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Mécanisme d’association
de la protéine Tat du VIH

a la particule virale

Laetitia Marty, Camille Pastre, Mickaél Blaise, Bruno Beaumelle

> Les virus sont des microorganismes qui
ne peuvent se multiplier qu’a I’intérieur
de leurs cellules hotes. Pour cela, ils
utilisent ou détournent les machineries
cellulaires, en particulier celles de trans-
cription des génes et de traduction des
transcrits, pour produire les protéines
virales. Les rétrovirus, notamment le
virus de I"immunodéficience humaine
(VIH), ont la capacité d’intégrer leur
génome ARN dans le génome ADN de la
cellule qu’ils infectent : une étape clé
de leur cycle viral est donc la synthese
d’une copie ADN de leur génome viral par
rétrotranscription de celui-ci (d’oll leur
nom de rétrovirus).

Si les virus utilisent de nombreuses
voies métaboliques de la cellule héte,
ils doivent cependant incorporer dans
la particule virale (virion) certaines
molécules essentielles, notamment des
acides nucléiques et des protéines, leur
permettant d’infecter efficacement
cette cellule et de déclencher la produc-
tion des protéines virales. Par exemple,
comme pour tous les virus enveloppés,
les virions des rétrovirus doivent possé-
der des protéines membranaires virales
qui vont permettre a ces virions de se
lier a leurs récepteurs cellulaires. Ils
doivent aussi contenir les enzymes spé-
cifiques aux rétrovirus : la transcriptase
inverse, qui permet de copier I’ARN du
génome viral (sa taille, pour le VIH, est
d’environ 10 Kb) en ADN viral, et Iinté-
grase, qui catalyse I'intégration de cet
ADN viral dans I’ADN cellulaire [1]. Pour
produire les protéines virales a partir de
ce génome viral intégré, les génes viraux
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doivent d’abord étre transcrits en ARN
messagers (ARNm). Dans le cas du VIH-1,
la transcription de ses genes ne repose
pas uniquement sur la machinerie cel-
lulaire : elle nécessite également la pré-
sence de la protéine Tat (trans-activator
of transcription) du virus. Cette protéine
est notamment requise pour la synthése
des ARNm viraux longs : son absence
conduit en effet a la production d’ARN
viraux abortifs trés courts [2].

Que se passe-t-il au début du cycle viral,
avant que la protéine Tat néosynthétisée
par la cellule infectée soit disponible ?
Le déclenchement de la transcription
des genes viraux aprés I'intégration du
génome viral dans celui de la cellule
hote semblait impliquer que Tat est pré-
sente dans les particules virales qui ont
infecté cette cellule. Cependant, méme
si une analyse protéomique avait détecté
la présence de la protéine dans des
virions de VIH purifiés [3], la plupart des
articles de revue sur ce virus ne mention-
naient pas Tat dans la liste des protéines
incorporées dans les virions [1, 4].

Mécanisme d’incorporation de la
protéine Tat dans les particules virales
du VIH

Nous avons confirmé la présence de Tat
dans les virions du VIH par une méthode
biochimique (western blot) et par une
méthode de microscopie (microscopie
a force atomique couplée a la micros-
copie en fluorescence excitée par onde
évanescente) [5]. Nous avons égale-
ment élucidé le mécanisme permettant
I’incorporation de cette protéine dans

les virions. Il repose sur la formation d’un
complexe  trois protéines (Figure 1A). La
premiére est la protéine de capside virale
(CA, ou p24). Cest la protéine majeure
du virus, présente a environ 2500 copies
par virion [4], dont 1500 vont s’assem-
bler pour former la capside virale (capsid
core), qui forme un cdne caractéristique
a I’intérieur du virion et protége les deux
copies d’ARN viral. Le résidu proline en
position 90 de la séquence de la protéine
CA (Pro90), situé dans une boucle expo-
sée de cette protéine, permet le recrute-
ment et donc "encapsidation d’une pro-
lyl-isomérase cellulaire, la cyclophiline A
(CypA) [6]. Les cyclophilines permettent
Ilisomérisation cis/trans des résidus pro-
line dans les protéines [7]. CypA se fixe
sur la Pro90 de la protéine CA via son site
actif, et cette interaction permet a Tat
d’étre recrutée dans ce complexe en se
fixant principalement a CypA (Figure 1A).
La liaison de Tat a CypA est donc non
conventionnelle car elle n'implique pas
le site actif de cette protéine chape-
rone, qui est occupé par la protéine CA.
Le complexe tripartite CA-CypA-Tat est
stable et peut étre purifié par chromato-
graphie d’exclusion. Uanalyse des forces
d’interaction entre les protéines de ce
complexe a montré que la présence de
CA promeut la fixation de Tat sur CypA,
un résultat d’abord obtenu in vitro en
utilisant des protéines purifiées, puis
validé dans la cellule. Enfin, nous avons
montré que lorsqu’on perturbe la liaison
de CypA a CA, en mutant le site de fixa-
tion dans CA ou en utilisant un inhibiteur
de CypA, la cyclosporine A, qui se fixe
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Figure 1. A. Mécanisme d’encapsidation de la protéine Tat du VIH. La protéine de capside du VIH
(CA) présente a sa surface une boucle contenant un résidu proline (Pro90) reconnu par une pro-
lyl-isomérase cellulaire, la cyclophiline A (CypA), qui est de ce fait encapsidée dans la particule
virale. La protéine Tat, qui se fixe sur le complexe CA-CypA, est donc ainsi encapsidée. B. Role de
la protéine Tat encapsidée dans le déclenchement du cycle viral. Apreés la fixation du VIH sur le
récepteur CD4 et son corécepteur (CCR5 ou CXCR4), la membrane du virion fusionne avec la mem-
brane plasmique de la cellule. La capside virale est alors injectée dans le cytosol. La protéine Tat
encapsidée rend environ deux fois plus efficace la transcription inverse, permettant au virus de
transformer son ARN génomique en ADN double brin, et décuple 'efficacité de la transcription
des génes viraux qui se produit aprés I'intégration de ’ADN viral dans le génome cellulaire. Cela
permet de lancer efficacement la production virale, sans attendre la disponibilité de la protéine
Tat néosynthétisée [5].

