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intérét clinique compte tenu de I'utilité
discutée d’un traitement par NAC chez
des sujets fumeurs, bronchitiques chro-
niques, ou porteurs d’une BPCO, a risque
de développer un cancer pulmonaire. €n
effet, nous avons montré le réle majeur
joué par la sénescence cellulaire dans
la pathogenése de maladies pulmo-
naires telles que la BPCO [10]. Les pou-
mons de ces patients sont le siege d’une
accumulation de cellules sénescentes,
génératrice d’emphyseme, de fibrose, et
d’inflammation pulmonaire. Bloquer la
sénescence cellulaire représente donc
une réelle option thérapeutique, qui
fait actuellement I’objet d’une intense
activité de recherche. Lutilisation des
antioxydants est souvent citée comme
I’une des approches thérapeutiques
possibles. Nos résultats, a I’inverse,

suggerent que le traitement par les
antioxydants peut étre nocif, et serait
donc a proscrire, dans ces maladies. ¢
Antioxidant treatment promotes lung
cancer while protecting against lung
emphysema
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Coordination

de la décapsidation et
de Pimport nucléaire de VIH-1

par la transportine-1

Juliette Fernandez, Nathalie J. Arhel

> Chez les eucaryotes, le noyau est
entouré d’une enveloppe nucléaire
constituée d’une double couche lipi-
dique qui le sépare du cytoplasme.
Les échanges entre le compartiment
nucléaire et le cytoplasme se font par
I’intermédiaire des pores nucléaires
(nuclear pore complexes, ou NPC), des
structures macromoléculaires complexes
enchassées dans I’enveloppe nucléaire et
qui contrdlent le transport nucléo-cyto-
plasmique [1]. Si la diffusion passive de
petites molécules (< 40 kDa) & travers
les NPC est possible sans reconnaissance
spécifique, le passage de molécules plus
grandes requiert la participation de fac-
teurs de transport nucléaire (nuclear
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transport factors, ou NTF) qui font partie
de la famille des caryophérines [2].
Parmi celles-ci, on distingue les impor-
tines, qui assurent un transport vers le
noyau, et les exportines qui permettent
la sortie vers le cytoplasme. Leur fonc-
tion de transporteur est assurée par
leur capacité unique a interagir avec
des substrats comportant des signaux
d’adressage spécifiques (signal de loca-
lisation nucléaire, NLS, ou signal d’export
nucléaire, NES), et avec les composants
protéiques du NPC appelés nucléopo-
rines. C’est en couplant le transport a
une réaction énergétique assurée par un
gradient de concentration de la protéine
RanGTP entre le cytoplasme et le noyau,

que les NTF parviennent a imposer des
localisations différentielles a leur subs-
trat. Le transport nucléo-cytoplasmique
est essentiel a I’homéostasie de la cel-
lule, et sa dérégulation est impliquée
dans différents cancers, dans des mala-
dies auto-immunes, et dans le vieillisse-
ment [3].

Parmi la multitude de virus qui menacent
Iintégrité des cellules eucaryotes, cer-
tains doivent accéder au compartiment
nucléaire pour se répliquer. Par exemple,
les herpésvirus, le virus de la grippe, les
adénovirus, et le virus de I'immunodé-
ficience humaine (VIH) détournent a
leur profit la machinerie cellulaire des
NPC pour atteindre le noyau [4, 5]. Les

203



204

1 Reconnaissance

-~ = ®
r':_‘ -
i £
" il
CCR5/CXCR4

2 Attachement
A et fusion

»
r'.: o o 3
v it

AL L LI LT A 9 umnnnﬁ:rﬁﬁﬁfﬁum
1 W

s

Actine

5 Décapsidation
et translocation du PIC

Py Cytoplasme
: e
Microtubules &,
‘;
Ty 3 Transport
‘.::,‘ et transcription inverse
%
4 Amarrage ":‘::,; Complexe
au pore nucléaire =, de transcription
"-:"%. inverse (RTC)

Complexe i
“de pré-intégration
(PIC)

AKX

6 Intégration
E  E tialiaastiaatssl

Formes
non intégrées

Figure 1. Etapes précoces de I'infection par le VIH-1. Le virus entre dans la cellule par reconnaissance de son récepteur (D4 et de corécepteurs

