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Résumé de these

Le virus de 'immunodéficience humaine (VIH) est I'agent étiologique du syndrome
d’'immunodéficience acquise (SIDA). Il cible des cellules du systéme immunitaire,
principalement les lymphocytes T CD4+ (LT CD4+) mais aussi les macrophages (MDM) et
les cellules dendritiques, abolissant les défenses de l'organisme. En raison de son
importante variabilité, le VIH a été classé en types (1 et 2), eux-mémes subdivisés en sous-
types. Le VIH-1 sous-type B est le plus étudié, bien qu’il ne soit pas le plus répandu. La
glycoprotéine virale de I’enveloppe (Env) est primordiale pour le virus car elle permet au
virus de pénétrer dans les cellules cibles grace a I’ectodomaine de Env et d’initier un
nouveau cycle infectieux. Le gene env est le plus variable du VIH. Cette variabilité lui
permet entre autres d’éluder la reconnaissance par le systéme immunitaire, et a donc été
amplement étudiée. Néanmoins la queue intracytoplasmique de I'enveloppe (gp41CT) a
été considérablement moins étudiée que son ectodomaine et de nombreuses zones
d’ombres persistent concernant ses fonctions. La gp41CT est principalement impliquée
dans l'incorporation de I’enveloppe dans les virions bourgeonnants et elle est responsable
du trafic intracellulaire de Env grace a divers motifs distribués le long de sa séquence et
grace a de nombreuses interactions avec des protéines cellulaires. La délétion de gp41CT
inhibe la réplication virale dans les cibles primaires du virus, ainsi que dans de nombreuses
lignées lymphocytaires T, mais ce phénotype varie en fonction des lignées cellules utilisées.
A ce jour, quasiment toutes les études sur gp41CT sont basées sur la souche de référence
NL4.3, et des mutants ponctuels ou des mutants de délétion. Ces études ne prennent donc
pas en considération la variabilité et les polymorphismes dans cette région.

Lors de ce travail de thése, nous nous sommes intéressés aux polymorphismes dans
gp41CT inhérents aux divers sous-types de VIH et avons étudié leur impact sur I'infectivité
et la réplication virale dans des cellules primaires, cibles naturelles du virus. Afin d’éviter
de tronquer gp41CT, nous avons utilisé des particules virales recombinantes ayant une
structure constante NL4.3 et exprimant des Env de patients. De ce fait, les particules virales
recombinantes different uniguement par leur gp41CT. Les paires de virus recombinant

construites expriment soit I’'enveloppe entiére issue du patient (« recombinants Env »), soit



I’ectodomaine de la méme souche virale fusionné a gp41CT du clone de référence NL4.3,
générant une protéine Env chimérique (« recombinants EnvEC »). Dix enveloppes de sous-
type viral B et douze enveloppes de sous-type C (responsable de la majorité des infections
VIH dans le monde) ont été testées. Des LT CD4+ et des macrophages ont été infectés en
paralléle avec ces couples de virus.

Dans les LT CD4+, la réplication des virus recombinants de sous-type C était
significativement plus faible que celle des sous-types B. La réplication des recombinants
Env de sous-type C était également significativement diminuée par rapport a celle des virus
recombinants EnvEC, alors qu’il n’y avait pas de différence entre les couples Env et EnvEC
de sous-type B. Ce phénotype particulier n’a néanmoins pas été observé dans les MDM, ou
les réplications virales étaient similaires tant pour les recombinants sous-types B que pour
les C. L'ajout de déoxynucléosides lors de l'infection des MDM a permis d’augmenter
I'infection mais il n’y avait toujours pas de différence entre les recombinants Env et EnvEC.
Lorsque les couples de virus recombinants de sous-type C étaient présentés par des cellules
dendritiques aux LT CD4+, la réplication des recombinants Env restait amoindrie. Des
expériences de microscopie confocale ont montré que la faible infectivité des virus
recombinants de sous-type C n’était pas due a un défaut de localisation des enveloppes
dans les LT CD4+ mais a un défaut d’agrégation et de polarisation des protéines de
structure Gag au site d’assemblage a la membrane cellulaire. A I'inverse, aucun défaut
d’agrégation ou de polarisation de Gag n’était observé dans les LT CD4+ infectés avec les
virus EnvEC équivalents, indiquant que le défaut était bien lié a gp41CT. Aucune différence
n’a été observée pour les sous-types B dans les LT CD4+. Dans les MDMs, des points de
colocalisation Env/Gag étaient observables aussi bien les virus de sous-type B que les virus
de sous-type C, et ce indépendamment de gp41CT. La quantification des enveloppes
incorporées dans les virions EnvEC et dans leur équivalent Env a montré des niveaux
d’enveloppe similaires. Donc la faible réplication des virus Env de sous-type C n’est pas due
a un défaut d’incorporation de Env dans le bourgeon, mais a une altération de I’'agrégation
et de la polarisation de Gag dépendant de gp41CT. Cela suggere I'implication d’'une autre
protéine intermédiaire qui serait présente dans les LT CD4+ mais pas dans les MDMs.

L'analyse des séquences protéiques des enveloppes a permis de constater que la
majorité des motifs impliqués dans le trafic intracellulaire était conservés dans toutes les

enveloppes. Néanmoins certains motifs récurrents dans les recombinants Env peu
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infectieux ont pu étre mis en évidence et leur role a été testé par mutagénése : LLL776>FIL
et une insertion de 7 acides aminés (AA) dans LLP-2 et LLgsg=>LQ a I'extrémité C-terminale
de LLP-1 Ces motifs ont été remplacés dans deux enveloppes primaires de patients
(préalablement clonées) par les motifs présents dans la référence NL4.3 et dans les sous-
types B. Lorsque ces mutations sont introduites seules, leur impact est dépendant du
contexte génétique de Env. En revanche les doubles et les triples mutants comportant une
ou deux mutations dans LLP-2 et la mutation LQsss=> LL dans LLP-1 répliquent comme les
virus avec I'Env primaire ou mieux que chacun des simples mutants, suggérant que les
polymorphismes dans ces deux a-hélices sont liés.

L’'ensemble de nos résultats montre que la présence de polymorphismes dans
gp41CT contribue a la faible capacité réplicative des virus de sous-type C, dans les LT CD4+
mais pas dans les MDMs. La conservation des signaux impliqués dans le trafic intracellulaire
de Env se traduit par une distribution normale de Env dans les LT CD4+, mais les
polymorphismes dans les a-hélices LLP-2/3 et LLP-1 semblent liés, suggérant des
contraintes évolutives. L'agrégation des protéines Gag, en revanche, est altérée ou
empéchée, suggérant I'implication d’un facteur cellulaire dans l'interaction Env/Gag dans

les LT CD4+ mais pas dans les macrophages.
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Résumé de these anglais

Entry of the human immunodeficiency virus (HIV) into target cells is mediated by
the viral envelope (Env) glycoprotein ectodomain and initiates a new infectious cycle. It has
thus been the focus of extensive studies. The cytoplasmic tail of Env (gp41CT) is mainly
involved in Env incorporation into budding virions. It also regulates Env intracellular
trafficking and interacts with a number of cellular factors. Truncations of gp41CT result in
replication incompetent viruses in primary target cells and in several, but not all, T cell
lines. However gp41CT has been less studied and most studies are based on the reference
strain NL4.3 and mutants thereof, neglecting viral variability.

This work focuses on the impact of subtype-dependent polymorphisms within
gp41CT on viral replication in primary target cells, CD4+ T cells (CD4+ TL) and monocyte-
derived macrophages (MDMs). In order to avoid truncations, we used NL4.3-derived viral
recombinant particles harboring patient-derived full Envs (gp160, “Env recombinant”), or
that same patient-derived Env ectodomain (gp140) fused to the gp41CT of the reference
strain NL4.3 resulting in a chimeric Env (“EnvEC recombinant”). Ten subtype B and twelve
subtype C patient-derived Env (most widespread worldwide) were used to infect CD4+ TL
and MDM:s.

Replication of subtype C recombinant viruses was significantly lower in CD4+ TL
compared to subtype B. Furthermore Env recombinants replicated less than their EnvEC
counterpart whereas no difference was observed for subtype B Env and EnvEC pairs. In
contrast, replication of subtype B and subtype C Env and EnvEC recombinants viruses was
very similar in MDMs, regardless of subtype and of gp41CT. Similar differences in
replication were again assessed when pairs of subtype C recombinant viruses were
presented to CD4+ TL by dendritic cells.

Confocal microscopy revealed that low viral replication of subtype C recombinant
viruses was not caused by defects in Env localization in CD4+ TL but resulted from altered
clustering and polarization of the structural protein Gag. Infection of CD4+ TL with the
EnvEC recombinant counterparts did not show defects in Gag clustering or polarization,

highlighting that the alteration was linked to the gp41CT. Likewise, Env and Gag clusters
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were readily detected for subtype B Env and EnvEC recombinants. Env-Gag colocalization
spots were readily detected in MDMs infected with subtype B and subtype C recombinants,
independently of the gp41CT. Env incorporation into EnvEC and Env recombinant virions
was comparable. Thus low replication of subtype C Env recombinants is not due to
impaired Env incorporation but to a gp41CT-dependent defect of Gag clustering and
polarization, suggesting the involvement of a cellular protein which is present in LT CD4+
but not in MDMs.

Most motifs involved in intracellular trafficking were highly conserved in all Envs,
but some motifs seemed to be associated with replication incompetent Envs: LLL776 2 FIL
and a 7 amino acid (AA) in LLP-2 and an LLgss=~>LQ motif at the C-terminal end of LLP-1.
These motifs were reverted to the motifs found in subtype B gp41CTs in two subtype C
patient Envs. Single mutations had a background-dependent impact on viral replication.
However double or triple mutants harboring one or two mutations in LLP-2 and the
LQsss~>LL mutation in LLP-1 showed replication levels similar to the wild-type or higher
levels than each single mutation suggesting that polymorphisms in these two a-helix are
linked.

Our results indicate that polymorphisms in gp41CT contribute to low viral
replication of subtype C Envs in CD4+ TL but not in MDMs. Preservation of intracellular
trafficking motifs in Env translated into normal Env distribution in CD4+ TL, however
polymorphisms in o-helix LLP-2/3 and LLP-1 seem linked, suggesting evolutionary
constraints. The cell-type specific alteration of Gag clustering suggests the involvement of

a cellular factor present in CD4+ TL but not in MDMs.
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INTRODUCTION







1. Généralités

1.1. Découverte du virus de I'immunodéficience humaine

En juin 1981 aux Etats-Unis, le médecin Michael Gottlieb a constaté 5 cas de
pneumonie a Pneumocystis carinii et de candidose buccale chez de jeunes patients
homosexuels (1). L'apparition simultanée de maladies opportunistes, éliminées
normalement de l'organisme par le systeme immunitaire, a conduit le médecin a la
conclusion gqu’un germe commun devait étre responsable du développement de ces
pathologies.

Dans un premier temps, I"hypothése qui circulait parmi la population scientifique
suggérait que I'agent étiologique du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) devait
étre un rétrovirus. Or les seuls rétrovirus connus a I’époque étaient les virus T-
lymphotropiques humains type 1 et 2 (HTLV-I et -1l) découverts par Robert Gallo en 1980
et 1982. La découverte du virus du SIDA revient en 1983 a I’équipe de chercheurs francais
de l'institut Pasteur a Paris dirigé par le docteur Luc Montagnier qui furent les premiers a
isoler le virus et a I'identifier en tant que lentirétrovirus (2). L’année suivante plusieurs
articles confirmant I'implication de ce rétrovirus dans les cas de SIDA ont été publiés (3-6).
Jusqu’en 1986, le virus étiologique du SIDA était connu sous plusieurs noms : virus T-
lymphotropique humain type 3 (Lai ou HTLV-IIl), virus associé a la lymphoadenopathie
(LAV) et accessoirement B.R.U. d’apres les initiales du premier patient a partir duquel le
virus a été isolé. Finalement, il a été décidé d’'un commun accord que I'agent étiologique

du SIDA serait qualifié de VIH pour virus de I'immunodéficience humaine.



1.2. Pandémie et origine de I'infection

1.2.1. Pandémie

En 2011, le nombre total d’infections par le VIH depuis le début de I'épidémie a été
estimé a plus de 60 millions. Le nombre de d’individus vivant avec le VIH est en progression
constante, atteignant 34 millions (31.4 millions — 35.9 millions) en 2011 (7)) et 1.7 millions
(1.5 millions - 1.9 millions) de déces liés au SIDA ont été recensés en 2011 (7)). En trente
ans, depuis les premiers cas de SIDA jusqu’a nos jours, le regard qui est porté sur cette
pathologie a peu a peu évolué. En effet, apres sa découverte, la pathologie était considérée
comme une maladie mortelle avec une espérance de vie de 2 ans (8) tandis que maintenant
grace a I'émergence des thérapies antirétrovirales efficaces, l'infection par le VIH est
entrée dans les esprits comme étant une maladie chronique, toujours mortelle, mais
partiellement controlable. Les patients vivent plus longtemps grace aux antirétroviraux,
dans de meilleures conditions et bien que le nombre d’individus nouvellement infectés ne
diminue pas, de plus en plus de patients ont acces a des traitements et le nombre de décés
liés au SIDA diminue. En effet, en 2011, 8 millions d’individus avaient acces a une thérapie
antirétroviral, ce qui correspond a 20 fois plus d’individus qu’en 2003. Il est aussi
encourageant de voir que le nombre de nouvelles infections dans le monde décline
graduellement (diminution de 20% entre 2001 et 2011 passant a 2.5 millions (2.2 millions
- 2.8 millions) nouvelles infections en 2011 (7)) [FIGURE 1]. Plus de deux tiers des individus

infectés par le VIH se trouvent sur le sol africain, continent d’ou est originaire le VIH.
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Figure 1. Estimation du nombre d’adultes et enfants infectés par le VIH en 2011
(Organisation mondiale de la santé).



1.2.2. Origine du VIH

En 1986, des scientifiques ont isolé une souche de lentivirus chez un patient de
I'ouest de I’Afrique qui présentait des symptomes similaires au SIDA (9). Ce nouveau virus
possédait 40% d’homologie avecle VIH (10) et a été qualifié de VIH de type 2 (VIH-2), tandis
gue la premiére souche de VIH isolée a été classifiée comme type 1 (VIH-1) ou plus
communément VIH. Des études phylogénétiques ont permis de constater que le VIH-1 était
plus étroitement lié au virus zoonotique de I'immunodéficience simienne (SIV) responsable
de l'infection de chimpanzés (la sous-espéce de chimpanzé Pan troglodytes troglodytes)
(12, 12) alors que le VIH-2 était apparenté au SIV infectant le singe vert mangabey
(Cercocebus atys) (13, 14). Malgré les mécanismes de protection contre les infections inter-
especes, le virus zoonotique SIVcpz aurait été transmis du chimpanzé a I’lhomme et serait
a l'origine du VIH-1 et le virus SIVsmm du singe vert mangabey serait 'ancétre du VIH-2

[FIGURE 2].
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Figure 2. Origines du VIH (15).

Les données disponibles indiquent que trois événements distincts et indépendants
de transmission inter-espéece ont résulté en la ramification du VIH-1 en 3 groupes : groupe

M (pour Main en anglais), le groupe O (pour Outlier) et le groupe N (pour Non-M, Non-0)



(16, 17). Le groupe M représente la majorité des infections mondiales. Toutefois la
variabilité génomique du VIH, et en l'occurrence du groupe M, est extrémement
importante et peut étre imputée a plusieurs facteurs : le taux de réplication virale tres
élevé (100 particules virales sont produites par jour) (18) associé a la fidélité médiocre de
la polymérase virale, la transcriptase inverse (RT) qui introduit 10 & 10 erreurs par base
par cycle (19) ainsi qu’a I'absence de relecture (proof-reading) (20). De plus, de nombreux
événements de recombinaison génomique viennent incrémenter la variabilité du virus (21,

22). Cette hétérogénéité ne fait qu’accroitre suite aux flux migratoires.

1.2.3. Classification du VIH

De facon générale, le VIH est répertorié comme suit : type, groupe, sous-type, sous-
sous-type et formes recombinantes circulantes ou uniques. Il y a deux types de VIH : VIH-1
et VIH-2, toutefois, le VIH-2 est confiné a I'Afrique de I'Ouest alors que le VIH-1 est
majoritairement répandu mondialement et représente 95% des infections (23). Pour des
raisons de classification et d’épidémiologie, le VIH-1 est encore subdivisé en groupes : M
(pour Major), O (pour Outlier) et N (pour Non-M, Non-0). Les virus du groupe M sont
responsables de la majorité des infections dans le monde, et est a son tour subdivisé en 9
sous-types: A, B, C, D, F, G, H, J et K. Au fil du temps et de nouveaux séquencages, certains
sous-types ont méme été répartis en sous-sous-types: Al, A2, A3, A4, F1 et F2. Finalement
des recombinaisons entre des sous-types de virus ont aussi été observées et répertoriées
comme formes recombinantes circulantes (CRF) si elles étaient identifiées dans au moins
3individus sans lien épidémiologique, sans quoi on parle de formes recombinantes uniques
(URF).

Les variations génétiques entre les sous-types sont de I'ordre de 25 a 35% entre
sous-types (24-26). Au sein d’'un méme sous-type, la diversité de la séquence des protéines
virales est de 15% au niveau du géne gag, 10% au niveau du géne pol, tandis que le géne
de I’enveloppe virale (env) présente le plus de variabilité atteignant 24% (27). Au niveau
d’un méme organisme, on retrouve aussi de grandes différences génétiques entre les virus,

I’on parle alors de quasi-espéces.



L’hétérogénéité se retrouve aussi au niveau de la distribution géographique du VIH
et elle est maximale en Afrique Centrale, épicentre de I'épidémie [FIGURE 3]. Le sous-type
B correspond a la premiére souche de VIH isolée et il s’agit du sous-type le plus répandu
en Amérique du Nord, en Europe de I'Ouest et en Australie. La majorité des connaissances
acquises sur le VIH ont été obtenues a partir d’études sur des souches de référence de
sous-type B. Néanmoins, on considére a I’"heure actuelle qu’environ 90% des infections VIH
mondiales sont causées par des sous-types non-B et des formes recombinantes. C'est le
sous-type C qui est le plus répandu (environ 48% des infections mondiales)(28). Il est
prédominant en divers pays africains (Afrigue du Sud, Namibie, Botswana, Zambie,
Zimbabwe, Mozambique, Burundi, Tanzanie, Ethiopie, Somalie et dans une partie du
Soudan) ainsi qu’en Inde. Le sous-type A représente 12% des infections et sévit en Afrique
Centrale-Est (Rwanda, Kenya, Uganda, Tanzanie). Le sous-type D est répandu en Afrique
Centrale et en Afrique de I'Est. Le sous-type F est majoritaire en Europe de I'Est comme la
Roumanie mais est aussi retrouvé en Amérique du Sud. Les sous-types G, H, J et K ont été
décrits au Burkina Faso, au Mali, au Niger, en Cote d’lvoire, au Gabon et en République
Démocratique du Congo par ou ils se sont répandus en Europe du Sud ainsi qu’en Asie.

22% des infections mondiales au VIH sont dues aux formes recombinantes (CRF) du
virus (28). Les CRF les plus répandus sont le CRFO1_AE (I’ancien sous-type E) et le CRF02_AG
étant respectivement présent chez 5% et 8% de la population mondiale infectée au VIH-1.
Le CRF_O1AE est prédominant en Thailande et au Vietnam tandis que le CRFO2_AG est tres
fréquent en Afrique de I'ouest (29).

L’épidémie provoquée par le VIH-2 est restreinte a I’Afrique de I’Ouest. Depuis les
premiers cas diagnostiqués en 1978, huit sous-types (A-H) du virus VIH-2 ont été décrits

parmi lesquels les groupes A et B sont les plus prévalents (30).
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Figure 3. Distribution géographique mondiale des différents sous-types de VIH (31).

2. Levirus de 'immunodéficience humaine (VIH)
2.1. LeGénome

Le génome du VIH est constitué de deux copies d’ARN simple brin de polarité
positive d’'une longueur approximative de 9 kb. Contrairement aux rétrovirus simples qui
ne possedent que trois génes principaux (gag, pol et env), le VIH est constitué de neuf

cadres de lecture qui lui permettent de coder 15 protéines virales (32) [FIGURE 4].
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Figure 4. Représentation du génome viral VIH-1.



Les génes viraux

Les protéines structurelles et enzymatiques sont codées par les trois genes

principaux.

>

Le géne gag (« group specific antigen ») code le précurseur polypeptidique Pr55%% qui
est clivé par la protéase virale (PR), générant les protéines de structure de la matrice
(p17 ou MA), la capside (p24 ou CA), les protéines p7, p6, ainsi que les peptides
séparateurs (« spacer ») Sp2 et Sp1.

Le géne pol (« polymerase ») code les protéines enzymatiques du virus sous forme d’un
long précurseur polyprotéique Pr160%%P° issu d’un décalage de -1 du cadre de lecture
au niveau du ribosome. Ce décalage survient dans environ 5% des événements de
traduction de Pr55%2%, générant environ 20 précurseurs Pr55% pour un précurseur
Pr160%P° (33). Le clivage du précurseur par la protéase virale est un processus
hautement ordonné et réglé (34). Il libere la protéase par un mécanisme
d’autocatalyse, ainsi que I'intégrase (IN) et la transcriptase inverse (RT).

Le géne env (« envelope ») code le précurseur polyprotéique glycosylé gp160, qui est
clivé par la protéine cellulaire furine en deux sous-unités gp120 et gp41. La sous-unité
de surface hautement glycosylée gp120 est liée de facon non convalente a gp41, qui
est ancrée dans la membrane plasmique. Le complexe gp120-gp41 est exprimé a la

surface du virion et des cellules infectées sous forme trimérique.

Le VIH possede aussi deux genes régulateurs (tat et rev), ainsi que des génes codant

des protéines auxiliaires (nef, vif, vpr et vpu).

>

Le géne tat (« transactivator of transcription ») code la protéine Tat a partir de deux
exons situés dans deux cadres de lecture différents. Le premier exon code les acides
aminés 1 a 72 et le deuxiéme exon code les acides aminés 73 a 101.

Le géne rev (« regulation of virion expression ») code la phosphoprotéine virale Rev a
partir de deux exons chevauchant les exons de tat mais débutant dans un autre cadre
de lecture.

Les geénes vif (« viral infectivity factor »), vpr (« viral protein R ») et vpu (« viral protein
U ») sont situés entre les génes pol et env, et exploitent d’autres cadres de lectures,
alors que le géne nef (« negative factor ») débute a la fin de env. Les protéines

auxiliaires codées par ces génes ne sont pas indispensables a la réplication virale mais
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favorisent la réplication et linfectivité virales par plusieurs mécanismes et
interviennent dans I’échappement au systéme immunitaire en contrant des facteurs de

restriction intrinseques (voir section 4.3.3).

Les séquences LTR

De part et d’autre du génome viral sont situées des séquences non codantes
identiques appelées « long terminal repeats » (LTR) qui permettent l'intégration du
génome viral dans le génome cellulaire. Les LTRs ont une longueur d’environ 640
nucléotides (nt) et sont constitués de trois régions : la séquence U3 en 3’, la séquence R et
la séquence U5 en 5’ [FIGURE 5]. Le LTR 5’ sert également de promoteur viral régulant la

transcription des génes viraux.
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Figure 5. Représentation du LTR 5’ du VIH sous-type B. Mise en évidence des 3
séquences du LTR 5’ et indication des sites de liaison aux facteurs de transcription (35).

La séquence U3 est composée de trois régions : la région promotrice (nt-78 a -1),
la région enhancer (nt -105 a -79) et la région modulatrice. La région promotrice contient
une TATAA-box et trois sites Spl, nécessaires a l'initiation de la transcription. La région
enhancer contient deux sites NF-kB (un troisieme site NF-kB est présent dans les LTRs des
virus de sous-type C, alors que le sous-type E ne présente qu’un site NF-kB (36, 37)). La
région modulatrice permet la liaison de plusieurs facteurs de transcription cellulaires (tels
que AP1 et NF-AT) (38).

La transcription du génome viral débute au niveau de la séquence R. Cette derniére

adopte des structures secondaires en épingle a cheveux qui permettent de réguler la

10



transcription. Ainsi, la présence de I’élément TAR (« Transactivation-responsive element »)
situé entre les nt +1 a +60 permet I'activation de la transcription du génome viral grace a
I'interaction avec la protéine virale transactivatrice Tat, ainsi que d’autres facteurs de
transcription cellulaires (39). Enfin, il y a aussi un signal de polyadénylation (AAUAAA) qui
signale la fin de la transcription dans le LTR3'.

La séquence U5 présente aussi des structures secondaires en forme d’épingle a
cheveux: la région PBS (« Primer binding site ») qui permet la fixation de I’ARN de transfert
lysine (ARN{"*3) servant d’amorce lors de la transcription inverse de ’ARN en ADN viral
complémentaire (+) (40), et les structures DIS (« Dimerization initiation site »), SD et PSI
(b) sont impliquées respectivement dans la dimérisation de I’ARN, |'épissage et
I’encapsidation des brins d’ARN viral dans le virion bourgeonnant [FIGURE 6]. Le role de
ces sites et structures sera abordé plus en détail dans le chapitre détaillant le cycle de

réplication du virus.

Figure 6. Représentation de la séquence R et de la région 5’ non-traduites. Les
structures TAR, poly A, PBS, DIS, SD et PSI sont indiquées. Image modifiée a partir de
(41).

Autres séquences régulant la réplication virale

Le génome viral contient également d’autres signaux importants parmi lesquels les
séquences 3'PPT (« 3’ Polypurine tract ») située dans le LTR3’ et cPPT (« central polypurine
tract ») situé dans le géne pol. Ces séquences sont riches en purines et interviennent lors
de la transcription inverse. Suite a la synthese du brin d’ADN(-) par la transcriptase inverse,
I'activité RNaseH de la transcriptase inverse dégrade I’ARN viral pour ne laisser que les

séquences 3’PPT et cPPT qui serviront d’amorce a la synthese du brin d’ADN(+) (42).

11



Une autre séquence importante dans le génome viral est la séquence RRE (« Rev
responsive element ») située au niveau du géne env. Elle permet l'interaction avec la
protéine virale Rev afin d’exporter I’ARNm viral nouvellement synthétisé du noyau
jusgu’au cytoplasme ou a lieu la traduction (43). Etant synthétisée trés t6t lors du cycle

viral, la protéine Rev peut réguler I'expression de protéines virales précoces et tardives.

2.2.  Structure du virus

Le VIH est une particule de forme sphérique (44) d’un diamétre d’environ 100 3 120
nm. Le virion est entouré d’une membrane phospholipidique provenant de la membrane
cellulaire de la cellule d’ou le virion a bourgeonné. La glycoprotéine d’enveloppe virale
transmembranaire gp41 est ancrée dans la membrane et lie lient de facon non-covalente
la sous-unité de surface gp120. Une couche protéique constituée de protéines de matrice
(MA ou p17) borde la membrane et entoure la capside (CA ou p24). Cette derniéere est de
forme conique et renferme les deux molécules d’ARN génomique viral associées a la
nucléocapside (NC ou p7) ainsi que des enzymes virales (transcriptase inverse, protéase,

intégrase) [FIGURE 7].
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Figure 7. Représentation schématique de la structure du VIH (45).
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2.3. Les protéines virales

2.3.1. Les protéines de structure

Parmi les protéines de structure, on compte la matrice, la capside et la
nucléocapside toutes issues du précurseur Pr55%%, ainsi que le complexe glycoprotéique
de I'enveloppe. Le virion peut incorporer également de facon sélective et spécifique des
protéines d’origine cellulaire, parmi lesquelles les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) et les molécules d’adhésion ICAM-1, ainsi que plusieurs autres
protéines cellulaires (46).

