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Narbonne, 31062 Toulouse
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Résumé. La phase tardive du cycle de réplication des virus en général, et en
particulier du virus de I’'immunodéficience humaine de type 1 (VIH1), corres-
pond a une des étapes clés de la dissémination du virus. Elle correspond a une
étape ou I’ensemble des composants viraux s’accumule au niveau de la mem-
brane plasmique pour donner naissance a de nouvelles particules virales suscep-
tibles d’infecter d’autres cellules cibles. Trois étapes majeures y sont
réalisées parmi lesquelles 1’assemblage, le bourgeonnement et la maturation.
Celles-ci sont obtenues apres une série d’événements dont les détails sont encore
peu connus a ce jour. En conséquence, une compréhension plus détaillée, d’un
point de vue a la fois structural et mécanistique, des étapes conduisant a la
formation de la particule virale infectieuse permettrait probablement d’identifier
de nouvelles cibles potentielles pour le développement de nouveaux inhibiteurs,
que ce soit au niveau du transport des composants viraux, de leur assemblage, du
bourgeonnement ou de la maturation. Dans cette revue, nous résumerons les
connaissances acquises a ce jour permettant de comprendre la formation d’une
particule virale infectieuse.

Mots clés : VIHI, Pr559%¢ Pr160°2¢%°! Env, assemblage, bourgeonnement,
maturation

Abstract. The late phase of HIV-1 life cycle is one of the key steps in the
replication process, the one which leads to the release of new infectious parti-
cules. This required three major steps: assembly, budding and maturation.
Unfortunately, very little is known about cellular mechanisms involved in these
steps. It will be particularly interesting to learn about molecular structures of the
viral components within the particle and to have detailed understanding of these
steps. All these data may potentially lead to the discovery of new anti-viral drugs
that will inhibit Gag transport, Gag multimerization, the assembly and the
budding of the HIV-1 particle. In this article, we will summarize some of the
advances in this area.

Key words: Pr559°¢, Pr1609“¢*°! Env, assembly, budding, maturation

Comme tous les rétrovirus, le génome du VIH1 contient des
genes gag, pol et env codant pour des protéines impliquées
directement dans 1’assemblage et la maturation de la parti-
cule virale [1]. Toutefois, contrairement aux rétrovirus dits
« simples », le VIHI posseéde un génome avec un ordon-
nancement plus complexe ol les informations génétiques
sont extrémement condensées. En effet, en plus des génes
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gag, pol et env, six genes supplémentaires (vif, vpr, vpu, tat,
rev et nef) et de nombreux éléments régulateurs sont retrou-
vés (figure I). Grace a cette organisation génétique com-
plexe, le VIHI, par ses propriétés intrinseéques de parasite
intracellulaire, va pouvoir assurer son cycle de réplication
qui se décompose en deux phases :

— une phase précoce, se caractérisant par les étapes d’entrée
du virus, de transcription inverse permettant la synthese
d’ADN double brin, d’import nucléaire du complexe de
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Figure 1. A) Organisation du génome du VIH1. B) Particule virale mature du virus VIH1.

pré-intégration, et d’intégration de I’ADN viral dans
I’ADN cellulaire ;

— une phase tardive, au cours de laquelle les genes viraux
sont exprimés, les différents partenaires protéiques assem-
blés avec les molécules d’ARN viral pour permettre la
production de nouvelles particules virales.

Observées en microscopie électronique, les particules du
VIH]1 sont approximativement sphériques et présentent un
diametre moyen compris entre 100 a 140 nm [2]. Deux
types principaux de particules sont observés : les particules
immatures et les particules matures :

—les particules immatures sont constituées d’une enve-
loppe portant les glycoprotéines d’enveloppe et d’une sous-
membrane formée notamment de molécules de précurseurs
Pr559% et de Pr1609€P°!, Ces particules contiennent éga-
lement deux molécules identiques d’ARN viral ainsi que
I’ensemble des partenaires viraux et cellulaires nécessaires
a la formation d’une particule virale infectieuse ;
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— les particules matures possédent une morphologie diffé-
rente avec une enveloppe fine et, au centre, un core conique
contenant le complexe ribonucléoprotéique.

Cependant, outre ces différences observées entre particules
immatures et matures, I’observation en microscopie élec-
tronique des particules virales montre qu’il existe une
grande hétérogénéité de taille et de forme. Il est raisonnable
de penser que ces aberrations correspondent a des erreurs
d’assemblage, de bourgeonnement et/ou de maturation.
Toutefois, malgré cette grande diversité, une structure gé-
nérale de la particule virale du VIHI a pu étre établie
(figure 1) et les différents partenaires protéiques nécessai-
res a la formation de la particule virale identifiés.

De I’extérieur vers I'intérieur, la particule virale est enve-
loppée d’une membrane lipidique empruntée a la cellule
infectée [3]. Elle comporte de nombreux spicules corres-
pondant aux glycoprotéines d’enveloppe (gp120 et la gp41

Virologie, Vol. 9, n° 3, mai-juin 2005
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sous forme de trimeres) [4, 5]. La glycoprotéine de surface
gp120 est responsable du tropisme du virus en interagissant
spécifiquement avec la molécule CD4 et les récepteurs aux
chimiokines CCRS5 et CXCR4 présents a la surface des
cellules cibles. Elle contient une alternance de domaines
conservés (C1 a C5) et de domaines variables (V1 aV5). La
glycoprotéine transmembranaire gp41, qui interagit avec la
gp120, contient le peptide de fusion permettant la fusion
des membranes virales et cellulaires.

Localisée sous la bicouche lipidique, la protéine de matrice
MAp17 forme une structure globulaire. Elle est liée a la
membrane interne grace, entre autres, a la présence de
I’acide myristique. Elle participe a ’incorporation des
complexes gp120/gp41 au cours de la morphogenese vi-
rale.