sur le site actif de CypA, le complexe
tripartite ne se forme plus. Uaffinité
de Iinteraction entre CA et CypA est
faible (Kd ~5 pM), tandis que celle de
I’interaction entre Tat et le complexe
bipartite (CypA-CA) est forte (Kd ~100
nM). Le facteur limitant pour la forma-
tion du complexe ternaire CA-CypA-Tat
est donc la fixation de CypA sur CA. €n
accord avec ces mesures d’affinité, le
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virion contient environ 250 molécules de
CypA (soit environ une molécule de CypA
pour 10 molécules de CA) [6], et autant
de molécules de Tat que de CypA [5].

Role de la protéine Tat encapsidée

Apres avoir montré que la protéine Tat
était incorporée dans les particules du
VIH produites par la cellule infectée, il
restait & comprendre a quel(s) stade(s)

du cycle viral intervient cette protéine
encapsidée. De nombreuses études ont
montré que Tat est nécessaire pour
une transcription efficace des génes
viraux, et le mécanisme de cet effet
est connu [2]. Par ailleurs, quelques
études ont montré que Tat favorise la
rétrotranscription du génome viral, par
un mécanisme qui reste a établir [8].
Pour déterminer I’effet de la protéine
Tat encapsidée dans les virions sur
I’infectivité virale, nous avons utilisé
des virus qui ne peuvent pas réinfecter
les cellules aprés I'infection initiale,
ainsi que des temps d’infection courts
(6 & 10 heures) afin de limiter la pro-
duction de protéine Tat par la cellule
hote. Nous avons tout d’abord préparé
des virions dépourvus de protéine Tat
encapsidée en utilisant la cyclosporine
A, et avons ainsi pu montrer que I'ab-
sence de cette protéine dans les virions
diminue de 5 a 10 fois I'infectivité et
la production de particules virales par
la cellule hote. Nous avons également
incorporé dans des virus génétique-
ment dépourvus de Tat des protéines
Tat spécifiquement déficientes dans
leur activité de transcription ou de
rétrotranscription. Cela nous a permis
de montrer que la Tat encapsidée per-
met de doubler activité de rétrotrans-
cription des virions entrant, et surtout
de décupler I'activité de transcription
des genes viraux lors de I’infection
des cellules (Figure 1B). Ce résultat
confirme ceux d’études précédentes
ayant montré que le réle de Tat dans
le cycle viral est principalement de
catalyser la transcription des génes
viraux [2]. Il convient de préciser que
la concentration de Tat nécessaire pour
permettre la transcription des génes
viraux est trés faible (subnanomolaire)
[9]. Ainsi, les 250 molécules de Tat
encapsidées par virion sont suffisantes
pour que I"infection d’une cellule par un
seul virion permette une forte activité
transcriptionnelle des genes viraux, et
donc déclenche efficacement le cycle
viral sans attendre la synthese de pro-
téine Tat par la cellule hote [5].



Nos travaux de recherche ont donc per-
mis de montrer que la protéine Tat du
VIH était encapsidée grace a la forma-
tion d’un complexe ternaire CA-CypA-
Tat [5]. Cette encapsidation est néces-
saire a I'infectivité virale, en particulier
pour la transcription des génes viraux
au début du cycle viral, avant que la
protéine Tat néosynthétisée par la cel-
lule hote ne devienne disponible. Lors
de sa production par la cellule infec-
tée, le virion du VIH incorpore donc les
trois protéines qui vont lui permettre
de déclencher le cycle de multiplication
du virus dans la future cellule hote : les
deux enzymes permettant la rétrotrans-
cription et I'intégration du génome viral
dans le génome cellulaire, et la protéine
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Tat permettant la transcription efficace
des génes viraux. ¢

Mechanism enabling HIV Tat associa-
tion with viral particles
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