La matrice (MA ou p17) : La matrice correspond a la région N-terminale du
précurseur Pr55%%, Dans le virion immature, Pr55%% est associé a la face interne de la
membrane virale par I'intermédiaire du groupement myristoyl de la matrice (47-52). Lors
de I"'assemblage de nouveaux virions a la membrane cellulaire, la matrice est responsable
d’acheminer les précurseurs Pr55%% et Pr160%%"° jusqu’au site d’assemblage dans les
radeaux lipidiques a la membrane cellulaire (53, 54) et recrute I'enveloppe virale en
interagissant avec la portion intracytoplasmique de la sous-unité gp41 et permet ainsi son
incorporation dans le virion (55-65). Le clivage du précurseur par la protéase virale lors de
la maturation du virion résulte en la séparation de la protéine de 17 kDa qui reste associée
a la membrane. Cette séparation confére au virion sa plasticité, et par la, son pouvoir
infectieux (66-69). Dans la cellule nouvellement infectée, la matrice semble aussi faciliter
le transport de I’ADN proviral dans le noyau conjointement avec I'intégrase (70).

La capside (CA ou p24): Située en aval de la matrice dans Pr556%, |a capside est
aussi libérée lors du clivage par la protéase virale dans le virion en cours de maturation. La
matrice s’assemble en hexaméres de triméres (71-73). La capside est constituée de deux
domaines, le domaine N-terminal et le domaine C-terminal, qui interviennent dans
I'oligomérisation de Pr555% ainsi que dans l"assemblage du virion (74, 75). Dans le virion
mature, la capside forme une structure conique constituée de 1000 a 2000 monomeéres de
capside associées en forme de treillis. Cette structure renferme I’ARN viral associé a la
nucléocapside, ainsi que quelques molécules de transcriptase inverse et d’integrase. Ainsi
la dissociation de la capside apres la fusion des membranes virale et cellulaire lors de
I’entrée virale permet le relargage dans le cytoplasme du génome viral et des enzymes

virales nécessaires a un nouveau cycle de réplication (76).
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La nucléocapside (NC ou p7) : La nucléocapside se situe en aval de la capside sur
Pr55%% et est libérée lors de la maturation du virion. Il s’agit d’une petite protéine
chaperone possédant deux domaines en doigt de zinc permettant de lier spécifiquement
I’ARN viral non-épissé au niveau de la séquence PSI ({) du LTR viral (77). Cette interaction
stabilise la dimérisation des ARN viraux et assure la sélectivité des ARN lors de
I'assemblage (78, 79) et la condensation facilitant 'empaquetage de I’ARN génomique (80).
La nucléocapside est également impliquée dans le transfert du second brin lors de la
reverse transcription permettant la liaison avec I’ARN"Y>3 (79, 81).

La protéine p6 : La protéine p6 correspond aux 51 acides aminés C-terminaux de
Gag. Elle intervient dans le mécanisme d’encapsidation de la protéine accessoire Vpr (82)
ainsi que dans I’'exocytose de la particule virale en recrutant la machinerie cellulaire lors du
bourgeonnement.

L’enveloppe (Env) : L'enveloppe est un complexe trimérique hautement glycosylé
ancré dans la membrane phospholipidique des virions ou des cellules infectées. Chaque
virion exprime 7 a 14 enveloppes a sa surface (83-85). Chaque monomeére est composé
d’une glycoprotéine de surface (gp120) liée de facon non-covalente a une glycoprotéine
transmembranaire (gp41). Elle permet I’entrée du virus dans les cellules cibles. L’enveloppe
constituant le sujet principal de ce travail, sa structure et ses fonctions seront détaillées

dans la section 6.

2.3.2. Les protéines enzymatiques

Toutes les protéines enzymatiques du VIH sont codées par le géne pol sous forme
de précurseur Pr16052sP!,

La protéase (PR) : La protéase est un homodimeére dont le site catalytique se trouve
a la jonction entre les deux monomeres (86, 87). La protéase joue un réle primordial dans
la maturation et l'infectivité du virion. En effet, le virion bourgeonnant immature est trés
peu infectieux (66, 67). Le clivage protéolytique des précurseurs Pr55% et Pr160%2&P°! de
virion immature par la protéase confere le caractére infectieux au virus (66, 67). Ce
processus engendre la génération de nouvelles protéines de protéase par un mécanisme

d’autocatalyse (88).

14



La transcriptase inverse (RT) : La transcriptase inverse est un hétérodimére
constitué des sous-unités p66 et p51 (89). Lors du processus de maturation du virion, la
protéase virale clive Pr160%2P° générant p66, qui est a son tour clivée pour engendrer p51.
Ces sous-unités s’assemblent pour former la transcriptase inverse. La RT catalyse la
synthése d’ADN complémentaire a partir de I’ARN viral génomique ainsi que la synthése
du brin d’ADN(+) a partir du brin complémentaire (90, 91) générant un ADN double brin.
La sous-unité p66 assure également I'activité RNaseH qui dégrade I’ARN viral en 3’ au fur
et a mesure de la transcription inverse (92). Au niveau de I’'hétérodimere, p66 adopte une
conformation « ouverte » qui facilite la liaison entre ’ARN génomique et les ARN de
transfert, tandis que la conformation « fermée » de p51 stabilise le complexe hétérodimére
acide nucléique (93).

L’intégrase (IN) : L'intégrase est la troisieme enzyme libérée lors du clivage de
Pr160¢%P° E|le joue un rdle clé dans la réplication du VIH en transportant I’ADN viral dans
le noyau de la cellule cible et catalysant I'intégration de I’ADN viral double brin dans le
génome de I'hGte (94). L'intégrase est constituée de quatre sous-unités identiques de 32
kDa. La protéine subit un grand nombre de modifications post-traductionnelles
(ubiquitination, SUMOylation, acétylation et phosphorylation) (95, 96) et interagit avec un
grand nombre de protéines cellulaires pour former le complexe de pré-intégration. Trois
domaines structurels distincts sont décrits au niveau de l'intégrase : le domaine N-terminal
(résidus 1-50) fixant le zinc, domaine central catalytique et le domaine C-terminal (résidus
212-288). Le domaine N-terminal participe a la stabilité du tétramere par I'intermédiaire
de la liaison au zinc (97). Le domaine central catalyse I'intégration du génome viral dans le
génome de la cellule hote (98). Enfin, le domaine C-terminal peut lier I’ADN de fagon non-

spécifique améliorant la stabilité du complexe intégrase-ADN (99).

2.3.3. Les protéines régulatrices

Les premiéres ARN viraux synthétisés dans la cellule infectée aprés I'intégration du
génome viral sont les ARN codant les protéines régulatrices Tat et Rev, ainsi que Nef.
La protéine Tat : La protéine fait 14 kDa a 16 kDa et est localisée dans le noyau ou

elle accomplit sa tache de transactivateur transcriptionnel des génes viraux, mais aussi
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cellulaires dérégulant I’expression de certaines protéines (100, 101). Lors de la premiére
étape de la transactivation, Tat se fixe sur la séquence TAR située sur le promoteur LTR du
génome viral (102) [FIGURE 5] et stabilise le complexe de facteurs de transcription
cellulaires autour de "ARN polymérase Il (101, 103). La protéine Tat peut aussi étre
relarguée par la cellule infectée et pénétrer dans de nouvelles cellules ou le facteur de
transcription peut exercer son activité de transactivateur et perturber ainsi I’équilibre des
protéines cellulaires (104).

La protéine Rev : La protéine Rev est une phosphoprotéine de 18 kDa qui est
principalement localisée dans le noyau cellulaire, mais est capable de faire la navette entre
le noyau et le compartiment cytoplasmique. Seuls les ARN épissés sortent du noyau a l'aide
de la machinerie cellulaire, les ARN non-épissés ou partiellement épissés sont préservés de
la dégradation dans le noyau grace a la fixation de la protéine Rev sur I’élément RRE situé
dans env. Cette interaction permettant I'exportation des complexe Rev-ARN vers le
cytoplasme (105). La région N-terminale de la protéine est riche en arginines, elle abrite le
signal de localisation nucléaire et lie la séquence RRE des ARN viraux. De part et d’autre du
sighal de localisation nucléaire sont des régions hydrophobes responsables de Ia
multimérisation de Rev (106). La région C-terminale de Rev est riche en leucines et contient

le signal d’exportation nucléaire (107).

2.3.4. Les protéines auxiliaires

Les protéines auxiliaires contribuent par plusieurs mécanismes a créer un
environnement le plus favorable possible a la réplication virale. Le VIH posséde quatre
protéines auxiliaires : Vif, Vpr, Vpu et Nef qui interagissent avec une multitude de protéines
virales et cellulaires.

La protéine Vif : Cette protéine joue un réle essentiel dans I'infectivité du virus.
Chaque virion contient environ 30 a 100 protéines Vif qui sont libérées dans le cytoplasme
de la cellule nouvellement infecté (108). Vif peut ainsi contrer I’activité antivirale du facteur
de restriction cellulaire APOBEC3G en induisant sa polyubiquitination suivi de sa
dégradation par le protéasome (109). Vif semble aussi étre impliqué dans la structure de

la capside lors de I'assemblage et/ou de la maturation (110).
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La protéine Vpr : La protéine virale Vpr est introduite dans le virion bourgeonnant
grace a son interaction avec I'extrémité C-terminale de Pr55%%. Cette protéine de 14 kDa
est impliquée dans le transport du complexe de pré-intégration dans le noyau de cellules
ne proliférant pas (111). De plus, Vpr peut interagir avec la protéine virale Tat et ainsi
moduler la transcription (112). Enfin, Vpr bloque le cycle cellulaire en phase G2 (113) et
posséde une activité pro-apoptotique dans la cellule infectée (114).

La protéine Vpu : Cette protéine de 16 kDa est constituée d’'un domaine N-terminal
transmembranaire et d’'un domaine C-terminal cytoplasmique. Vpu induit la dégradation
du récepteur CD4 par le protéasome en ubiquitinant la partie C-terminale du récepteur,
diminuant de cette facon l'interaction entre le récepteur et le précurseur gp160 au niveau
du réticulum endoplasmique (115-117). Vpu joue également un role primordial dans le
bourgeonnement du virion en contrant le facteur de restriction tetherin (BST-2) (118-124).
Contrairement aux autres protéines auxiliaires, Vpu n’est pas incorporée dans le virion.

La protéine Nef : La protéine Nef est incorporée dans le virion et fait partie des
premieres protéines virales synthétisées lors d’'une nouvelle infection. Il s’agit d’un
homodimére myristoyl de 27 kDa sans activité enzymatique et posséde un domaine central
riche en prolines. Nef est impliquée dans la pathogénése du VIH (125). Nef interagit avec
plusieurs partenaires cellulaires et arbore toute une palette de fonctions cruciales pour la
prolifération du virus. Cette protéine est responsable de la régulation négative des
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1 (CMH-I) dans les cellules
infectées, ce qui permet d’échapper au systtme immunitaire et favorise la propagation du
virus (126, 127). De plus, Nef est impliquée dans la régulation négative des récepteurs CD4
a la surface de la cellule, empéchant la fixation de virions néo-synthétisés a la surface de la
cellule productrice (128). Nef diminue également I'expression d’autres protéines
cellulaires telles que le récepteur CD3, le récepteur CD28, CTLA-4 et les CMH-II (129-131).
L'absence de Nef réduit considérablement l'infectivité du virus. Il est intéressant de
constater que les individus infectés par un virus défectueux au niveau du géne Nef ne

progressent pas ou progressent lentement vers le SIDA (132, 133).

17



3. Le cycle viral

Le cycle de réplication du VIH peut étre schématiquement divisé en 6 étapes
[FIGURE 8] : I'attachement du virus a la cellule cible et I’entrée du virus, la décapsidation
et la transcription inverse du génome viral, le transport nucléaire de ce dernier et son
intégration dans le génome de la cellule, la production de protéines virales par la
machinerie cellulaire et I'assemblage a la membrane de la cellule, le bourgeonnement, et
enfin, une derniére étape de maturation transformant les virions immatures non infectieux

en virions infectieux capables d’infecter de nouvelles cellules et de recommencer le cycle.

Recognition Fusion and
and Binding Penetration
= —

Chemeokine Haneplw(’

CD Receptor ey

nepT

Early Phase |
Late Phase

)" Ribosomal Spliced ANA  Unspliced RNA
Translation &/ L‘
,

Figure 8. Représentation schématique de toutes les étapes du cycle viral du VIH (134).
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3.1. Attachement et entrée

L'infection par le VIH est initiée par l'interaction entre la sous-unité de surface de
I’'enveloppe, gp120, et le récepteur cellulaire CD4 a la surface des cellules cibles (135, 136).
Cette interaction induit un changement de conformation au niveau de gp120 exposant la
boucle hypervariable V3. Cette derniére peut alors interagir avec un co-récepteur
cellulaire. Les principaux co-récepteurs sont CCR5 et CXCR4, des protéines a 7 domaines
transmembranaires couplés aux protéines G (137-141). Le choix du co-récepteur, et donc
la séquence de la boule V3 qui interagit avec le co-récepteur, définit le tropisme viral : ainsi
les virus qui utilisent le co-récepteur CCR5 sont nommés « R5 » et les virus qui utilisent
CXCR4 sont nommés « X4 ». Certains virus peuvent aussi utiliser les deux co-récepteurs
(virus dual R5X4) (138, 142). L’interaction avec le co-récepteur induit une nouvelle
modification conformationnelle au niveau de la sous-unité transmembranaire gp41l qui
expose le peptide de fusion hydrophobe situé a I'extrémité N-terminale (143, 144). Le
peptide de fusion peut alors s’insérer dans la membrane de la cellule cible dont il perturbe
la stabilité (145). En aval du peptide de fusion se trouvent les deux régions hydrophobes
HR1 et HR2 (Heptad Repeat) (146, 147). Ces structures forment des hélices a connectées
par un pont disulfure au sein d’une boucle hydrophobe. Les trois domaines HR des trimers
Env s’assemblent pour former une structure en faisceau. Lors de la fusion, les hélices HR2
se replient de facon antiparalléle le long des sillons hydrophobes formés par le faisceau
d’hélices HR1. Ce processus résulte en une structure extrémement stable formée de six
hélices (six helix bundle ou 6-HB) (146, 147) [FIGURE 9]. Cette interaction conduit au
rapprochement et a la fusion des membranes et au relargage de la capside avec le matériel
génomique viral dans le cytoplasme de la cellule. Une étude menée par Miyauchi et al. a
mis en évidence que I'entrée du VIH serait dépendante d’une étape d’endocytose du virus
impliquant la glycoprotéine d’enveloppe et la dynamine, alors que la fusion des

membranes virale et cellulaire a la membrane plasmique reste abortive (148).
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Figure 9. Représentation schématique du processus d’attachement et de fusion du
virus (149).

3.2. Reverse transcription

Dans le cytoplasme, la capside se désagrége en migrant le long du cytosquelette
d’actine et la transcription inverse débute simultanément (150). Un ARN{Y>3 incorporé
dans le virion se fixe a I’ARN viral au niveau du site PBS dans la séquence LTR du génome
(151, 152). Cet ARN{Y*3 sert d’amorce a la RT pour initier la synthése du brin d’ADN
complémentaire (-) a partir de I’ARN viral (40) [FIGURE 10]. La transcription inverse débute
avec |'assemblage du complexe de transcription inverse (« reverse transcription
complex », RTC), comprenant I’ARN viral associé a I’ARN:"*3, la transcriptase inverse et
d’autres protéines virales dont la nucléocapside, I'intégrase et des protéines cellulaires (81,
153-155). Les séquences U5 et R situées en amont du site PBS sont synthétisées en premier.
Simultanément, I’activité RNaseH de la RT dégrade I’ARN viral ayant servi de matrice pour
la synthese du brin d’ADN(-) contenant les séquences U5 et R. Seule la séquence d’ARN
viral PBS li¢ & '’ARN{Y*? échappe a la dégradation. La séquence R du brin d’ADN(-)
néosynthétisé s’hybride a la séquence R complémentaire de la région 3’ de I’ARN viral (156-
158) et permet de continuer I’élongation du brin d’ADN(-) jusqu’en 5’ (157). Entre temps,

la RNaseH continue de dégrader I’ARN viral au sein des complexes ARN-ADN a |'’exception
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des séquences d’ARN riches en purines (séquences PPT). Le génome viral contient deux
séquences PPT, I'une en 3’ au niveau de la région U3 (3’PPT) et I'autre dans pol (cPPT). Ces
séquences servent d’amorce a la synthése du brin d’ADN(+) (159, 160). La RT commence la
synthése du brin d’ADN(+) au niveau du 3’PPT jusqu’a I’ARN{"Ys3 synthétisant la séquence
PBS. La synthése du brin (+) a partir de cPPT débute par aprés et s’étend jusqu’a I’extrémité
3’. Cette élongation a pour conséquence le déplacement du brin (+) néosynthétisé qui vient
s’hybrider sur I'extrémité 5’ du brin d’ADN(-) ce qui permet la synthése de la partie
manquante du brin d’ADN(+). Lorsque la synthése de I’ADN proviral double brin est
complétée, le RTC se convertit en complexe de préintégration (« preintegration complex »,
PIC) qui est intervient dans I'intégration de I’ADN proviral dans le génome de la cellule

infectée.
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Figure 10. lllustration schématique de I'étape de transcription inverse (161).
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3.3. Intégration

L'intégrase est la protéine clé de I'étape d’intégration. Elle forme le PIC et lie les
extrémités LTR de I’ADN proviral néosynthétisé. Avant de pouvoir insérer I’ADN proviral
dans le génome humain, I'intégrase doit cliver les dinucléotides GT aux extrémités 3’ des
brins d’ADN proviral. De part et d’autre de I’ADN proviral sont ainsi exposés les
dinucléotides CA avec des groupements hydroxyles indispensables a I'intégration dans le
génome de la cellule (162).

Une fois cette étape effectuée, le PIC peut quitter le cytoplasme et migrer vers le
noyau. Les protéines virales Vpr, matrice et intégrase inclues dans le PIC contiennent des
signaux d’importation nucléaire favorisant le processus de transport a travers les pores
nucléaires qui est effectué par la machinerie cellulaire. Le cPPT favorise également I'import
nucléaire du PIC (163-168).

Arrivé dans le noyau, I'intégrase interagit avec le facteur de croissance dérivé de
I'épithélium du cristallin (LEDGF) permettant |'attachement a I’ADN génomique (169) et
catalyse la réaction d’intégration de I’ADN proviral dans I'ADN cellulaire (170). Les
groupements hydroxyles situés aux extrémités de I’ADN proviral orchestrent la destruction
des liaisons phosphodiester du génome permettant a I’ADN proviral de s’insérer grace a
ses extrémités 3’. Les dinucléotides CA non-appariés en 5’ qui persistent apres l'insertion
sont éliminés par les enzymes cellulaires, tandis que des régions monobrin de 5 nucléotides
de chaque c6té de l'insertion sont réparées par des enzymes cellulaires (171, 172) [FIGURE
11]. l'intégration de I’ADN proviral survient préférentiellement au sein de génes actifs au
niveau de I'euchromatine ou les genes sont plus accessibles (173). Par la suite, le provirus
détourne la machinerie cellulaire pour exprimer les génes viraux et produire les protéines

virales.
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Figure 11. Schéma de l'intégration du matériel génomique virale dans le génome de la
cellule infectée (174).

3.4. Transcription et synthése de protéines virales

La transcription virale est effectuée entierement par I’ARN polymérase Il cellulaire,
toutefois la régulation de I'expression des genes viraux dépend de plusieurs facteurs
cellulaires et viraux. L'environnement génétique ainsi que les modifications épigénétiques
de I’ADN proviral influencent I'expression des génes viraux (103, 175, 176). Le niveau
d’activation cellulaire de la cellule infectée a aussi un impact sur le niveau de transcription
(177), en effet les facteurs de transcription cellulaires NF-kB, NF-AT et AP-1 peuvent activer
la transcription virale a partir du promoteur LTR5’ (178). Deux sites de liaison pour NF-kB
sont présents dans la région enhancer du LTR5’, ces mémes sites peuvent aussi lier NF-AT,
toutefois les sites Spl situés dans le LTR permettent d’augmenter [I'activité
transcriptionnelle de NF-kB (179). Bloquer le facteur de transcription NF-kB réduit de la
synthése de protéines virales (180).

L’élément clé de la régulation est toutefois la protéine régulatrice Tat qui intervient

dans un premier temps au niveau du remodelage de la chromatine facilitant I’accessibilité
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au LTR5’ et augmentant ainsi la transcription (181). D’autre part, Tat fixe la séquence TAR
située dans la séquence R de I’ARN viral (102) et interagit avec les protéines cellulaires
cycline T1 et kinase CDK9 pour hyperphosphoryler I’ARN polymérase Il, ce qui favorise
I’élongation de ’ARNm (39, 101). ’ARNm néosynthétisé correspond au génome viral dans
son entiéreté. Des mécanismes d’épissage alternatifs engendrent I'apparition de divers
ARNm. Les ARNm completement épissés sont les premiers a étre produits. lls
correspondent aux protéines de régulation Tat et Rev ainsi qu’a la protéine Nef.
L’exportation de ces ARNm hors du noyau vers le cytoplasme permet la synthése des
protéines virales correspondantes. Les ARNm partiellement épissés codent les protéines
accessoires Vpr, Vpu et Vif, ainsi que le précurseur de I'enveloppe. Enfin, les ARNm non
épissés codent les précurseurs Pr555% et Pr16052F° et servent également de génome viral
pour les nouveaux virus bourgeonnants.

Les ARNm partiellement épissés ou non épissés sont normalement retenus dans le
noyau jusqu’a leur épissage complet ou leur dégradation. C'est la protéine virale Rev qui
permet I'exportation de ces ARNm vers le cytoplasme. En effet, Rev reconnait la séquence
RRE présente sur les ARNm partiellement épissés ou non épissés. La liaison de Rev a la
séquence RRE entraine I'oligomérisation de plusieurs protéines Rev (182). Un certain seuil
d’oligomérisation de Rev doit étre atteint pour que survienne I’exportation de I’ARNm
grace au signal d’exportation nucléaire (NES) situé dans la région C-terminal de Rev (181).
L’association du complexe ARNm-Rev avec les protéines cellulaires CRM-1 et Ran-GTP
permet la migration a travers les pores nucléaires (107). Une fois dans le cytoplasme,
I’hydrolyse du Ran-GTP en Ran-GDP catalyse la dissociation du complexe. Rev peut alors
interagir avec la protéine importine-p (183) et retourner dans le noyau pour continuer son

role de navette des ARNm non épissés ou partiellement épissés [FIGURE 12].
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Figure 12. lllustration des phases précoces et tardives de |'expression de ’ARNm viral.
Dans la phase précoce, seul les ARNm complétement épissés peuvent sortir du noyau
(A). Il y a production des protéines virales précoces Rev, Nef et Tat. Lors de la phase
tardive, un certain seuil de Rev et atteint qui s’associent a I’élément RRE et permet la
sortie des ARNm partiellement épissés (B) (184).

3.5. Assemblage

L'assemblage des particules virales est constitué de deux étapes : le rassemblement
des divers constituants a la membrane et le bourgeonnement des virions immatures. La
polyprotéine Pr55°% joue un réle primordial dans I"assemblage et orchestre les deux
étapes.

Suite a la synthése des précurseurs Pr55°% et Pr160°%P° dans le cytoplasme, les
polyprotéines errent jusqu’a leur arrimage a la membrane cellulaire par l'intermédiaire de
la matrice située sur la partie N-terminale des précurseurs. Le groupement myristoyl de la
matrice interagit spécifiquement avec les phospholipides phosphatidylinositol 4,5-
biphosphate contenus dans la membrane (47, 54), ce qui permet I'ancrage au niveau du
feuillet interne de la membrane. La partie centrale de Pr55%% correspondant a la capside
permet I'oligomérisation des précurseurs Pr55°% et initie la formation de particules
sphériques (185). L'oligomérisation et la formation de particules virales se fait

préférentiellement au niveau des radeaux lipidiques riches en cholestérols, sphingolipides
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et gangliosides, que I'on retrouve en grande quantité dans les virions matures (186)
[FIGURE 13]. l'interaction de la partie C-terminale de Pr55%% contenant la nucléocapside
retient I’ARN viral génomique par la liaison du signal PSI ({)) dans I’ARN et la structure en
doigts de zinc dans la nucléocapside (77). Cette interaction a pour conséquence de
favoriser I'étape d’oligomérisation des précurseurs et permet le compactage et
I'incorporation de I’ARN viral dans le virion en formation (79, 80). De plus, les précurseurs

Pr5562 et Pr160%28P° interagissent aussi ensemble pendant I’assemblage viral (187, 188).
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Figure 13. Représentation de I'ancrage des précurseurs Pr55%% 3 la membrane
cellulaire et bourgeonnement d’un virion (189).

La matrice intervient dans l'incorporation de I’enveloppe dans le virion en
interagissant de facon directe ou indirecte avec la queue intracytoplasmique de
I’'enveloppe (gp41CT) (55-65, 190). Les protéines virales Vif et Vpr sont amenées dans le
virion en formation par I'intermédiaire de leur interaction avec Gag (191, 192), tandis que
I’ARN{Y>3 se lie a la séquence PBS de I’ARN viral et est encapsidé (151, 152, 193).

La libération du virion bourgeonnant est orchestrée par la machinerie cellulaire,
dont le complexe de tri endosomal requis pour le transport (« endosomal sorting complex
required for transport », ESCRT) ainsi que la protéine cellulaire ALIX interagissent avec Gag

dans le processus de bourgeonnement (194).
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3.6. Maturation

Le virion bourgeonnant de la cellule infectée doit subir une derniére étape de
maturation pour passer de I'état de virion immature non-infectieux a celui de virion mature
infectieux. Le processus de maturation est catalysé par la protéase virale. Cette derniére
résulte de I'interaction entre deux précurseurs Pr160%%P°! ce qui permet la dimérisation de
la protéase et lI'autoclivage de la polyprotéine (195, 196). S’en suit le clivage des
précurseurs Pr55°2 et Pr160%2P°! dont I'ordre de clivage dépend de I’affinité de la protéase
pour le site de clivage (34, 197), ainsi on observe des différences d’efficacité de clivage
pouvant aller jusqu’a 400 fois entre le clivage rapide Sp1-NC et le clivage plus lent CA-Sp1
(198). Les clivages des précurseurs, et surtout la séparation MA-CA (68) modifient la
morphologie du virion [FIGURE 14] : alors que le virion immature présentait une rigidité
prononcée visible comme une couche dense en microscopie électronique, le virion mature
est beaucoup moins rigide (66, 67) et la capside apparalt comme une structure
conique séparée de I’enveloppe. La souplesse de la particule virale lui confére son pouvoir
infectieux, le virion immature étant 14 fois moins infectieux que le virus mature (66, 67,

199-201).
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4. Pathogénese

4.1. Transmission virale

Le VIH est transmis principalement par voie sexuelle au niveau des muqueuses (90%
des infections recensées dans le monde) (203). Le contact direct avec du sang contaminé
par le VIH (partage de seringues contaminées, transfusion de sang contaminé) et la
transmission verticale (au moment de I'accouchement ou par allaitement) constituent les
autres voies d’acces du virus dans I'organisme hote.