Situé au centre de la particule virale, le core est formé de
protéines de capside CAp24. A I'intérieur de cette capside,
existe un complexe ribonucléoprotéique contenant notam-
ment la machinerie nécessaire a la synthese de I’ADN
proviral : deux copies identiques d’ARN génomique recou-
vertes par des molécules de nucléocapside NCp7, deux
molécules d’ARN"** empruntées 2 la cellule permettant
d’amorcer la synthese de I’ADN, des molécules de trans-
criptase inverse (RT) possédant une activité ADN polymé-
rase ARN/ADN dépendante et une activité RNase-H. Sont
également retrouvées plusieurs molécules d’intégrase (IN),
enzyme nécessaire a I’intégration de I’ADN viral dans le
chromosome de la cellule hdte qui possede a la fois une
activité endonucléase et une activité ligase, des molécules
de protéase (PR) nécessaires a la maturation de la particule
et, enfin, des protéines dites « accessoires ou auxiliaires »
comme les protéines Vpr, Vif et Nef.

Au cours de ’assemblage et du bourgeonnement des parti-
cules virales, étapes qui se déroulent lors de la phase tardive
du cycle de réplication du VIHI [6], tous les composants
viraux, et plus particulierement le Pr55%%¢ sont impliqués
en une cascade d’événements dont 1’ordre précis reste
encore a définir. Ces étapes correspondent au transport, au
regroupement sous la membrane plasmique et a 1’assem-
blage des composants viraux, tels que les complexes de
précurseurs Pr55°%¢, la liaison des pré-complexes de
Pr559°¢ avec I’ ARN génomique viral, la formation de com-
plexes Pr5592¢/Pr16092€P°! et I’incorporation des protéines
virales et cellulaires. Une fois tous ces événements achevés,
les particules virales matures sont libérées dans le milieu
extracellulaire.

Pr55%29 ;
clé de volte de la particule virale

L’assemblage des particules virales dépend principalement
du précurseur polyprotéique Pr559%. Plusieurs modeles
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d’études d’assemblage ont, en effet, démontré que seule
I’expression du géne gag est suffisante pour permettre la
production de pseudo-particules virales en 1’absence des
glycoprotéines d’enveloppe, de RT, de protéase, et d’ARN
génomique [7]. Le précurseur Pr559*¢ contient donc, en
dehors de tout autre composant viral, toute I’'information
morphopoiétique nécessaire a la formation des particules
virales. Il constitue ainsi la véritable clé de volte de la
particule virale [8] permettant 1’incorporation de tous les
constituants indispensables participant a 1’élaboration de
particules virales infectieuses : les glycoprotéines d’enve-
loppe par une interaction avec la partie matrice (MA) du
Pr559%, les précurseurs Pr160°¢P°! possédant les domai-
nes MA, CA et NC identiques a ceux des précurseurs
Pr559%¢ (figure 2), grice a des interactions précurseurs-
précurseurs, I’ ARN génomique, par I’intermédiaire d’une
interaction avec la partie nucléocapside (NC) du Pr559%,
les protéines auxiliaires Vpr, Vif et Nef, les molécules de
cyclophyline A (cypA) par interaction avec la capside
(CAp24), les molécules d’Hsp70.

Cette capacité d’assemblage du Pr559“¢ est donc liée aux
propriétés intrinseques du précurseur, et donc aux proprié-
tés des différents domaines le composant. Il est vraisembla-
ble que I'utilisation d’un précurseur sous la forme non
clivée dans le cytoplasme permet d’optimiser au maximum
le regroupement des partenaires protéiques au niveau du
site d’assemblage et que I’alignement conservé des régions
MA-CA-NC reflete a la fois la chronologie d’intervention
des diverses parties et leur répartition de 1’extérieur vers
I’intérieur au cceur de la particule virale mature (figure I).
Mais, au-dela des régions MA, CA et NC, trois domaines
fonctionnels ont été délimités [1] :

— le domaine M (membrane binding domain), contenant les
32 premiers acides aminés et correspondant a la zone MA,
permet ’adressage sous la membrane des précurseurs
Pr559° ;

—le domaine I (interaction domain), compris dans NC qui
interagit avec I’ARN viral et catalyse la réaction d’assem-
blage ;

— le domaine L (late domain) contenu dans la région p6, est
impliqué dans la taille des particules virales mais aussi et
surtout dans le processus de détachement de la particule
virale bourgeonnante de la membrane plasmique en recru-
tant notamment la protéine cellulaire Tsgl101 (fumor sus-
ceptibility gene 101).

Mécanismes d’assemblage
Les domaines M, I et L du Pr559°¢ agissent en synergie

pour permettre 1’assemblage et le bourgeonnement de la
particule virale (figure 2).
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Figure 2. A) Organisation du précurseurs Pr55%29, Le précurseur Pr55%29 est composé des régions : matrice (MA), capside (CA),
nucléocapside (NC), p6 et des peptides d’espacement (Sp1 et Sp2). Les domaines impliqués dans I'assemblage et le bourgeonnement
du virus sont représentés de maniere schématique : le domaine M (domaine de liaison a la membrane), les domaines | (domaines
d’interaction), le domaine L (domaine tardif impliqué dans le bourgeonnement du virus). La structure représentée en N terminal des
précurseurs Pr55%39 et Pr160%297°! correspond au radical N-myristyl. B) Organisation du précurseur Pr160%297°!, |a séquence protéique,
résultant du changement de cadre de lecture, localisée entre Gag et Pol, est nommée transframe (TF). Le Pr160%297° contient
I’équipement enzymatique du virus, a savoir : la protéase virale (PR), la transcriptase inverse (RT) et I'intégrase (IN).

