoprotéasome permet un renouvellement accéléré de
TRIMS5a associé a une reprogrammation pour une inhibition efficace de I’infection par le
VIH-1 dépendante de la capside [72]. L’activité antivirale de TRIMSa serait aussi
contrdlée par la sumoylation. La sumoylation est une modification post-traductionnelle
qui conduit a la liaison d’une ou plusieurs protéines Small Ubiquitin-Like MOdifier
(SUMO) a un résidu lysine d’une protéine cible. Elle permet la modulation des propriétés
biochimiques et biologiques telles que I’activité enzymatique, la stabilité ou la localisation
subcellulaire [73]. Ainsi, la surexpression de SUMO augmente ’activité anti-VIH-1 de
TRIMSa alors que I’inhibition de la sumoylation par interférence a I’ARN 1I’inhibe [74].
Portilho et al, ont montré qu’en plus de réguler 1’activité antivirale de TRIMSa,
la sumoylation lui permet de transiter entre le cytoplasme et le noyau. Si TRIMSa est
désumoylée au niveau du noyau, elle y est séquestrée et perd la capacité¢ d’inhiber les
capsides virales présentes dans le cytoplasme [75, 76]. Parmi les facteurs qui alterent les
mécanismes de restriction par I’intermédiaire de huTRIMS5a, figure la CypA, une protéine
qui interagit avec la capside du VIH-1 pour le protéger de la restriction spécifique a la
capside. Kim et al. ont démontré qu’une perturbation de l’interaction capside-CypA
rendait le VIH-1 tres sensible a TRIMSa endogene dans les cellules sanguines humaines
primaires [77]. De fagon similaire, le VIH-2 est nettement plus sensible a la restriction par

huTRIM5a en I’absence de CypA [78].

TRIMS5aq et les flavivirus

Les flavivirus, de la famille des Flaviviridae, sont des virus enveloppés a ARN
simple brin de polarité positive. Ils provoquent des maladies a I’importance élevée chez

[’humain, et pres de quatre milliards de personne sont a risque de contracter le virus de la
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dengue (DENV) chaque année [79]. lls sont principalement transmis par des piqlres
d’arthropodes (moustiques ou tiques) [80]. Parmi ces virus, figurent DENV, le virus du
Nil occidental, le virus Zika, le virus de la fievre jaune, le virus de I’encéphalite japonaise
et plusieurs souches de virus de I’encéphalite transmis par les tiques (TBEV). Le génome
des flavivirus code pour une polyprotéine précurseur qui donne naissance a sept protéines
non structurales (NS) (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS4B et NS5) et
trois protéines structurales (capside C, précurseur de membrane prM et enveloppe E) [81].
Les protéines structurales constituent la particule virale, tandis que les protéines NS
coordonnent la réplication de I'ARN, I'assemblage et modulent les réponses immunitaires
innées. Apres leur entrée dans la cellule, les flavivirus induisent un réarrangement des
membranes du réticulum endoplasmique (ER) en de nouvelles structures appelées
organelles de réplication ou usines virales, ce qui favorise leur réplication. Deux des
protéines NS ont une activité enzymatique : la protéine NS3 est une hélicase d'ARN viral
et avec son co-facteur NS2B joue aussi le role de protéase virale (NS2B / NS3), alors que
NS5 possede a la fois une activité de méthyltranstérase et d’ARN polymérase dépendante
de 'ARN (RdRP) [82]. Bien que le cycle viral et les protéines des flavivirus soient treés
différents des rétrovirus, TRIMSa agit comme un facteur de restriction pour certains
flavivirus tels que le TBEV, le virus de la maladie de la forét de Kyasanur (KFDV) et le
virus Langat (LGTV) [83, 84]. Les résultats d’infections de cellules HEK293T
surexprimant huTRIM5a ou rhTRIMSa par des flavivirus ont montré une forte restriction
de certains flavivirus transmis par les tiques avec une diminution de I’accumulation de la
protéine NS3. L'inhibition résulte également en une diminution de la réplication de I'ARN

viral [83].

Selon cette méme étude, TRIMSa inhibe la réplication virale en se liant a la protéase
virale NS2B / NS3 afin d’induire son ubiquitination et sa dégradation protéasomale
(Figure 5) [83]. TRIMS5a colocalise partiellement avec NS2B / NS3 dans les cellules
infectées, et l'interaction est €galement observée lorsque la protéase est exprimée
indépendamment du virus [83]. Comme pour les rétrovirus, le domaine ligase d’ubiquitine

RING de TRIMSa est nécessaire a la dégradation de NS2B / NS3 induite par le
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protéasome, tandis que le domaine PRYSPRY est responsable de la reconnaissance de la

cible virale.

a, |
2, ARN viral Ub-k48 @
polymérase 'YRIMSq ‘_ y

NS2B/NS3

Complexe de réplication .

Figure 5 Représentation schématique de la restriction d’un flavivirus par
TRIMSe.
Apres fixation a la surface extracellulaire de la cellule héte, le virus entre par
un mécanisme d’endocytose. Le génome viral libéré est transporté vers le
réticulum endoplasmique (RE) ou aura lieu la réplication et I’expression du
génome. TRIMS5a se lie a la protéase virale NS2B/NS3 afin d’induire son
ubiquitination et sa dégradation protéasomale.

TRIMSa et autophagie

L’autophagie est un mécanisme de dégradation intracellulaire par lequel les cellules
¢liminent les agrégats toxiques, les organites endommagés et les agents infectieux de leur
cytoplasme, ou dégradent des éléments dans le cytosol pour les besoins métaboliques [85].
L’étape caractéristique de l'autophagie est I'apparition d’une structure a double membrane
appelée phagophore qui s’allonge pour former I’autophagosome sous I’action des facteurs
de l'autophagie (Atg, autophagy-related gene) [86]. Une fois formé, I’autophagosome
fusionne avec le lysosome, et il s’ensuit la dégradation et le recyclage de son contenu.

Les facteurs clés de I’activation de I’autophagie sont ULK 1 et Beclinl [87-89]. A la suite
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d’un stress ou d’un manque nutritionnel, ULK dirige le recrutement du complexe PI3
kinase de classe III/Beclin-1 au site de formation du phagophore. L’¢élongation du
phagophore dépend d’un systéme de conjugaison qui fait intervenir plusieurs protéines
Atg. La protéine Atgl2 activée par I’enzyme Atg7 va se lier a la protéine Atg5 de fagon
covalente. Le conjugué Atgl2-AtgS se lie alors a Atgl6L1 de maniére non covalente,
ce qui méne a I’allongement de la membrane. En parallele, LC3-1 est converti en LC3-11
par lipidation. Au cours de ce processus, LC3-I est activé par Atg7 car une liaison thioester
est formée entre un résidu de cystéine catalytique d'Atg7 et la glycine C-terminale de
LC3-I. L'intermédiaire LC3-Atg7 échange avec Atg3, une enzyme de type E2,
pour former un deuxiéme intermédiaire thioester LC3-Atg3 [90]. Le complexe Atgl2-
Atg5-Atgl6L1 fonctionne comme une ligase, qui va compléter le processus de lipidation
et va lier LC3-11 a la membrane de I’autophagosome. Grace a cette localisation spécifique,

LC3-II constitue un marqueur de I’autophagie [91].