Le risque de transmission est extrémement faible lorsque l'inoculum de départ
contient moins de 3500 copies d’ARN viral par millilitre (204, 205). Malgré la quantité
importante de virions présents dans un inoculum, au final il n’y a qu’un seul, voire deux
virus qui parviennent a introduire leur génome viral dans une cellule cible et a propager
efficacement l'infection (206). Ce ou ces premiers virus sont qualifiés de virus transmis
fondateurs. Plusieurs facteurs déterminants de I’hote peuvent influencer I'efficacité de la
transmission du virus fondateur, et notamment l'intégrité des barrieres muqueuses et des
sécrétions de mucus (207), la disponibilité de cellules cibles a proximité du site d’exposition
(208), le niveau d’activation du systeme immunitaire (209) ainsi que le niveau

d’inflammation des tissus génitaux (210).

4.2. Evolution de l'infection virale

L'infection peut évoluer de facon trés différente en fonction de facteurs génétiques
liés a I’h6te ou au virus. De ce fait, certains individus peuvent vivre jusqu’a une vingtaine
d’années avec le virus sans traitement antirétroviral et sans développer de symptomes
d’'immunodéficience, alors que d’autres manifestent des symptémes endéans quelques
années et succombent en quelques mois. Malgré ces divergences de progression de
I'infection par le VIH, cette derniére suit trois phases:

(i) la phase aigué qui correspond au début de I'infection par le VIH et dure quelques

semaines,

(ii) la phase asymptomatique qui peut durer plusieurs années,

(iii) la phase SIDA.
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4.2.1. Laphase aigué

L'infection aigué ou primo-infection est caractérisée par un pic de réplication virale
(avec des charges virales (CV) supérieures a 10° - 108 copies d’ARN viral/ml), de ce fait, un
individu nouvellement infecté est plus susceptible de transmettre le virus (211, 212),
d’autant qu’il ne connait souvent pas son statut. Par ailleurs, les concentrations
exorbitantes de virus engendrent une activation généralisée du systéme immunitaire qui
favorise la réplication virale. Le virus étant cytopathogene, la forte réplication virale résulte
en une chute transitoire des lymphocytes T CD4+ (LT CD4+) [FIGURE 15]. Le pic de CV est
controlé par le systéme immunitaire environ 6 semaines apres |'infection (213) et se
stabilise entre 103 et 10° copies d’ARN viral/ml. Le taux de LT CD4+ circulants est quasiment
restauré, mais le taux de LT CD4+ du systeme gastro-intestinal est, lui, irréversiblement

compromis (214).
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Figure 15. Evolution du taux de lymphocytes T CD4+ (en noir) et de la charge virale (en
rouge) au cours de l'infection par le VIH (215).

Au niveau du site d’introduction, le virus rencontre plusieurs types cellulaires
différents parmi lesquels des LT CD4*, des macrophages et des cellules dendritiques telles
gue des cellules de Langerhans. Toutes ces cellules sont des cibles potentielles du virus,

toutefois les LT CD4+ mémoire effecteurs longeant les muqueuses sont une cible de choix
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et permettent une premiére amplification du virus fondateur (216-218). La prolifération
virale en début d’infection est favorisée par les cellules dendritiques immatures distribuées
le long des muqueuses au lieu d’infection (219). En temps normal, ces cellules capturent
les pathogénes, les dégradent, tout en migrant vers les ganglions lymphoides pour les
présenter aux lymphocytes T et ainsi déclencher une réponse adaptative (220). Or le virus
parvient a détourner ce mécanisme de défense pour l'utiliser a son avantage (219). En
effet, les virus capturés par les cellules dendritiques ne sont pas totalement dégradés (221)
et utilisent les cellules dendritiques comme moyen de transport jusqu’aux ganglions
lymphoides ou sont concentrés les LT CD4+, cibles primaires du VIH (222). Dans la majorité
des cas, les virus transmis et présents en début d’infection sont des virus R5, probablement
parce que les virus R5 infectent préférentiellement les LT CD4+ CCR5+ mémoire, les
macrophages et les cellules dendritiques présents en abondance dans les muqueuses et
ganglions lymphatiques. Une fois dans les ganglions, le virus rencontre une densité tres
importante de LT CD4+ auxquels il est transmis et ou il se réplique tres efficacement. De
nouveaux virions ainsi que des cellules infectées sont ensuite disséminés dans tout
I'organisme via les organes lymphoides. La réplication exponentielle continue lorsque le
virus parvient a atteindre et proliférer dans le tissu lymphoide associé au tube digestif (gut-
associated lymphoid tissue, GALT), engendrant une destruction massive et définitive des
LT CD4+ résidants dans le GALT (214, 223) [FIGURE 16]. Cette prolifération virale effrénée
se reflete dans le pic d’ARN viral et stimule l'activation du systéme immunitaire,
réapprovisionnant le virus en cibles potentielles (224, 225). Le déclin de la CV coincide avec
I'apparition de lymphocytes CD8 spécifiques au VIH (226, 227) qui vont exercer une
pression de sélection sur le virus entrainant I'émergence de virions génétiquement
différents mais toujours apparentés au(x) virus fondateur(s) de départ (228). Ces nouveaux
virus sont plus aptes a échapper au systéme immunitaire, favorisant ainsi la prolifération
virale. Enfin, 3 a 12 semaines aprés le début de l'infection, apparaissent des anticorps

dirigés contre le virus (séroconversion) marquant le début de la phase asymptomatique.
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Figure 16. Progression de I'infection depuis I'entrée du virus dans I'organisme jusqu’a
la dissémination virale dans I'organisme (215).

4.2.2. Laphase asymptomatique

La phase asymptomatique peut étre de durée variable (2 a 8 ans en absence de
traitement). Cette phase est caractérisée par I’absence de symptémes liés a I'infection par
le VIH et une CV stable. Durant cette phase, 10'° nouvelles particules virales sont produites
par jour (18, 229, 230), le systeme immunitaire controle I'infection mais les LT CD4+ sont
progressivement détruits (231). Certains individus progressent plus lentement et leur

phase asymptomatique est plus longue (Long Term Non Progressors, LTNP), et certains,
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bien que peu nombreux, maintiennent une charge virale faible et un taux de LT CD4+
supérieur a 500/ml en absence de traitement antirétroviral. Ces individus, appelés Elite
Controllers, sont trés étudiés pour comprendre les mécanismes de contréle de l'infection.

Les mécanismes de défense mis en place par I'organisme pour contrer I'infection
induisent une activation prolongée et soutenue du systéme immunitaire. La destruction
des lymphocytes dans le GALT lors de la primo-infection altére considérablement la
barriére intestinale ouvrant des bréches par lesquelles des antigénes tels que les
lipopolysaccharides (LPS) pénétrent dans I'organisme. Ces vagues d’antigénes contribuent
a maintenir un environnement pro-inflammatoire ainsi que la stimulation du systéme
immunitaire (232). Cet état d’activation est propice a la prolifération et a I'activation de
nouveaux LT CD4+ qui constituent de nouvelles cibles pour le virus et favorisent la
réplication virale (224, 233). On observe également une dérégulation généralisée du
systeme immunitaire avec activation et prolifération de lymphocytes B et production
d’anticorps non-spécifiques pouvant induire des maladies auto-immunes (234, 235).

Chez plus de la moitié des personnes infectées par le VIH, la population virale issue
d’un virus fondateur se diversifie profondément au cours de l'infection et aboutit a terme
a un élargissement ou un changement de tropisme viral, les virus R5 évoluant vers
I"utilisation de CXCR4. Ce changement de tropisme se produit 5 a 7 ans apreés le début de
I'infection et a des conséquences catastrophiques sur I’évolution de I'infection (236). En
effet, les virus X4 répliquent plus rapidement que les R5 et ont des effets cytopathogenes
prononcés. Dés lors, 'apparition de ces virus est souvent associée a une progression plus
rapide de la maladie vers la phase du SIDA. En outre, un changement de tropisme fournit
au virus un répertoire de cellules cibles plus vaste, dés lors qu’il n’est plus restreint aux
cellules exprimant CCR5, mais peut infecter tous les nouveaux LT CD4+ naifs qui expriment
le CXCRA4.

La réplication virale dans les cellules activées est trés efficace avec 10'° particules
virales produites par jour, engendrant des effets cytopathogénes importants et la mort
rapide des cellules infectées (18, 229). Malgré cela, la perte de LT CD4+ n’est pas seulement
lige a la mort des cellules infectées (237), mais aussi a un effet d’apoptose des cellules T
CD4+ avoisinantes (« bystander apoptosis ») (238). Ces effets sont en grande partie

responsables pour la chute progressive des LT CD4+ pendant la phase asymptomatique.
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Les mécanismes contrdlant ce processus ne sont pas encore bien connus, mais il semblerait

gue I'enveloppe virale du VIH intervienne dans ce processus (238, 239).

4.2.3. LeSIDA

Le stade de syndrome d’'immunodéficience humaine (SIDA) défini par I"apparition
de certains cancers, infections opportunistes et maladies séveres associés a une
détérioration du systéme immunitaire. Les traitements combinant plusieurs inhibiteurs
antirétroviraux, communément qualifiés de HAART (Highly active antiretroviral therapy),
permettent de repousser le début de la phase SIDA de plusieurs années, voire décennies.
Sans traitement, les patients atteignant la phase SIDA succombent dans les années qui
suivent suite a I'émergence de maladies opportunistes facilement éliminées dans un
organisme immunocompétent (240). Les infections opportunistes les plus courantes sont
des candidoses cesophagiennes, les pneumonies a pneumocystis carinii, des toxoplasmoses
cérébrales ou encore des néoplasies malignes tel que des lymphomes non-hodgkiniens ou

des sarcomes de Kaposi (1).

4.3. Réponse immunitaire

Les deux axes de la réponse immunitaire sont sollicités pour combattre I'infection
par le VIH, la réponse innée avec les cellules dendritiques et cellules naturelles tueuses
(NK) et la réponse adaptative avec les lymphocytes T CD8+ conjointement avec les LT CD4+

et la réponse humorale.

4.3.1. Laréponse innée

La réponse innée se déclenche dés la détection de motifs associés aux parasites,
bactéries ou virus et absents des cellules autologues. Lors de I'infection aigué par le VIH,
les cellules dendritiques détectent le virus et sont les premiéres a libérer des cytokines
antivirales (241, 242). Néanmoins cela a aussi comme conséquence d’accroitre le niveau

d’activation du systeme immunitaire augmentant ainsi le nombre de LT CD4+ susceptibles
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d’étre infectés. Les cellules NK interagissent avec le complexe majeur d’histocompatibilité
de classe 1 (CMH-1) exprimé sur les cellules infectées et sécrétent des cytokines, des
chimiokines ainsi que d’autres molécules antivirales, telles que les granzymes. Ce
mécanisme induit la destruction des cellules infectées et permet de restreindre la

réplication virale (243).

4.3.2. Laréponse adaptative

4.3.2.1. Laréponse cellulaire

Les lymphocytes CD8+ spécifiques du VIH apparaissent trés tot dans l'infection et
sont a I'origine du déclin du pic viral pendant la phase aigué de I'infection. Il est intéressant
de constater que l'intensité de la réponse des lymphocytes CD8+ cytotoxiques (CTL) est
corrélée a la CV (244) alors que I'efficacité de la réponse est associée a la « qualité » des
lymphocytes (245). Plusieurs mécanismes de défense sont a la disposition des CTL. lls
peuvent relarguer des protéases et des molécules de perforine pour lyser directement les
cellules infectées (246), ainsi qu’induire I'apoptose par l'intermédiaire du ligand FasL
exprimé a leur surface. Les lymphocytes CD8+ sont aussi capables de sécréter des
chimiokines (RANTES, MIP-1a et MIP-1B) et des a-défensines qui empéchent I'entrée du
virus dans de nouvelles cellules (247). Certains LT CD4+ sont spécifiques au VIH et
possedent une activité cytolytique qui leur permet de combattre le virus sans toutefois
I’éliminer (248). Par ailleurs, chez les Elite Controllers, le spectre d’épitopes reconnus par
les CTL est plus large que chez les progresseurs normaux, et le phénotype HLA-DR+, CD38-

traduit probablement un potentiel de prolifération plus important (249).

4.3.2.2. Laréponse humorale

L'infection induit également une réponse humorale, mais une faible proportion
d’individus infectés par le VIH produisent des anticorps avec une activité neutralisante
(250, 251). La réponse humorale induite est dirigée essentiellement contre Env, seule

protéine virale exprimée a la surface des cellules infectées et des virions. Toutefois,
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I’extréme variabilité de Env, conjointement aux nombreuses glycosylations arborées par
cette derniére, rendent le développement d’anticorps neutralisants particulierement
difficile et permettent au virus d’échapper au systéme immunitaire (252). La variabilité de
Env induit un décalage entre les épitopes reconnus par les anticorps induits et les virus
circulants. La glycosylation permet de masquer les épitopes ou les régions essentielles a la
réplication virale. Ainsi, il est intéressant de noter que les enveloppes tardives (présentes
durant la phase SIDA), sont souvent moins glycosylées que les enveloppes des virus
présents durant les phases aigué et asymptomatique de I'infection. Il a été suggéré qu’au
stade SIDA, le systeme immunitaire est tellement compromis qu’il n’est plus nécessaire de
masquer les épitopes ciblés par les anticorps neutralisants (253, 254). Ceci pourrait
expliquer que des anticorps neutralisants peuvent étre détectés plusieurs années apres le

début de l'infection (255).

4.3.3. Les facteurs de restriction

Outre les réponses immunes cellulaire et humorale, I'organisme posséde aussi des
mécanismes antiviraux intracellulaires qui protégent les cellules contre I'intrusion de virus.
Ces facteurs intrinseques s’apparentent a 'immunité innée dans la mesure ou ils n’agissent
pas spécifiquement contre le VIH mais sont communs a plusieurs virus ou familles de virus.
Toutefois, le VIH parvient a contrer certains de ces facteurs de restriction grace aux
protéines accessoires virales (section 2.3.4). A I'heure actuelle, cinq facteurs de restriction
ayant une activité antirétrovirale ont été identifiés :

La protéine SAMHD1 : SAMHD1 est actif au niveau de la lignée myéloide
(spécialement au niveau des cellules dendritiques) et des LT CD4+ quiescents (256, 257) ou
il parvient a controler linfection par le VIH. SAMHD1 posséde une activité
triphosphohydrolase qui convertit les désoxynucléosides triphosphates (dNTP) en
désoxynucléosides (dN) et triphosphates (258-260). SAMHD1 est ainsi capable de réguler
la quantité de dNTP disponibles dans la cellule et de ce fait bloquer la transcription inverse
en asséchant le réservoir de dNTP.

La protéine APOBEC3G (aussi nommée CEM15) (261) : Il s’agit d’'une cytidine

déaminase qui a pour réle d’éliminer un groupement aminé des cytidines les convertissant
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en uridine. Lors de la synthése du brin (-) d’ADN viral par la transcriptase inverse,
APOBEC3G convertit les nucléosides de cytosine en uracile, ce qui résulte en I'accumulation
de transitions G=>A dans le brin d’ADN (+) (262). APOBEC3G est incorporé dans les virions
en formation grace a l'interaction avec la région nucléocapside du précurseur Pr556%,
L’activité d’APOBEC3G est toutefois compromise par la protéine accessoire Vif. En effet,
cette derniére induit I'ubiquitination du facteur de restriction et sa dégradation (263).

La protéine BST-2 ou tetherine : La tetherine est induite par les interférons de type
| (264) et cible les virus enveloppés (119). Insérée au niveau de la membrane cellulaire, la
tetherine permet de retenir le virus bourgeonnant a la surface de la cellule. Ces virus
peuvent ensuite étre internalisés et dégradés dans les endosomes. Néanmoins le VIH
parvient encore une fois a échapper a ce mécanisme de défense par I'intermédiaire de la
protéine virale Vpu qui induit la dégradation du facteur de restriction (118-124).

La protéine MX2 (myxovirus resistance 2) : Il s’agit d’un inhibiteur du VIH induit
par l'interféron alpha. L'expression de MX2 permet de réduire I'infection par divers sous-
types de VIH. La protéine agit en altérant I'import nucléaire de I’ADN viral. Il a aussi été
montré que des mutations dans Gag interférant avec I'import nucléaire de I’ARN circulaire
2LTR diminuent I'efficacité de MX2 (265) (266).

La protéine TRIM5-a : Cette protéine différe Iégerement entre I’'homme et le singe.
Seule la protéine TRIM5-a du primate posséde une activité antivirale, tandis que TRIM5-a
humain est incapable de bloquer l'infection. La protéine du primate agit aprés I'entrée
virale au niveau de la capside et induit une diminution de la synthese d’ADN viral (267-

269).

4.4. Traitements antirétroviraux et échappement du virus

Le développement de molécules antirétrovirales administrées en combinaison a
permis d’allonger considérablement I'espérance de vie des individus atteints par le VIH. Le
premier médicament introduit en clinique a été la Zidovudine (AZT), un inhibiteur de la
transcriptase inverse (270). Au fil des années, de nouveaux médicaments ont été
développés. |l existe plusieurs classes de médicaments, ciblant diverses étapes du cycle de

réplication virale :
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(1) les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (NRTI), il s’agit de
nucléosides dépourvus du groupement 3’-hydroxyle, qui agissent par compétition avec les
nucléosides cellulaires et terminent prématurément I’élongation de I’ADN viral,

(2) les inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcriptase inverse (NNRTI), qui
interagissent avec une région proche du site catalytique de I’enzyme et induisent un
changement de conformation bloquant I'activité enzymatique (271),

(3) les inhibiteurs de protéase inhibant I'activité enzymatique de la protéase virale,
ce qui résulte en la production de virions immatures et non-infectieux (272),

(4) les inhibiteurs d’intégrase, qui empéchent I'étape d’intégration de I’ADN viral
dans le génome de la cellule héte (273) et enfin

(5) les inhibiteurs d’entrée et de fusion, qui peuvent soit agir par compétition et lier
le co-récepteur CCR5 ou empécher le repliement de la gp41 et blogque ainsi I'étape d’entrée

ou de fusion (274) (Tableau 1).

Inhibiteurs de
fusion ou entrée

Inhibiteurs

NRTI NNRTI Inhibiteurs de protéase d'intégrase

Zidovudine (AZT)
Didanosine (ddl)
Zalcitabine (ddC)
Lamivudine (3TC)
Stavudine (D4T)

Nevirapine (NVP)
Delavirdine (DLV)
Efavirenz (EFV)
Etravirine (ETR)
Rilpivirine (RPV)

Saquinavir (SQV)
Ritonavir (RTV)
Indinavir (IDV)

Atazanavir (ATV)

Darunavir (DRV)

Raltegravir (RAL)
Elvitegravir (ELV)

Enfurvirtide
Maraviroc
Vicriviroc

Abacavir (ABC)
Tenofovir (TDF)
Emtricitabin (FTC)

Fosamprenavir (FPV)
Lopinavir (LPV)
Tipranavir (TPV)

Tableau 1. Récapitulatif des médicaments antirétroviraux approuvés par
I’agence américaine des médicaments (FDA).

Malgré les résultats encourageants obtenus par I'administration de trithérapies
combinant plusieurs molécules antirétrovirales, généralement 2 NRTIs et un NNRTI ou un
IP, leur efficacité peut étre compromise par des doses thérapeutiques sub-optimales,
résultant d’'une mauvaise compliance du patient, d’'une pharmacocinétique particuliere du
patient et/ou d’une interaction avec d’autres substances ou médicaments. L’échec se
traduit par un échec virologique (augmentation de la CV) suivi d’'un échec immunologique
(diminution des LT CD4+) et est généralement accompagné de I'émergence de virus
portant des mutations de résistance. Dées |'apparition de mutations de résistance a une

classe de médicaments, le patient doit changer de régime de médicaments. Au fil du temps,
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plus un patient a recu de traitements, plus il risque d’accumuler des mutations de
résistance aux diverses classes de médicaments et plus les options thérapeutiques sont
compromises. De plus, méme lors d’un traitement efficace, la réplication virale persiste a
des taux trés bas mais constants (275). Par ailleurs, les traitements ciblent des étapes du

cycle viral nécessitant une réplication active, et ne peuvent donc atteindre le virus latent

dans des cellules mémoire au repos (176).

5. Cellules cibles du VIH

Le principal récepteur du VIH étant la molécule CD4, le VIH infecte donc les cellules

exprimant ce récepteur : les lymphocytes T CD4+, les macrophages et les cellules

dendritiques [FIGURE 17].
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Figure 17. Cellules cibles du VIH. Image modifiée a partir de (276).

5.1. Sous-populations lymphocytaires T CD4+ (LT CD4+) et infection par le VIH

Les LT CD4+ (ou lymphocytes auxiliaires) orchestrent I'activation et la prolifération
des lymphocytes CD8+, des cellules NK et des lymphocytes B. Selon I'environnement
cytokinique, les LT CD4+ naifs activés sont polarisés en sous-populations effectrices Th1,

Th2, Th17 ou des lymphocytes T régulateurs induits (iTreg) (277) sécrétant différent types
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de cytokines [FIGURE 18]. Des stimuli interleukine 12 (IL-12) et interféron y (IFNy) induisent
une polarisation inflammatoire de type Th1 qui stimule une réponse immune cellulaire
(lymphocytes T CD8+, macrophages) (278). L’IL-4 polarise les LT CD4+ naifs en Th2, qui
interviennent dans les réponses immunitaires dirigées contre les parasites extracellulaires
et produisent plusieurs cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 et IL-25)
et stimulent le bras humoral de la réponse immune (278). Le facteur de croissance de
transformation B (TGF-B) conjointement a I'lL-6 induit la différentiation en Th17, une sous-
population sécrétrice d’IL-17, impliquée dans les maladies auto-immunes et qui dirige les
réponses immunitaires contre des bactéries extracellulaires et des champignons (279). La
stimulation TGF-B, acide rétinoique et IL-2 entraine la différentiation en iTreg qui sont
impliqués dans la régulation de la réponse immunitaire (280). Les LT CD4+ mémoire, et en
particulier les Th17 et les iTreg, seraient préférentiellement infectées par le virus (281,
282). La destruction massive de ces cellules dans le GALT est irréversible et engendre des

perturbations dans I’équilibre Th17/iTreg.
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Figure 18. Sous-populations de lymphocytes T CD4+ et leur fonctions (277).

La grande majorité de ces cellules effectrices ont une durée de vie trés courte, seule
une minorité survit et retourne a un état de repos en tant que LT CD4+ mémoires. Cette

population est a son tour subdivisée en deux sous-populations : les lymphocytes T
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mémoires centraux (Tcm) situés dans les organes lymphoides secondaires ou ils peuvent
interagir avec des cellules dendritiques, et les lymphocytes T mémoires effecteurs (Tem)
circulant dans les tissus périphériques ou ils peuvent rapidement agir comme cellules
effectrices. Lors de I'infection, les LT CD4+ mémoire ou les DC migrent des muqueuses vers
les organes lymphoides secondaires ol la densité de LT CD4+ naifs et de Tcm constitue un
environnement privilégié pour la transmission de la souche fondatrice et I'expansion de
I'infection (215, 283) (section 4.1).

Les LT CD4+ activés sont extrémement susceptibles au VIH (284). Différentes sous-
populations de LT CD4+ peuvent étre infectées en fonction du tropisme viral (R5 ou X4), de
I’état d’activation de la cellule cible et de I'expression de co-récepteurs. Les LT CD4+
mémoires dans le sang et les tissus périphériques expriment des taux élevés de CCR5 et
moins de CXCR4, tandis que les LT CD4+ naifs expriment davantage de CXCR4 et beaucoup
moins de CCR5 (285). Les virus fondateurs étant majoritairement R5, il n’est pas étonnant
gue les LT CD4+ mémoires soient les premiéeres cellules cibles du virus lors de I'infection

par le VIH (286, 287).

5.2. Macrophages

Les macrophages sont impliqués dans la premiére ligne de défense de I'organisme
face aux microorganismes étrangers. Les macrophages ont deux fonctions bien précises :
la phagocytose de pathogénes ou débris cellulaires et la présentation d’antigénes par les
molécules du CMH. Les macrophages sont issus de monocytes circulant dans le sang qui se
différencient en macrophages lorsqu’ils arrivent dans les tissus (288). En fonction des
divers tissus, les macrophages portent différents noms (il s’agit de cellules de la microglie
dans le cerveau, de cellules de Kupffer dans le foie et de macrophages alvéolaires dans les
poumons). Comme pour les lymphocytes, I'environnement cytokiniques influence la
fonction et la physiologie des macrophages, qui peuvent étre polarisés en M1 (impliqués
dans les réponses antibactériennes, antivirales et anti-tumorales et qui restreignent les
dommages tissulaires) et en macrophages M2 (possédent une fonction anti-inflammatoire

et favorisent le processus de cicatrisation) (288). Il a récemment été suggéré que les
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macrophages polarisés M1 étaient plus résistants a I'infection par le VIH (289-291), alors
qgue les M2 seraient plus capables de transmettre I'infection.

Les macrophages peuvent étre infectés par le VIH, mais ils sont beaucoup moins
susceptibles a I'infection par rapport aux LT CD4+ (292). La production de virus dans les
macrophages est aussi beaucoup plus lente que dans les lignées lymphoides (293), en
raison de la triphosphohydrolase SAMHD1 qui restreint considérablement le processus de
transcription inverse (294) (section 4.3.3). L'infection par le VIH semble réduire la capacité
phagocytaire des macrophages (295, 296). Une caractéristique importante des
macrophages est leur résistance aux effets cytotoxiques induits par le virus (296). Ces
cellules ont une durée de vie trés longue et constituent de ce fait un réservoir important
pour le virus (297). De plus, ils peuvent produire et accumuler le virus dans de larges
vacuoles intracellulaires reliées a la surface (« virus-containing compartments » VCC) (297,
298). Le virus peut ainsi étre stocké pendant de longues périodes de temps a I'abri des
anticorps neutralisants (299) et des traitements antirétroviraux [FIGURE 19]. Enfin, ces
cellules patrouillent dans tout I'organisme et représentent donc un véhicule de premier

choix pour la dissémination du VIH dans I'individu infecté.

Late steps of the HIV-1 life cycle in macrophages
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Figure 19. Production et stockage de particules virales dans les macrophages. Les
virions s’assemblent et bourgeonnent au niveau des VCC puis y sont stockés (300).
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5.3. Cellules dendritiques (DCs)

Positionnées le long des muqueuses, les DCs sont des sentinelles ayant pour but de
capturer des particules étrangéres, les dégrader et présenter des antigénes aux LT CD4+
afin d’activer ces derniers et d’induire une réponse immunitaire adaptée et spécifique.

Les microorganismes étrangers phagocytés au site d’entrée, induisent la
maturation et la migration des DCs vers les ganglions lymphoides. C’est dans ce
compartiment rempli de lymphocytes, que les DCs présentent les antigenes étrangers sur
leur CMH-Il aux lymphocytes (219). Ces cellules sont trés rares dans le sang (0.5 a 2%) (301)
et sont donc majoritairement étudiés sous la forme de DCs dérivés de monocytes
(« monocyte-derived dendritic cells » ou MDDC) qui présentent un phénotype similaire aux
DCs matures (302).