Implication du domaine M dans le transport
et le regroupement des précurseurs

Malgré une étude extensive des phénomenes d’assemblage
de la particule virale du VIHI1 et d’autres rétrovirus, le
mécanisme exact du transport des précurseurs sur le lieu
d’assemblage membranaire reste incompris et soumis a de
nombreuses controverses. Pour le précurseur Pr5592¢ le
domaine essentiel impliqué dans le transport a été localisé
au niveau du « domaine M » [7, 9]. Le transport des précur-
seurs nécessite au moins deux signaux inclus dans ce do-
maine, qui contient toutes les informations nécessaires a
I’adressage vers la membrane plasmique :

— Le radical N-myristyl : cet acide gras en C14 est indis-
pensable, mais non suffisant, pour assurer le transport des
précurseurs Pr5592¢ Récemment, il a été montré que, bien
que la matrice MAp17 et le Pr559%¢ soient tous deux
myristylés, leurs capacités de liaison a la membrane plas-
mique sont trés différentes : le Pr559°¢ se lie de maniére
efficace & la membrane plasmique alors que la matrice
MAp17 possede une faible capacité de liaison. Pour expli-
quer ce phénomene, il a été proposé et démontré que le
radical myristyl est régulé par un mécanisme de change-
ment de conformation qui lui permet d’étre exposé dans le
contexte du Pr559% et séquestré dans le contexte de la
matrice MAp17 [10]. Ainsi, grice a la présence de leurs
radicaux N-myristyl exposés, les molécules de Pr559°¢
pourraient se regrouper sous la membrane plasmique. Cela
engendrerait avec le concours, d’une part de la liaison des
Pr559*¢-ARN viral, et d’autre part, de I’association des
molécules de Pr559%¢ aux microdomaines membranaires,
la réaction de multimérisation et d’assemblage de particu-
les virales (figure 3). Lors de I’infection d’une nouvelle
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cellule, le contenu des particules virales dilué dans le cyto-
sol de la cellule provoquerait le changement de conforma-
tion du radical N-myristyl d’une conformation exposée a
une conformation séquestrée et ainsi la libération de la
matrice MAp17 de la membrane dans le cytosol [10].

— Larégion basique située entre les résidus 22 et 32 de MA
[7] interagit avec les acides phospholipidiques de la mem-
brane cytoplasmique, conférant une certaine stabilité a I’in-
teraction.

En dehors de ce rdle dans le transport, la région MA du
Pr559°¢ intervient, soit pendant, soit apres, le transport, lors
de I’incorporation des glycoprotéines d’enveloppe.

Interaction des précurseurs Pr55539
avec les glycoprotéines d’enveloppe

Les glycoprotéines d’enveloppe du VIH1 sont synthétisées
initialement sous la forme d’un précurseur p90 transporté a
la surface membranaire. Tout au long de ce transport, le
précurseur p90 subit des modifications importantes telles
que des glycosylations, on parle alors de gp160, mais éga-
lement, une maturation, au niveau de 1’appareil de Golgi ou
en amont dans le réseau post-golgien, par une ou plusieurs
endoprotéases cellulaires, conduisant a 1’obtention des gly-
coprotéines matures de 1’enveloppe virale qui sont [11] : la
glycoprotéine de surface SUgpl20 et la glycoprotéine
transmembranaire TMgp41. Cette activation protéolytique
des précurseurs des glycoprotéines d’enveloppe virale par
les protéases cellulaires constitue une étape capitale pour
I’acquisition du pouvoir infectieux des virus. En effet, toute
mutation altérant le site de clivage des précurseurs des
glycoprotéines d’enveloppe du VIH1 entraine la formation

Virologie, Vol. 9, n° 3, mai-juin 2005
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Figure 3. A) Structure schématique du Pr55%29, B) Conformation exposée du radical N-myristyl du Pr55%29, conformation séquestrée du

radical N-myristyl de la région matrice MA.

de virus ayant perdu leur pouvoir infectieux et leur capacité
a induire la formation de cellules géantes multinucléées.

Au cours de I’assemblage de la particule virale du VIHI,
des contacts entre les protéines précurseurs et les glycopro-
téines d’enveloppe, et plus précisément avec la TMgp41,
interviennent. Des preuves indirectes d’une telle associa-
tion précurseurs-glycoprotéines ont, été apportées d’une
part par les observations en microscopie électronique des
particules virales du VIH1 [12] et d’autre part grice a une
série d’expériences réalisées dans les cellules épithéliales
polarisées. Celles-ci ont montré que, lors de la co-
expression de la gp160 et du Pr559%, les particules virales
sont exclusivement libérées au pdle basal, alors qu’en I’ ab-
sence de gpl60, le précurseur Pr559“¢ bourgeonne aussi
bien au pole apical qu’au pdle basal [13]. Enfin, grace a des
approches biochimiques, il a été démontré que la TMgp41
(via sa région cytoplasmique) interagit avec le Pr5594
[14]. L’ incorporation des glycoprotéines d’enveloppe sem-
ble donc étre un mécanisme relativement sélectif faisant
intervenir des interactions spécifiques entre la TMgp41 et le
domaine MA [1]. Toutefois, I’interaction des glycoprotéi-
nes du VIH1 ne semble pas répondre a un mécanisme d’une
spécificité stricte. En effet, outre 1’existence de protéines
cellulaires co-incorporées dans la particule virale du VIH1,
il est possible d’incorporer des glycoprotéines d’enveloppe
hétérologues, comme celle du MuLV, indépendamment de

Virologie, Vol. 9, n° 3, mai-juin 2005

la présence de glycoprotéines d’enveloppe spécifiques du
VIHI [14, 15]. Cependant, malgré cette spécificité relative
d’interaction Pr55%-glycoprotéines d’enveloppe du
VIHI, le domaine MA peut se lier de fagon non covalente a
la TMgp41, permettant 1’incorporation au sein de la parti-
cule virale des éléments responsables du tropisme cellu-
laire. Cette incorporation des glycoprotéines se réalise au
niveau de la membrane plasmique simultanément avec la
réaction d’oligomérisation des précurseurs Pr559%€ et
Pr1609*¢¥°! conduisant a I’assemblage et au bourgeonne-
ment de la particule virale.