L’autophagie sélective est caractérisée par des récepteurs qui reconnaissent
spécifiquement des cibles a dégrader. Parmi ces récepteurs on peut citer la protéine p62 /
sequestosomel, qui a pour réle de reconnaitre des cibles désignées par des étiquettes
spécifiques telles que l'ubiquitine et les galectines, pour ensuite les acheminer vers les
autophagosomes. p62 est une protéine inductible par I'l[EN [92] qui a été impliquée dans
divers processus cellulaires, y compris la modulation des voies de signalisation [93].
En effet, la stabilisation et [’activation des composants du complexe de TAKI
dépendraient de p62. TAKI régit l'action de p62, en le déplagant d'un récepteur
d'autophagie vers une plate-forme de signalisation [94]. p62 se localise aux corps
cytoplasmiques de TRIMS5a humain et de rhésus macaque, et s'associe étroitement avec
TRIMS5a dans ces structures [95]. La capacité de p62 a moduler les voies de signalisation
associées a la réponse immunitaire innée pourrait avoir un effet sur I’activation de
I’immunité innée médiée par TRIM5a lors d’infections virales. Nos résultats récents, non
encore publiés, indiquent que I’autophagie a effectivement un role dans 1’activation de

voles immunitaires innées par TRIM5a.



34

Mandell et al. ont démontré que la surexpression de huTRIMS5a ou rhTRIMSa
augmentait 1’abondance de LC3-1I. Une analyse de flux autophagique utilisant la
bafilomycine a permis d’identifier TRIMS5a comme intervenant dans I’étape d’initiation
et non pas de maturation dans le processus autophagique. De plus TRIMS5a co-localise
avec ULK, une protéine impliquée dans I’initiation de I’autophagie [52]. TRIMS5a agit a
la fois comme régulateur de 'autophagie en fournissant une plateforme pour l'assemblage
de ULK 1 et Beclin 1 et en tant que récepteur de I'autophagie sélective [52]. La stimulation
de "autophagie par TRIMSa pourrait expliquer en partie le fait que TRIMSa est dégradee

par la voie autophagique en absence de virus [96].

TRIMSa semble donc stimuler ["autophagie. Cependant, 1’autophagie est-elle
impliquée dans la restriction rétrovirale par TRIMSa? Une possibilité serait que TRIMSa
soit un récepteur sélectif qui dirige la dégradation de virus par autophagie, une activité
également appelée virophagie. Mandell e al. ont rapporté que la protéine de capside virale
(p24) était dégradée dans des cellules T CD4" primaires de macaques rhésus exprimant
TRIMSa et infectées avec le VIH-1, et que le blocage de ’expression de protéines
essentielles de ’autophagie (Atg7, Beclinl, p62) ou de TRIMSa conduisait a une
diminution de cette dégradation [52]. De plus, Ribeiro et al. ont démontré que TRIMSa
restreint le VIH-1 en le conduisant vers la voie autophagique dans les cellules de
Langerhans [97]. Cependant, les résultats de Imam et al. montrent que le blocage de
I’autophagie par approche pharmacologique en utilisant la bafilomycine ou par une
suppression des protéines clés de |’autophagie (AtgS, Beclinl) dans les cellules HeLa n’a
pas d’impact sur le role de restriction induit par rhTRIMS et sur les niveaux d’ADN du
VIH-1 [96]. Une autre étude a démontré la possibilité d’interactions physiques entre
TRIMS5a et les protéines homologues des Atg8, en particulier LC3 [98]. Cette méme étude
explique que ces interactions ne sont pas requises pour la restriction du VIH-1 [98].
Ces résultats suggerent que les liens entre TRIMSa et I’autophagie ne sont pas impliqués
dans la dégradation et I’¢limination du virus, en accord avec Imam et al., ainsi qu’avec
nos propres observations dans des cellules lymphocytaires et monocytaires (manuscrit en
préparation). Les diftérences observées entre ces études peuvent étre dues aux modeles

cellulaires singuliers utilisés ; notamment, ’entrée du VIH-1 dans les cellules de
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Langerhans se fait par un mécanisme distinct de I’entrée dans les cellules principalement

ciblées par le VIH-1.

Applications thérapeutiques potentielles

Plusieurs groupes, dont le nétre, ont tenté d'améliorer le pouvoir antiviral de
TRIM5a humain afin d'interférer avec le VIH-1 a des fins de thérapie génique.
Les premieres études consistaient a surexprimer des versions de huTRIMSa congues pour
cibler plus efficacement le VIH-1 par le biais de modifications du domaine PRYSPRY.
Certains des variants de TRIMS5a utilisés étaient des produits chimériques contenant de
petites régions de rhTRIMS5a dans le SPRY [99, 100]. Cependant, une variation de
séquence significative entre les orthologues humain et macaque pourrait provoquer une
réponse immunitaire contre le transgene chez les patients a une probabilité élevée.
D’autres expériences de cartographie humain / rhésus ont permis de découvrir que des
mutations de Arg332 dans la région variable 1 (v1) de PRYSPRY conféraient une activité
de restriction contre VIH-1 [101, 102], mais qui €tait nettement plus modeste que la
restriction induite par rhTRIMSa [103]. L’identification par notre laboratoire de mutations
combinées en position Arg332 et Arg335 a permis une plus forte restriction que la simple
mutation (10 a 30 fois) [104, 105]. Bien que huTRIMS5a R332G-R335G soit considéré
comme un candidat de choix dans les approches de thérapie génique pour inhiber le
VIH-1, I"utilisation de vecteurs viraux pour le surexprimer dans les cellules humaines
n’est pas dénuée de risques. Pour cette raison, nous avons utilis€ I’édition génomique afin
d’introduire les mutations souhaitables dans le géne de TRIMSa humain [106].
Cette approche est basée sur 'outil CRISPR (Clustered Regularly Intespaced Short
Palindromic Repeats) et la nucléase Cas9 associée a CRISPR (CRISPR-Cas9).
Nos premiers résultats ont montré qu’il était possible de modifier TRIM5a a I’aide de
cette méthode [106], et nos résultats récents non publiés indiquent que I’introduction des
mutations R332G et R335G dans le géne trim5 de lymphocytes résulte en une diminution
appréciable de leur susceptibilité¢ a I’infection par le VIH-1. Toute modification génique
de TRIM5a visant a lui conférer une activité antivirale ciblant le VIH-1 (ou méme certains

flavivirus tel DENV) devra cependant prendre en compte les effets potentiels sur les
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fonctions connues de TRIMS5a dans I’autophagie, I’activation de voies immunitaires
innées ou la restriction de rétrovirus non-humains. Enfin, la découverte du rdle de
TRIMS5a dans I’autophagie en fait une cible de choix pour le développement de composés
modulant le processus autophagique pour promouvoir [’inhibition des cellules

cancéreuses [107, 108].