CCR5 ou CXCR4. Une fois la fusion des membranes virale et plasmique effectuée, la cage de capside est relarguée dans le cytoplasme et transpor-

tée le long des réseaux d’actine et de tubuline. La transcription inverse, qui convertit ’ARN viral en ADN double brin, débute dés I’entrée dans la

cellule et se poursuit aprés amarrage au pore nucléaire (NPC). Le maintien de la capside durant les étapes précoces de I'infection permet au virus

d’interagir avec le cytosquelette et les filaments cytoplasmiques du NPC, tout en dissimulant le génome viral vis-a-vis des récepteurs cytoso-

liques de "immunité innée. Le désassemblage de la capside au NPC apres synthése de I’ADN viral est indiqué a titre représentatif d’un consensus

actuel entre chercheurs, mais il est @ noter que certains travaux favorisent la notion d’un désassemblage progressif durant le transport vers le

NPC, ou au contraire d’une décapsidation tardive pendant la translocation par le NPC. Aprés la translocation dans le noyau, I’ADN viral associé a

des protéines virales et cellulaires s’intégre dans ’ADN de la cellule hote pour permettre la production de nouveaux virions.

mécanismes impliqués sont différents
d’un virus a I'autre, ce qui souligne sans
doute la plasticité et la redondance
fonctionnelle des importines et des
nucléoporines dans le transport nucléo-
cytoplasmique. Dans le cas du VIH, plus
de 600 articles ont déja été publiés
avec les mots clés « VIH » et «import
nucléaire » depuis le papier princeps
démontrant que I"entrée du VIH dans le
noyau se fait par I'intermédiaire des NPC
et requiert de I’énergie [6].

Aprés son entrée dans la cellule, le
VIH traverse le cytoplasme rapidement
(quelques minutes) pour atteindre I’en-
veloppe nucléaire, ol il se positionne
sur un NPC, encore « habillé » de sa
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capside [7, 81 (Figure 1). Le maintien
d’une capside intégre dans le cyto-
plasme et lorsque le VIH se trouve au
NPC permet notamment au virus de dis-
simuler son génome viral, empéchant
ainsi sa reconnaissance par les récep-
teurs cytosoliques de I'immunité innée
[9]. Il semblerait que le VIH soit alors
contraint d’attendre plusieurs heures
(entre 4 et 8 heures) au niveau du NPC
afin de permettre a son génome ARN
d’étre rétro-transcrit en ADN double-
brin (étape indispensable a I’intégration
dans la chromatine), et & sa capside
de subir les modifications structurales
nécessaires a son passage par le NPC.
Le complexe de pré-intégration (PIC) du

VIH traverse le NPC en interagissant avec
de nombreuses molécules de I’enveloppe
nucléaire et du NPC [10, 11] (Figure 2).
Une fois dans le noyau, le génome viral
s'intéegre dans le génome de la cellule,
et I'infection devient alors irréversible.

Plusieurs importines pourraient par-
ticiper a I’entrée du VIH par les NPC.
Historiquement, de nombreuses études
ont montré que des protéines virales
comportant des NLS (matrice, pro-
téine virale R, intégrase) pouvaient
interagir avec une importine-f3, soit
par I'intermédiaire d’une importine-o
(voie d’importation classique), soit
directement (e.g., importine 7, trans-
portine 3/TNP03) [12]. Toutefois, il
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Figure 2. Co-facteurs du NPC, de I’enveloppe nucléaire, et de la famille des caryophérines qui

contribuent a ’import nucléaire de VIH-1. Le schéma distingue les facteurs cellulaires partici-

pant & I'import nucléaire (en rose) de ceux impliqués dans I’intégration (en violet), méme si la

plupart ont des effets sur plusieurs étapes précoces de I'infection, notamment sur la stabilité

de la capside, I'amarrage des complexes au NPC, I"import nucléaire du PIC, et Iintégration. CA,

protéine de capside ; IN, intégrase virale.