Réle du domaine | dans 'assemblage
et la polymérisation des précurseurs Gag

C’est grice aux polyprotéines Pr5592€ synthétisées et trans-
portées a la membrane plasmique que s’amorce une réac-
tion en chaine d’oligomérisations [16] conduisant a 1’as-
semblage. Cette polymérisation dépend étroitement de la
position et des contacts inter-moléculaires des précurseurs
Pr5592¢ notamment dans deux régions, une localisée dans
la CA et une dans la NC, nommée domaines d’interaction.
Dans la région localisée au niveau C-terminal du domaine
CA [17], une zone trés conservée, appelée major homology
region (MHR), est impliquée dans la liaison du précurseur
Pr5594€ et la formation des particules virales [18].
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Dans le « domaine d’interaction » localisé au niveau de
NC, deux régions sont distinguées : I’une formée de motifs
conservés Cys-His et I'autre d’acides aminés basiques
conservés impliqués dans I’encapsidation et la dimérisation
de ’ARN. Ces propriétés de liaison a I’ARN semblent
d’ailleurs amorcer et favoriser les contacts précurseur-
précurseur. Cependant, malgré la mise en évidence de ce
domaine, de nombreuses questions subsistent autour de la
localisation dans le cytoplasme de ces interactions et de la
sélection des molécules d’ ARN viral. De la méme maniére,
le lieu et I’existence méme des premieres interactions inter-
précurseurs restent a ce jour inconnus. Il semble qu’une
protéine cellulaire HP68 [19] pourrait intervenir au mo-
ment de la conversion des intermédiaires d’assemblage en
particules immatures compleétes en induisant un change-
ment de conformation.

Le précurseur Pr559*¢ constitue donc la base de 1’ architec-
ture virale. Mais cela ne suffit pas pour apporter a la
particule virale les caractéristiques liées a I’infectiosité.

Interaction avec les précurseurs Pr160%397°!

Le second précurseur, Pr1609¢F°! obtenu grice 4 un méca-

nisme de changement de cadre de lecture, est synthétisé a
un niveau inférieur a celui du Pr559%¢ (approximativement
5 24 10% de D’ensemble des précurseurs Pr559°¢ et
Pr1609%¢P°! Cependant, son incorporation dans la particule
virale est indispensable pour I’ensemble de I’activité enzy-
matique du VIH1 puisqu’elle permet I’ activation de la pro-
téase, responsable du clivage des précurseurs Pr559% et
Pr160°2¢"°! de 1a RT et de I’IN indispensables 2 la réplica-
tion virale. Bien que le précurseur Pr1609?€*°! contienne
les informations nécessaires a son transport et a son accu-
mulation a la membrane plasmique, sa capacité morphogé-
nétique apparait trés limitée, puisque sa seule expression
dans différents systemes d’expression ne permet pas en
effet 1a formation de particules virales.

L’incorporation du précurseur Pr160°*€"°! au sein des par-
ticules virales dépend donc exclusivement de la présence de
molécules de précurseurs Pr55°%¢. Elle fait obligatoirement
intervenir des interactions entre les deux types de précur-
seurs. Ces interactions sont indépendantes de la présence
du signal de N-myristylation du précurseur Pr160°"°!,
mais sont totalement dépendantes de la N-myristylation du
précurseur Pr559°¢, Au niveau des interactions protéine-
protéine entre Pr559%€/Pr1609°¢P°! il semble que la région
CA en soit le siege principal [7]. Cependant, la participa-
tion indirecte de plusieurs régions ne peut étre exclue.
Toutefois, ces données ne suffisent pas a comprendre les
contacts existant entre les précurseurs Pr559°¢ et
Pr1609%¢"°!,

Incorporation de ’'ARN génomique

Lors de I’assemblage, le précurseur Pr559°€ se lie 2 I’ ARN
viral et permet son encapsidation dans le virion. Cette étape
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semble étre le véritable « catalyseur » de la morphogenese
de la particule virale. Elle nécessite une interaction des
protéines virales avec I’ARN génomique et met donc en jeu
des régions spécifiques du précurseur et des séquences de
sélection localisées sur I’ARN génomique [20].

Au niveau du précurseur Pr55°%¢, de nombreuses études
réalisées ont montré que la région impliquée dans la recon-
naissance de I’ARN génomique, dans sa dimérisation et
dans son encapsidation est localisée au niveau de la NC du
VIHI1 [20]. Cependant, I’existence d’autres séquences dis-
cretes nécessaires a I’encapsidation ne peut étre écartée. En
effet, la mutation de séquences basiques en amont de NC
montre que ces séquences participent aussi a la sélection et
a I’encapsidation de I’ARN génomique.

Sur I’ARN génomique, la séquence d’encapsidation Psi est
localisée entre le site donneur d’épissage et le codon d’ini-
tiation du gene gag. Cette séquence n’est donc pas présente
sur les ARNm épissés. Toutefois, il est probable que
d’autres signaux secondaires sont nécessaires a 1’encapsi-
dation [21, 22].

Il faut souligner a ce stade que, méme si cette étape de
dimérisation-encapsidation joue un role majeur dans la
formation du « cceur protéine-ARN » a I’origine de la réac-
tion d’assemblage et de maturation de la particule virale,
I’encapsidation spécifique de I’ARN génomique n’est pas
suffisante pour assurer la formation d’une particule virale
infectieuse. En effet, il est probable que la structure méme
et le positionnement de I’ARN au sein de la particule virale
soient importants. Aujourd’hui, il existe peu d’informa-
tions a ce sujet, si ce n’est le rdle de protéine « chaperon »
joué par la NC [23], mais il est possible que certaines
« protéines accessoires » en assurent en partie la fonction.