Conclusion

Les réles précis de TRIMS5a dans la cellule ne sont probablement pas encore tous
identifiés. Dans la premiére décennie suivant le dévoilement de ses fonctions
antirétrovirales, les études ont été essentiellement axées sur cette activité de TRIMSa.
Cependant, il est de plus en plus clair que TRIMSa est impliquée dans d’autres fonctions
cellulaires. La découverte de I’effet de restriction de TRIMSa sur certains flavivirus
souléve un questionnement sur la capacit¢ de TRIMSa a reconnaitre des protéines si
différentes et ouvre la possibilité qu’elle soit active contre d’autres familles de virus.
Le role de TRIMSa humain dans la restriction du VIH-1 est de plus en plus apprécié,
ainsi que la régulation de cette activité par différents facteurs. Mieux connaitre les
mécanismes de régulation de I’activité¢ antivirale de TRIMSa sera nécessaire pour
développer ses applications potentielles. Par ailleurs, la modification de son activité a des
fins thérapeutiques représente un défi étant donné I’implication de TRIMSa dans
I’activation de l’autophagie et peut étre dans d’autres fonctions cellulaires encore
inconnues. Plusieurs questions pourraient faire ’objet de futures études : Dans quel
contexte TRIMSa favorise-t-elle I’autophagie? L.’autophagie est-elle importante pour la
restriction des flavivirus ou d’autres familles de virus par TRIMS5a? Des modifications
dans le domaine PRYSPRY de TRIMSa permettraient-elles la reconnaissance d’autres
familles de virus? Sans aucun doute, I’exploration des propriétés de cette protéine est loin

d’€tre terminée, et les applications biomédicales potentielles restent a développer.
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CHAPITRE Il11

CONTEXTE ET PROBLEMATIQUE

TRIMSa est un facteur de I’immunité innée permettant la restriction des rétrovirus.
[l est inductible par I’interféron de type [ [121, 122]. A son extrémité C-terminale se trouve
un domaine variable B30.2/SPRY qui détermine la spécificité de la restriction [123, 124].
La reconnaissance d'un rétrovirus par le biais d'interaction entre TRIMS5a et la capside
virale bloque la progression de l'infection par plusieurs mécanismes, notamment le
désassemblage précoce de la capside rétrovirale, accompagné d'une diminution des
produits de la rétro-transcription [ 123, 125]. En conséquence, il y a une dégradation des

composants centraux du virus.

En plus de ses fonctions effectrices, TRIMSa agit en tant que récepteur de
Pimmunité innée rétrovirale [126]. Grice a son domaine N-terminal, TRIMSa recrute
I'hétérodimere Ubcl3 (Ube2N)/Uevla (ou Uev2) de I’enzyme de conjugaison E2 pour
générer des chaines de polyubiquitine liées a la lysine K63 qui peuvent étre ancrées a
TRIMSa [127]. L’ubiquitine lide a la lysine K63 active le complexe kinase TAKI et
stimule la signalisation des voies inflammatoires AP-1 et NF-«kB, ce qui conduit a la

production de 'IFN-1[128-131].

Récemment, il a été démontré que la protéine TRIMSa interagit avec des protéines
de I’autophagie, et qu’elle joue un réle régulateur sur cette derniere [132, 133]. En effet,
’autophagie est favorisée en présence de TRIMSa, alors qu’une diminution dans
’expression de la protéine TRIMS5a provoque une baisse des marqueurs de 1’autophagie
LC3B-II et p62. Malgré ces liens entre [’autophagie et TRIMSa, I’effet de I’autophagie
sur TRIMSa reste inconnu. Une série d'expériences a donc été menée afin d’identifier

I’action de I’autophagie ou des protéines de I’autophagie sur les roles de TRIMSa.



CHAPITRE IV

MATERIELS ET METHODES

4.1 Culture cellulaire

Les THP-1 (lignée dérivée de monocytes) et HEK293T (cellules humaines de rein)
¢taient dans du milieu de culture RPMI 1640 et les CRFK (cellules de chat) dans du

DMEM. Tous les milieux de culture ont €té complétés avec 8 % de sérum de veau feetal

(FBS), pénicilline-streptomycine et de la plasmocine. Les cellules ont été maintenues en

culture dans des incubateurs a 37 °C avec 5 % de COa».

4.2 Plasmides

Plusieurs plasmides ont €té utilisés :

pCMV ARS.9 exprime les genes viraux de structures gag et pol ainsi que les
genes régulateurs Tat et Rev du VIH sous le contréle du promoteur du

cytomégalovirus humain (hCMV) [134].

pMDG code pour la glycoprotéine G du Virus de la stomatite vésiculaire

(VSV-G) [134].

pNL4-3GFPAEnvANef incapable de se répliquer (appelé par la suite
pNL4-3GFP) car il n’exprime pas les protéines du VIH-1 Env et nef qui sont
essentielles a sa réplication. La suppression de Env a été réalisée grace a une
délétion qui décale le cadre de lecture. Concernant la protéine Nef elle a été
remplacée par GFP [135]. La partie Gag est remplacée par la capside extraite
de virus de patients naturellement résistants a la progression de la maladie
« contrdleurs élites ou EC » d’ou I’appellation des particules virales EC5-2

GFP [136].
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- pNL4-3DsRed a été construit en remplagant GFP par DsRed en utilisant les
enzymes de restrictions Notl et Xhol dans pNL4-3GFP. 1l a été utilisé pour
la production des particules EC5-2 DsRed ou EC8-1 Dsred dépendamment

du patient dont provient la partie codante pour la capside virale [136].

- pLentiCRISPRv2-puromycine a €té utilisé pour exprimer simultanément
I’ARN guide, la nucléase Cas9 et le géne de résistance a la puromycine pour

permettre la sélection [137].

- pLenti-CRISPRV2-hygromycine a été utilis€ pour exprimer simultanément
I’ARN guide, la nucléase Cas9 et le gene de résistance a I’hygromycine pour

permettre la double sélection dans notre étude [138].