Lorsque des virions VIH péneétrent I'organisme au niveau des muqueuses, les
particules virales sont capturées par les DCs puis transportées vers les ganglions
lymphoides oU elles devraient étre présentées aux LT CD4+ pour initier une réponse
immunitaire. Or le virus contourne ce mécanisme de défense et I'utilise pour canaliser
I'infection des LT CD4+. Les DCs capturent le VIH grace a plusieurs récepteurs aux lectines
de type C, qui lient I'’enveloppe virale. Parmi les récepteurs les plus connus, on compte les
« dendritic cell-specific ICAM-grabbing non-integrin » (DC-SIGN) (303, 304), les
immunorécepteurs des DCs (DCIR) (305) et des récepteurs a mannose (306-308). Ces
récepteurs lient les oligosaccharides constituant les glycosylations exprimées a la surface
de la sous-unité d’enveloppe virale gp120 (309). Etant donné que les DCs expriment les
récepteurs usuels pour le VIH, qui sont le CD4 et le CCR5, ces cellules sont également
susceptibles a linfection par des virus R5 (306, 310), toutefois, l'infection est
particulierement inefficace (10 a 100 fois moins d’infection par rapport aux LT CD4+) (311).
L'infection productive des DCs ou cis-infection est fortement restreinte a cause tout
d’abord du taux réduit de récepteurs CD4 et CCR5 a sa surface (310) ainsi que la présence
de plusieurs récepteurs reconnaissant les motifs associés aux pathogenes (PAMPs)
déclenchant des mécanismes antiviraux (312) [FIGURE 20]. De plus, les DCs possedent aussi
le facteur de restriction cellulaire SAMHD1 qui restreint considérablement I'étape de
transcription inverse en réduisant le réservoir de dNTP disponibles (294). Néanmoins les

liaisons de I'enveloppe virale avec les récepteurs aux lectines de type C permettent au virus
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de glisser le long de la cellule jusqu’a des invaginations ou peuvent se former des synapses

virologiques (313) [FIGURE 20]. Le mécanisme de trans-infection permet I'infection des LT

CD4+ par l'intermédiaire des DCs sans infection productive de ces derniéres [FIGURE 20].

Lors de ce processus, le virus est endocyté par les DCs, ce qui lui permet d’échapper aux

PAMPs a la surface des DCs et d’étre transporté jusqu’aux LT CD4+. Le transfert de

particules virales se fait par contact des DC et LT CD4+ (formation d’une synapse virale)

(314, 315). Globalement, la capacité migratoire, I'interaction avec des LT CD4+ et le

transfert de virus suggerent que les DCs sont étroitement liées a la dissémination du virus

lors du début de l'infection.
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Figure 20. Représentation des 3 mécanismes de transmission employés par le virus
dans les cellules dendritiques. Le mécanisme d’attachement consiste a faire glisser le
virus a la surface des DCs dans des invaginations ou peut se former une synapse virale.
Lors de la trans-infection (ou endocytose), le virus traverse la DC sans l'infecter et est
transmis a une autre cellule cible. Enfin lors de la cis-infection, la DC est
productivement infectée et libére des virions (316).
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5.4. Latence et réservoirs viraux

La persistance du virus dans I'organisme est due a l'intégration du génome viral
dans le génome de la cellule infectée qui circule dans un état latent a I’abri des thérapies
antirétrovirales et du systeme immunitaire. Le virus peut ainsi créer des réservoirs viraux
contenant des provirus stables et capables de répliquer (317). Il existe deux types de
réservoirs viraux : le réservoir tissulaire (incluant les tissus lymphoides (318), le tractus
gastro-intestinal (319), le systéme nerveux central (320) et les organes génitaux (321, 322))
et le réservoir cellulaire (incluant principalement les LT CD4+ (284) et les macrophages
(323)). Les cellules infectées qui parviennent a survivre a l'infection contiennent le génome
viral intégré dans leur génome et peuvent retourner a un état de latence. L'expression
virale est considérablement réduite dans ces cellules latentes, seule une faible production
de protéine virale Pr55%% persiste (324). Cet état latent permet au virus de passer inapercu
face a la réponse immunitaire. Des modifications de I’environnement transcriptionnel sont
a l'origine de cet état de latence. En effet, la séquestration des facteurs de transcription
cellulaires NF-kB et NFAT (impliqués dans I’activation du promoteur viral LTR) (178, 325) et
des complexes CDK9 et cycline T1 (impliqués dans I'étape de transcription de I’ARN viral
avec la protéine virale Tat) (326, 327) dans le cytoplasme des cellules LT CD4+ quiescentes
restreint la production de nouvelles protéines virales. Enfin, des modifications au niveau
de la chromatine des nucléosomes, ainsi que des méthylations du promoteur viral

renforcent I’état latent du virus (328).

6. Enveloppe du VIH

Le complexe trimérique de I’enveloppe joue un réle clé dans I'attachement et
I’entrée du virus dans la cellule cible en assurant le rapprochement et la fusion des
membranes virale et cellulaire permettant la libération du matériel génomique viral dans
la cellule.

Contrairement aux autres protéines virales qui sont produites dans le cytoplasme,
I’enveloppe est synthétisée au niveau du réticulum endoplasmique rugueux sous forme du
précurseur gpl60 (329) [FIGURE 21]. C'est lors de son passage par le réticulum
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endoplasmique que gp160 s’assemble en trimeres et acquiert un grand nombre de O- et
N-glycosylations ainsi que des ponts disulfures (330-334). Le précurseur gpl60 migre
ensuite vers I'appareil de Golgi ou il est clivé par la protéase cellulaire furine (335). La forme
finale de Env est un trimére d’hétérodimeéres gp120/gp41 associés de facon non-covalente.
Env est la structure du virus la plus exposée au systeme immunitaire, étant exprimée en

surface des virions et des cellules infectées, et elle induit une réponse humorale.
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Figure 21. Schéma du précurseur gpl60 avec les séquences variables (V1 a V5) et
constantes (C1 a C5) de la gp120. Ainsi que les constituants de la gp41 : peptide de
fusion (F), les séquences HR1 et 2, boucle disulfure, région MPER, domaine
transmembranaire (TM) et la queue intracytoplasmique (CT) (336).

6.1. Laprotéine de surface (gp120)

La sous-unité de surface gp120 est constituée de cinqg régions variables (V1 a V5)
formant des boucles intercalées de cing région conservées (C1 a C5) (337). Plusieurs résidus
Cys disséminés le long de gp120 et gp41 forment des ponts disulfures qui sont a I'origine
de la structure tertiaire de Env (330). Les régions V1 a V4 sont exposées en surface de la
protéine faisant face a I’environnement extracellulaire et masquent les régions constantes
[FIGURE 22]. Les régions V1 et V2 sont de loin les plus variables tant par leur longueur que
par le nombre de glycosylations (338, 339). La moitié de la masse moléculaire de gp120 est
composée de glycosylations, qui conférent au virus plusieurs avantages : elles permettent
de cacher les structures virales face au systéeme immunitaire (332), contribuent au
repliement de I'enveloppe (333) et facilitent I’attachement aux cellules cibles (340). La
longueur des régions V1 et V2 et le nombre de sites potentiels de glycosylations augmente
durant la phase asymptomatique de linfection, puis diminue en phase tardive. Ces
variations suggérent que ces modifications favorisent I'échappement du virus face au

systéme immunitaire de I'hote, quand elles ne sont pas nécessaires peu aprés la
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transmission lorsque la réponse immune n’est pas encore instaurée, ni en phase tardive,

alors que le systéme immunitaire est trop dégradé (253).
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Figure 22. lllustration de la structure de la glycoprotéine gp120. Mise en évidence des
boucles variables V1 a V5, ainsi que des épitopes induisant des anticorps neutralisants
(séquences colorées) (341).

La liaison au récepteur CD4 se fait au niveau de divers segments dans les régions
constantes C3 et C4 de gp120 (342, 343), indépendamment des régions variables (344).
L'interaction de la boucle V3 avec un co-récepteur est indispensable pour induire I'entrée
du virus dans la cellule cible (345). De plus, la boucle V3 joue un réle crucial dans le
tropisme du virus puisqu’elle détermine si les virus utilisent le co-récepteur CCR5 ou le co-
récepteur CXCR4. Le changement de tropisme R5 vers X4 se produit lorsque la charge nette
positive de la boucle V3 augmente ce qui permet l'interaction avec les charges négatives a

la surface du co-récepteur CXCR4 (346).
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6.2. Laprotéine transmembranaire (gp41)

La sous-unité transmembranaire gp41 a comme premiere fonction la fusion des
membranes virale et cellulaire pour permettre I'introduction du matériel génomique viral
dans la cellule cible. De plus, elle assure I'ancrage du complexe Env a la membrane. La
protéine gp4l est organisée en trois domaines : le domaine extracellulaire (ou
ectodomaine) dans la partie N-terminale suivi du domaine transmembranaire et le

domaine intracellulaire (ou queue intracytoplasmique) en C-terminal (334) [FIGURE 23].
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Figure 23. Représentation de la glycoprotéine transmembranaire gp41l. Mise en
évidence de la région MPER en orange, tandis que les sites glycosylés sont représentés
par des arbres (341).
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L’ectodomaine est la structure déterminante de I'étape de fusion car il contient le
peptide de fusion (143, 144), ainsi que les domaines HR1 et HR2 (146) qui forment le 6-HB
conduisant a la fusion (section 3.1). Ces structures sont conservées entre les différents
sous-types et sont la cible du seul inhibiteur de fusion actuellement disponible,
I’Enfuvirtide. La région MPER (« membrane-proximal external region ») est située juste
avant le domaine transmembranaire et est constituée d’environ 24 acides aminés. Cette
région riche en résidus tryptophane est impliquée dans le processus de fusion, bien que les
mécanismes ne soient pas connus. Elle est particulierement conservée, ce qui explique
gu’elle est la cible d’anticorps neutralisants (347). Le domaine transmembranaire est
constitué d’environ 25 acides aminés et sert d’ancrage au complexe Env. La queue

intracytoplasmique de gp41 (gp41CT) est détaillée dans la section suivante.

6.3. Laqueue intracytoplasmique de gp41 (gp41CT)

6.3.1. Structure

La queue intracytoplasmique de I'enveloppe (gp41CT) située en aval du domaine
transmembranaire est constituée de diverses structures présentant des propriétés
biophysiques distinctes. gp41CT présente une longueur d’environ 150 acides aminés, elle
est particulierement longue par rapport aux gp41CT d’autres rétrovirus [FIGURE 24A]
(348). Malgré des différences de séquence [FIGURE 24B], la structure de gp41CT est

conservée.
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Figure 24. Comparaison de la longueur de la queue intracytoplasmique de divers
rétrovirus et alignement de séquences de divers sous-types de VIH, groupes ou types.
(A) Comparaison de la longueur de gp41CT et mise en évidence des motifs conservés
Yxx®. HIV, virus de I'immunodéficience humaine; SIV, virus de I'immunodéficience
simienne; FIV, virus de I'immunodéficience féline; EIAV, virus de I'anémie infectieuse
équine; MVV, virus maedi-visna; CAEV, virus de l'arthrite-encéphalite caprine; HTLV,
virus T-lymphotropique humain; MMTV, virus de la tumeur mammaire de la souris;
MLV, virus de la leucémie murine; GALV, virus de la leucémie du singe gibbon. (B)
Alignement de séquences de gp41CT sous-types A, B, C, D, F1, G, H, CRF02_AG,
groupes O et N, type VIH-2 et des virus apparentés SIVmm et SIVcpz. Mise en évidence
des motifs conservés (349).

La séquence Kennedy qui suit le domaine transmembranaire est hydrophile et
n‘adopte pas de structure fixe. Trois structures conservées amphipatiques en forme
d’hélices a suivent la séquence de Kennedy, il s’agit des « lentivirus lytic peptides » ou LLP.
LLP-2 (AA 768-793) est situé en aval de la séquence Kennedy, LLP-1 (AA 828-856) est a
I'extrémité C-terminale de gp41CT (350), tandis que LLP-3 (AA 785-815) est positionné
entre LLP-2 et LLP-1, chevauchant partiellement LLP-2 (351). Par ailleurs, LLP-3 est un
domaine en fermeture éclair a leucine (« leucine zipper »). Le positionnement des hélices
a LLP-1 et 2 présentent dans la cellule n’est pas connu, mais leur caractére amphipathique
suggére qu’ils longent la membrane phospholipidique, avec la face hydrophobe
positionnée sur la face interne de la membrane phospholipidique, alors que leur face

hydrophile est orientée vers le cytoplasme (352, 353) [FIGURE 25]. Les premiéres
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propriétés attribuées aux LLPs concernaient la capacité des hélices a a lyser des cellules,

d’ol le terme de peptides lytiques (354, 355).

Gp120 Gpl20 Gp120

Kennedy

Figure 25. Représentation schématique de la structure du complexe de I’enveloppe
avec la mise en avant des divers domaines de la gp41CT (349).

6.3.2. Topologie

Des anticorps dirigés contre des motifs de la séquence Kennedy ont été isolés chez
des patients infectés par le VIH suggérant que cette structure pourrait se trouver a
I’extérieur du virus (356-358). Dans ce cas, une partie de gp41CT se trouverait a I’extérieur
du virion. Dés lors, deux modéles de structure ont été proposés. Le modele traditionnel
soutient que gp4l traverse la membrane une seule fois et que le domaine
transmembranaire est une hélice a, tandis que le modele alternatif, plus controversé,
suggere que gp41CT traverse la membrane trois fois par I'intermédiaire 3 feuillets B (356,
359). Le modele alternatif est difficlement compatible avec le fait que 'un des motifs
principaux de signalisation intracellulaire, le motif Y712SPL, se trouverait alors a I'extérieur
de la cellule. De plus, une étude sur I'émergence de résistances a I'amphothericine B, un
inhibiteur de radeaux lipidiques interférant avec la synthése d’acides gras, a montré que
les variants possédaient un site de clivage par la protéase virale aboutissant a des gp41CT

tronquées (360). De tels variants ne peuvent émerger que si le site de clivage dans gp41CT
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et la protéase se trouvent tous deux a l'intérieur du virion ou de la cellule infectée.
Finalement, un autre modele a été proposé, selon lequel I'épitope de Kennedy se
trouverait a I'intérieur de la cellule cible et a I'extérieur du virion (359, 361). Ces résultats
ont néanmoins été contredits par d’autres groupes, qui attribuent la liaison des anticorps
a I'enveloppe relarguée dans le plasma ou dans le surnageant de cultures infectées (362,
363). D’autres travaux, basés sur des expériences de biochimie et de transfection,
suggerent également que d’autres parties de gp4l1CT, et notamment LLP-2, puisse
traverser transitoirement la membrane au moment de la fusion et stabiliser le 6-HB (364).

Actuellement, la topologie de gp41CT n’est pas encore complétement résolue.

6.3.3. Cellules permissives et cellules non permissives

Certaines études soutiennent que la gp41CT n’est pas indispensable a
I'incorporation de I'enveloppe (365, 366), alors que paradoxalement d’autres travaux
mettent en avant I'implication de gp41CT dans le processus d’incorporation (367, 368).
Cette dichotomie provient du fait que les observations varient en fonction du type
cellulaire utilisé pour les expériences. Ainsi certaines lignées cellulaires (Hela, COS, HEK,
M8166, MT4) permettent la synthése de particules virale infectieuses malgré I'absence de
gp41CT (on parle alors de lignées permissives), et étayent ainsi le modele passif de
I'incorporation. Tandis que certaines lignées (H9, CEM, Jurkat) ne permettent pas
I'incorporation de I’enveloppe sans la présence de la gp41CT et résultent en des particules
non-infectieuses (on parle alors de lignées non-permissives) (366). Au niveau des cellules
primaires tel que les LT CD4+ et les macrophages dérivés des monocytes, cibles primaires
du virus in vivo, I'absence de gp41CT abolit I'incorporation de I'enveloppe et empéche la
réplication virale (367, 368). Les phénotypes variables en fonction des lignées cellulaires
renforcent I’"hypothése selon laquelle un facteur cellulaire interviendrait dans le processus
d’incorporation. Une autre explication serait que dans les lignées permissives, le niveau
élevé d’expression de Gag permet de contourner I'absence de gp41CT. Dans ce cas, Env est

incorporée passivement dans les virions bourgeonnants (369) (370).
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6.3.4. Fonctions

6.3.4.1. Incorporation de Env dans le virion

Pour qu’une particule virale soit infectieuse, il faut qu’elle contienne tous les
composants viraux, et notamment, I'enveloppe virale. A I’heure actuelle, il existe 4
modeles d’incorporation de I'enveloppe dans le virion bourgeonnant. Le modéle passif
postule que l’enveloppe est incorporée de facon aléatoire sans l'intervention d’un
mécanisme cellulaire. Ce modele est soutenu par le fait que des enveloppes d’autres virus
peuvent étre incorporées dans les virions a la place de I’enveloppe VIH formant ainsi des
pseudovirus (369, 371-374). Par ailleurs, dans certaines cellules, des mutants délétés de
gp41CT sont parfaitement incorporés dans les virions et n’affectent pas I'infection (334,
375). Un deuxiéme modele postule qu’il y a une interaction directe entre Pr55%% et Env qui
permet le recrutement de l'enveloppe a la membrane pour lincorporation. Cette
hypothése a été corroboré par deux études biochimiques utilisant des protéines de fusion,
de la coimmunoprécipiation ou des peptides in vitro (58, 61, 65). Le troisieme modeéle
propose que Env et Pr55%2 se regroupent au niveau d’une plate-forme d’assemblage (par
ex. les radeaux lipidiques) facilitant I'incorporation de Env (376). En effet, il a été montré
que les deux protéines virales Pr55% et Env peuvent s’associer a des régions résistantes
aux détergents tels que radeaux lipidiques (377). En I'absence de telles structures, on
observe une diminution de la production virale (378). Enfin le quatriéme modele propose
que linteraction entre Env et Pr555% n’est pas directe et nécessite |'assistance d’une
protéine intermédiaire (379-385) [FIGURE 26]. L'interaction Gag-TIP47-gp41CT dans le
processus d’'incorporation de I’enveloppe a été suggérée et servirait donc d’intermédiaire
entre Gag et Env (385). Toutefois ces résultats ont été infirmés par une autre étude qui
observe seulement linteraction entre Gag et TIP47, mais pas d’influence sur

I'incorporation (386).
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Passive Incorporation Direct Gag-Env Interaction

Figure 26. lllustration des modeles d’incorporation de I'enveloppe (334).

Des expériences de production de pseudotypes avec des Env hétérologues (HIV et
Ebola) ont montré que les complexes d’enveloppe interagissent aussi entre eux
spécifiguement, ne permettant pas d’introduire des enveloppes VIH avec des enveloppes
d’autres virus (372, 373). Or ceci va a I’encontre d’'un modeéle d’assemblage « passif ». Les
modeéles impliquant une interaction entre Env et Pr55% sont ainsi les plus plausibles. En
effet, il a été montré que des délétions au niveau du LLP-2 et LLP-3 inhibent I'incorporation
de I'enveloppe, cet effet peut étre contré par des mutations (V34l) au niveau de la région
N-terminale de Pr55%% correspondant a la matrice (57). A I'inverse, des substitutions dans
la matrice diminuent I'incorporation de I'enveloppe (55, 59), et des délétions dans gp41CT
permettent de lever cette inhibition (60). Des expériences de mutagenése dirigée
indiquent que le domaine LLP-2 de gp41CT ainsi que les acides aminés L12 et L39 de MA
joueraient un réle dans le processus d’incorporation de I’enveloppe (59, 63). De plus, les
génes env et gag semblent co-évoluer lors de l'infection par le VIH soulignant encore

d’avantage leur interdépendance (387). Enfin, I'étude du bourgeonnement viral dans des
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cellules polarisées, telles que les cellules épithéliales, a montré I'accumulation d’Env et de
Gag a la phase basolatérale des cellules suivi du bourgeonnement. En absence de Env,
Pr55%% ne polarise pas et reste diffus dans le cytoplasme cellulaire, soulignant encore une
fois I'interaction entre Env et Pr55%% (56, 388).

Bien que linteraction entre Env et Pr55%% soit acceptée, ces observations ne
permettent pas de déterminer avec certitude s'il s’agit d’une interaction directe ou

indirecte.

6.3.4.2. Infectivité

Des mutants tronqués de gp41CT ou tronqués de LLP-1 ou comportant des
mutations ponctuelles perdent en capacité infectieuse et ceci a été attribué a des
modifications de la structure hélicoidale de LLP-2 et/ou I’ectodomaine de I'enveloppe (200,
367,389, 390). Des études biochimiques ont suggéré que I'infectivité dépendait de facteurs
tels que l'interaction entre LLP-1 et LLP-2 avec la membrane cellulaire (390-392) ou avec
des régions du 6-HB (ectodomaine de gp41) (364, 393). Récemment, il a été montré que
des mutants délétés de gp41CT ne perdaient pas leur pouvoir infectieux en tant que virions

libres, mais que la transmission de cellule a cellule était fortement diminuée (370).

6.3.4.3. Controle de l'infectivité

Les virions immatures sont tres rigides et peu infectieux, les étapes d’entrée et de
fusion sont fortement réduites (199-201). Le processus de maturation de la particule virale
induit par clivage des précurseurs Pr555% par la protéase virale confére de la souplesse au
virion en libérant MA de CA. La désolidarisation de MA et de CA permet également le
mouvement latéral et la coalescence des complexes d’enveloppe a la surface des virions
(67, 68, 199, 390, 394). En effet, la fusion du virion avec une nouvelle cellule cible repose
sur plusieurs Env engageant les récepteurs et co-récepteurs viraux. Le faible nombre de
molécules d’Env exprimées a la surface des virions (83-85) est compensé par la
concentration des trimeres Env en un foyer (68). Lorsque gp41CT est délétée, le virion

conserve sa mobilité latérale, mais n’est plus capable de se rassembler en foyers, ce qui
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impacte fortement sa capacité a infecter de nouvelles cellules (67, 68). Des expériences de
mutagénese suggerent que I'acide aminé K32 de la matrice interagirait avec la gp41CT et
influencerait I'infectivité du virus (55). De méme, des mutants délétés de gp41CT, de la
portion LLP-1 ou encore comportant des mutations de cette région, présentent une
capacité de fusion fortement diminuée, aussi bien pour les virions matures (367)
gu’immatures (199, 200). Des modifications altérant la capacité de multimérisation de
I'enveloppe ont été proposées (391, 394). Ce processus de contrble de l'infectivité de
I'enveloppe par la maturation du virion retiendrait le virus afin de ne permettre qu’aux
virus matures, et donc capables d’initier un nouveau cycle de réplication productif,

d’infecter une nouvelle cellule.

6.3.4.4. Endocytose et trafic intracellulaire

Suite au clivage des précurseurs trimériques gp160 dans I'appareil de Golgi, les
complexes gp120/gp41 migrent vers la membrane phospholipidique de la cellule infectée
et sont exprimés en surface. Cette exposition au milieu extracellulaire n’est toutefois que
transitoire puisque les enveloppes sont rapidement internalisées grace a l'interaction de
gp41CT avec les protéines du complexe adaptateur de clathrine (AP) et avec d’autres
facteurs cellulaires régulant leur trafic a travers le réseau trans-golgien (379, 395, 396). Les
motifs comprenant une tyrosine du type YxxL (oU x correspond a n‘importe quel résidu)
interagissent avec les complexes associés aux clathrines 1 a 4 régulant ainsi I’endocytose
de protéines de surface. La queue intracytoplasmique de I'enveloppe possede un tel motif
juste en aval du domaine transmembranaire. Il s’agit du motif Y712SPL qui peut interagir
avec les AP-1 a AP-3 (379, 380, 397, 398). Ce motif est extrémement conservé a travers les
groupes et sous-types de VIH soulignant I'importance de ce motif (349). L'interaction du
motif Y712SPL avec AP-1 permet de réguler le transport de I'enveloppe a travers le réseau
trans-golgien puis de la diriger vers la face basolatérale des cellules polarisées (380, 388).
D’autre part, le motif Y712SPL induit I'internalisation de I’enveloppe en interagissant avec
la chaine p de AP-2 suivi du transport de I'enveloppe vers un compartiment endosomial ou
lysosomial (380, 397). Bien que I'enveloppe ait tendance a étre rapidement endocytée

aprés I'expression en surface, I'accumulation de Gag peut bloquer I'endocytose et inclure
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ces complexes d’enveloppe dans le nouveau virion en cours de bourgeonnement (382,
395). De plus, le précurseur Pr55%% peut lui aussi lier les AP, et cette liaison implique les
résidus Y132 et Viss situés a la jonction entre la matrice et la capside. Par ailleurs,
Iinteraction de Pr55%% avec AP-1 et AP-3 contribue a la production virale grace au
transport de Pr5552 jusqu’aux sites d’assemblages (383, 399, 400). Il est donc possible que
les protéines AP jouent le réle d’intermédiaire dans l'interaction Env/Pr5562,

Un deuxieme motif d’endocytose a été décrit : il s’agit du motif dileucine LLgss a
I'extrémité C-terminale de gp41CT. Ce motif LL semble jouer un réle dans l'internalisation
de I'enveloppe ainsi que dans le trafic cellulaire grace a une interaction avec AP-2 (401,
402). L'absence de ce motif LL engendre une légére augmentation d’enveloppe a la surface
de la cellule infectées, par contre lors de I'abolition des motifs Y712SPL et LLsss, on observe
un effet synergétique qui résulte en une considérable diminution d’endocytose (401). Ce
motif est assez conservé, sauf dans les sous-types A et C ou LL est souvent remplacé par
LQ. gp41CT est parsemé d’autres motifs dileucine plus ou moins conservés. La mutagénése
de divers motifs dileucine individuels n’a pas montré d’implication dans I'expression de
I'enveloppe, néanmoins I'accumulation des mutations de dileucine réduit la fusogénicité
ainsi que l'infectivité du virus (403).

Le motif diaromatique Yg02Wso3 situé dans LLP-3 est particulierement conservé dans
les différents sous-types de VIH (349). Il joue un role clé dans le transport rétrograde de
I'enveloppe depuis 'endosome tardif vers le réseau trans-golgien en interagissant avec la
protéine cellulaire TIP47 (385, 404). Cette interaction permet donc de réguler la

distribution intracellulaire de I'enveloppe (384).

6.3.4.5. Activation cellulaire

Outre son role dans la régulation du trafic cellulaire de Env, gp41CT contribue
également a |’activation cellulaire, par au moins deux mécanismes. Le premier mécanisme
est indirect : gp41CT intercepte des protéines cellulaires qui pourraient interférer avec la
transcription. Ainsi, gp41CT interagit avec la protéine Luman, un facteur de transcription
de la famille CREB/ATF impliqué dans les réponses au stress. La protéine Luman interfére

avec la transcription induite par Tat. En interagissant avec la protéine Luman dans le
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réticulum endoplasmique, gp41CT la déstabilise et I'oriente vers les voies de dégradation
(405-408). Cette interaction a lieu au niveau des AA 751-768 de gp41CT (407). De facon
similaire, gp41CT interfére avec RhoA en interagissant avec la protéine p155-RhoGEF qui
I'active. Etant donné que RhoA réprime |'expression de genes, lorsque la gp41CT interagit
avec p115-RhoGEF, la gp41CT interfére avec |’activation de RhoA et favorise la transcription
virale (409, 410). La leucine L799 dans LLP-3 serait responsable de cette régulation (409,
410).