Encapsidation de ’ARNT™S3

L’encapsidation sélective de I’ ARNT"*? [24] dans les par-
ticules virales du VIH1 est également une étape indispen-
sable 2 la formation de virions. L’ ARNT™* ? sert d’amorce
a la transcriptase inverse et s’hybride au niveau du primer
binding site (PBS). Cette hybridation et cette incorporation
semblent étre dirigées par la NC et la région RT contenue
dans le précurseur Pr16092e°! [24],

Incorporation de protéines virales et cellulaires,
partenaires cellulaires

Les protéines virales

Bien que la réaction d’assemblage, au sens strict, de la
particule virale du VIH1 soit indépendante de la présence
de protéines virales non structurales ou de protéines cellu-
laires, la formation de particules virales infectieuses dé-
pend étroitement de la présence de ces protéines. Ainsi, au
cours des différentes étapes de la réaction d’assemblage, de
multiples partenaires viraux et cellulaires ont été identifiés
(figure 4) :
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Figure 4. Modeéle d’assemblage des composés viraux et cellulaires et du bourgeonnement de nouvelles particules virales. RE : reticulum
endoplasmique ; RTG : réseau trans-golgien ; MP : membrane plasmique.

— La protéine Vpr (275 molécules/particule virale) est in-
corporée, via I’interaction de son domaine C-terminal [25]
avec la partie N-terminale du domaine p6 du précurseur
Pr559%¢, Elle semble jouer un role majeur dans I’infection
virale [26]. En effet, il est généralement admis que la
protéine Vpr, associée a la protéine de matrice et a I’inté-
grase, est impliquée dans le transport du complexe de
pré-intégration (PIC) vers le noyau des macrophages [27].
— La protéine Vif (10 a 100 molécules/particule virale) est
retrouvée au sein des particules virales. Toutefois, le ou les
mécanismes conduisant a cette incorporation restent
confus. En effet, il semble que les molécules Vif s’ associent
a la fois & I’ARN génomique, aux précurseurs Pr559% ou
bien encore a la membrane plasmique [28]. La protéine Vif
joue un role important au niveau de la stabilité du core [29]
et au niveau de I’infectiosité des particules virales en inter-
venant au niveau de I’ étape de transcription inverse [30]. De
plus, de récentes investigations ont permis de mettre en
évidence que la protéine Vif, en diminuant drastiquement
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I’incorporation d’une protéine cellulaire nommée
APOBEC3G (apolipoprotein B mRNA-editing enzyme,
catalytic polypeptide-like 3G, famille des cytidine déami-
nases) limiterait son activité inhibitrice lors de la transcrip-
tion inverse. En effet, cette protéine cellulaire exerce son
activité antivirale lors de I’étape de transcription inverse en
provoquant, par de nombreuses mutations de dC en dU sur
le brin positif naissant, des substitutions de G en A sur le
brin positif final [31]. Le VIHI résisterait donc a I’activité
antivirale induite par APOBEC3G en exprimant la protéine
Vif qui induirait la poly-ubiquitinylation d’APOBEC3G,
conduisant a sa dégradation par le protéasome. Cette dégra-
dation nécessiterait une interaction Vif-APOBEC3G et le
recrutement par la protéine Vif d’un complexe multiprotéi-
que E3 ligase. Dans cette condition, aucune encapsidation
d’APOBEC3G n’est possible et la transcription inverse est
assurée. Une autre protéine cellulaire partenaire de la pro-
téine Vif et intervenant dans 1’assemblage a été identifiée. I1
s’agit de la protéine HP68, une protéine inhibitrice des
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RNases L qui, en agissant au niveau post-traductionnel,
permettrait de faciliter la conversion des intermédiaires
d’assemblage en particules virales immatures. La mise en
évidence de 1’association de la protéine HP68 avec les
protéines Pr55°%¢, Pr1609°€7°! et Vif semble renforcer cette
hypothese [19] et laisse entrevoir une possible incorpora-
tion de protéines HP68 au sein des particules virales. Tou-
tefois, de récentes expériences réalisées en utilisant des
pseudo-particules virales semblent indiquer que les protéi-
nes HP68 ne sont pas incorporées [32].

— La protéine Nef (5 a 70 molécules/particule virale), tout
comme la protéine Vif, est retrouvée au niveau du core de la
particule virale, suggérant donc une possible interaction
avec un de ces composants. Cette incorporation apparait
nécessaire pour assurer certaines fonctions de la protéine
Nef, comme la régulation de I’activation de la cellule infec-
tée [33], mais surtout de I’infectiosité de la particule virale
[34]. En effet, la protéine Nef augmente d’un facteur de 5 a
10 I'infectiosité des particules virales produites a partir de
différents types cellulaires (cellules T, cellules de rein de
singe COS). Au moins trois hypotheses sont avancées pour
expliquer cet effet. La premiere suggere que la protéine Nef
permettrait d’obtenir des particules virales plus infectieu-
ses en favorisant le bourgeonnement des particules virales
au niveau des microdomaines membranaires ou rafts, et
donc en modifiant la composition de 1’enveloppe virale
[35]. 11 a ainsi été montré qu’elle agirait directement sur la
biosynthese du cholestérol et sur son transport sur le site
d’assemblage des particules virales [36]. La deuxieéme hy-
pothese implique la protéine Nef directement au niveau de
I’étape de transcription inverse [37]. La troisiéme met en
jeu l'interaction de la protéine Nef avec une kinase cellu-
laire qui pourrait modifier notamment certaines molécules
de matrice MAp17 qui, ainsi modifiées, participeraient au
transport du complexe de pré-intégration [38].

Les protéines cellulaires

La plupart des protéines cellulaires incorporées au sein des
particules virales correspondent a des potentiels partenaires
du Pr559°¢ et ont été identifiées notamment grace a I’utili-
sation de la méthode du double hybride. Parmi les partenai-
res les plus étudiés, se trouvent la cyclophiline A (CypA),
enzyme a activité d’isomérase et la protéine Hsp70 mais
aussi les protéines AIP1 et TsglO1 (cf. § Mécanismes de
bourgeonnement).