4.3 Construction des plasmides et production des virus

Les vecteurs VIH-1 utilisés ont des capsides dérivées de virus isolés chez des
patients naturellement résistants a la progression de la maladie « controleurs élites ».
Comme décrit auparavant par Merindol et al., 2018 [136], les particules virales qui codent
pour le gene DsRed ou le gene GFP ont été générées en co-transfectant les cellules 293T
par deux plasmides, un codant pour I’enveloppe VSV-G (pMDG) (5 ug) et un autre codant
pour une partie du génome du VIH-1 (10 pug) dont la protéine Nef a été remplacé par GFP
ou DsRed (pNL4-3¢rp EC5-2 ou pNL4-3psred ECS5-2 ou pNL4-3psred EC8-1) en utilisant
du polyéthylénimine (PEI) (45ul) qui a pour rdle de lier 'ADN et le transporter dans la
cellule. Les surnageants contenant le virus ont été récoltés 24 et 48 h plus tard, mélanggs,
centrifugés, filtrés et conservés a -80 °C. La multiplicité d'infection (MOI) des particules
du VIH-1 a été évaluée par titration dans des cellules CRFK. Les cellules ont €té traitées
par des dilutions croissantes de virus. Apres 48 h d’infection les cellules ont été passées
au FACS. Grace au caleul ((% des cellules infectées/100)/le volume de la
dilution)*nombre de CRFK misent dans le puits), nous avons déterminé les unités
infectieuses par ul. Une fois obtenues, nous avons calculé le volume a utiliser selon le

nombre de cellules a traiter et la MOl visée.
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4.4 Approches pour inhiber I’autophagie

L’inhibition pharmacologique de [’autophagie se fait par |’agent chimique
bafilomycine Al (BaFA1) qui a pour réle d’inhiber la fusion des autophagosomes avec
les lysosomes et d’inhiber I’acidification des autophagolysosomes (Figure 3.1) [139].
[l est possible d’inhiber ’autophagie par knockout plus en détail ci-dessous (Figure 3.1)
[139].

. Lysosome

\

Preautophagosomal Phagophore  Autophagosome
structure

Autophagolysosome

T

Knockout/ Bafilomycine  Bafilomycine
knockdown (BaFA1) (BaFA1)
des genes ATG

Figure 4.1  Processus de ’autophagie avec les différentes approches d’inhibition
d’autophagie.
Le phagophore entoure une partie du cytoplasme pour former un
autophagosome. La membrane externe de l'autophagosome fusionne
ensuite avec le lysosome, et le matériel interne est dégradé dans
l'autophagolysosome.

4.5 Génération des cellules double knockout

Les THP-1 knockout ont été générées en utilisant le plasmide pLentiCRISPRv2-
puromycine offert par Feng Zhang [140] et le plasmide pLenti-CRISPRv2-hygromycine
[138]. Les séquences guides ont ¢été obtenues a l'aide de loutil de
conception CRISPR (http://www.crispr.mit.edu). L’ARN guide ciblant TRIMS,
5-CACCGTGGTAACTGATCCGGCACAC-3 a été cloné dans plenti-CRISPRv2-

hygromycine. Le vecteur lentiviral a été préparé en co-transfectant trois plasmides le

pMDG (5ug) (codant pour I'enveloppe VSV-G), le pCMV AR8.9 (10 ug) (codant pour
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gag et pol) et le pLentiCRISPRv2-hygromycine (10 pug) (contenant I'ARN guide d'intérét)
dans les cellules 293T en utilisant le PEI (45 ul). Le surnageant viral a été récolté a
24 h et 48 h apres la transtection et filtré. Les cellules THP-1 ont €té transduites par ce
surnageant viral. Quarante-huit heures apres la transduction, 200 pg/ml d’hygromycine
a été ajouté aux cellules pour la sélection. Le knockout de TRIMSa a été validé par TIDE
assay. un algorithme qui calcule le pourcentage d’aberration dans la séquence knockout
en comparaison avec la séquence contrdle. Sur ces cellules un deuxieme knockout a été
réalisé ciblant la protéine p62 ou Atg5 en suivant les mémes €tapes comme décrites
ci-dessus. Cependant, I’ARN guide pour AtgS (5- GATCACAAGCAACTCTGGAT-3)
ou p62 (5-AATGGCCATGTCCTACGTGA-3) a été cloné dans pLentiCRISPRv2-
puromycine pour permettre une deuxieéme sélection 48 h apres la transduction avec

I ug/ml de puromycine. Enfin les knockout ont été validés par Western blot.

[l est & noter que nous avons regu le plasmide pLentiCRISPRv2-puromycine

contenant I’ARN guide d’Atg5 du Dr Labonté, professeur a I’'INRS.

4.6 Cytométrie en flux

Pour mesurer la sensibilité¢ du VIH-1 a TRIM5a, en absence ou en présence des
protéines TRIMSa, AtgS et p62, les cellules ont été mises dans des plaques 96 puits et
de I'IFN-B recombinant humain a €t€¢ ajouté a une concentration finale de 10 ng/ml.
Le lendemain, les cellules ont été infectées par NL43psred EC5-2 ou NL43psed EC8-1.
Les pourcentages de cellules DsRed” ont été déterminés apres 48 heures d'infection.
Pour cela, les cellules ont €té fixées dans 4 % formaldéhyde puis analysées au cytomeétre

FC500 MPL (Beckman Coulter, Inc., CA).

4.7 Western blotting

Afin de mesurer la présence des protéines phosphorylées impliquées dans
I’activation de NF-kB et AP-1 suite a une infection par le VIH-1. Les cellules THP-1

double knockout ont été mises en plaque a 300 000 cellules/puits et infectées par le vecteur
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NL43psed ECS5-2 avec une MOI = 0,1, ou traitées au LPS 100 ng/ml, ou laissées sans
traitement pendant 2 h, ensuite elles ont été lavées (au PBS), lysées (dans du RIPA),
bouillies et les extraits ont ¢été¢ migrés sur SDS-PAGE en utilisant des gels de
polyacrylamide de 12 %. Les protéines ont été transférées sur des membranes de
nitrocellulose. Les membranes ont été bloquées dans une solution contenant 5 % de BSA.
Ensuite, elles ont été incubées avec | anticorps primaire (anti- P-IxB 1:1000, anti- P-p65
1:1000), puis avec I’anticorps secondaire anti-souris (1:2000) pour P-IkB et anti-lapin
(1:2000) pour P-p65 selon les spécifications du fabricant (Cell Signaling). Les anticorps
conjugués a la HRP ont été détectés a I'aide du réactif de détection de transfert d’enhanced

chemiluminescence (ECL).

4.8 Microscopie par immunofluorescence

Les cellules THP-1 double knockout (500 000 cellules/puits) ont été traitées avec
100 nM de Phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA, Sigma-Aldrich) pendant 24 h en étant
ensemencées sur des lamelles de verre, puis lavées et placées dans un milieu normal.
Apres 72 h, les THP-1 diftérenciées ont été infectées par NL43gre EC5-2 (MOI =5),
ou traitées avec du LPS, ou laissées sans traitement pendant 2 h en présence de 8 pg/ml
de polybrene. Les cellules ont ensuite été fixées (4 % de formaldéhyde) et perméabilisées
(0,1 % Triton-x 100) puis incubées avec ’anticorps anti-P-cJun (1:100 dans 10 % FBS,
Cell Signaling) a 4° pendant 16 h. Apres 4 lavages au PBS, les cellules ont été colorées
avec un anti-lapin de cheévre conjugué a I'Alexa Fluor 594 (Molecular Probes, Eugene,
OR) dilué a 1:100 dans du sérum bovin a 10 % pendant 1 h a température ambiante.
Les noyaux ont été marqués par du Hoechst33342 dilué 1:10000 (Molecular Probes,
Eugene, OR). Les lames ont été montées avec du vectashield et les images ont €té acquises
au grossissement 20x sur le microscope Axio Scope Al (SN : 3322000334). (Carl Zeiss,
Inc., Toronto, ON, Canada).
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4.9 QRT-PCR