Le deuxiéme mécanisme est direct : Une étude récente a montré que gp41CT active
la voie NF-kB par I'intermédiaire du motif tyrosine Y7esHRL7eo situé a I'extrémité 5’ de LLP-
2 (411). Ce deuxieme motif YxxL n’est pas impliqué dans le trafic intracellulaire de
I'enveloppe, mais participerait a I'interaction de gp41CT avec la protéine cellulaire TAK1
(« TGF-B-activated kinase 1 ») qui induit la phosphorylation de la sous-unité IkB.
L'interaction gp41CT-TAK1 aboutit a la dégradation de la sous-unité IkB au niveau du
protéasome et permet la translocation nucléaire du facteur de transcription NF-kB.
L'attachement des facteurs NF-kB sur les deux sites de liaison présents sur le promoteur
viral LTR induit I’activation de la transcription virale, augmentant ainsi la réplication virale
(412, 413). Alors que la majorité des sous-types de VIH arborent deux sites de liaison pour
NF-kB au niveau de leur promoteur, le sous-type E n’en présente qu’un seul alors que les
virus de sous-type C possedent trois sites de liaison (36). Il est intéressant de remarquer
gue l’activation induite par I'interaction gp41CT-TAK1 est plus prononcée dans les LT CD4+
moyennement activés que dans les cellules fortement activées (411). Ainsi, gp41CT
pourrait participer a activer les lymphocytes T infectés pour promouvoir la réplication

virale.

6.3.4.6. Interaction avec des protéines virales et cellulaires

Outre l'interaction directe ou indirecte entre gp41CT et Gag décrite dans le
paragraphe précédent (section 6.3.4.1), plusieurs observations ménent a penser que la
gp41CT pourrait aussi interagir avec la protéine virale Nef (369, 414). Il a été proposé que
I'interaction Nef-gp41CT puisse favoriser I'incorporation de I'enveloppe dans les virions

(414).
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La gp41CT interagit également avec plusieurs protéines cellulaires, bien que ces
interactions et leur fonction restent peu connues. LLP-1 interagit avec la protéine
calmoduline, un intermédiaire de I'induction de I'apoptose via Fas, participant par la a la
destruction des LT CD4+ (415-417). La protéine calmoduline joue un réle crucial dans les
changements conformationnels du groupement myristoyl en 5° de Pr55%% permettant
I'ancrage a la membrane cellulaire. Il est donc possible que I'apoptose induite par
I'interaction Env/calmoduline n’assure par une fonction propre dans le cycle de réplication
virale mais soit un effet secondaire du fait que les deux protéines se rencontrent a la
membrane au moment de l'assemblage. L'endocytose de Env dés son arrivée a la
membrane pourrait donc constituer un moyen de limiter cette interaction et de préserver
la cellule jusqu’a ce que les différents composants viraux s’assemblent a la membrane et
que les particules virales puissent s’assembler et bourgeonner.

La gp41CT peut également interagir avec la protéine a-catenine au niveau de la
fermeture éclair a leucine LLP-3 (418). Or cette protéine est impliquée dans I'adhésion des
cellules, suggérant que l'interaction gp41CT-a-catenine puisse étre importante pour la
transmission du virus (418, 419).

L'interaction de gp4l1CT avec le complexe prohibitines 1 et 2 semble aussi
importante pour la transmission virale (420). En effet, I’élimination des régions de LLP3
impliquées dans la liaison au complexe prohibitines induit le méme phénotype que la
délétion de gp41CT, a savoir propagation virale dans des lignées permissives mais
inhibition de la propagation virale dans les lignées non-permissives (420). Ce complexe
pourrait ainsi étre déterminant pour la réplication virale dans les cellules non-permissives,
toutefois le mécanisme sous-jacent reste inconnu.

Une étude a montré que la gp41CT pouvait aussi interagir avec la protéine PRA1
(prenylated Rab acceptor 1) (421), néanmoins les niveaux d’incorporation, infectivité ou

production virale ne sont aucunement influencés par cette interaction (422).

En conclusion, bien que le r6le de gp41CT ait longtemps été considéré comme
secondaire, limité a lI'incorporation de Env dans le virion, ce domaine semble également

contribuer a moduler I’environnement cellulaire pour favoriser sa réplication.
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Objectifs du travail de these

Malgré son role essentiel dans le cycle de réplication virale, le domaine
intracytoplasmique de l'enveloppe a été beaucoup moins étudié que I'’ectodomaine.
D’importants polymorphismes spécifiques aux divers sous-types de VIH peuvent étre
observés et notamment au niveau de I'enveloppe virale. Un grand intérét a été porté a la
sous-unité de surface (gp120) ainsi qu’a I'ectodomaine de gp41 (gp41EC), mais cette
variabilité n’a pas encore été investiguée dans le cadre de la queue intracytoplasmique de
I’enveloppe (gp41CT). Ce projet de thése vise a déterminer I'impact de la gp41CT sur
I'infectivité et la réplication virale en tenant compte des polymorphismes inhérents au
sous-type viral.

La majorité des données acquises jusqu’a présent concernant la gp41CT relévent
d’observations biochimiques ou de mutagéneéese ou encore des délétions de la gp41CT. Or
il a été montré que le phénotype induit par ces mutations ou délétions varie en fonction
du type cellulaire utilisé dans les expériences. Certaines cellules, dites permissives,
permettent la réplication virale méme en absence de gp41CT (ex. les cellules HEK, Hela,
M8166), alors que les cellules dites non-permissives ne la permettent pas (ex. les cellules
primaires). De plus, les polymorphismes n’ont jamais été pris en compte puisque les
expériences ont été réalisées avec des souches de référence de sous-type B (ex. NL4.3).

Nous nous sommes concentrés sur les sous-types C, le plus répandu dans le monde,
et le sous-type B, le plus étudié. Afin d’investiguer I'impact des polymorphismes dans
gp41CT, nous avons utilisé des enveloppes VIH primaires de sous-type C et des enveloppes
de sous-type B issues de patients infectés. Ces enveloppes primaires ont été introduites
dans un clone NL4-3 délété de env par recombinaison homologue. Nous avons développé
deux vecteurs NL4.3 permettant de générer des virus recombinants exprimant soit
I’'enveloppe entiere (gp160) issue des quasi-espéces de patients soit I'ectodomaine de
I’enveloppe (gp140) issu des mémes quasi-especes de patients avec gp41CT de NL4.3. Ces
paires de virus recombinants ont ensuite été utilisées pour infecter des lymphocytes T

CD4+ et des macrophages dérivés de monocytes (MDMs), qui sont des cibles privilégiées
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du VIH. Les lymphocytes T CD4+ ont été infectés soit par du virus libre, soit par
I'intermédiaire de cellules dendritiques présentant le virus.

Ce modele permet d’observer I'impact des polymorphismes des sous-types B et C
dans les deux types cellulaires sans introduire de mutation ou de délétion, mais également

de préserver la diversité des quasi-espéces de patients.
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1. The frantic play of the concealed HIV cytoplasmic tail

Santos da Silva E, Mulinge M, Perez Bercoff D.

Publié dans Retrovirology, 2013

2.1. Résumé

Tous les rétrovirus possedent une enveloppe virale qui leur est indispensable pour
I’entrée dans une cellule cible. L’ancrage de I'enveloppe est assuré par la sous-unité
transmembranaire de la glycoprotéine d’enveloppe. La partie intracytoplasmique de
I’enveloppe du VIH (gp41CT) est bien plus longue (~150 acides aminés) que celle d’autres
rétrovirus (~40 acides aminés). Pendant longtemps, cette région de I’enveloppe fut I'objet
de trés peu d’études, en effet des résultats contradictoires compliquaient I'interprétation
et des virus tronqués de gp41CT semblaient tout aussi compétents que les virus entiers. La
gp41CT était principalement connue pour ses propriétés antigéniques et cytolytiques. La
découverte que gp4l1CT pouvait aussi intervenir dans le processus d’assemblage et
d’incorporation de I’enveloppe par I'intermédiaire de I'interaction directe ou indirecte avec
le précurseur Pr55%% a permis d’attirer 'attention sur d’autres possibles propriétés ou
interactions importantes de gp41CT. Cette revue relate les connaissances actuelles sur
cette région de I’enveloppe : sa structure, sa topologie qui reste controversée, son role
dans la régulation du trafic intracellulaire de I'enveloppe, mais aussi son implication dans
I'activation cellulaire et enfin, les interactions avec des protéines cellulaires et virales. Cette
revue porte une attention particuliere aux polymorphismes présents a certains sites

régissant les activités de gp41CT décrites ci-dessus.
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The frantic play of the concealed HIV envelope
cytoplasmic tail

Eveline Santos da Silva, Martin Mulinge and Danielle Perez Bercoff

Abstract

Lentiviruses have unusually long envelope (Env) cytoplasmic tails, longer than those of other retroviruses. Whereas
the Env ectodomain has received much attention, the gp41 cytoplasmic tail (gp41-CT) is one of the least studied
parts of the virus. It displays relatively high conservation compared to the rest of Env. It has been long established
that the gp41-CT interacts with the Gag precursor protein to ensure Env incorporation into the virion. The gp41-CT
contains distinct motifs and domains that mediate both intensive Env intracellular trafficking and interactions with

focus on subtype-related polymorphisms.

intracellular interacting factors

numerous cellular and viral proteins, optimizing viral infectivity. Although they are not fully understood, a
multiplicity of interactions between the gp41-CT and cellular factors have been described over the last decade;
these interactions illustrate how Env expression and incorporation into virions is a finely tuned process that has
evolved to best exploit the host system with minimized genetic information. This review addresses the structure
and topology of the gp41-CT of lentiviruses (mainly HIV and SIV), their domains and believed functions. It also
considers the cellular and viral proteins that have been described to interact with the gp41-CT, with a particular

Keywords: HIV-1, Lentiviruses, Envelope gp41 cytoplasmic tail, Envelope trafficking, Viral assembly, Envelope

Review

Background: Env and the entry process

The main target cells for the Human Immunodeficiency
Virus type 1 (HIV) and Simian Immunodeficiency Virus
(SIV) are CD4-expressing cells, namely CD4+ T lympho-
cytes, dendritic cells (DCs) and macrophages. The first step
of the viral cycle, involving anchoring to the target cell
membrane and entry, is mediated by the envelope glyco-
protein (Env). Env is composed of two non-covalently
linked subunits, SU (surface glycoprotein or gp120) and
TM (transmembrane glycoprotein or gp41), displayed as
heterotrimeric spikes on the surface of virions and infected
cells [1-6]. The two Env subunits are the products of the
proteolytic cleavage of a highly glycosylated gp160 precur-
sor protein by the cellular protease Furin in the Golgi ap-
paratus. gpl20 is responsible for binding to the CD4
receptor and the coreceptor expressed at the cell surface of
target cells. gp120 is composed of several variable and con-
stant regions; it comprises a heavily glycosylated outer
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USA
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domain and an inner domain, which are linked by a struc-
ture called the bridging sheet. Mature Env thus forms a
cage-like structure with an interior void; this cage-like
structure is believed to restrict antibody access [7]. gp41 is
non-covalently linked to gpl20 and the N-terminal
ectodomain of gp41 contains a hydrophobic, glycine-rich
fusion peptide that mediates fusion of the viral and target
cell membranes. Binding of gp120 to the CD4 receptor in-
duces conformational changes that expose the third hyper-
variable region (V3 loop) of gp120, which in turn binds
one of the co-receptors, CCR5 or CXCR4: [8-12]. Binding
to the co-receptor triggers further conformational changes
within gp41, which adopts the so-called “fusion-active”
state required for bringing the viral and cellular mem-
branes into close contact and allowing fusion. These con-
formational changes involve two leucine zipper-like motifs,
the heptad repeat 1 (HR1) and heptad repeat 2 (HR2): HR2
folds in an anti-parallel fashion onto the pre-formed trimer
of HR1 helices, allowing HR1 and HR2 to assemble into a
highly stable antiparallel six-helix bundle structure, which
juxtaposes the viral and cellular membranes, and allows fu-
sion of the viral and cellular membranes [2,3,5,6,13].

© 2013 Santos da Silva et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
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Most of the Env precursor is retained in the endoplas-
mic reticulum (ER) or the cis-Golgi compartments and
only a small proportion progresses through the trans-
Golgi network (TGN) and reaches the cell membrane
[14-17]. As it is synthesized and oligomerizes in the rough
ER (RER), Env is extensively N-and O-glycosylated, sul-
fated and plamitoylated concomitantly with its translation
and transit through the TGN [1,18-24] reviewed in [25].
Glycosylation of gpl20 accounts for nearly half of its
molecular mass. This substantial glycosylation is believed
to ensure correct protein folding and to favor immune
escape by providing a glycan shield against neutralizing
antibodies. As the disease progresses, viral strains lose po-
tential N-glycosylation sites (PNGs) and display notably
reduced glycosylation; these strains are consequently less
well shielded from neutralizing antibodies [26,27]. None-
theless, such viral strains appear late during infection, con-
comitantly with the decline in CD4+ T cell counts, such
that the immune system is unable to trigger an efficient B-
cell response; consequently, evading the immune system is
no longer necessary [28].

Env is the most variable region of the HIV genome, and
inter-subtype diversity is typically up to 25-35%. This vari-
ability is not evenly distributed throughout the env gene:
the gpl20 ectodomain is the most variable, the gp4l
ectodomain is the least variable, and the gp41 cytoplasmic
tail (gp41-CT) lies somewhere in between, with an inter-
mediate level of sequence diversity and phylogenetic evolu-
tion [29]. Experimental data obtained from peptides and by
sequence analysis and modeling indicate that the structural
and physicochemical properties of the gp41-CT are sur-
prisingly highly conserved despite the sequence variations.
Presumably, this reflects constraints on its evolution im-
posed by crucial functional roles. However, these roles have
mostly been explored using the NL4-3 reference strain or
synthetic peptides.

Aims of the review

The ectodomain of Env has been the subject of much
interest and substantial investigations. The structural
and functional characterization of the HIV and SIV
gp41-CTs has received far less attention, and indeed,
there are numerous contradictory results. Early studies
of the gp41-CT mainly addressed the immunogenic
properties of the Kennedy epitope, or the viroporin
properties of the a-helical lentiviral lytic peptides LLP-
1, LLP-2 and LLP-3 and their role in viral incorporation
and infectivity. The discovery that the gp41-CT inter-
acts with the p559° precursor during viral assembly
and ensures Env incorporation into virions has led to a
reconsideration of the functional importance of this do-
main. It was, nevertheless, only very recently that its role
in modulating Env expression and viral infectivity through
a plethora of interactions with cellular partners started to

Page 2 of 24

be appreciated. Three recent reviews are relevant: they ad-
dress the role of the HIV-1 gp41-CT in Env trafficking, in-
corporation and viral assembly [25], the biophysical
properties and topology of the gp41-CT [30] and the inter-
actions of the gp41-CT with cellular factors [31]. Parallel
spectacular advances in cell and virion imagery, and very
recent studies on the biophysical characteristics of mature
and immature virions based on Atomic Force Microscopy
(AFM) [32] and STED microscopy [33] provide new in-
sights into the contribution of the gp41-CT to viral fusion
efficiency. Here, we review current knowledge on the gp41-
CT and its believed structure and function as a regulator of
viral infectivity. In particular, we focus on variability and
subtype-related specificities, as most studies on the gp41-
CT are based on the NL4-3 reference and mutants thereof,
in sharp contrast to studies on the Env ectodomain.

Structural determinants and topology of the gp41-CT
Structure of the gp41-CT

The gp41-CT of lentiviruses is unusually long (~150 amino
acids) and substantially longer than the tails of other retro-
viruses (< 50 AA) [34] (Figure 1A). Although amino acid
(AA) sequence identity is not conserved, both secondary
structures and various endocytic and trafficking motifs are
highly conserved across HIV-1 clades and even among len-
tiviruses in general [29,30] (Figure 1B). Immediately down-
stream from the membrane-spanning domain, gp41-CT
has a loop containing the highly immunogenic Kennedy
epitope (KE) which is not believed to adopt any particular
conformation. The KE in fact harbors three consecutive
epitopes (P7osDRPEG735, I733EEE;36 and E;39RDRD743)
[35]. Antibodies against the KE (SR1) display neutralizing
activity against the infectivity of free virus and impair cell-
to-cell spread by inhibiting Env-mediated fusion [36-38].
ERDRD is a conformational epitope and elicits production
of neutralizing antibodies; the linear IEEE epitope seems to
deflect the humoral response to favor viral immune escape
from a neutralizing response against ERDRD [35].

The KE is followed by three o-helical motifs named
lentiviral lytic peptides (LLP)-2 (AA 768 to 793 of NL4-3),
LLP-3 (AA 785 to 807) and LLP-1 (AA 828 to 856) [39-41]
(Figure 1B). LLP-3 partly overlaps LLP-2, and has been less
studied than the other two LLP domains. Biochemical ana-
lyses with LLP peptides indicate that although primary
amino acid identity is not conserved across clades (with
the exception of the more conserved LLP-1), these do-
mains adopt an a-helical structure in a membrane-mimetic
environments and random coil conformations in an aque-
ous environment [29,30]. Early studies focused on deter-
mining the role and biochemical properties of these
domains; they were based on synthetic peptides and three-
dimensional computer modeling [39,40,42] or point muta-
tions and truncation mutants of the gp41-CT, analyzing
Env incorporation into virions [43-46] (detailed below),
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Figure 1 Lengths of the cytoplasmic tails of various retroviruses and sequence alignment of different HIV-1 subtypes, clades and
types. (A) Comparison of the lengths of the gp41-CT of Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1), HIV type 2 (HIV-2), Simian
Immunodeficiency Virus (SIV), Feline Immunodeficiency Virus (FIV), Equine Infectious Anemia Virus (EIAV), Maedi-Visna Virus (MVW), Caprine Arthritis
Encephalitis Virus (CAEV), Human T-lymphotropic Virus type | (HTLV-1), Human T-lymphotropic Vtype 2 (HTLV-2), Mouse Mammary Tumor Virus
(MMTV), Murine Leukemia Virus (MLV) and Gibbon Ape Leukemia Virus (GaLV); conserved Yxx® motifs (where ® represents a hydrophobic
residue) are highlighted. (B) Sequence alignment of the gp41-CT from various lenviviral (HIV and SIV) types and subtypes: HIV-1 subtypes A
(92UG037), B (HXB2), C (ETH2220), D (SE365), F1 (93BR020), G (175), H (90CF056), CRFO2_AG (93TH065), clade O (ANT70) and clade N (YBF106),
HIV-2 (UC2), SIVcpz (Ptt_04CAM155) and SIVsmm (H635). AA positions are aligned against the NL-3 reference used in most studies of the gp41-CT.
Lentiviral lytic peptide (LLP) domains, Kennedy epitopes and antibodies directed against them are shown. Conserved Yxx® motifs are highlighted
in orange; conserved dileucine motifs, and motifs involved in cell trafficking are highlighted in green.
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viral infectivity [47] and syncytia formation [46]. In the pep-
tide form, the LLP domains interact with the plasma mem-
brane [41,48,49] and thereby decrease bilayer stability
[41,50] or alter the ionic permeability of membranes
[48,50,51]. Intracellular localization studies suggested that
the LLP helices may lie adjacent to and line the plasma
membrane [49] (Figure 2A). These observations have led to
the idea that the LLP domains are involved in fusogenicity,
immunogenicity, and in conformational regulation of Env
accompanying viral maturation and infectivity (see below,
section ‘Viral stiffness, viral maturation and infectivity’).

Functional domains of the gp41-CT

Mutational analyses and work with truncation mutants of
specific LLP-1 or LLP2 domains indicate varying Env ex-
pression and processing phenotypes, depending on the ex-
tent of the truncation and on the cell type. Despite subtle
differences in the extent of the truncations studied, it ap-
pears that deleting the C-terminal domain of LLP-1 dimin-
ishes virion infectivity and cell-to-cell spread, due to
decreased Env incorporation into virions [43-46,52] and to
diminished Env expression and stability of the gp41/gp120
heterodimeric complex both at the cell membrane and in
virions [44,53]. Env protein synthesis and processing in
transfected HeLa or HEK293 cells is however unaffected by
truncations of the C-terminal domain of LLP-1 [43,46,53].
Larger truncations, ie. truncation of the full gp41-CT, or
the region downstream from LLP-3 (i.e. deleting upstream
from LLP-1), or even LLP-1 deletions or point mutations in
this region dictate Env fusion capacity of mature [46] and
immature virions [47,54]. Some authors attributed this
phenotype to failed Env multimerization, a prerequisite for
viral infectivity [55,56]; others proposed that truncation of
LLP-1 induces modifications of the helical structure of
LLP-2 and/or alterations in the structure of the Env
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ectodomain, suggesting an inside-out regulation of viral in-
fectivity and fusion capacity [46,47,54,57,58]. Biochemical
studies involving the use of synthetic peptides found that
viral infectivity is dependent on interactions of LLP-1 and
LLP-2 with the cell membrane [49,56,58] and/or with re-
gions of the gp4l ectodomain, and particularly the HR1-
HR2 6-helix bundle [29,59,60]. For SIVmac239, truncations
of the gp41-CT affected the fusion capacity of Env in HeLa-
CD4 cells by changing the conformation of the Env gp41
ectodomain [61] or the amount of gp120 on the surface of
the virion due to an unstable gp120-gp41 association [62].
Indirect support for gp41-CT affecting the conformation of
the gp41 ectodomain has been provided by studies showing
that truncations of the gp41-CT affect the conformation of
gp120 [57] and of the gp41 ectodomain [63]; also, such
truncations interfere with the accessibility of these domains
to antibodies targeting various epitopes including the CD4
or co-receptor binding sites [57] or the Membrane Prox-
imal External Region (MPER) (neutralizing antibodies such
as 2F5 and 4E10) [63]. In addition, a L49D mutation in the
matrix protein (MA) of the p55%% precursor, which inter-
acts with the gp41-CT (see below, section “Viral assembly,
Env incorporation into virions and viral infectivity’), is asso-
ciated with decreased amounts of gp120 at the surface of
the virion without affecting gp41 incorporation [64]. This
suggests that modifications to the MA/gp41-CT interaction
may affect the level of gp120 incorporation [64]. This defect
could be reversed by truncating the gp41-CT or disrupting
the Y71,SPL endocytic motif (i.e. impairing Env down-
regulation, see section ‘Env trafficking and sorting through
the TGN’). This implies that altering the interaction be-
tween p55%° and the gp41-CT affects the conformation of
gp41l and thereby the incorporation of gp120 into virions
[64]. Although these reports are descriptive and the pro-
posed mechanisms are divergent, these studies agree that

Kennedy

membrane. Adapted from Lu et al. J Biol Chem 2008 [60].

Figure 2 Schematic representation of the topology of the gp41-CT. A. Conventional model, in which gp41 spans the membrane once and the
membrane-spanning domain (MSD) is an a-helix (boxed). B. Alternative model in which the gp41-CT crosses the membrane three times via antiparallel
B-sheets (arrows) and the KE is exposed extracellularly. Adapted from Steckbeck et al. PlosOne 2010 [71]. C. LLP-2 is a membrane-traversing peptide or a
“carrier” peptide and may interact with the HR1-HR2 6-helix bundle at the moment of fusion. In this conformation, the KE would also traverse the plasma
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the gp41-CT may modulate the conformation of the Env
ectodomain [46,47,54,57,58] and the stability of the 6-helix
bundle [29,59,60] thereby affecting fusion capacity and sen-
sitivity to neutralization [57,63].

The dileucine motifs that span the gp41-CT LLP
helices play a role in viral replication, as has been
demonstrated through a cumulative mutagenesis ap-
proach [65]. Bhakta et al. reported a cumulative effect
on the infectivity of free virions and on viral propaga-
tion that did not correlate with modifications in viral
incorporation or expression at the cell membrane [65].
Importantly, disruption of individual dileucine motifs
had only a moderate impact, whereas the cumulative
effect was substantial, suggesting a degree of flexibility,
and tolerance of mutations of single dileucine motifs
[65]. This study reconciles early and more recent
reports on the role of the gp41-CT, as it suggests that
impaired replicative capacity and viral spread may re-
sult from disrupting the hydrophobic properties of the
LLP-2 a-helix: this disruption may impair interactions
with the cell membrane and/or membrane transloca-
tion and interaction with the HR1-HR2 6-helix bundle
[65]. Another possible explanation is that altering the
biochemical amphipathic properties of the gp41-CT,
or simply disrupting the LL dileucine domains, inter-
feres with Env/Env interactions and coalescence
[33,55], thereby affecting infectivity. This issue re-
quires further investigation. Intriguingly, a highly con-
served seven AA insertion (NSLKGLR) between Ryg,
and R;gg (LLP-2 domain) is found in many subtype C
strains where the dileucine motifs spanning the gp41-
CT are disrupted (ESS, MM and DPB, unpublished ob-
servation). The two supplementary a-helical turns re-
sult in three arginine residues being aligned side-by-side
on the hydrophilic face of the a-helix. Whether adding
these two a-helical turns to LLP-2 modifies its biophysical
properties remains to be established.

The gp41-CT also harbors many functional determinants,
including internalization motifs, for example: two Yxx®
motifs (D representing a hydrophobic AA, generally L in
HIV and V in SIV), one immediately downstream from the
transmembrane domain (membrane-proximal Yxx®) and
one within LLP-2; a Yg0,Wgo3 diaromatic motif within LLP-
3; two inhibitory sequences named IS1 (AA 750 to 763 of
HXB2) and 1S2 (AA 764 to 785); and the various dileucine
(LL) motifs spanning the gp41-CT (Figure 1B). The role of
these motifs in Env trafficking and protein-protein interac-
tions is considered in more detail below (section ‘Interac-
tions of the gp41-CT with cellular factors and intracellular
regulators’).

Topology of the gp41-CT
gp4l is generally thought to be a type I membrane-
spanning protein, with one a-helical membrane spanning
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domain (MSD) (AA 671-705) [66]. However, alternative
models have been proposed, in which the gp41-CT lies
partly outside the virus or the infected cell, crossing the
membrane three times [38,60,67-71] (Figure 2B and C).

The Kennedy Epitope

Serum from HIV-infected individuals contains anti-
bodies against epitopes within the KE. This has led to
the hypothesis that this region is exposed extravirally
and extracellularly, consistent with gp41 spanning the
membrane three times rather than once [38,67-70]. In
this model, the membrane-spanning domains form
three antiparallel B-sheets [30,71] (Figure 2B). In sup-
port of this model, IgG against the gp41-CT-encoded
epitopes P;5,3DRPEGy3,, 1733EEE 36 and E;39RDRD7y43
bound and neutralized free virions, and protease diges-
tion inhibited antibody binding [69]. Other studies
showed that neutralization by these antibodies extended
to cell-to-cell fusion [38]. However, this model places the
Y,1,SPL internalization motif outside the cell such that it
would not allow and ensure an interaction of Env with cel-
lular partners (see section ‘Env trafficking and sorting
through the TGN’). Moreover, experiments per-
formed with amphotericin B methyl ester (AME), a
cholesterol-binding compound that interferes with
virion-cell membrane fusion, showed that AME-
resistant HIV variants contained mutations within the
gp41-CT that create a cleavage site for the viral
protease within the Y,1,SPL motif [72]. By cleaving
the gp41-CT, HIV mimics the shorter gp41-CT of
other retroviruses to restore Env fusogenicity [72,73].
(In the case of SIV, AME-resistant SIV gp41-CT
displayed a premature STOP codon [72], and the topology
of the gp41-CT does not affect its capacity to arise). Cleav-
age of the gp41-CT by the viral protease is not compatible
with this epitope lying outside the virion. A more dynamic
view of gp41-CT topology has recently been proposed to
reconcile these observations [71] (reviewed in [30]). This
model posits that the KE can adopt various distinct top-
ologies: inside the virion, the KE would lie intravirally
(Figure 2A), whereas in transfected/infected cells, the KE
would lie outside the cell (Figure 2B) [71]. In support of
this model, the authors present evidence that the gp41-CT
of all HIV clades and of SIV share a highly conserved
enrichment in arginine over lysine [29,40]. Arginine-rich
peptides may be located within lipid environments and
may readily cross biological membranes due to their
guanidium group; they can also carry soluble proteins
across membranes [74-77]. This dynamic model is com-
patible with the viral protease cleaving the gp41-CT in the
virion under AME selective pressure. Note, however, that
the authors compared the location of the KE in virions
(ie. in entities containing MA) with that in cells
transfected with a construct encoding Env only rather
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than in cells transfected with a full HIV coding sequence.
The interaction between the gp41-CT and p55%° (see sec-
tion ‘Interaction of the gp41-CT with Gag’) is not taken
into account in this model and it may not be excluded that
the absence of Gag in the experimental setup may bias the
topology of the gp41-CT, including that of the KE.