—La cyclophiline A. Cette protéine ubiquitaire, localisée
dans le cytoplasme, est incorporée spécifiquement dans la
particule virale naissante grace a I’interaction avec le do-
maine riche en proline de la région CA du Pr559°¢ [39].
Elle est associée a I’infectiosité des particules virales qui
pourraient faire intervenir sa propriété intrinseque de
peptidyl-propyl-cis-trans-isomérase, ce qui lui permettrait
de jouer le role de facteur de « déshabillage » en déstabili-
sant les contacts CA-CA lors de I’entrée de la particule
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virale dans la cellule cible [40] ; son interaction avec les
héparanes permettrait la fixation de la particule virale sur la
membrane plasmique de la cellule cible. Dans ce cas, la
CypA serait non seulement incorporée au sein de la parti-
cule virale, mais également exposée a sa surface pour
favoriser les premiers contacts virus-cellules.

— La protéine Hsp70. Il semble que la présence du Pr5592¢
soit nécessaire et suffisante a I’incorporation de ce chape-
ron [41]. On estime qu’il existe au sein de la particule virale
une molécule d’Hsp70 pour 25 molécules de Gag, ce qui est
similaire au rapport entre le nombre de molécules de
Pr5594¢ et de Pr16092€P°!, Cette protéine pourrait intervenir
au niveau de la phase de « déshabillage » du virus, lors de
I’entrée, mais également au niveau de la synthese de I’ADN
proviral.

Mécanismes de bourgeonnement
de la particule virale

Réle du domaine L

Lorsque I’ensemble des éléments nécessaires a la constitu-
tion de la particule virale infectieuse est réuni et que la
réaction d’assemblage est amorcée, 1’étape terminale du
bourgeonnement débute. Cette étape correspond au mo-
ment précis ou la particule virale complétement formée va
se détacher de la cellule. Cette derniere étape reste encore
peu connue ; toutefois, récemment, de nombreuses avan-
cées ont été réalisées. Ainsi, il a été clairement mis en
évidence que la séparation du virus de la cellule requiert le
domaine L (motif PTAP) localisé dans la région p6 du
Pr55938 [42]. En effet, par des études de mutagenese, il a été
établi que la délétion de la région p6 ou des mutations dans
le motif PTAP de la région p6 entrainait un défaut dans la
production des particules virales, particulierement au ni-
veau du bourgeonnement.

Recrutement de partenaires cellulaires
et utilisation de la machinerie cellulaire

Le mécanisme par lequel le domaine L de la région p6 du
Pr559€ permet la libération de la particule virale dans le
milieu extracellulaire n’est pas encore parfaitement connu.
Deux mécanismes comprenant a la fois la machinerie im-
pliquée dans le trafic des protéines membranaires et dans la
dégradation via les protéasomes (cf. ubiquitination), sem-
blent intervenir et dépendre de I’interaction de protéines
cellulaires avec le domaine L. Certaines de ces protéines
sont d’ores et déja caractérisées. C’est le cas de TsglO1
(tumor susceptibility gene 10I) qui interagit physique-
ment, via sa partie N-terminale, avec le domaine PTAP de la
région p6 du Pr559% [43, 44]. La protéine Tsgl01 est
apparentée a I’enzyme de conjugaison de 1’ubiquitine E2
(UEV pour Ub-conjugating E2 enzyme variant) et posséde
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un site inactif pour la conjugaison et le transfert de 1’ubi-
quitine (Ub). Elle est impliquée dans le trafic des protéines
membranaires [45, 46] mis en ceuvre par la voie de dégra-
dation des endosomes ou Vps (vacuolar protein sorting).
Une dépendance du mécanisme de bourgeonnement du
VIHI1 a d’ailleurs été également démontrée pour une pro-
téine appartenant a cette famille (Vps4, une ATPase)
[43]. De ce fait, la protéine Tsg101 est impliquée dans la
biogenese des corps multivésiculaires (MVB) résultant du
bourgeonnement des endosomes tardifs, via de petites vési-
cules de 50 a 100 nm de diametre, dans la lumiere de ces
organites en formation. Cela permet de suggérer que le
virus, en se liant a cette protéine, pourrait gagner I’acces a
la machinerie qui catalyse le bourgeonnement des vésicules
MVB et ainsi permettre le bourgeonnement des particules
virales [47]. 1l est toutefois vraisemblable, cette voie étant
encore mal définie chez les mammiferes, qu’un véritable
réseau de partenaires cellulaires participe au bourgeonne-
ment des particules virales. D’ailleurs, récemment, un nou-
veau partenaire cellulaire, nommé AIP1, interagissant avec
la partie C terminale conservée du domaine p6 mais égale-
ment avec la protéine Tsgl101 via son propre motif PTAP
[48], a été identifié. Tout comme la protéine Tsgl01, cette
protéine appartient a la classe des protéines E impliquées
dans la formation des MVB.

Mais, en plus de I’intervention de la machinerie responsa-
ble du trafic des protéines membranaires dans le bourgeon-
nement du VIH1, de nombreux travaux indiquent que la
machinerie de dégradation des protéines par le protéasome
via I'ubiquitine (Ub) est aussi impliquée dans ce méca-
nisme. Il a ainsi été montré que la région p6 du Pr559°€ est
mono-ubiquitinilée [48-50] et que cette modification joue
un role dans le relargage des particules virales [42]. Cepen-
dant, il apparait que le mécanisme exact reste encore a
définir puisque la mutation au niveau des deux lysines de la
région pb6 cibles pour la fixation d’ubiquitine n’affecte pas
la libération des particules virales [49], alors que la dimi-
nution du niveau d’ubiquitine intracellulaire libre entraine
un défaut d’ubiquitination de la région p6 ainsi que du
bourgeonnement des particules virales [51]. L hypothese
émise a ce jour [52] suggere que le domaine L de la région
p6 engagerait la machinerie de ligation de 1’ubiquitine de
facon directe ou indirecte grice a une protéine adaptatrice
et que ce procédé d’ubiquitination faciliterait le bourgeon-
nement. Toutefois, on ne peut écarter une autre hypothese,
faisant intervenir le processus d’ubiquitination du précur-
seur Pr559°¢ indirectement dans I’étape de bourgeonne-
ment. En effet, un certain nombre de protéines synthétisées
dans la cellule adopte une mauvaise conformation et est
donc rapidement dégradé par le protéasome. En accord
avec ces observations, un ciblage vers le protéasome des
précurseurs Pr55°%¢ non fonctionnels permettrait de favo-
riser un bourgeonnement viral de qualité [51]. Toutefois, il
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est maintenant admis que le mécanisme d’ubiquitination
des protéines joue un role important dans leur devenir. En
effet, la liaison d’une chaine de polyubiquitine correspond
généralement a un signal qui conduira la protéine vers les
voies de dégradation du protéasome. La mono-
ubiquitination, elle, correspond généralement a un signal
permettant a la protéine de passer des voies de biosynthese
ou d’endocytose a celle des MVB puis des lysosomes. 11
apparait donc que les mécanismes d’ubiquitination et de
transport des protéines sont deux mécanismes intimement
liés et impliqués dans le bourgeonnement du VIHI.