Les cellules ont été lavées 6 h apres infection par NL4-3psred EC5-2. L’extraction
de I’ARN total a été faite par Tri-Sure (Bioline) et avec ajout de chloroforme
(Sigma-Aldrich). Le glycogéne (Life Technologies) a été ajouté au cours de l'extraction
pour améliorer les rendements en ARN et 'ADNc a été synthétisé en utilisant Sensifast
cDNA synthesis (Bioline) selon le protocole du fabricant. L'amplification de I’'[FNB ou
GAPDH a été réalisée en utilisant 400 nM d'amorces sens et antisens et 5 ul de matrice
(150 4 500 ng) dans un volume final de 10 ul selon le protocole du kit SensiFast SYBR
Lo-ROX (Bioline). Apres 3 min d'incubation & 95 °C, 40 cycles d'amplification ont été
réalis€s comme suit : 5 sec a 95 °C, 10 sec a 60 °C, 15 sec a 72 °C. Chaque PCR a été
réalisée en double et le cycle seuil (Ct) a ét€é déterminé a l'aide du logiciel MxPro
(Agilent). L'expression relative a été calculée en utilisant la méthode ACt avec GAPDH

pour la normalisation (2— (€t (cible) -CLGAPDH))y

Tableau 4.1
Liste des amorces de qRT-PCR

Génes Amorces

IFNB sens GCTTCTCCACTACAGCTCTTTC
[FNB antisens CAGTATTCAAGCCTCCCATTCA
GAPDH sens GTCAGTGGTGGACCTGACCT
GAPDH antisens TGAGCTTGACAAAGTGGTCG




CHAPITRE V

RESULTATS

5.1 Knockout des protéines de I’autophagie (Atg5 et p62) et TRIMSa par CRISPR
dans les monocytes humains

Les protéines Atg5 et p62 ont été déplétées pour €tudier les liens entre I’autophagie
et activité antirétrovirale induite par TRIMSa. L’autophagie est un processus qui fait
intervenir plusieurs protéines comme Atg5 pour former la structure a double membrane,
’autophagosome ou se déroule la dégradation. Afin d’inhiber ’autophagie a un stade
précoce, nous avons utilisé le knockout de la protéine Atg5. Il existe aussi d’autres
protéines importantes dans ’autophagie les récepteurs autophagiques qui conduisent les
cargos a dégrader vers l’autophagosome comme p62 qui est un substrat pour la
dégradation autophagique, donc sa dégradation peut étre utilis€ée comme marqueur qui
permet de mesurer 1’autophagie [141]. Une étude a montré que TRIMSa s'associe a la
protéine autophagique p62, et le knockdown de p62 provoquait une réduction de la
restriction rétrovirale dans les cellules exprimant huTRIMSa ou rhTRIMSa [142].

Nous avons donc choisi de dépléter la protéine p62 pour nos expériences.

Afin de dépléter de maniere stable et irréversible les protéines AtgS, TRIMS, et p62
dans les monocytes humains (THP-1), nous avons réalisé des knockout par le systéme
CRISPR. Nous avons pu observer la présence de la protéine AtgS de la taille attendue
(55 kDa) dans les cellules contrdles et les cellules knockout pour la protéine TRIMS
(TRIMS KO) seulement, mais cette présence était beaucoup moins importante dans les
cellules transfectées avec I’ARN guide de Atg5 (AtgS KO et Atg5 KO/TRIMS KO)
(Figure 5S.1A et 5.1C).

Nous avons aussi observé que le knockout de TRIMS réduit ’expression d’Atg5 de

0,5x en comparaison avec le contrdle. Cependant, cette réduction n’était pas
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statistiquement significative. Par ailleurs, le knockout d’Atg5 réduit I’expression d’Atg5
de 2,71x en comparaison avec le contrdle, une diminution significative (Figure 5.1A et
5.1C). Le fait que TRIMSa soit impliquée dans [’activation de |’autophagie pourrait
expliquer la diminution de I’expression d’Atg5 qui constitue un facteur clé dans la
formation et la maturation de 1’autophagosome. Donc une diminution dans I’expression
de TRIMSa réduirait I’expression des protéines qui interviennent dans la formation de
I’autophagosome, telles que AtgS. Pour la protéine p62, nous avons observe la présence
d’une bande avec la taille attendue (62 kDa) dans les cellules contrdles alors que dans les
cellules knockout pour p62, on voit que la protéine p62 est trés peu exprimée
(Figure 5.1B). Pour vérifier le knockout de la protéine TRIMS, nous avons séquencé les
amplicons de TRIMS dans les cellules contrdles et les cellules knockout pour TRIMS
(TRIMS KO, Atg5 KO/TRIMS KO et p62 KO/TRIMS KO) et nous avons remarqué des
aberrations au niveau du séquencgage dans les séquences knockout en comparaison avec
les contrdles. En effet, les s€quences knockout présentaient des pics supplémentaires a
chaque position a partir du site de coupure 390 (Figure 5.1E). Nous avons ensuite analysé
les données de séquengage en utilisant la méthode de suivi des indels par décomposition
(TIDE assay) (voir Matériels et méthodes) (Figure 5.1F). Les calculs par cet algorithme

ont montré qu'au moins 80 % des alleles étaient knockout pour la protéine TRIMS.

5.2 Effet sur la fonction de I’autophagie

Afin de vérifier I’effet du knockout d’ Atg5 au niveau fonctionnel, nous avons aussi
révélé la membrane avec un anticorps anti-LC3. LC3-11 est un marqueur de I’autophagie,
une diminution dans les niveaux de LC3-1I est synonyme de diminution du processus de
I’autophagie [141]. LC3-1 est converti en LC3-II par lipidation. Puis LC3-II est li€ & la
membrane de I’autophagosome. Grice a cette localisation spécifique, LC3-1I constitue un
marqueur de I’autophagie [143]. Afin de mesurer le flux autophagique, nous avons
pretraité les cellules a la BaFAT, car cette derniere permet ’accumulation du LC3-11 en
¢vitant sa dégradation a la derniére ¢tape de I"autophagie (Figure 3.1). Comme le montre
la Figure 5.1A et ID, on voit une forte accumulation de LC3-II qui est beaucoup moins

significative dans les cellules knockout pour Atg5 (Atg5 KO) et les cellules knockout pour
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Atg5 et TRIMS (Atgd KO/TRIMS KO). On remarque aussi une diminution de

’accumulation de LC3-1I dans les cellules TRIMS KO un résultat attendu vu I’implication

de TRIMS dans "autophagie [132].
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Knockout des protéines AtgS, p62 et TRIMSa par CRISPR dans des
monocytes humains.