The dynamic topology model still predicts that the
Y71,SPL internalization motif is outside the cell: this is
not consistent with the regulation of Env expression at
the plasma membrane of infected cells through adaptor
protein (AP)-mediated internalization (see section ‘Env
trafficking and sorting through the TGN’). The authors
[71] do not address this point. This dynamic model has
been opposed on the grounds that the model for a
dynamic intra/extra viral localization of the KE is based
solely on indirect observations, and in particular labeling
with antibodies raised against this epitope [78]. In a very
recent study based on the SIV gp41, it was convincingly
shown that the reported surface labeling was due to the
release of Env from expressing cells into the supernatant;
shed Env subsequently attaches to the surface of cells in
the culture [78]. The authors report that transferring
supernatant from Env-transfected cells to mock-transfected
cells was sufficient for labeling of the mock-transfected cells.
Furthermore, the PNG in the KE was never glycosylated,
and both serum and monoclonal antibodies against the KE
failed to neutralize even highly neutralization-sensitive
strains [78].

LLP-2

Biochemical studies led to the suggestion that LLP-2
may also be a traversing peptide, and that it interacts
with the extracellular 6-helix bundle at the moment of
fusion [60] (Figure 2C). LLP-2 exposure may be induced
by CD4 and CCR5 binding, and be highly transient, as
implied by the observations that antibody binding is ob-
served at 31.5°C but not at 37°C and that LLP-2 peptides
bind peptides mimicking the 6-helix bundle in biochem-
ical experiments [60]. The mechanisms underlying this
crossing of the membrane are unclear; the exact extent of
membrane crossing by LLP-2 has not been investigated,
so this remains speculative. As this study was based on a
biochemical approach using peptides and antibody bind-
ing, the possibility of a biased interpretation due to label-
ing of shed Env subsequently bound to the cell surface, as
described by Postler et al. for KE epitopes [79], cannot be
excluded. Furthermore, the absence of other viral proteins
from the Env-transfected cell system pleads for caution in
interpreting the results, as indicated by the authors them-
selves [60]. Furthermore, Steckbeck et al. described the
introduction of known epitopes into LLP-2, and failed to
detect any extracellular or extraviral labeling, whereas
similar epitopes inserted within KE epitopes were success-
fully detected [71].
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These diverse results are such that caution is still
required for any conclusions concerning a cell-versus-virion
conformation of Env. It remains unclear whether there are
such transient rearrangements and biochemical adjust-
ments of Env in response to modifications in the mem-
brane lipid or protein environment during viral assembly or
at the moment of fusion; the corresponding observations
may be experimental artifacts that do not reflect to
biological realities. No images are available of the conform-
ation and distribution of Env gp41-CT in the immature
forming virion or in the mature virion. If the gp41-CT does
adopt different topologies and if both the KE and LLP-2 are
indeed membrane-traversing peptides, it would be interest-
ing to investigate whether both can be found extracellularly
at the same time, or whether such a conformation would
be too highly unfavorable.

Open questions

A series of questions remain unanswered. For example,
why is there such strong constraint on the structure of the
LLP peptides but not on their sequences? How does this
structure favor infectivity, motility or clustering of the Env
in the virion? Does the conformation of the gp41-CT
change upon virion maturation p55°¢ cleavage by the viral
protease? Does the gp41-CT really adopt different topolo-
gies? If so, what triggers the switch from an intraviral/intra-
cellular to extraviral/extracellular localization of KE or of
LLP-2, and how are the KE and LLP-2 retained intravirally
or “freed”? And what would the function of transiently ex-
posing the highly immunogenic KE be? Alternatively, if the
immune response elicited by the KE is due to Env shedding
rather than to extracellular exposure, could this be a viral
strategy to evade the immune system, by providing
immunodominant domains that are subsequently not
accessible to antibodies as they are located inside the virion
and infected cells?

Viral assembly, Env incorporation into virions and viral
infectivity

Env is produced in the RER and the Golgi network, whereas
the p559% and p1609°*¢*°" protein precursors and the
accessory proteins are synthesized by cytosolic ribosomes.
Viral assembly thus requires viral components synthesized
in distinct cellular compartments and the genomic RNA to
come together and to interact at the budding interface. Viral
assembly is a highly regulated phenomenon, dictated by
intracellular trafficking.

HIV assembly and budding occurs at the plasma mem-
brane (PM) [80-84] in detergent-resistant-membrane lipid
raft-enriched domains [73,85-87] (Figure 3). The pSSGag
precursor is a polyprotein, including the structural pro-
teins of HIV, namely the matrix protein (MA) lining the
cell-derived viral envelope, the capsid protein (CA), con-
stituting the viral cone-shaped capsid containing the viral
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RNA genome, the nucleocapsid (NC, p7), associated with
the viral RNA genome, and p6, regulating the viral prote-
ase, as well as two spacer peptides, SP1 and SP2. MA
drives and regulates p559* targeting to the PM by
preferentially interacting with phosphatidylinositol 4,5
bisphosphate [PI(4,5)P2] [88-90]. Once it has reached the
PM, the p55%° precursor is anchored by its N-terminal
myristoylated moiety [91,92] and stabilized by basic resi-
dues 84-88 [89,90,92]. The myristoylated moiety is co-
translationally coupled to the p55%* MA domain, and its
exposure is regulated by binding to calmodulin: binding to
calmodulin induces conformational changes within MA
[93,94] which lead to p55°°¢ binding to lipid rafts [95-97],
where it oligomerises [73,86,87,98], through the C-ter-
minal domain of CA and the a-helical spacer peptide SP1,
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leading to the formation of the immature lattice [99,100].
In solution, MA within the p55%% precursor assembles in
trimers [101]. In cholesterol-rich membranes composed
of phosphatidylcholine, cholesterol and [PI(4,5)P2],
myristoylated MA assembles in hexamers of trimers
interconnecting the radially oriented immature p55%°€
lattice [99,102,103].

Four models of viral assembly and budding have been de-
scribed exhaustively in three recent reviews [25,104,105]
and will therefore not be addressed in detail again here.
Briefly, the “Passive incorporation model” posits that HIV
assembly occurs by random co-localization of p55%% and
Env at the cell membrane; it is supported by the observa-
tions that a number of cellular membrane proteins are
incorporated into virions without stringent restriction, that
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HIV-1 can be pseudotyped by a variety of retroviral
and non-retroviral envelopes (e.g alphaviruses, ortho/
paramixoviruses, flaviviruses, etc.) [106-109], and by the
fact that gp41-CT truncations do not affect Env incorpor-
ation in some cell types (e.g. the HeLa cell line) (reviewed
in [25,104]). The three other models, in contrast, propose
that p555% and Env are co-targeted to assembly platforms
in a highly regulated fashion, either through direct p55%¢/
Env interaction, or through an indirect interaction medi-
ated by lipid rafts, or by other cellular factors (for details,
see [25]). Indeed, several lines of evidence suggest that
p55%%€ and the gp41-CT interact [52,110-118]. However,
whether the MA/gp41-CT interaction is direct or involves
other partners remains controversial and requires further
investigation: coimmunoprecipitation studies and cell-free
protein-protein interaction studies suggest a direct inter-
action between gp41-CT and p55° [112,113,116], but fur-
ther interactions involving cellular or other viral proteins,
such as adaptins AP-1 through AP-4 or TIP47, lipid rafts
themselves and other lipid raft components have also been
described. One possible explanation for this diversity of re-
ports is that the interacting partners may have stabilizing or
facilitating effects, that are not required at all moments, or
that are inessential in some cell types. The observation that
gp41-CT truncation alters the localization and affects
polarization of the viral capsid at the viral synapse (VS) in
some cell types (see section ‘Phenotypes of gp41-CT trun-
cations’) supports this view [119,120].

Interaction of the gp41-CT with Gag

In the absence of Env, Gag and viral-like particles (VLPs)
bud in a non-polarized manner from the epithelial cell
membrane suggesting the existence of a p55%°¢/Env
interaction. Env drives p55“* accumulation and virion
budding from the basolateral surface of polarized cells
(MDCK cells in early reports, then extended to all polar-
ized cells) [111,121,122]. This polarized release was
shown both to be mediated by the Y,1,SPL motif of the
gp41-CT and to require interaction between Env and
MA [111,121,122]. Likewise, truncation of the gp41-CT
of a SIV strain resulted in redistribution of cell surface
envelope molecules from localized patches to a diffuse pat-
tern that covered the entire plasma membrane [123]. Con-
versely, Env glycoproteins produced alone are randomly
scattered across the cell plasma membrane, whereas in the
presence of p55°° they are recruited to budding sites,
suggesting active recruitment to these sites [109].

Further evidence that a Gag/Env interaction is required
for the process of viral assembly arises from the observa-
tion that although truncation of the entire gp41-CT gener-
ally has little or no effect on Env incorporation, and even
increases Env expression at the cell membrane, deletions
downstream of the KE (ablating the LLP domains) or small
deletions within LLP-2, severely hamper Env incorporation
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[43-46,52]. This defect can be reversed by mutations
(V341) in MA [52]. Conversely, it was reported that muta-
tions in the p55%% precursor MA protein result in
decreased plasma membrane expression of Env [110],
and in lower Env stability and virion incorporation
[110,119,124,125]. The discovery that mutations in MA
interfere with Env incorporation in ‘non-permissive’ cells
and that pseudotyping with shorter Envs (MLV or a trun-
cated HIV-2) or truncating the HIV-1 gp41-CT reversed
this impairment confirm that the gp41-CT interacts with
the p55% precursor [52,114,115,118]. Importantly, these
findings have led to the idea that the gp41-CT plays a role
in assembly during the late stages of the viral cycle, rather
than in Env fusogenicity and in entry during the early
stages of the replication cycle [52,114,118].

The MA/Env interaction has variously been mapped to
L12 and L30 within MA [52,114,118], to K32 [110], and
to the MA-CA junction [114-116,118]. The defect in Env
incorporation into virions containing the L12E mutation in
MA can be reversed by truncations of the gp41-CT depriv-
ing it of the LLP domains [114,115,118], and MA AA L30
has been shown to interact with the C-terminus of LLP-2
[52]. Other studies based on progressive HIV-1 or SIV
gp41-CT truncation mutants (67 AA, or a central peptide
of 93 AA) confirmed that this interaction mapped to LLP-2
[52,112,113,126]. Another group however repeatedly
mapped the interaction to the 28 C-terminal AA (ie. to
LLP-1) [47,54,116]. Despite the diversity of truncations that
have been studied, the observation that removal of 59 to 90
AA from the gp41-CT strongly impairs Env incorporation
into virions whereas removing 93 AA from the C-terminus
does not affect Env incorporation [115,118] suggests that
LLP-2 does not adopt an appropriate conformation in the
absence of LLP-1, and fails to accommodate the p5598
precursor. Lastly, Env and MA sequences from patient-
derived viral strains co-evolved over time [127], providing
further ex vivo support for a gp41-CT/p55°8 interaction.

The gp41-CT/p55%%€ interaction seems to tolerate a
degree of flexibility, as MA mutations that abolish
incorporation of HIV-1 Env do not interfere with the in-
corporation of heterologous retroviral Envs with short
CTs [115,118] and as HIV can be pseudotyped with a var-
iety of retroviral and non-retroviral Env glycoproteins
[106-109]. This contrasts with VSV cores, which cannot
be pseudotyped by HIV gp160 [128]. The Env/Env inter-
action mediated by the gp41-CT [33], in contrast, is highly
specific as recent studies mixing Env glycoproteins from
lentiviruses (HIV or SIV) and from two retroviruses (RSV
and MLV) to produce pseudovirions show that Env clus-
tering at the plasma membrane is dependent on the Env
gp41-CT and is limited to autologous Envs [106,109]; also
in another study, the formation of hybrid pseudovirions
was not tolerated, although in this case, the non-retroviral
Ebola Env glycoprotein and HIV were mixed [108].
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Viral stiffness, viral maturation and infectivity

It is currently believed that the p555° precursor orches-
trates viral assembly through interactions with all viral com-
ponents to be incorporated, and that the gp41-CT/p555%
interaction is involved in controlling viral infectivity in a
maturation-dependent fashion. The efficiency of entry and
fusion is lower for immature than mature HIV-1 particles
[47,54,129]. Similar results have been reported for the SIV
Env-CT [117]. This inefficiency can be overcome by trunca-
tion of the gp41-CT or by LLP-1 truncations [47,54,114].

It has been proposed that the plasticity of the lentiviral
particle controls its infectivity and fusion capacity
[32,130]. Immature virions are 14 times stiffer than ma-
ture particles [32]. The structural rearrangements associ-
ated with p559% maturation by the viral protease
transform the stiff immature viral particle into a mature
particle with a thin protein shell and conical core; its
ability to enter cells depends on its softness [32,130].
p559° maturation by the viral protease into its distinct
components is a regulated and sequential process with
particular kinetics [131]: the first cleavage is that of the
SP1-NC, and it induces the structural switch of Gag that
controls maturation and activates Env [54,99]. STED mi-
croscopy has recently provided visual evidence of such
regulation: Env spikes at the surface of mature virions
coalesce into foci, whereas in the less infectious imma-
ture virion, Env spikes remain scattered across the vir-
ion surface [33]. Proteolytic maturation of p559°¢
allows Env lateral motility and clustering into foci
[33,132]. However, although truncation of the gp41-CT
also favors Env motility on immature particles, it does
not result in Env clustering: this provides evidence that
gp41-CT-mediated Env clustering optimizes viral in-
fectivity [33,132], confirming prior reports showing that
LLP-1 and LLP-2 mediate Env clustering [55], partly via
Arg residues [56]. Pang et al. [32] recently used atomic
force microscopy to demonstrate a correlation between
viral infectivity and virion stiffness. Using different con-
structs that separate the Env ‘fusion-activity’ (EnvACT
construct) from the ‘stiffness/softness properties’ (GFP-
gp41-CT construct), they found that the gp41-CT stiffens
immature virions in a concentration-dependent fashion,
thereby impairing infectivity of immature (but not mature)
particles [32]. Because VSV-G pseudovirions were simi-
larly affected, the authors conclude that particle stiff-
ness directly regulates immature viral entry [32].
Intriguingly, there was no direct interaction between
the EnvACT and the GFP-gp41-CT constructs, imply-
ing that the gp41-CT directly stiffens immature viral
particles, and that virion stiffness controls virion fu-
sion capacity [32]. These studies indicate biophysical
mechanisms underlying the control of viral infectivity
by protease-mediated p55Gag cleavage [32,33,132]. Al-
though both groups related viral infectivity to viral
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stiffness, they draw opposite conclusions about the
roles of viral stiffness and of the gp41-CT: Chojnacki
et al. [33] propose that the stiffness of the immature
particle interferes with Env motility and clustering
through the gp41-CT, whereas Pang et al. [32]
propose that it is viral stiffness itself that is controlled by
the gp41-CT through an as yet undefined mechanism pos-
sibly involving the arrangement or stability of the immature
Gag shell. In other words, stiffness impairs Env motility and
gp41-CT-mediated Env clustering and infectivity [33,132],
or, alternatively, stiffness is a consequence of the presence
of the gp41-CT [32]. Either way, Env ensures minimal fu-
sion until the virus is mature, suggesting a mechanism
whereby unprocessed p55°¢ “withholds” Env until full
maturation by the viral protease is complete through an
inside-out regulation mechanism [54,58,129].

Control of viral infectivity

The p559°8 precursor is trafficked to and accumulates
at the plasma membrane where it recruits viral compo-
nents (including Env, viral genomic RNA, viral accessory
proteins). However, interactions of the gp41-CT with
cellular trafficking regulators (discussed below, ‘Interac-
tions of the gp41-CT with cellular factors and intracellu-
lar regulators’) down-modulates Env as soon as it
reaches the plasma membrane such that it remains
scarce until p55%° oligomerization is complete or, at
least, sufficiently dense in the assembly platforms to en-
sure efficient viral assembly and release [133] (Figure 3).
This mechanism for the regulation of the surface abun-
dance of Env protein may protect infected cells from Env-
dependent cytopathic effects, from Env-induced Fas-
mediated apoptosis and/or from Env-specific immune
responses [133-137]. During, or shortly after virus release,
the viral protease cleaves the p55° and p160967°!
precursors, resulting in structural and morphological
rearrangements of the virion that enable Env fusion
capacity [47,54,129]. gp41-CT interacts with p555° with
higher affinity than with mature MA [129], and this loos-
ened interaction probably favors changes in Env conform-
ation after viral maturation [47,54] and Env lateral
motility [33]. With the completion of maturation, the
virion becomes maximally infectious and can start a new
round of infection. The scarcity of Env spikes at the
surface of virions appears to be a compromise between ef-
ficient fusion capacity, through virion softness, clustering
of Env into foci, and immune escape.

This mechanism for controlling infectivity differs from
that of other retroviruses, such as Murine Leukemia
Virus and Mason-Pfizer monkey virus, where the viral
gp41-CT is cleaved by the viral protease in the released
virion, resulting in Env becoming fusion competent
[138,139].
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Open questions

Clearly, p55%° is the main pillar of HIV assembly, and
recruits the constituents of HIV virions, orchestrates
their assembly and controls infectivity of viral particles.
Nevertheless, many questions concerning Env recruit-
ment and incorporation into virions remain unresolved.
Do p55°8 and Env interact directly or is this interaction
indirect? Or, alternatively, are there many contact points,
both direct and indirect? In this case, are these multiple
interactions permanent and simultaneous, or is there a
sequential order important for the control of viral as-
sembly and/or infectivity? Which Env determinants are
involved? Many cellular proteins have been described to
interact with the gp41-CT (detailed below, section ‘In-
teractions of the gp41-CT with cellular factors and intra-
cellular regulators’), but it is not known which bridge
the p558/Env interaction and which serve other pur-
poses. It is unclear which are, as a consequence, incor-
porated in newly synthesized viral particle, and if they
are, whether they are included passively or contribute to
the initial steps of the following infection round.

Phenotypes of gp41-CT truncations

Despite numerous studies addressing the role of the gp41-
CT domain, the roles of particular determinants remain
poorly documented. One reason why the gp41-CT
remains poorly understood is that the effects of gp41-CT
truncations and/or mutations are cell-type dependent. For
example, many transformed T-cell lines (e.g. the cell lines
H9, MT-2, Jurkat, and CEMx174) and primary target cells
of HIV (primary CD4+ T cells and macrophages) do not
sustain replicative spread of viruses with a truncated
gp41-CT; these cells are referred to as ‘non-permissive’ for
gp41-CT truncation. Other cells, in contrast, such as the
T cell lines MT-4 and C8166 and several laboratory cell
lines (HEK293T, HeLa, and COS) are less affected by full
or partial truncations of the gp41-CT and sustain replica-
tion of the corresponding viruses (termed ‘permissive’
cells) [43-45,119,120,140-142]. Truncation of gp41-CT de-
creases Env incorporation into virions by about 10-fold in
‘non-permissive’ cell lines and in primary HIV target cells
(i.e. primary PBMCs and monocyte-derived-macrophages),
but has a much smaller effect in ‘permissive cells’
[119,120]. An illustrative example, albeit extreme, is that
truncation mutants have different effects in macrophages
[119], perhaps owing to differentiation and culture condi-
tions. Compromised infectivity and replication capacity
in ‘non-permissive’ cells has been linked to altered
localization of the viral capsid that failed to accumulate
and polarize at the viral synapse [119,120], but not to in-
creased gp120 shedding from virions nor to reduced Env
cell-surface expression [110,119,120,140]. HIV and SIV
viral particles contain relatively small amounts of Env (~7-
14 Env trimers/virion) [143-145], due to both the massive
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recycling of neo-synthesized Env and to Env shedding.
These findings and comparisons are thus difficult to inter-
pret and their biological relevance is unclear.

It is not clear how gp41-CT truncations may impact
Env incorporation into virions without affecting Env
expression at the PM or Env trafficking through the ER
and Golgi networks, as one could expect Env incorpor-
ation into virions to be related to the amount of Env at
the PM. One possible explanation is that inherent differ-
ences between cell types in the expression or localization
of host factors play a role in viral assembly; this would
account for the cell-type dependent phenotypes of gp41-
CT truncations and mutations. A second possible ex-
planation is that because the gp41-CT activates the NF-kB
canonical pathway [79], gp41-CT truncations interfere
with the cell activation status (see section ‘Activation of
transcription’). Cell types and cell lines differ in their
basal activation levels and in their dependence on
NF-kB, and it is therefore conceivable that truncations
of the gp41-CT could translate into cell-type-dependent
phenotypes [31].

One recent study [141] compared the infectivity of
sub-saturating titers of wild-type and of a HIV-1 gp4l-
CT-truncated mutant in various gp41-CT truncation
‘permissive’ (MT-4, C8166) and ‘non-permissive’ (H9,
MT-2, Jurkat, CEM-SS) cell lines: the ‘permissive’ and
‘non-permissive’ phenotypes of target cells correlated with
the level of gene expression, and particularly of p55“°8 pro-
duction and processing to mature capsid (CA), rather than
with Env incorporation into the virion [141]. In ‘non-per-
missive’ cells, viral assembly was compromised as a conse-
quence of p55%° failing to accumulate and polarize at the
viral synapse (VS), whereas in ‘permissive’ cell lines, high
levels of p55°8 overrode and compensated for the absence
of the gp41-CT [141]. This study could reconcile the cell-
type dependence of Env incorporation with a dual role for
the gp41-CT, being involved in Env incorporation into
virions and polarized budding on one hand and in cell acti-
vation and regulating viral gene transcription on the other.

The situation is more clear-cut for the SIV gp41-CT.
SIV Env truncations have been reported to arise spon-
taneously when culturing SIV in human cell lines, and
then to revert back following culture in simian cells
[146-149]. These truncations increased Env surface ex-
pression, fusogenicity [61,150] and infectivity in vitro
[147,151]. These SIV gp41-CT truncation mutants are
replication competent both in vitro and in vivo, but lack
full pathogenicity in vivo: macaques infected with a
LLP-1- and LLP-2-defective SIVmac239 initially had
viremia, but the viral load declined with time to below
the detection threshold; the infected macaques never
progressed to AIDS [152]. A similar phenotype has
been reported for HIV-2 [147,153]. Spontaneous trun-
cations of the gp41-CT of SIV cultured in human cell



Santos da Silva et al. Retrovirology 2013, 10:54
http://www.retrovirology.com/content/10/1/54

lines and reversion in rhesus PBMCs may reflect the
presence of a restriction factor whose action is
inhibited by the gp41-CT in rhesus cells, but which is
absent from human PBMCs or ineffective against SIV
[79]. Alternatively, spontaneous truncations of the
gp41-CT in human PBMCs or T cell lines may improve
viral infectivity by enhancing Env expression and
thereby incorporation into virions. The truncation of
the SIV gp41-CT observed in human cell lines may re-
move signals mediating Env trafficking such that the
higher Env density at the surface of SIV virions is pre-
served. Further studies to elucidate how these phenom-
ena are related and the real consequences of Env levels
in the virion may reveal new leads for the development
of strategies to control viral assembly.

Interactions of the gp41-CT with cellular factors and
intracellular regulators
A number of cell factors have been described to interact
with the gp41-CT: in some cases, the interactions have
simply been described without any evidence of signifi-
cance, and in others, the significance is controversial.
Nonetheless, most of these interactions between the gp41-
CT and cellular factors contribute to improving viral repli-
cation, by promoting viral gene expression, enhancing viral
infectivity, or interfering with intrinsic cellular restriction
factors or immunity. Innate immunity has developed many
(often interferon-induced) pathways to counter gene ex-
pression and the late stages of the viral replication cycle,
namely assembly and budding, as these are essential steps
for viral propagation. It seems likely that such factors are,
at least in part, responsible for the cell-type-dependent
phenotypes observed.

Figures 3 and 4 summarize cellular and viral proteins
interacting with the gp41-CT and their intracellular
localization.

Env trafficking and sorting through the trans Golgi network
(TGN)

Golgi retrieval signals function to return proteins which
have left the Golgi to that compartment; Golgi retention
signals, by contrast, are generally found in the transmem-
brane domain of Golgi and ER resident proteins. The main
Golgi retrieval signals are cytoplasmic domain tyrosine-
based or dileucine motifs [154,155]. The gp41-CT contains
both Golgi retrieval (tyrosine-based and dileucine-based)
and Golgi retention motifs [156]. They regulate Env
trafficking through the endocytic pathway [157-159].

AP-mediated Env endocytosis

As soon as Env comes into contact with the plasma mem-
brane, it is endocytosed. Time course analyses show that
50% of Env, but only 15% of a gp41-CT-truncated Env, is
internalized after 60 minutes [157]; and similar time

Page 11 of 24

courses have been reported using a chimeric CD4 mol-
ecule fused to the gp41-CT [156]. These observations in-
dicate that the gp41-CT mediates endocytosis. Env is
endocytosed via interactions with the clathrin adaptor
complex (AP proteins) [157-159]. Clathrin adaptors sort
and direct proteins through the endocytic pathway. The
highly conserved Y;1,SPL motif of HIV (and Y75, XX® of
SIV) immediately downstream from the transmembrane
region has been implicated in regulating Env intracellular
trafficking by binding clathrin adaptor AP-2 p (medium)
chains [157-159] (Figures 3 and 4). The Y,;,SPL motif can
also interact with the AP-1 and AP-3 adaptor complexes
through pl and p3A, respectively [159]. Whereas the
interaction of the gp41-CT Y,,SPL motif with AP-2 leads
to Env internalization, interaction with AP-1 regulates Env
trafficking through the TGN and addresses Env to the
basolateral PM in polarized cells [159] (Figures 3 and 4).
The AP-2 adaptor complex also mediates p55“° internal-
ization through Y3, and Vi35 at the MA-CA junction
[160], and the AP-1 p [161] and AP-3  and & subunits
contribute to p55% release. They do so by transporting it
to intracellular sites of active budding, such as MVBs and
the PM [162,163] and/or by facilitating its interaction with
other cellular partners such as TsglO1 [161]. The inter-
action between Env and various proteins of the AP
clathrin adaptor complex may therefore be involved in the
p555%8/gp41-CT interaction and determine the fate of Env
(targeting to the lysosomal compartment for degradation,
or to the basolateral plasma membrane for incorporation
into virions).