Un ensemble de données sur les molécules impliquées dans
le bourgeonnement viral est maintenant disponible. Néan-
moins, cette vision reste encore incomplete. En effet, ré-
cemment, il a été observé que le site de bourgeonnement
des particules virales est modifié au cours de la progression
de I’infection, tout comme le tropisme du virus, qui évolue
d’un tropisme spécifique aux macrophages (bourgeonne-
ment intracellulaire) vers un tropisme spécifique aux cellu-
les T (bourgeonnement au niveau de la membrane plasmi-
que). De récents travaux de microscopie électronique ont
mis en évidence que le compartiment dans lequel le bour-
geonnement était réalisé dans les macrophages contenait
des molécules de CD63, marqueurs des MVB. Contraire-
ment aux hypotheses formulées précédemment, il a claire-
ment été démontré que la localisation de Pr559*¢ dans les
compartiments CD63-positifs était indépendante de la pré-
sence du domaine p6 et donc de I'interaction avec les
protéines Tsgl01 et AIP1 mais influencée par le domaine
MA du Pr5592€, Ces données suggerent donc que 1’interac-
tion p6-Tsg101 n’est pas nécessaire pour le recrutement de
Pr559%¢ au niveau des MVB et que le domaine MA du
Pr5594¢ assure ou dirige (via I’interaction avec des parte-
naires cellulaires) la localisation de Pr55°% au niveau des
MVB et implique I’existence de deux partenaires cellulai-
res (récepteurs pour Pr559%€) différents :

—un a la membrane plasmique (cellules T),

—un autre permettant de recruter les constituants de la
particule virale, notamment le Pr559% dans les MVB
(macrophages) [53, 54].

Bien entendu, la nature de ces récepteurs reste a définir et
toutes les possibilités doivent étre étudiées. En effet, ces
récepteurs peuvent étre de nature protéique ou lipidique.
Deux arguments semblent soutenir cette derniere hypo-
these : le Pr559°€ est localisé préférentiellement au niveau
des radeaux membranaires (rafts) [55], de nombreuses
protéines sont transportées a la membrane plasmique ou au
niveau de la membrane des endosomes, grace a une interac-
tion spécifique avec des phospho-inositides. Ces deux ob-
servations permettent donc de postuler sur le rdle des lipi-
des retrouvés dans les radeaux membranaires dans
’adressage sous la membrane des molécules de Pr559°¢
[56]. Cette étape pourrait donc nécessiter une véritable
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réorganisation de la membrane plasmique, et particuliere-
ment des lipides de la méme maniere que lors du processus
de fusion entre la membrane virale et la membrane de la
cellule cible.