(A) Les THP-1 ont été déplétés de la protéine Atg5S par CRISPR.
L’expression protéique de AtgS dans les cellules controles et les cellules
knockout transduites a été confirmée par Western blot. (B) Validation des
cellules THP-1 knockout pour la protéine de |I’autophagie p62 par western
blot. (C) et (D) quantification du western blot du panel A (un seul réplica).
(E) Analyse de séquencage de TRIMS dans des cellules transduites avec
pLCv2-TRIMS. Les cellules THP-1 ont été transduites avec des vecteurs
lentiviraux pLCv2-TRIMS ensuite sélectionnées a la puromycine, le locus
de TRIMS ciblé a été amplifi¢ par PCR et le produit de PCR a été séquencé
par Sanger. La figure montre un alignement des tracés de séquence obtenus.
(F) Décomposition des résultats de séquencage par TIDE assay.
Le graphique montre les pourcentages de pics aberrants en amont et en aval
du site de coupure des séquences présent€es dans le panel E.
Le pourcentage des cellules contenant le knockout a ¢été calculé par
le TIDE assay.
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5.3 La suppression des protéines de I’autophagie AtgS et p62 n’affecte pas la
restriction du VIH-1 induite par TRIMSa

Pour évaluer I'impact relatif d’AtgS sur la restriction du VIH-1 par TRIMSa,
les cellules THP-1 contréles ou knockout ont été prétraitées a I'lFN- a une concentration
finale de 10 ng/ml, ensuite infectées avec un vecteur NL4-3psrea ECS5-2. Les cellules
DsRed-positives ont été analysées au cytometre en flux. Nous avons observé que, dans les
cellules contrdles ou knockout pour AtgS (AtgS KO), Iinfection par le VIH-1 était
restreinte par rapport aux cellules knockout pour TRIMS (TRIMS KO), ou double
knockout (AtgS KO/TRIMS KO), qui présentaient une infection plus élevée (Figure 5.2A
et 5.2B). Nous avons aussi remarqué que ’absence des deux protéines Atg5 et TRIMS
(AtgdS KO/TRIMS KO) en méme temps n’avait pas d’effet supplémentaire. Nous avons
ensuite test¢ les infections avec un autre vecteur du VIH-1 le NL4-3psred EC8-1.
Les mémes conditions ont été utilisées a I’exception du vecteur du VIH-1 qui cette fois-
ci c’est le NL4-3DsRed EC8-1 et deux populations cellulaires ont été ajoutées, les cellules
knockout pour p62 seulement et les cellules knockout pour p62 et TRIMS en méme temps.
Nous avons obtenu des résultats similaires a ceux obtenus avec le vecteur NL4-3psred
ECS5-2. Dans les cellules contrdles ou knockout pour Atg5 (AtgS KO) ou p62 (p62 KO),
il y avait une forte restriction de |‘infectivité tandis que dans les cellules simple knockout
pour TRIMS (TRIMS KO) ou double knockout (AtgS KO/TRIMS KO ou p62 KO/TRIMS
KO) démontraient un taux d’infectivité plus €levé (Figure 5.2C). Les protéines AtgS et

p62 ne sont donc pas impliquées dans la restriction du VIH-1 induite par TRIMS5a.
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Figure 5.2  La suppression des protéines de I’autophagie Atg5S et p62 n’affecte pas
la restriction du VIH-1 induite par TRIMSae.
(A) Les THP-1 controles ou knockout (AtgS, TRIMS, ou Atg5-TRIMS)
ont été prétraitées a I’'IFN-P et ensuite infectées avec NL4-3psred EC5-2.
Les cellules ont été récoltées 48 h apres l'infection et I'infectivité indiquée
par le pourcentage de cellules DsRed-positives, a été mesurée par
cytométrie en flux. (B) Trois expériences indépendantes ont été réalisées et
les barres d'erreur représentent les €carts types des nombres de cellules
DsRed-positives détectées. (C) Les THP-1 contréles ou knockout pour
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Atg5 et/ou TRIMS ou pour p62 et/ou TRIMS ont été prétraitées a I’IFN-3
et ensuite infectées avec NL4-3psred EC8-1. L’infectivité a été analysée
comme décrit ci-dessus. Trois expériences indépendantes ont ét¢ menées
et les barres d'erreur représentent les écarts types des nombres de cellules
DsRed-positives détectées.

5.4 La suppression de la protéine AtgS inhibe ’activation de la voie de I’immunité
innée NFkB induite par TRIMSa

Nous avons ensuite évalué si AtgS était nécessaire a TRIMSa pour I’activation de
la voie immune NF-kB. En réponse a une infection, TRIMS5a active la voie NF-kB [126].
La phosphorylation de NF-kB (p-p65) et son inhibiteur IkB (p-IxkB) conduit a la
dégradation de IkB par le protéasome, libérant p-p65 qui est alors transporté au noyau et
active la transcription de nombreux genes, y compris ceux pour [FN-I[126]. Nous avons
mesuré deux marqueurs de la voie NF-kB, la protéine p-p65 et la protéine p-IxB
pour étudier la signalisation de NF-kB par western blot suite a une infection par
pNL4-3DsRed EC5-2. Le contrdle positif utilisé est le LPS qui peut conduire a I’activation
de la voie NF-kB. Cette approche a révélé une phosphorylation significative de la protéine
IkB dans les cellules THP-1 controles, mais qui est moins importante a celle induite par
le LPS. Par ailleurs cette activation a €té réduite dans les cellules knockout pour Atg5
(AtgS KO), TRIMS (TRIMS KO) ou les deux en méme temps (Atg5 KO/TRIMS KO) de
fagon similaire (Figure 5.3A et 5.3B). Par la méme méthode, nous avons analys¢ un
deuxiéme marqueur de la voie NF-kB la protéine p-p65. Une phosphorylation
significative de p65 dans les cellules controles infectées par le VIH-1 qui est semblable a
celle induite par le LPS. En revanche cette phosphorylation est moins importante dans les
cellules knockout pour Atg5 (AtgS KO) ou TRIMS (TRIMS KO), et elle est absente dans
les cellules double knockout (AtgS KO/TRIMS KO) (Figure 5.4A et 5.4B). Nous avons
aussi remarqué un niveau basal d’accumulation des protéines phosphorylées p-p65 et
p-IxkB dans les puits sans traitement des cellules knockout. 11 est possible que les
protéines TRIMS ou AtgS soient impliquées dans la régulation des niveaux basaux de
I’inflammation. L origine de ce probléme pourrait aussi étre due a I’approche de knockout

utilisée dans cette étude (voir perspectives).
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Ctrl TRIMS KO Atg5 KO Atg5 KO
TRIMS KO
NoV EC5-2 LPS NoV EC5-2 LPS NoV EC5-2 LPS NoV EC5-2 LPS

Ctrl TRIMS KO Atg5 KO Atg5 KO
TRIMS KO

La suppression de la protéine AtgS inhibe P’activation de la voie de
PPimmunité innée NF-kB induite par TRIMSa (partie 1).