Y,1,SPL-mediated endocytosis is suppressed in the pres-
ence of the HIV-1 p55%% precursor polyprotein [133,164].
This suggests that p555° interferes with the Env/AP-2
interaction and that the amount of Env at the cell surface
is regulated by the AP-2 versus p55°° balance. AP-2 may
thus eliminate any Env protein that is not associated with
p55°° and that is therefore not destined for incorporation
into virions [133,164]. Env internalization may proceed
until sufficient p555° has been synthesized and has accu-
mulated at the site of viral assembly, at which point, p55¢
would interact with Env directly or indirectly, thereby trap-
ping Env into the nascent virion [133,165]. In the case of
SIV, mutating the Y,; in agp41-CT truncated Env resulted
in increased Env expression at the plasma membrane,
whereas mutations of Y;»; in a full-length gp41-CT context
had little impact on Env expression at the plasma mem-
brane [123,166]. Presumably, other motifs involved in
endocytic regulation overcome the single mutation.

Additional distal determinants also regulate Env internal-
ization [164]. These have now been identified as being the
most distal C-terminal dileucine motif [167,168] and/or
IS1 and IS2 Golgi retention sequences [156]. Recruitment
of AP-1 [167] and AP-2 [168] by the most C-terminal
dileucine motif ensures correct post-Golgi routing of Env,
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and restricts cell surface expression of Env in conjunction
with the membrane-proximal Y-;;,SPL motif [167,168]
(Figures 3 and 4).

Both the Y,;,SPL motif and the most C-terminal
dileucine motif are extremely well conserved across HIV-1
subtypes (except subtype C), and also in HIV-2 and SIV
strains, evidence of their importance (Figure 1B). Similar
signals in cellular proteins or in the glycoproteins of other
viruses (e.g alpha herpesviruses) affect endocytosis as well
as intracellular trafficking in endosomes and the TGN,
and can determine basolateral versus apical sorting
(reviewed in [169,170]). It is nevertheless intriguing that
subtype C viruses harbor a LQ rather than LL (dileucine)
at this position in over 60% of cases. As the requirement
for an intact C-terminal dileucine motif for correct inter-
action with AP-1 and with Nef (see below, section ‘As-
sembly’) seems to be quite stringent [167], these
observations raise three possibilities: (i) other motifs
are involved, or (ii) Env trafficking differs between sub-
types, and differences in sub-cellular localization are
less detrimental to viral assembly and infectivity than
previously believed, or (iii) subtype C Env internaliza-
tion is less efficient and more Env is expressed at the
surface of infected cells and possibly on virions of

subtype C than of other subtypes; this could be a cause
or consequence of the weaker antibody response or of
the lower replicative capacity.

Another tyrosine-based motif, Y,6sHRL, is present in
the gp41-CT. Although this motif also interacts with
AP-1, AP-2 and AP-3, it is not involved in endocytosis
of Env, perhaps because of its localization in the gp41-
CT, but may mediate NF-kB gene expression [79] (see
below, section ‘Activation of Transcription’). Likewise, one
or two other Yxx® motifs are present in various SIV
strains and in HIV-2, but none has been shown to mediate
endocytosis [166].

Golgi retention

Most Env is retained in the ER, and from there
ubiquitinated and degraded by the proteasome. Only a
small proportion actually reaches the Golgi and proceeds
to the cell surface. Nevertheless, Env is also retained in the
Golgi [156]. The IS1 (AA 750-763) and IS2 (AA 764-785)
regions in the gp41-CT reduce Env surface expression by
retaining Env in the Golgi, independently of AP-1 and AP-
2 [156] (Figure 4). These sequences include LL (or IL mo-
tifs, which behave similarly to LL in Golgi retrieval [171]),
and result in retention in the Golgi of gpl60 and of
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chimeric proteins composed of the gp41-CT fused to the
CD4 receptor or to immunoglobulin extracellular/trans-
membrane domains. These sequences are also highly con-
served across subtypes [156] (Figure 1B).

TIP47

The leucine-zipper domain, LLP-3, also contains a highly
conserved YgpoWgo3 diaromatic motif. This motif has
been found to be involved in the retrograde transport of
Mannose-6-Phosphate Receptors and in lipid droplet
biogenesis. The Ygo,Wgos motif in Env ensures the retro-
grade transport of Env from late endosomes to the TGN
(Figure 3) and thereby contributes to the regulation of
the intracellular distribution of Env, and to Env incorp-
oration into the virion, particularly in macrophages
[165,172-175]. Lopez-Vergez et al. reported that TIP47
is required for the p55%°/gpa1-CT interaction [165].
Disruption of the p55%°¢/TIP47 interaction through mu-
tations in MA or by TIP47 knock-down causes p55°8
to localize in scattered dots in the vicinity of the PM.
These observations led to the suggestion that TIP47 acts
as a linker between Env and p55°°, and serves as a
bridge for efficient Env incorporation [175]. However,
other authors report not being able to reproduce these
findings [25].

Rab7A and other RabGTPases

Rab proteins are early and late-endosome associated
GTPases that regulate specific steps in intracellular mem-
brane trafficking. They recruit tethering, docking and fu-
sion factors, as well as the actin- and microtubule-based
motor proteins that facilitate vesicle traffic [176-180]. In a
study aiming to identify cellular trafficking factors in-
volved in HIV assembly and budding, Caillet et al. report
that Rab4A, Rab6A, Rab8A, Rab9A, and Rab11A moder-
ately decreased viral infection (by 30-60%) in HeLa cells,
probably in relation to their roles as regulators of the
exocytic pathway [173,181,182]. Rab7A knock-down
resulted in a > 30-fold decrease in viral propagation [182].
Rab7A is involved in regulating exit from the late endo-
some/MVB by controlling the maturation and fusion of
late endosomes and phagosomes with lysosomes, their
intracellular motility when loaded with lipids, and their
interaction with the cytoskeleton for migration along mi-
crotubules [176,178-180,183-185]. Of particular interest is
the finding that Rab7A has a dual activity. Rab7A knock-
down experiments using siRNA also showed that Rab7A
regulated and allowed gpl160 processing to gp120 + gp41
and incorporation of mature Env into particles (Figure 3).
The authors propose that Rab7A may either ensure cor-
rect Env trafficking through furin-containing compart-
ments, or ensure appropriate co-localization of Env
and/or of furin; alternatively, Rab7A may modulate Env
expression, and in the absence of Rab7A, Env is
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expressed to levels that exceed the processing capacity
of furin [182].

Rab7A knock-down also interfered with viral release,
resulting in the accumulation of gp160 and viral compo-
nents at the PM, reminiscent of a BST-2/Tetherin pheno-
type [182]. The authors report that Rab7A is required for
sorting BST-2/Tetherin to lysosomes for degradation
through molecular mechanisms that remain to be eluci-
dated [182] (Figure 3). Rab7A is also involved in the late
maturation of the final autophagic vacuoles [186,187].

Strikingly, the role of Rab7A shares similarities with
that of Nef (see section ‘Nef’ below) in mediating in-
creased Env at the PM [188] and in intercepting the au-
tophagic processing of Gag to increase virion assembly
and egress [189,190]; both also affect traffic through the
endocytic pathway [106]. It would be interesting to find
out whether Nef intersects the Rab7A or Rab5 signaling
cascades.

Rab9A is a mediator of late endosome-to-TGN traffick-
ing involved in the replication of many viruses, including
Marburg Virus, Filoviruses and Measles. It interacts with
TIP47 and PRA1 (prenylated Rab acceptor 1), both cellu-
lar interacting partners of gp41-CT [173]. PRA1 has been
reported to interact with lentiviral gp41-CT (SIV, HIV-1
and 2, EIAV and FIV) in a 2-hybrid system [191] without
modulating viral release, infectivity or Env incorporation
[192]. The significance of these interactions remains
unclear, but as both Rab9A and PRA-1 are involved in
vesicular trafficking, it is possible that they participate in
regulating Env trafficking through the Golgi.

Assembly

Detergent-resistant lipid rafts

Detergent-resistant lipid rafts are cellular microdomains
enriched in cholesterol and sphingolipids and which
contain proteins. Lipid rafts are thought to play an import-
ant role in many cellular processes including signal trans-
duction, membrane trafficking, protein oligomerization,
cytoskeletal organization, and pathogen entry (reviewed in
[193-195]). Lipid rafts are thought to be central to the
assembly and infectivity of numerous enveloped viruses,
including lentiviruses. The lipid bilayer of HIV virions is
highly enriched in cholesterol and sphingomyelin, both of
which are major components of lipid rafts [196,197]. Also,
p55°8 and Env and have been co-localized with lipid raft-
associated proteins [73,85-87]. Env incorporation into lipid
rafts optimizes its incorporation into virions and confers
viral infectivity [198]. Conversely, excluding HIV from lipid
rafts impairs viral infectivity [85,199-203]. The 12 C-terminal
amino acids of LLP-1 and portions of LLP-3 [43,44,49,204],
and also palmitoylated cysteines C;44 and Cgs;, and bulky
hydrophobic side chains, have been implicated in targeting
Env to lipid rafts [198,205] (Figure 4). In contrast to the
reports by Bhattacharya [198,206], Chan et al. [207] found
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that Cys to Ser and Cys to Ala mutations had no signifi-
cant effect on Env expression, trafficking, interaction with
lipid rafts and incorporation into virions, or on the fusion
efficiency or infectivity in single-cycle infections, despite
decreased palmytoylation of Env [207].

Other studies argue against any substantial direct
targeting of Env to lipid rafts, and suggest, rather, that it is
p55°8 that recruits and anchors Env to lipid rafts [85].
Various observations imply that p55° drives Env to lipid
rafts. First, mutation of residue S4 in MA abolishes the
interaction of p55%° with lipid rafts resulting in reduced
Env incorporation into virions, presumably by inhibiting
the ability of p55°% to target or hold Env within raft
microdomains [208]. Second, independent studies have
reported that in the absence of p55°°, or in the presence
of MA or gp41-CT mutations that abolish Env incorpor-
ation into virions, Env was not found associated with
detergent-resistant membranes [198,206]. The obser-
vation that neither the cysteine residue in LLP-1 nor
the presence of bulky AA is conserved between sub-
types raises further doubts about a direct interaction
between Env and lipid rafts. This polymorphic flexibil-
ity is more consistent with the view that Env is
recruited to lipid rafts through p55%°¢, and/or that
other determinants are also involved. Nonetheless, it
cannot be excluded that under certain circumstances,
particularly in transfection experiments involving
strong viral gene overexpression, Env may be passively
incorporated into virions; a phenomenon of this type
would explain the contrasting results reported.

In the cases of other enveloped viruses, such as Influ-
enza Virus [209] and Respiratory Syncytial Virus [210],
the matrix/lipid raft interaction is favored by, or even
dependent on, the presence of the respective envelope
cytoplasmic tails. Whether lentiviral gp41-CTs also
somehow influence the MA/lipid raft interaction has
not been described.

Nef

Interplay between the Env gp41-CT and the viral
accessory protein Nef has been reported to increase viral
infectivity [211,212]. The viral accessory protein Nef is a
pleiotropic non-enzymatic, myristoylated, HIV and SIV
lentivirus pathogenesis factor. Nef increases viral
infectivity through various, not fully elucidated, mecha-
nisms involving immune escape [213-216] (reviewed in
[217]), increased viral infectivity and propagation
[106,212,218-222], and perturbed immune activation,
thereby promoting a favorable environment for viral
replication [90,216,219,223-227]). Most of Nef’s func-
tions are due to its ability to influence the cellular en-
vironment, mainly through protein-protein interactions
which interfere with cell-receptor trafficking or are in-
volved in T cell receptor (TCR)-induced signaling [228].
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It has been proposed that Nef promotes Env gp160 pre-
cursor processing and PM expression of the mature gp120
and gp41 products by abrogating their retention in the cis-
Golgi [106,212], and by specifically augmenting Env accu-
mulation at the PM [212]. Enhanced Env at the PM was
found to be dependent on the C-terminal dileucine motif
of the gp41-CT and on the C-terminal residues of Nef
(positions 181-210), and it was suggested that Nef in-
creases Env incorporation into virions [212]. Whether the
gp41-CT Golgi retention sequences IS1 and IS2 are also
involved has not been investigated.

Others have proposed that Nef may modulate cell sig-
naling thereby altering intracellular trafficking and
augmenting Env accumulation in late endosomes/MVBs
[106]. Nef-insensitive Env glycoproteins from various
enveloped viruses share pH-dependence (Influenza-HA,
VSV-G and HCV), and most importantly, lack endocytic
traffic motifs, budding in compartments other than
MVBs (HCV) or at the cell PM (Influenza-HA, VSV-G).
Glycoproteins needing Nef for optimal assembly harbor
determinants of intracellular trafficking through the
endocytic pathway and assemble in MVBs [106,229].
Furthermore, the role of Nef in Env and p559% precur-
sor co-localization could be linked, at least to some ex-
tent, to Gag expression levels, and this may explain the
cell-dependence and the gp41-CT ‘permissive’ versus
‘non-permissive’ phenotypes. The incorporation into
pseudovirions of some retroviral and lentiviral Envs is
increased in the presence of Nef, but not for those for
which Env incorporation was already optimal [106].
Sandrin et al. conclude from these observations that Nef
expression optimizes co-localization of retroviral Envs
with p559% in late endosomes/MVBs specifically for
those Envs that inherently do not accumulate in the
endosomal pathway [106]. This is consistent with the
observation that Nef [231-233], the gp41-CT [167,168]
and p55“° [160-163] all interact with adaptins AP-1
through 3, suggesting these intermediates may be
involved. It would be interesting to assess whether this
observation is relevant to the findings of another study:
the absence of the scaffold protein Dlgl was described
to restrict late steps of the HIV cycle due to Gag and
Env rerouting and sequestration in a tetraspannin-rich
(CD63+ and CD82+) late-endosome and plasma-
membrane-related compartment [230].

Nef also interacts directly with the p55°% and
p1609%™°! precursors via p6* in the overlap region
between p6 and pol [234,235], and increases p55“°€ and
p1609%°°! processing and egress via AIP-1/ALIX, a critical
intermediate in the formation and proliferation of
multivesicular bodies (MVBs) [221,233,234]. It has been
suggested that the Nef-induced p55%% accumulation in
late endosomes/MVBs is linked to autophagy. Autophagy
is a cell survival and host defense mechanism by which
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cells degrade their own cytoplasmic constituents during
starvation and microbial invasion; it involves clearing
damaged organelles, macromolecular aggregates and
intracellular microbes through double-membrane vacu-
oles, termed autophagosomes, which typically mature into
amphisomes or autolysosomes after fusing with MVBs or
lysosomes [236-238]. Nef has been suggested to increase
virion assembly and egress by intercepting the autophagy
process [189,190]; however, the mechanisms of HIV
p55%8 incorporation into the autophagosome leading to
the release of HIV Gag particles into the extracellular en-
vironment remain largely unknown.

It is important to keep in mind, however, that recent
work to identify the localization of HIV assembly in dif-
ferent cell types, and particularly in 293T cells and in
macrophages, were performed using viral-like particles
(VLPs) and VSV-G pseudotypes which target the
p559% precursor to the PM. From there, it either
buds releasing new infectious viral particles or is en-
docytosed and accumulates in late endosomes and
MVBs [80,81,239]. Most of these studies are based on
the use of VLP and of pseudovirions comprising a
heterologous Env, and on large p55*¢ or VLP/
pseudovirion input, i.e. high Gag overexpression. The
precise fate of p55%% precursor protein that has not
budded from the PM and that has been endocytosed
into late endosomes and MVBs is not known; more im-
portantly, it remains to be established how and where
Env and Nef interplay with the p55%% precursor to
allow the release of fully infectious virions.

The Nef/gp41 interplay also involves other mecha-
nisms independent of the gp41-CT and of its trafficking
domains. Another function of Nef is to promote the bio-
genesis of viral assembly platforms including rafts and
MVBs [221,222]. Nef can accumulate in lipid rafts and
thereby contribute to infectivity of progeny virions by in-
creasing the incorporation of lipids into viral membranes
[222]. Whether Nef further favors or stabilizes the insuf-
ficient interaction of Env with lipid rafts, in conjunction
or not with Gag, is still not known. In another study, the
N-terminal region of Nef and its myristoylated moiety was
shown to decrease the sensitivity of the gp41 ectodomain
to neutralization by antibodies targeting the MPER epitopes
that are embedded in the virion lipid bilayer (2F5 and
4E10) [240-242] and thereby contribute to viral escape from
the humoral immune response [243]. This activity did not
affect Env incorporation into virions, and the authors sug-
gest that the susceptibility of neutralization to these epi-
topes may be modulated by Nef-mediated alteration of the
lipid bilayer composition [243].

The consequences of Nef deletions, like those
of gp41-CT truncations, are cell-type dependent
[244,245]. In ‘Nef non-permissive’ cells, Nef deletion af-
fects the early stages of viral infection and only slightly
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modulates the late stages of the viral replication cycle
(assembly, release and maturation) [244,245]. Although
there has been no direct pair-wise comparative study of
gp41-CT truncations and Nef deletion mutants to our
knowledge, it is interesting that there is some overlap be-
tween the gp41-CT and Nef ‘permissive’/'non-permissive’
phenotypes (e.g MT-4 cells are ‘permissive’ to both,
whereas primary CD4 cells and macrophages, and H9,
Jurkat and CEMx174 cells are ‘non-permissive’ to both
[119,120,244,245]). The reported effects of gp41-CT trun-
cations and of Nef deletions on viral replication can differ
in a given ‘non-permissive’ cell type (e.g C1866 cells are
‘permissive’ to gp41-CT truncations [119,120] but are par-
tially ‘non-permissive’ to Nef truncations) [244,245],
although such comparisons should be interpreted with
caution as the results come from different groups with dif-
ferent experimental set-ups. Day et al. reported that the in-
corporation of an Env Y;;,A mutant into virions was
impaired in the absence of Nef in MT-4 cells but not in
HEK293 cells [211]. This is intriguing because MT-4 cells
are ‘permissive’ to both gp41-CT truncation and Nef dele-
tion. One would have expected the Env Y712A ANef
double mutant not to display impaired Env incorporation
when produced in this cell type. One possible explanation
is that in gp41-CT ‘permissive’ cells, Nef plays a “compen-
satory” role: in the absence of Nef, the gp41-CT ‘permissive’
cell-line becomes ‘non-permissive’ to gp41-CT mutations.
Alternatively, the correct routing of Env and/or Nef to
intracellular trafficking compartments may play a crucial
role in viral assembly and Env incorporation. Mutations
disrupting the Y,1,SPL endocytic motif and truncation mu-
tants may behave differently.

Calmodulin

Calmodulin is a calcium-induced mediator of FAS-
mediated apoptosis. The gp41-CT binds calmodulin
[246,247] and induces apoptosis of T cells, thereby ac-
counting for most of the CD4+ T cell decline that
characterizes HIV infection [134,248]. Amino acids
Alagss, Alagsg and Ilegyy of LLP-1 have been identified as
being involved in calmodulin binding and inducing Ca**
flux and DNA fragmentation in transfected cells
[134,136,137,246,247] (Figure 4). Point mutations of the
gp41-CT (A835W, A838W, A838I, and 1842R) eliminate
co-immunoprecipitation of Env with calmodulin but have
no significant effect on viral production or Env expression
[135,137]. Therefore, active Env cycling through the
endocytic pathway may prevent Env-mediated apoptosis
and thereby avoid premature cell-death and ensure viral as-
sembly [133,164]. Because the gp41-CT/calmodulin inter-
action is deleterious to the virus by itself, it is likely that this
interaction is “collateral damage” from other actions of cal-
modulin in viral assembly. These other actions include en-
suring the conformational changes of MA so as to expose
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the myristoylated moiety that docks p55“% in assembly
platforms at the PM [73,86,87,93,94,98].

Although independent reports have described Alagss
as being the calmodulin-binding site [136,137], Alagss is
not conserved across clades, and there is a Leu, Ile, Thr
or Phe at the corresponding position in some strains.
Possibly, polymorphism at this position explains the di-
verse calmodulin-binding activity of Envs and correlates
with their apoptotic potential; indeed, the A835W muta-
tion used in many studies fully abolishes the ability of
the gp41-CT to bind calmodulin. If this were the case,
late, more cytopathic or apoptosis-inducing Envs would
be expected to all have an Alagss and to bind more cal-
modulin, whereas the less pathogenic, early and chronic-
infection viral isolates would be expected to bind less
calmodulin and be more polymorphic at this position.

Prohibitin1/2

The dileucine motifs of LLP-2/LLP-3 (AA 790-800), and
more specifically the dileucine motif L;g9lggo immedi-
ately upstream from the Ygop, Wyo3 diaromatic motif, has
been found to interact with prohibitin 1/2 (Phb) [249].
These proteins are produced almost ubiquitously; they
are localized in numerous cellular compartments includ-
ing mitochondria, the plasma membrane PM and
the nucleus, and are also associated with lipid rafts. Dis-
ruption of the gp41-CT/Phb association, like gp41-CT
truncation mutants, impairs cell-to-cell transmission in
‘non-permissive’ cells [249] (Figures 3 and 4). It is however
not known whether this association genuinely contributes
to the cell-to-cell transmission capacity of diverse HIV
Envs or whether they are passively bound to gp41 at the
time of assembly into lipid rafts. The L;g9Lggo motif is not
conserved between subtypes and is in many cases replaced
by Val, particularly in subtype C. Nonetheless, in this
work, the gp41-CT/Phb association was disrupted only
when both Leu residues were mutated: single mutants
were unaffected [249]. These findings suggest that this
interaction, or interactions of this L-gglgyo motif with other
cellular factors, is important enough to be preserved des-
pite sequence variation. Moreover, this motif is also in-
volved in interacting with p155-RhoGEF to block RhoA
activation [250,251] (see section ‘Activation of transcrip-
tion” below), but there is no indication to date that these
two paths converge.

Activation of transcription

NF-kB

It was recently shown that the gp41-CT of HIV-1 activates
NF-kB via the canonical pathway by interacting directly
with TFG-B-activated kinase 1 (TAK1) [79]. TAKI acti-
vates the transcription factors NF-kB and AP-1. TAK1 is
itself activated by cytokines and microbial pathogens,
and phosphorylates IkB, routing it for proteasomal
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degradation, thereby allowing NF-«B to translocate into
the nucleus [252]. The gp41-CT/TAK1 interaction maps
to the N-terminus of LLP-2 (C;¢4-L775) and involves Y sg
in the second YxxL motif [79] (Figures 3 and 4). The HIV-
1 LTR contains 2 (or 3, depending on subtype) NF-xkB
-binding sites [253]. The authors show that HIV mutants
lacking the NF-kB-activating domains were more heavily
dependent on cellular activation for replication, and
thereby elegantly demonstrated that the gp41-CT contrib-
utes to viral replication in sub-optimally activated T lym-
phocytes by inducing the canonical NF-kB pathway [79].
In the case of SIV, the gp41-CT also activates the NF-kB
pathway, but by acting upstream from TAKI, on a factor
that has not yet been identified [31]. One of the functions
of SIV and HIV Nef is to increase cellular activation
in a manner similar to that induced by TCR engage-
ment [90,228,254-257] in a NF-«kB-independent manner
[224,226,258,259]. Consequently, it has been suggested
that Nef and Env may act in concert to progressively and
steadily activate gene expression resulting in a positive
feedback loop [79]. Alternatively, the early viral gene prod-
uct Nef and the late gene product Env gp41-CT may act
at different times or stages in the viral replication cycle,
and induce different activation pathways [79], thereby ful-
filling the requirement for two independent stimuli to fully
activate T cells [260,261].

Luman

Luman (LZIP or CREB3) is a transcription factor belong-
ing to the CREB/ATF family; it has been linked to the
endoplasmic reticulum (ER) stress response. Luman acti-
vates the transcription of genes involved in ER-associated
degradation of unfolded proteins [262-264]. The ER-
membrane-bound form of luman is inactive; proteolytic
cleavage releases an active form which enters the nucleus
[263]. This activated form of luman interferes with Tat-
mediated HIV transcription [265]. gp41-CT interacts with
the ER-bound inactive precursor of luman, decreases its
stability and targets it for degradation, thereby indirectly
promoting LTR-mediated transcription (Figure 3). This
interaction maps to residues 751-768, the region lying
between the KE and LLP-2 [265] (Figure 4), and partly
overlaps the gp41-CT region that interacts with TAK1
(Cyea-L775) [79]. Whether these two mechanisms some-
how overlap or converge has not been explored.

P115-RhoGEF

Activation of RhoA through p155-RhoGEF inhibits HIV
replication by affecting gene expression [251]. The gp41-
CT of HIV interacts with p155-RhoGEF and thereby
relieves the RhoA-induced inhibition [250,251]. This inter-
action involves L;g99 in LLP-3. L9 is highly conserved,
and is part of the dileucine motif interacting with Phb1/2
[249] which tolerates polymorphic changes (Figure 4).
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Mutations in gp41-CT leading to loss of interaction with
p115-RhoGEF impair HIV-1 replication in the human
Jurkat T cell line (‘non-permissive’ to gp41-CT trunca-
tions) [250,251]. p155-RhoGEF is a specific guanine
nucleotide exchange factor (GEF) involved in actin cyto-
skeletal organization rearrangements [250] through activa-
tion of RhoA GTPase, which is in turn involved in actin
stress fiber organization, cell cycle progress through G1
and cell proliferation. Nonetheless, the gp41-CT-mediated
relief of RhoA-mediated viral inhibition seems to be inde-
pendent of the stress fiber formation function of RhoA
and to involve other, as yet unknown, RhoA-mediated
mechanisms [251]. Furthermore, whether this viral inhib-
ition also applies in ‘permissive’ T cells or whether it is
restricted to ‘non-permissive’ is not known: both relevant
studies used ‘non-permissive’ cells. Comparisons between
‘permissive’ and ‘non-permissive’ cells may provide some
clues as to the mechanism of action of this cellular factor
in the HIV replication cycle.

Immune evasion: countering intrinsic restriction/
countering antiviral restriction factors

Tetherin

Tetherin (BST-2 or CD317) is an interferon-inducible
transmembrane protein that restricts the release of nas-
cent viral particles from infected cells by tethering
them to the PM [266,267] reviewed in [268,269]. HIV-1
counteracts tetherin activity through Vpu (HIV-1)
[266,267] which enhances ESCRT-dependent sorting for
lysosomal degradation [270,271], whereas SIV Nef [272],
and the HIV-2 Env ectodomain [273] counteract tetherin
by intracellular sequestration through internalization
motifs. One recent study reported that a Nef-deleted SIV
strain acquired compensatory changes within the gp41-
CT that restored resistance to rhesus tetherin through dir-
ect gp41-CT/tetherin interaction that sequestered tetherin
[272]. The alterations of the SIV gp41-CT involved a
tyrosine-based internalization motif similar to the HIV-2
gp41-CT [272], underlining the importance of countering
tetherin and of Env trafficking for lentiviral replication. No
such evolution has been reported for HIV-1.

Open questions

Numerous cellular proteins have been described to inter-
act with the gp41-CT. Some of these proteins and inter-
actions have been studied in detail, particularly those
involved in Env internalization and trafficking through
the TGN. However, in many cases, the role or the mech-
anisms of these interactions have not been documented.
In some cases, the results and interpretations are con-
troversial, and raise questions about whether the pro-
teins are really involved in the viral replication cycle as
active partners, or whether they are passively incorpo-
rated into the assembly platform, where they make only
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a limited if any contribution to viral replication. Differ-
ent studies have been performed using different cell
types and cell lines, each with their specific characteris-
tics. Thus, there are issues about whether they reflect
phenotypes of cell types relevant to the HIV replication
cycle in vivo. Similarly, do these experimental models re-
flect the context of cell-to-cell transmission where the
vicinity of cells and cell contacts are determinant param-
eters of viral infection and transmission? Some motifs
involved in Env internalization and trafficking, as well as
those involved in interaction with lipid rafts and in en-
hanced viral gene expression, are highly conserved
across subtypes; others seems to display non-negligible
sequence variation. It would be useful to assess whether
such apparent tolerance identifies interactions that are less
vital for viral replication, or whether the virus has acquired
other compensatory polymorphisms to override decreased
efficiency of that particular interaction.