n’est pas admis que I'import de ces
protéines virales, souvent observé hors
du contexte d’une infection virale, soit
nécessaire ni méme concomitant a I’en-
trée du génome viral dans le noyau.
Par ailleurs, la participation directe
d’importines-3 dans la translocation
du PIC proprement dite reste contro-
versée puisqu’elles peuvent par ail-
leurs controler la localisation de fac-
teurs cellulaires essentiels a I’infection.
Récemment, plusieurs études ont mon-
tré que le maintien de I’intégrité de la
capside virale est essentiel a "efficacité
d’import nucléaire du PIC, et au choix
de sites d’intégration dans le génome
de la cellule infectée apres translo-
cation nucléaire [13, 14] (Figure 2).
Nous avons alors fait I’hypothese que la
caryophérine responsable de "entrée du
VIH dans le noyau devait se lier a la fois
a la capside et a la machinerie du pore
nucléaire, connectant ainsi décapsida-
tion et import nucléaire.

m/s n® 3, vol. 36, mars 2020

Dans un travail récemment publié dans
la revue Nature Microbiology [15], nous
avons montré que I’'import nucléaire
de VIH-1 s’effectue grdce a une inte-
raction directe entre la capside du
virus et I'importine-B2 (aussi appe-
lée transportine-1, TRN-1 ou TNPOL).
Tout d’abord, nous avons observé que
la diminution des niveaux de la trans-
portine-1 par ARN interférence indui-
sait une baisse de "infection par VIH-1
dans plusieurs types cellulaires, y com-
pris dans les principales cellules cibles
du virus, les lymphocytes T CD4". Des
ARN interférents dirigés contre d’autres
importines-f3, telles que la transpor-
tine-2, TNPO3 ou I"importine 7, ont un
effet moindre voire nul sur I'infection.
Par ailleurs, une analyse protéomique
des fractions cytosolique et nucléaire
n’a pas révélé d’accumulation de co-
facteurs importants pour la stabilité de
la capside virale, excluant ainsi un effet
indirect éventuel.

Nous avons par la suite montré que la
transportine-1 interagit avec la capside
de VIH-1 dans des cellules infectées,
ainsi qu’in vitro en I"absence de tout
autre intermédiaire protéique, démon-
trant ainsi une interaction directe. La
reconnaissance de la capside se fait
par un NLS atypique présent sur une
boucle exposée de la protéine de cap-
side (correspondant aux acides aminés
en positions 84 a 100), et similaire aux
NLS identifiés pour les autres substrats
décrits pour la transportine-1. Ce NLS,
lorsqu’il est greffé a une protéine fluo-
rescente normalement cytoplasmique,
confere a cette protéine une localisation
nucléaire. Par ailleurs, nous avons iden-
tifié la glycine en position 89 de la pro-
téine de capside comme étant critique
pour la reconnaissance par la trans-
portine-1 et la localisation nucléaire.
€n ce qui concerne le VIH-2, qui est
moins pathogéne et moins transmis-
sible que VIH-1, cette glycine n'occupe
pas la méme position sur la capside et
le virus semble ne pas dépendre de la
transportine-1 pour I'infection. Toute-
fois, un repositionnement expérimental
de la glycine sur la boucle exposée de
la protéine de capside de VIH-2 rend
I'infection par ce virus dépendante de la
transportine-1 [15].

Uinteraction de la transportine-1 avec
la capside de VIH-1 conduit a des réar-
rangements structuraux importants,
qui peuvent étre observés in vitro par
microscopie a force atomique en pré-
sence de transportine-1 recombinante.
Dans des cellules infectées, la trans-
portine-1 favorise la décapsidation
de VIH-1, et ainsi entrée du génome
viral dans le noyau. La transportine-1
transporte également la capside dans
le noyau, vraisemblablement sous forme
désassemblée. Ainsi, la transportine-1
pourrait importer I’ensemble du PIC viral
en reconnaissant la protéine de capside,
qui emporterait avec elle le génome
viral.