Les Cellules THP-1 contrdles et knockout (AtgS, TRIMS, ou les deux) ont
été infectées par pNL4-3psred EC5-2, ou traitement au LPS, pendant
2 heures, Ctrl = les puits sans aucun traitement. (A) L’activation de la voie
NF-kB a été mesurée par western blot en détectant phospho-IkB et la
a-actine. (B) Le graphe barre représente les ratios normalisés sur I’actine
de 4 expériences indépendantes. Les barres d'erreur représentent les écarts
types. L’analyse statistique a €té réalisée par t test.
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Figure 5.4. La suppression de la protéine Atg5S inhibe I’activation de 'immunité
innée NF-xB induite par TRIMSa (partie 2).
Les Cellules THP-1 contrdles et knockout (AtgS, TRIMS, ou les deux) ont
été infectées par pNL4-3psreds ECS-2, ou traitement au LPS, pendant
2 heures, Ctrl = les puits sans aucun traitement. (A) L activation de la voie
NF-xkB a €t€ mesurée par western blot en détectant phospho-p65 et la
a-actine. (B) Le graphe barre représente les ratios normalisés sur [’actine
de 4 expériences indépendantes. Les barres d'erreur représentent les écarts
types. L’analyse statistique a été réalisée par t test.
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5.5 Le double knockout de TRIMS5a et Atg5S réduit significativement I’activation
de AP-1

TRIMSa est aussi impliquée dans I’activation de la voie AP-1. Spécifiquement,
TRIMSa stimule la phosphorylation de c-Jun. Sous cette forme phosphorylée, c-Jun
.transloque au noyau et conduit a la transcription de nombreux génes, y compris ceux
codant pour IFN-I [126]. Nous avons alors étudié si AtgS était impliquée dans cette
activation. Nous avons analysé la signalisation de AP-1 par microscopie au cours de
’infection par NL4-3grp EC5-2, avec un anticorps qui cible la forme phosphorylée de
c-Jun. Comme contréle positif, nous avons utilisé¢ le LPS qui conduit a I’activation de la
voie AP-1. Les résultats montrent une phosphorylation significative de la protéine c-Jun
au niveau nucléaire dans les cellules THP-1 contrdles aprés infection comparable a celle
induite par le LPS. Par ailleurs cette activation a été légérement réduite dans les cellules
knockout pour TRIMS (TRIMS KO), mais pas dans les cellules knockout pour AtgS
(Atg5 KO) (Figure 5.5A et 5.5B). Les cellules double knockout quant a elle présentaient

une absence de phosphorylation de la protéine cJun.

Ctrl EC5-2

Ctrl DAPI/p-clun

TRIMS ko DAPI/p-clun

ATGS5 ko DAPI/p-clun

ATGS5 ko TRIMS ko DAPI/p-clun
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Figure 5.5  La suppression de la protéine AtgS inhibe I’activation de la voie de
’immunité innée AP-1 induite par TRIMS5a.
Les Cellules THP-1 contrbles et knockout (AtgS, TRIMS, ou les deux) ont
¢été infectées par le vecteur NL4-3grp EC5-2 (MOI = 5), ou traitées au LPS,
pendant 2 heures, Ctrl = les puits sans aucun traitement. (A) L’activation
de la voie AP-1 a été mesurée par microscopie. (B) quantification des
cellules p-cJun positives au niveau nucléaire (un seul réplica).
Chaque barre représente le pourcentage de cellules positives quantifiées a
partir de plusieurs images avec un total en moyenne de 150 cellules pour
chaque condition.

5.6 Le double knockout de TRIMSa et AtgS réduit la transcription de ’IFN-B

L’IFN-f fait partie des geénes régulés par NF-kB et AP-1. Nous avons quantifié
I’expression du transcrit IFN-f par qRT-PCR au cours d'une infection par NL4-3psred
EC5-2. Comme contrdle positif, nous avons utilis¢ le LPS. Les résultats montraient une
expression significative de I’lFN-B dans les cellules THP-1 contrdles apres infection.
Par ailleurs cette activation a €t¢ réduite dans les cellules knockout pour TRIMS (TRIMS
KO). Les cellules knockout pour Atg5 (AtgS KO) et les cellules double knockout ne

montralent aucune expression du transcrit (Figure 5.6).
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Figure 5.6  La suppression de la protéine Atg5 et TRIMSa réduit la transcription
de PIFN-B.
Les cellules THP-1 contrdles et knockout (AtgS, TRIMS, ou les deux)
ont ét€ infectées par pNL4-3psred EC5-2, ou traitées au LPS, pendant
6 heures. L’ARN a été extrait et utilis€¢ pour quantifier I’IFN-f par gPCR,
Ctrl = aucun traitement. L'expression relative a été calculée en utilisant la
méthode ACt avec GAPDH pour la normalisation (2— (€t (¢ible) -Ct (GAPDED)y
(un seul réplica).



CHAPITRE VI

DISCUSSION ET CONCLUSION

TRIMSa est une protéine cytoplasmique antirétrovirale qui stimule I’autophagie et
joue le réle de récepteur autophagique. Cette association suggere une relation
fonctionnelle entre la voie de l'autophagie et la restriction par TRIMSa. Pour explorer
’effet de I’autophagie sur les fonctions antirétrovirales de TRIMSa, notre premiere
approche était d’inhiber I’autophagie en ciblant les facteurs clés de "autophagie AtgS et
p62 en plus de TRIMSa avec CRISPR/Cas9 dans des lignées cellulaires dérivées de
monocyte, afin d’obtenir des cellules déficientes pour I’autophagie et/ou en TRIMSa.
Nous avons ensuite infecté ces cellules modifiées avec des vecteurs VIH-1 sensibles a
TRIMSa (ECS-2 et ECS8-1), dérivés de virus isolés de contrbleurs élites, naturellement

résistants a la progression de la maladie[ 136].

Suite a I’infection par EC5-2, nous avons d’abord observé que la déplétion d’AtgS
n’avait pas d’effet sur la restriction induite par TRIMS5a. Nous avons aussi analysé la
restriction en infectant avec un autre vecteur de VIH-1 EC8-1 dans les cellules knockout
pour Atg5, p62 et/ou TRIMS. De maniére semblable, aucun soulagement de la restriction
rétrovirale n'a été¢ noté dans les cellules dépourvues d'Atg5 ou de p62. Nos résultats
contredisent ceux de I’équipe de Mandell et al. qui ont décrit que I'épuisement de
I’expression d’Atg7, de Beclinl et de p62 par knockdown avait une incidence sur la
restriction rétrovirale par TRIMSa lors d’une infection des fibroblastes primaires du
macaque rhésus par le VIH-1[132]. De plus, Ribeiro et al. ont démontré en 2016 que
TRIMSa restreignait le VIH-1 en le conduisant vers la voie autophagique dans les cellules
de Langerhans [144]. Par contre, bien que nous ne puissions pas €carter la possibilité que
les petites quantités restantes de ces médiateurs apres le knockout soient suffisantes pour
préserver la restriction médiée par TRIMSa, nos observations corroborent avec les

résultats d’Imam et al. qui ont observé que la diminution des prot€ines adaptatrices de
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’autophagie Atg5 et Beclinl n’abrogeait pas la restriction du VIH-1 induite par TRIMSa
dans les cellules HeLa [145].