Assemblage et radeaux membranaires

Jusqu’a présent, 1’assemblage a été analysé comme un
enchainement d’événements impliquant uniquement des
composés viraux. Nous avons vu précédemment, que de
nombreux travaux indiquent également une participation
des protéines cellulaires au mécanisme d’assemblage.
Aujourd’hui, de nombreuses données dévoilent un nouvel
aspect de 1’assemblage des virus. Celui-ci met en jeu cer-
taines portions de la membrane plasmique, lieu de 1’adres-
sage des protéines Gag en particulier. Comment cet adres-
sage spécifique est-il réalisé dans le cas du VIHI ? De
nombreux travaux réalisés sur différents virus ont permis
d’appréhender cette question. Ainsi, dans le cas du virus
influenza, une localisation préférentielle de ces deux gly-
coprotéines d’enveloppe dans des compartiments membra-
naires spécifiques appelés « radeaux membranaires » a été
observée. L’analyse de son enveloppe a conduit a proposer
un role des radeaux membranaires dans le bourgeonnement
de ce virus [57]. De méme, les radeaux membranaires ont
été décrits comme un lieu d’assemblage entre la particule et
I’enveloppe du virus de la rougeole [57]. Le concept de
radeaux membranaires est né de I’observation de leur résis-
tance a la solubilisation a froid par des détergents non
ioniques comme le Triton X100 [58]. En effet, des études
menées sur des membranes artificielles et validées sur les
membranes plasmiques de cellules indiquent que certains
lipides, comme les (glyco)sphingolipides et le cholestérol,
tendent a former des microdomaines lipidiques ayant une
phase liquide ordonnée Lo, intermédiaire entre la phase
liquide cristal Lc et la phase gel cristal Ge. La phase Lo
confere aux lipides leur résistance a la solubilisation par le
Triton X100 et, en son sein, les mobilités des lipides et des
protéines sont aussi importantes que dans la phase Lc, mais
ces constituants y sont relativement confinés. Ces microdo-
maines peuvent étre observés en microscopie a fluores-
cence et en microscopie électronique a 1’aide de marqueurs
appropriés. Biochimiquement, les radeaux membranaires
peuvent &tre purifiés aprés solubilisation a froid par du
Triton X100 et flottation sur gradient de sucrose, sous
forme de vésicules issues de leur coalescence. Ils représen-
tent environ 13 % de la membrane plasmique [59]. Moins
de 5 % des protéines cellulaires leur sont associées, telles
que les protéines a ancrage glypié, certaines protéines
transmembranaires comme les protéines d’enveloppe des
virus influenza, rougeole et VIH1 [60-62] et des protéines
cytosoliques acylées comme les src-kinases. Des observa-
tions dans la littérature suggerent qu’a I’instar du virus de la
rougeole, le VIH1 mettrait en jeu les radeaux membranaires
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au cours de son cycle (figure 5). Premieérement, la liaison a
la membrane des protéines Gag du VIH1 est indépendante
de la présence de la glycoprotéine d’enveloppe gpl60,
seule la myristoylation de la glycine N-terminale de la
sous-unité MA, est strictement requise. Or, la myristoyla-
tion peut constituer un signal d’adressage de protéine cyto-
solique vers les radeaux. Ensuite, I’enveloppe du VIH1 est
deux fois plus riche en cholestérol que la membrane plas-
mique [3] et 'inhibition de la synthése du cholestérol dans
des cellules infectées entraine une chute de la production
virale. De plus, il a été montré que les particules du VIH1
acquierent au cours du bourgeonnement les molécules
CD55 et CD59 connues pour, d’une part, étre concentrées
au niveau des radeaux membranaires et, d’autre part, tre
impliquées dans I’inhibition des voies d’activation du com-
plément, ce qui représente vraisemblablement un avantage
pour le virus. Des données récentes suggerent que le bour-
geonnement des particules virales du VIHI1 se réalise a
partir de radeaux membranaires [57]. Ces données prélimi-
naires indiquent que la gp41 et la protéine MA sont co-
localisées avec des marqueurs des radeaux a la surface de
cellules infectées et que les particules VIH1 bourgeonnent
au travers des radeaux membranaires et acquierent des
composants spécifiques des microdomaines (cholestérol,
sphingolipides, des protéines a ancrage glypié: Thyl,
CD509 etc.). Enfin, il a récemment été montré que la pro-
téine Nef interviendrait sur I’infectiosité des particules
virales en modifiant la composition lipidique de I’enve-
loppe virale [35, 36]. Ces données récentes posent de nou-
velles questions : Quel est le role et a quelle étape exacte les
microdomaines interviennent-ils dans 1’assemblage et/ou
le bourgeonnement ? Quels avantages le virus acquiert-il en
incorporant des protéines spécifiques des radeaux membra-
naires ? Enfin, quelles sont les conséquences au niveau de
I’infection virale et de la pathogénicité ? La mise en évi-
dence du rdle des radeaux membranaires dans I’assemblage
et le bourgeonnement du VIH1 ouvre de trés nombreuses
nouvelles voies d’investigation qui devraient permettre
dans un futur proche une meilleure compréhension des
mécanismes impliqués dans ces étapes clefs du cycle viral.

Maturation de la particule virale

Au moment d’étre libéré de la cellule infectée, le virus
naissant amorce une modification architecturale, passant
d’un état immature a un état mature. Cela constitue la
derniere étape de la formation des particules infectieuses.
Chronologiquement, la maturation et donc le clivage cor-
respondent a un processus protéolytique séquentiel et
controlé qui intervient immédiatement apres ou de facon
concomitante avec le bourgeonnement des particules vira-
les. En effet, en I’absence d’activité protéase, les particules

virales obtenues présentent une morphologie anormale et
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Figure 5. Modéle (modifié de [5]) de I'assemblage et du bourgeonnement des particules virales du VIH1 au niveau des radeaux
membranaires dans le contexte d’'un lymphocyte T. D’aprés Chazal et al. [57].

une absence totale d’infectiosité [63]. L’analyse et la déter-
mination de la structure tridimensionnelle de la protéase du
VIHI ont permis de montrer que ’activité de la protéase
dépend de la dimérisation de ces molécules [63]. Or, seul
I’assemblage permet d’obtenir une concentration suffisante
des précurseurs Pr160°?¢*°! non clivés au niveau de la
membrane plasmique pour permettre 1’activation de la pro-
téase. Cette dimérisation constitue donc un des niveaux de
régulation de I’activité de la protéase. Suite a cette activa-
tion, le clivage initial est réalisé entre le peptide d’espace-
ment Sp2 et la région NC dans le précurseur Pr160°F°!,
puis entre les régions MA et CA et, enfin, entre CA et Sp2.
11 faut souligner ici que le clivage entre Sp2 et NC dans le
contexte du Pr559“¢ est essentiel pour la formation de
dimeres d’ ARN viraux et pour leur encapsidation. Ainsi, le
clivage protéolytique et la dimérisation de I’ ARN viral sont
deux événements reliés et le clivage du c6té N terminal de
la NC est nécessaire a la fois a la formation de la particule
virale et a I’obtention de dimeres d’ ARN stables.
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Conclusion

Bien que de nombreuses phases de 1’assemblage et du
bourgeonnement des particules virales soient aujourd’hui
élucidées et que de nombreux partenaires cellulaires inter-
venant dans ces ultimes étapes aient été identifiés, de nom-
breuses questions subsistent parmi lesquelles le mécanisme
impliqué dans 1’adressage des Pr559%¢ a la membrane, la
détermination de complexes de pré-assemblage, le role
précis des radeaux membranaires dans 1’assemblage et le
bourgeonnement, le mécanisme de sélection des ARN vi-
raux encapsidés, la régulation de I’activité de la protéase, le
mécanisme de conversion d’une particule virale immature
en particule virale mature, le mécanisme de bourgeonne-
ment. Toutes ces nouvelles informations devraient contri-
buer au développement de nouvelles stratégies antivirales
dirigées contre les étapes de multimérisation des molécules
de Pr5592¢, de liaison A la membrane, de maturation et de
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libération des particules virales, mais également a I’amé-
lioration et & I’optimisation des vecteurs lentiviraux.
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