Ces travaux ont montré que la perte de
la capside virale et I"import nucléaire
du génome de VIH-1 sont coordonnés
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par un transporteur du pore nucléaire,
la transportine-1, et ont ainsi permis
de mieux comprendre les étapes qui
contrdlent I’entrée du VIH dans le noyau
des cellules cibles. étonnumment, la
transportine-1 a aussi été identifiée
comme favorisant le désassemblage et
Pimport nucléaire de I"adénovirus [16]
et du virus de la grippe [17], ce qui
permet d’envisager le développement de
médicaments antiviraux a large spectre
qui cibleraient I’entrée de virus dans le
noyau. ¢

Transportin-1 orchestrates HIV-1
uncoating and nuclear entry
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La réponse interféron

Un grand pouvoir implique de grandes

responsabilités

Ghizlane Maarifil, Nikaia Smith?, Sébastien Nisole!

La réponse interféron

Lorsque des cellules sont infectées par
un virus, elles produisent des interférons
(IFN), de puissantes molécules antivi-
rales qui protégent les cellules avoisi-
nantes de I'infection et permettent ainsi
de limiter la propagation du virus dans
I’organisme. Il existe trois types d’IFN :
I (IFN-o et IFN-B principalement), Il
(IFN-v), et 11l (IFN-A). Les IFN de type |
sont les principaux IFN produits au cours
d’une infection virale. lls induisent,
dans les cellules infectées et les cellules
avoisinantes, I’expression de centaines
de genes (interferon-stimulated genes,
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ISG), ce qui va permettre I’établisse-
ment d’un état antiviral [1].

La réponse IFN de type | débute par la
reconnaissance des génomes viraux par
des détecteurs cellulaires connus sous
le nom de pattern-recognition recep-
tors (PRR), parmi lesquels les toll-like
receptors (TLR), localisés & la surface
des cellules ou dans les endosomes, et
les retinoic acid-inducible gene-I-like
(RIG-1-like) receptors (RLR), locali-
sés dans le cytoplasme. Cette recon-
naissance déclenche des cascades de
signalisation propres a chaque PRR,

1

-

. Bhargava A, Lahaye X, Manel N. Let me in: Control of
HIV nuclear entry at the nuclear envelope. Cytokine
Growth Factor Rev 2018 ; 40 : 59-67.

12. Levin A, Loyter A, Bukrinsky M. Strategies to inhibit
viral protein nuclear import: HIV-1 as a target.
Biochim Biophys Acta 2011 ; 1813 : 1646-53.

13. Achuthan V, Perreira JM, Ahn JJ, et al. Capsid-CPSFé
interaction: master regulator of nuclear HIV-1
positioning and integration. J Life Sci 2019 ; 1 : 39-45.

14. Campbell EM, Hope TJ. HIV-1 capsid: the multifaceted
key player in HIV-1 infection. Nat Rev Microbiol 2015 ;
13:471-83.

15. Fernandez J, Machado AK, Lyonnais S, et al.
Transportin-1 binds to the HIV-1 capsid via a nuclear
localization signal and triggers uncoating. Nat
Microbiol 2019 ; 4 : 1840-50.

16. Hindley CE, Lawrence FJ, Matthews DA. A role for
transportin in the nuclear import of adenovirus core
proteins and DNA. Traffic 2007 ; 8 : 1313-22.

17. Miyake Y, Keusch JJ, Decamps L, et al. Influenza virus

uses transportin 1 for vRNP debundling during cell

entry. Nat Microbiol 2019 ; 4 : 578-86.

Ynstitut de recherche en infectiologie

de Montpellier (IRIM), CNRS UMR9004,
université de Montpellier,

1919 route de Mende, 34090 Montpellier,
France.

2lmmunobiologie des cellules dendritiques,
Inserm U1223, Institut Pasteur,

25 rue du Docteur Roux, 75015 Paris, France.
sebastien.nisole@irim.cnrs.fr

mais qui aboutissent toutes a la phos-
phorylation du facteur de transcription
IRF3 (interferon regulatory factor 3).
Apres sa translocation dans le noyau
cellulaire, IRF3 phosphorylé déclenche
la transcription du géne codant I'IFN-f
[2] (Figure 1). La syntheése d’'IFN-a.
nécessite, quant a elle, I"expression
du facteur de transcription IRF7, qui
est induite par I'IFN-B via une boucle
autocrine ou paracrine. Contrairement
a IFN-, codé par un géne unique, les
différents sous-types d’IFN-o induits
par IRF7 sont codés par 13 genes. Cette
production séquentielle d’IFN (IRF3/IFN-