Nous soupgonnons que les différences observées entre ces études sont dues aux
modeles cellulaires singuliers utilisés. En outre, Mandell ef al. ont utilisé des cellules de
singe, donc il pourrait y avoir des effets spécifiques a I’espece [126]. De plus I’infectivité
a été¢ mesurée par des tests de luciférase. Le probléeme avec la luciférase est que ¢a ne
donne pas le pourcentage de cellules infectées puisque c’est dépendant du niveau
d’expression de I’enzyme, ce qui ne reflete pas directement la capacité de restriction de
TRIM5a et sa relation avec l'autophagie. De plus, I’entrée du VIH-1 dans les cellules de
Langerhans se fait par un mécanisme d’entrée distinct de celui dans les cellules
principalement ciblées par le VIH-1 qui impliquent CD4 et un corécepteur. Le VIH-1
infecte les cellules de Langerhans via le récepteur de lectine de type C langerin, qui a son
tour facilite la liaison de TRIM5a au virus internalisé [144]. Par la suite, TRIMS5a dirige

le complexe central vers la voie de 'autophagie pour la dégradation [144].

Finalement, il est possible que l'association entre TRIMSa et I’autophagie réside
plutdt dans I‘activation de réponses immunitaires par le facteur de restriction lors d’une

infection virale.

De ce fait, nous avons examiné I’implication d’Atg5 dans |’activation des voies
NF-kB et AP-1 par TRIMSa. Suite a I’infection par EC5-2, nous avons procédé a I’étude
de 'immunité innée par des approches variées, telles que la quantification de la
phosphorylation et de la translocation nucléaire de NF-xB et AP-1 et la quantification
d’ARNm transcrits a partir de génes régulés par NF-xB et AP-1. Nos résultats montrent
que I’activation des voies pro-inflammatoires par le VIH-1 est médiée au moins en partie
par la protéine Atg5. Les cellules knockout pour Atg5, TRIMS ou Atg5 et TRIMS
simultanément ne présentaient aucune accumulation significative des protéines
phosphorylées kB et p65 impliquées dans I’activation de la voie NF-xB. L’analyse de la
voie AP-1 quant a elle a montré que les cellules knockout pour TRIMS montraient une

activation de I’expression de la protéine phosphorylée cJun suite a une infection par
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ECS5-2, et que augmentation de 1’expression était beaucoup plus significative dans les
cellules knockout pour Atg$, tandis que les cellules knockout simultanément pour AtgS et
TRIMS ne présentaient aucune accumulation de la protéine phosphorylée clun.
Par la suite, nous avons quantifi¢ le transcrit de I’IFN-f suite a I’infection par EC5-2.
Dans les cellules knockout pour Atg5S ou TRIMS, nous avons observé une réduction
significative des niveaux d’expression du transcrit et une absence d’expression dans les
cellules double knockout. Nos résultats montrent que [’activation des voies
pro-inflammatoires suite a une infection par le VIH-1 en plus d’étre médiée par TRIMSa

comme propos¢ par Pertel et al. [126], elle est aussi médiée par AtgS.

Grace a son domaine N-terminal, TRIMSa active le complexe kinase TAKI et
stimule la signalisation des voies inflammatoires AP-1 et NF-xB, ce qui conduit a la
production de I’I[FN-I [128-131]. Certaines études montrent que I’entrée du VIH-1
améliore a la fois le renouvellement de TRIMSa [146] et 1a signalisation immunitaire par
le facteur de restriction [126]. Le renouvellement de TRIMSa se fait en partie par
I’autophagie [145] et la protéine Atg5 est essentielle & la formation de I’autophagosome
[147], son absence conduisant a la perte de cette structure et a I’interruption du processus
de I’autophagie. Ces observations pourraient expliquer le role d’Atg5 dans I’activation de
I’immunité innée médiée par TRIMSa lors d’une infection par le VIH-1. Suite a une
infection par le VIH-1, le renouvellement de TRIMSa se fait par autophagie, ce qui

pourrait présenter un stimulus pour I’activation de I’immunité innée.

Ces résultats démontrent collectivement que les protéines de ’autophagie Atg5 et
p62 ne sont pas nécessaires a la restriction rétrovirale par TRIMS5a. Néanmoins,
nous suggérons pour la premiere fois qu’AtgS est impliquée dans I’activation de la
réponse pro-inflammatoire NF-xB et AP-1 par TRIMSa. En conclusion, TRIMSa
solliciterait la protéine de 1’autophagie AtgS pour induire une réponse antirétrovirale

contre des virus & faible restriction.
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6.1 Perspectives

Les résultats obtenus nous ont permis de confirmer notre hypothese selon laquelle
[’association de I’autophagie et TRIMS5a avait un effet sur I’activation de I’immunité innée
médiée par TRIMSa lors d’une infection par le VIH-1. Néanmoins, ce projet devra étre
poursuivi pour pouvoir €tablir le réle de la protéine Atg5 dans I’activation de I’immunité
innée par TRIMS5a. Premierement, il vaut la peine de confirmer ce résultat en analysant
d’autres transcrits activés par AP-1 et NF-kB tels que : IL-6, IL-1B, IFITI, TNFA.
[l faudra aussi rétablir I’expression de TRIM5a et Atg5 ensemble et s€éparément dans les
cellules knockout afin de restaurer la réponse immunitaire par transduction stable.
L uttlisation de I’approche des siRNA pour inhiber les protéines de I’autophagie serait
intéressante aussi. De plus, il sera important de déterminer si cet effet est dii a la protéine
de I'autophagie Atg5 ou a I’interruption du processus de ’autophagie. Pour ce faire,
il faudra effectuer le méme genre d’expériences en déplétant par knockout d’autres
protéines clés de I"autophagie telles que Beclinl, Ulkl et Atg7. [l est aussi important de
déterminer si I’effet de cette association entre I’autophagie et TRIMS5a sur I’immunité
innée est propre au VIH-1 ou a d’autres lentivirus. Enfin Iutilisation d’un autre moyen de
déplétion serait d’un grand intérét pour ce projet afin d’affecter le moins possible
I’immunité innée. En effet, les vecteurs lentiviraux utilisaient dans cette étude entrainent
’intégration de leur contenu dans le génome de la cellule. Pour contrer cet effet non
souhaité, I’utilisation des AAV (virus adéno-associ€) peut €tre une solution [ 148]. Ceux-ci
peuvent contenir une grande quantit¢ d’ADN (jusqu’a 4,8 kb) tout en évitant ’effet
cytotoxique [149], car ils permettent une expression transitoire du matériel génétique

(sans intégration) avec une bonne efficacité de transduction [150].
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