Conclusions

Initially considered to be inessential for the HIV rep-
lication cycle, the gp41-CT has now been demon-
strated to be a pleiotropic domain: it is required for
viral infectivity by ensuring Env incorporation into
the virion on one hand, and contributing to en-
hanced viral replication in target cells through many
still incompletely understood interactions on the
other. Work on the gp41-CT has revealed that lentiviral
assembly relies on finely coordinated interactions between
diverse viral components subverting cell trafficking and
activation factors. The virus thereby optimizes the infec-
tious capacity of the neo-synthesized particle, prevents im-
mune responses and preserves the virus-producing host
cell until viral release. The uncontrolled release of imma-
ture virions would not only hinder viral propagation and
be deleterious to the long-term maintenance of viral infec-
tion, but would also provoke a series of bystander effects,
including Env-induced apoptosis, Env-mediated disruptive
effects, and sensitivity to humoral immune responses.

The Env expressed on the surface of infected cells and of
virions is one of the most powerful escape mechanisms de-
veloped by HIV. Its extreme variability, dense glycosylation
and its very efficient cell-to-cell spreading capacity ensure
extremely effective virus shielding. This shielding is further
strengthened by the only weak expression of Env at the
surface of infected cells and of virions, resulting from its
late expression during the viral replication cycle, intense
cycling and down-regulation through the TGN. Interfer-
ence with cellular trafficking factors further contributes to
viral masking. These latter functions are all fulfilled by the
gp41-CT. Indeed, despite some sequence divergence be-
tween subtypes, structural motifs and some sequences mo-
tifs in the gp41-CT are strongly conserved. In particular,
elements involved in Env trafficking from the plasma
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membrane through the endocytic and TGN compartments
are conserved, underscoring their importance for viral rep-
lication and propagation. Other motifs involved in protein-
protein interactions are not conserved providing evidence
of subtype-related specificities. Such differences between
subtypes have been poorly studied to date. The fine bal-
ance between sequence variability and highly controlled
protein trafficking and dynamics allows the virus to
optimize viral infectivity and viral propagation. The viral
determinants that are poorly tolerant to polymorphic vari-
ation may well be interesting subjects for investigations to
elucidate the subtle control of viral assembly, budding and
release. Such work may lead to the identification of interac-
tions that are possible targets for new antiviral strategies.
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2. Polymorphisms in the gp41 cytoplasmic tail of HIV-1 subtype C

viruses impair replication capacity in CD4+ T lymphocytes but not in

macrophages

Santos da Silva E, Mulinge M, Rybicki A, Lemaire M, Masquelier C, Servais JY, Schmit JC,

Seguin-Devaux C, Perez Bercoff D.

Soumis a Retrovirology

1.1. Résumé

Introduction

L’enveloppe (Env) du virus de I'immunodéficience humaine (VIH) est extrémement
variable et elle est primordiale dans le processus d’entrée dans la cellule cible. La queue
intracytoplasmique de I'enveloppe (gp41CT) est responsable de lincorporation de
I’enveloppe dans les virions bourgeonnants, mais joue également un réle important dans
I'infectivité du virus et régule le trafic intracellulaire de Env. Cette région a été étudiée
principalement a I’'aide de mutants ponctuels introduits dans le clone de référence NL4.3
ou de mutants de délétion. Des polymorphismes existent dans gp41CT mais leur impact
n’a jamais été décrit. Dans ce travail, nous avons étudié I'impact de polymorphismes dans

gp41CT sur la réplication virale dans les cellules cibles naturelles du virus.

Résultats

Des lymphocytes T CD4+ (LT CD4+) activés ainsi que des macrophages ont été
infectés par des paires de virus recombinants. Ces virus possédent un génome constant
issu du clone de référence (NL4.3), dans lesquels soit toute I'enveloppe (gp160), soit
I’ectodomaine de I’enveloppe sont remplacées par les séquences de virus primaires
correspondantes. Ainsi ces virus possédent soit la gp41CT primaire (recombinants Env), soit
la gp41CT de la souche de référence fusionnée a I’ectodomaine primaire (recombinants
EnvEC). Dans les LT CD4+ activés, la réplication des recombinants Env et EnvEC de sous-

type C est plus faible que celle des recombinants avec des enveloppes de sous-type B. De
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plus, les virus recombinants Env répliguent moins bien que leur homologue EnvEC, alors
gue les virus Env et EnvEC de sous-type B répliquent de facon comparable dans les LT CD4+.
Ces différences d’infectivité (Env B = EnvEC B > EnvEC C > Env C) n’ont toutefois pas été
observées au niveau des macrophages (MDMs) ol le niveau de réplication était semblable
guel que soit le sous-type de I'enveloppe et quel que soit le domaine gp41CT. L’ajout de
nucleosides exogénes aux cultures de MDMs augmente le niveau de réplication mais
n’affecte pas I'issue de I'infection. La présentation des virus Env et EnvEC aux LT CD4+ par
des de cellules dendritiques matures dérivées de monocytes (MDDCs) montre des
phénotypes de réplication semblables, suggérant que ces enveloppes ne présentent pas
un avantage de transmission et que la faible réplication virale est spécifique aux
lymphocytes T et est en partie due au domaine gp41CT.

L’observation de la distribution de I’enveloppe et du précurseur Pr55% dans les LT
CD4+ indique que la distribution de Env est comparable quelle que soit I'origine de gp41CT.
Ceci est en accord avec la conservation des motifs impliqués dans le trafic intracellulaire.
En revanche, dans les LT CD4+ infectés par des virus recombinants Env de sous-type C, les
agrégats Pr556% polarisés étaient absents ou peu visibles, alors qu’ils étaient bien visibles
dans les LT CD4+ infectés par les recombinants EnvEC correspondants ou dans les cellules
infectées par des virus portant une enveloppe de sous-type B. A l'inverse, dans les MDMs
on n‘observe aucune différence entre les cultures infectées par les recombinants Env ou
les recombinants EnvEC, il y a bien présence et colocalisation d’enveloppe et de Pr55%%,
Les analyses d’incorporation d’enveloppe dans les virions formés dans les LT CD4+ par
Western Blot et par ELISA suggérent qu’il n’y a pas de différence d’incorporation entre virus
Env et EnvEC.

L’analyse des séquences des gp41CT de sous-type C a permis de mettre en évidence
plusieurs polymorphismes spécifiques du sous-type C. Certains polymorphismes étaient
souvent associés aux Env présentant les plus faibles niveaux de réplication : LLL;76—>FIL776
et une insertion de sept acides aminés dans le domaine LLP-2, et la mutation LLsss - LQsse
a 'extrémité C-terminale de LLP-1. Ces motifs ont été révertés dans deux enveloppes de
sous-type C et introduits dans gp41CT de NLADS (qui contient I’ectodomaine du clone R5
ADA et gp41CT de NL4.3). Chacune des mutations introduite seule affecte la réplication
virale différemment selon le contexte génétique de Env. En revanche, les double ou triples

mutants répliquent mieux que les simples mutants et parfois mieux que I'enveloppe
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originale. Ces observations suggérent que les polymorphismes dans LLP-2 et dans LLP-1

sont liés, peut-étre pour préserver la conformation globale de ce domaine.

Conclusions

Des polymorphismes dans la gp41CT sous-type C influencent la capacité réplicative
des virions dans les LT CD4+, mais pas dans les MDMs, en modulant la distribution
intracellulaire du précurseur Pr55%%, sans toutefois influencer lincorporation de
I'enveloppe. Ces résultats suggerent un défaut d’assemblage probablement lié a Ia
rencontre de Pr555% et Env, et qui diminuerait la quantité de virions produits par les LT
CD4+ infectés par des virus avec gp4l1CT de sous-type C, mais n’affecterait pas
I'incorporation de I’enveloppe par virion. Il est possible qu’un facteur cellulaire présent ou
actif dans les LT CD4+ et absent des MDMs soit a I'origine des différents phénotypes
observés entre les LT CD4+ et les MDMs. Les polymorphismes caractéristiques de LLP-2 et
LLP-1 de sous-type C pourraient moduler I'interaction ou l'induction d’un tel facteur dans

les LT CD4+.
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Abstract

Background:

The unusually long gp41 cytoplasmic tail (gp41CT) of lentiviruses ensures multiple functions,
including envelope (Env) incorporation into virions, polarized viral budding, Env clustering in the
mature virion and at the viral synapse, Env intracellular trafficking, and cell activation. Most studies to
date have investigated the role of the gp41CT using laboratory-adapted strains, mutants and
truncations thereof, and reported cell-type dependent phenotypes. Here we investigated the functional
impact of naturally-occurring polymorphisms within the gp41CT of 12 subtype C and 10 subtype B
primary Envs on replication in CD4+ T cells and monocyte-derived-macrophages (MDMs), using
recombinant virus pairs harboring full patient-derived Envs (gp160) or chimeric Envs comprising the
same patient-derived Env ectodomain (gp140, EnvEC) fused to the NL4.3 gp41CT.

Results:

In CD4+ T cells, subtype B recombinant pairs replicated similarly regardless of the gp41CT (patient-
derived or NL4.3-derived), whereas for subtype C, viruses containing subtype C gp41CTs displayed
lower replication capacity than their chimeric counterpart containing the gp41CT of NL4.3. In MDMs,
in contrast, subtype B and subtype C recombinant viruses had similar replication capacities,
regardless of the gp41CT. Confocal microscopy showed similar Env expression, intracellular
distribution and localization patterns for all Envs. In contrast, p55Gag assembly in localized clusters
was decreased or undetectable in CD4+ T cells infected with subtype C Env recombinant viruses,
whereas such clusters were readily visualized in CD4+ T cells infected with subtype B viruses or with
viruses expressing chimeric Envs (subtype C ectodomain fused to the gp41CT of NL4.3). Env
incorporation into virions was not impacted by the defect in p55Gag clustering. Mutational analysis of
subtype C-specific polymorphisms indicated that the C-terminal LQgss polymorphism contributes to
viral replication in subtype C. Further, the absence of other polymorphisms within LLP-2 could be
rescued by concomitantly reverting the C-terminal LQgsg polymorphism, implying a link between these
polymorphisms. Presentation of subtype C viruses by monocyte-derived dendritic cells did not
improve replication, arguing against an advantage of these Envs in DC-mediated transmission.
Conclusions:

The lower replication capacity of subtype C strains in CD4+ T cells maps partly to the viral Env

ectodomain and partly to the gp41CT, which fails to induce p55Gag clustering. The cell-type



specificity of this phenotype suggests the involvement of a cell factor present in CD4+ T cells but
lacking in MDMs. Identifying the underlying factor(s) and mechanisms could open new leads to

interfere with viral replication in activated CD4+ T cells.



Introduction

Spread of Human Immunodeficiency Virus (HIV-1) to new target cells in vitro and in vivo occurs via
infection with free virions or by direct transmission of newly synthesized virions budding from an
infected “donor” cell to a nearby target cell across close conjugates and membrane bridges termed
Virological Synapses [1-7] reviewed in [8, 9]. Cell-to-cell transmission is documented to be far more
efficient than infection with released cell-free virion [10-13]. Both modes of infection are mediated by
the viral envelope (Env). Env is a highly glycosylated trimeric complex composed of a surface subunit
(gp120) and a transmembrane anchoring subunit (gp41) which are non-covalently linked. gp120
consists of five variable regions (V1-V5) interposed with five relatively conserved regions (C1-C5) [14]
and ensures viral adsorption and binding to the CD4 receptor and a coreceptor (CCR5 or CXCR4)
[15-18]. gp41 consists of three domains: the ectodomain, comprising the hydrophobic, glycine-rich
fusion peptide at the N-terminus, the membrane-spanning-domain (MSD) and the cytoplasmic tail
(gp41CT). Binding of gp120 to CD4 induces conformational changes within Env exposing the V3-loop
which interacts with the coreceptor [19-22]. This interaction in turn induces further conformational
changes leading to the insertion of the gp41 N-terminal fusion peptide into the target cell membrane
and to fusion of the viral and cellular membranes [23, 24].

The Env surface subunit gp120 and the extracellular portion of gp41 have been extensively studied.
However, the intracellular gp41CT has been granted far less investigations. The HIV-1 gp41CT is
unusually long (~150 amino acids (AA)) in comparison to other retroviruses (< 50 AA) [25]. Despite
considerable sequence variation, its physicochemical and structural properties are conserved across
HIV types and HIV-1 subtypes [26]. Immediately downstream of the MSD is the immunodominant
Kennedy polypeptide sequence which is not thought to adopt any particular conformation but contains
three immunogenic epitopes conferring susceptibility to antibody neutralization [27-30]. The Kennedy
sequence is followed by three highly conserved a-helix domains referred to as the lentivirus lytic
peptides (LLP): LLP-2 (AA 773-793) which overlaps the LLP-3 leucine zipper domain (AA 785-807),
and LLP-1 (AA 833-856) [31]. Several crucial functions are associated with the gp41CT (recently
reviewed in [32-35]). These include polarized viral assembly and budding [36-38], Env incorporation
into virions by interacting with the matrix protein (MA) of the p55Gag precursor, viral fusion capacity
and cell-to-cell transmission [39-43] and Env clustering at the surface of the virion [44-48]. The

MA/gp41CT interaction involves LLP-2, and charged AA within LLP-2 and LLP-1 (PgrRIR domain)



[49-55]. The gp41CT also contains a number of motifs regulating Env intracellular trafficking between
the plasma membrane (PM) and the Trans Golgi Network (TGN) via interaction with numerous cellular
factors. The highly conserved Y,1.SPL motif binds adaptor proteins (AP) of the endocytic trafficking
network: binding to clathrin adaptor AP-2 p (medium) chains mediates Env endocytosis [56-58];
binding with the AP-1 and AP-3 adaptor complexes regulates Env trafficking through the TGN and
addresses Env to the basolateral PM in polarized cells [57, 59]. The Ygp.Wgo3 diaromatic motif is also
involved in the retrograde transport of Env from the endosome through the TGN [60-64]. The C-
terminus dileucine LLgse interacts with AP-1 and AP-2 and thereby contributes to Env internalization
and proper routing through the TGN in concert with Y71,SPL [65, 66]. Recently, the gp41CT of HIV
and of SIV have been shown to contribute to cell activation by inducing [67] the canonical NF-«kB
pathway through Y,gg within the YHRL motif of LLP-2.

gp41CT truncated viruses display a cell-type dependent phenotype and are unable to replicate in
some T cell lines (H9, MT-2, Jurkat and CEMx174) and primary target cells of HIV (primary CD4+ T
cells and macrophages), referred to as “non-permissive cells”, whereas the impact of such truncations
is limited in MT-4 and C8166, and in several laboratory cell lines (HEK293T, HelLa, and COS)
(“permissive cells”) [55, 68-74]. The non-permissive phenotype has been associated with decreased
Env incorporation into virions [69, 72] and/or failure of the viral p55Gag precursor to accumulate and
polarize at the viral synapse [69, 72], whereas Env levels at the PM were unaffected [52, 68, 69, 72].
Others report gp41CT truncations impair infectivity of free virions as well as cell-to-cell transmission of
viruses, despite comparable Env incorporation levels [43]. These observations further underscore the
fact that cell-type specific factors regulating Env trafficking or incorporation into virions play a chief
role, but these remain poorly understood.

Although Env variability and subtype-related specificities are acknowledged in studies investigating
the Env ectodomain, most mutational or biochemical studies addressing the role of the gp41CT have
been performed using laboratory-adapted strains with mutations in charged residues or disrupted
dileucine motifs. Two studies have directly addressed polymorphisms in the gp41CT, one through a
biochemical approach, showing the conservation of the biophysical properties despite type and
subtype specific polymorphisms [26] and one investigating the impact of 4 patient-derived clones
harboring specific mutations in the Y12 and YgooWaos trafficking motifs [62]. Studies addressing the

functional impact of non-B polymorphisms on viral replication are missing. In this study, we



investigated the contribution of polymorphisms in the gp41CT to viral propagative infection in primary
CD4+ T cells and monocyte-derived-macrophages (MDMs), the main target cells for HIV infection in
vivo, and their transmission potential by dendritic cells (DCs). We focused on subtype C because it is
the most widely spread worldwide [75], despite its lower replication capacity in vitro [76, 77] and
subtype B because it is the most studied via reference strains. Using recombinant virus pairs
containing patient-derived gp140 (Env ectodomain, hereafter EnvEC) or gp160 (full Env), we found
that recombinant viruses with subtype C Envs had lower replication capacity than those with subtype
B Envs in CD4+ T cells but not in MDMs, and that both the ectodomain and the gp41CT directly
impacted replication capacity. This phenotype was not associated with altered Env intracellular
distribution or incorporation into virions but with lower or undetectable polarized p55Gag clusters in
CD4+ T lymphocytes. Mutational analysis highlighted that the C-terminal LQgs¢ polymorphism is chief
for replication of this subtype and was suggestive of strong structural constraints necessary for

interaction of Env with a cellular factor expressed in CD4+ T cells but not in MDMs.

Results

The gp41CT influences virus replication in CD4+ T cells but not in MDMs.

To assess the impact of naturally occurring polymorphisms in the gp41CT on viral replication in
comparison to the more studied gp41CT of NL4.3, we used a comparative approach based on NL4.3-
derived recombinant virus pairs carrying patient-derived full-Envs (gp160) (Env recombinant viruses)
(Fig 1A) or chimeric Envs comprising the same patient-derived ectodomain (gp140) fused to the
NL4.3 gp41CT (EnvEC recombinant viruses) (Fig 1B) in a constant NL4.3-derived backbone. Infection
of CD4+ T cells and of MDMs with Env and EnvEC recombinant virus pairs carrying the NL4.3 and
NLADS8 Env or EnvEC was comparable, as expected since in both cases, the gp41CT originates from
NL4.3 (Fig 2A and 2C) and validated the use of recombinant virus pairs.

Subtype B Env recombinant viruses reached higher replication levels than subtype C strains in CD4+
T cells (364 ng/ml p24 in supernatants vs 29 ng/ml p24 at day 5 post infection respectively, p<0.001)
(Fig 2A) whereas no difference between subtypes was recorded in MDMs (3.9 ng/ml and 5.2 ng/ml
p24 for subtypes B and C respectively) (Fig 2C). Differences in viral replication followed a similar
pattern at day 7 for CD4+ T cells and days 4 and 10 in MDMs (data not shown). When Env and

EnvEC recombinant virus pairs were compared, subtype C full Env recombinants featured lower



replication than the chimeric EnvEC recombinant viruses carrying the gp41CT of NL4.3 in CD4+ T
cells (mean p24 at day 5: 29 ng/ml vs 148 ng/ml, p<0.0001) (Fig 2A and 2B). In 6/12 cases,
replication of the Env recombinant viruses was 4-10-fold lower than its chimeric EnvEC counterpart,
and in 5/12 cases it was 10-100 fold lower (Fig 2B). In one case, replication was similar for the full
Env and its isogenic chimeric recombinant EnvEC (Fig 2B). For subtype B strains, in contrast,
replacing the wild type (wt) gp41CT with the gp41CT of NL4.3 had no impact on viral replication
(p>0.05) (Fig 2A and 2B). In MDMs, viral replication of subtype B and of subtype C recombinant virus
pairs was comparable, regardless of subtype and regardless of the gp41CT (Fig 2C and 2D).

These observations indicate that both the ectodomain, which is directly involved in fusion, but also the
intraviral gp41CT contribute to viral replication capacity in CD4+ T cells, but not in the terminally
differentiated macrophage, suggesting the involvement of a cell-type specific factor or of other cell-

type specific mechanisms.

Subtype C Envs are not more easily transmitted by DCs than free virions

We next inquired whether the poor replication capacity of subtype C Envs in CD4+ T cells could be
compensated for by an advantageous transmission potential. Presentation of subtype C Env and
EnvEC recombinant pairs by MDDCs led to similar infection profiles of CD4+ T cells, although the
difference between Env and EnvEC recombinant viruses was slightly attenuated compared to
infection of CD4+ T cells by free virus (Fig 3). Importantly, this attenuation was not due to higher
levels of replication of MDDC-presented Env recombinant viruses, as presentation of Env
recombinant viruses by MDDCs resulted in similar infection levels as infection of PHA-stimulated
CD4+ T cells by free virions (p>0.05), but to lower replication of MDDC-presented EnvEC
recombinant virions compared to infection of PHA-stimulated CD4+ cells (p=0.0057) (Fig 3). Because
there was no difference between the level of infection reached with MDDC-presented and free virus
for the reference strains, it is unlikely that this result reflects different activation routes of CD4+ T cells,
i.e MDDC vs PHA. These results rather indicate that the poor viral replication of subtype C Envs in
CD4+ T cells is not balanced by an advantage in transmission by MDDCs and argue against the

hypothesis that subtype C strains are more easily transmitted at the cost of fitness.



The gp41CT of subtype C decreases p55Gag clustering but not Env distribution in CD4+ T
cells

We then asked whether Env expression, intracellular or PM expression could be responsible for
different replication patterns observed in infected CD4+ T cells and MDMs. Using confocal
microscopy, Env was detected at the PM of CD4+ T cells and of MDMs infected with Env and EnvEC
recombinant viruses and there was no apparent difference in Env expression levels or localization,
indicating that Env is expressed and traffics similarly to the PM regardless of the gp41CT sequence
(Fig 4). Polarized p55Gag clusters were readily observed in CD4+ T cells infected with subtype B
recombinant viruses (Fig 4A) as well as with subtype C EnvEC recombinants (Fig 4B), and some
colocalization with Env was observed, as expected. In contrast, p55Gag clusters were scarce in CD4+
T cells infected with subtype C Env recombinants (Fig 4B), revealing the gp41CT of subtype C Envs
did not induce p55Gag polarization. Furthermore, p55Gag polarized clusters were very rarely or never
detected in CD4+ T cells infected with subtype C Env recombinants with very poor replication capacity
(e.g. Env 0266, 0487, 0148, 0097) (Fig 4B), whereas in cultures of CD4+ T cells infected with subtype
C Env recombinants with intermediate replication capacity (e.g. Env 1671, 1677), some p55Gag
clusters could be detected (Fig 4B). The number of cells presenting such clusters remained scarce
compared to CD4+ T cell cultures infected with subtype B Envs.

In MDMs, p55Gag clusters were readily detected, free or as part of bright p55Gag/Env colocalized
assemblies (Fig 4C and 4D). No difference was observed between MDMs infected with Env or with
EnvEC recombinant viruses (Fig 4C and 4D). Further, similar p55Gag, Env and p55Gag/Env
colocalized assemblies were observed in cells infected with subtype B and subtype C viruses, in line
with the comparable replication capacities recorded for all Env and EnvEC recombinants in this cell
type.

These data indicate that the gp41CT of subtype C fails to mediate p55Gag polarized clustering in
CD4+ T cells, leading to poor replication capacity. The cell-type specificity of this phenotype suggests
that activated CD4+ T cells express a factor involved in gp41CT-dependent p55Gag clustering which

is not expressed in macrophages.

Env incorporation into virions is not impaired



Env expression at the surface of cells does not directly reflect the level of Env incorporation into
virions and viral infectivity [42, 52, 68, 69, 78]. Furthermore, p55Gag polarized clustering is Env-
dependent [36-38] and gp41CT truncations affect Env incorporation into virions produced in non-
permissive cells, including CD4+ T cells and macrophages [40, 49, 50, 54, 55]. We therefore
investigated whether the defect in p55Gag clustering impacted Env incorporation into virions
produced by CD4+ T cells by assessing the relative amounts of gp120 and p24 in purified virions
produced from infected CD4+ T cells. Western Blot and ELISA showed similar gp120:p24 ratios for
the reference strains NL4.3 and NLAD8 and for most subtype B Env and EnvEC recombinants (Fig
5A and 5B), in line with comparable viral replication levels and with normal p55Gag clustering. For
some subtype B and for most subtype C, however, the low viral production in CD4+ T cell
supernatants translated into very faint or undetectable gp120 and sometimes even in p24 by Western
Blot for most Env recombinant viruses, and even for some EnvEC recombinant viruses. This held true
for CD4+ T cell supernatants collected at days 7, 9-10 post infection. Quantification by ELISA led to
detectable gp120 for 6 subtype C pairs only when performed on raw culture supernatants to avoid
losing virus during the purification step. Available ELISA tests recorded comparable Env levels in Env
and EnvEC recombinant virus pairs (Fig 5B), indicating that Envs containing the gp41CT of NL4.3
were not incorporated more efficiently into virions than their wt subtype B or subtype C counterpart. Of
note, the gp120:p24 ratio by ELISA seemed lower for subtype C than for subtype B, for both Env and
EnvECs, although there was no statistical support. One reason could be this reflects differences in
binding affinity of the antibody against gp120. Therefore the gp41CT-dependent defect in p55Gag
clustering likely diminishes the total number of progeny virions produced and/or transmitted by
infected CD4+ T cells, rather than the intrinsic infectious potential of each individual virion produced
by CD4+ T cells.

The observations that subtype C Env and EnvEC recombinant pairs were similarly incorporated by a
NL4.3-derived MA, and that no difference in replication capacity was observed in MDMs argue
against an intrinsic bias linked to the use of a subtype B backbone with subtype C gp41CTs.
Nonetheless, to out rule that the use of a recombinant viral assay based on a subtype B backbone
could artificially affect the p55Gag/gp41CT interaction, we sequenced all MAs from all samples
included. All residues known to be involved in the interaction of MA with Env and in Env incorporation

into virions (i.e. residues Lg [47, 79], Li2, Lao, Va4 [78, 80], Kas [52], L4g [81], the basic domain of MA



(AA 17-21) [82]) were 100% conserved in all subtype C strains, with the exception of Sg [47, 79],
which was replaced by an Arg in all subtype C sequences, and of residue Lao, which was conserved in
8/12 of strains and was replaced by a Met in the remaining 4 viruses (Fig 6A). Ry was present in all
subtype C strains, regardless of replication capacity, and the role of this specific polymorphism is not
known. The presence of the L30M mutation did not correlate with poor replication or with lower Env
incorporation levels. Basic residues 17-21 mediating MA interaction with Env [40, 52, 53, 55, 70, 74,
83] or AA involved in p55Gag trafficking via adaptor proteins, such as Yi3» and Vi35 at the MA/CA
junction [84-87] were also conserved (Fig 6A). Other subtype C specific polymorphisms (Fig 6A) were
generally found in all sequences and we could not identify polymorphisms that were only present in
strains with very poor replication capacity or that were associated with the presence of subtype C

polymorphisms within the gp41CT (see below).

Gp41CT sequence analysis

gp41CT sequence analysis highlighted that subtype B strains closely resembled the NL4.3 reference,
whereas a number of subtype C-specific polymorphisms were identified (Fig 6B and 6C). The main
Y+12SPL endocytic motif, the Ygi,Wsgs diaromatic motif, the second Y,gXXL motif as well as all but
one Arg spanning the LLP a-helices, the Arg-rich PrgRIR motif and Cys residues within LLP-1 were
highly conserved in all samples, underscoring their chief role in Env trafficking, incorporation and viral
replication. The Kennedy sequence contained a number of subtype-specific mutations, including a
R—Q and D—N/S/G mutations in the E73RDRD,43 epitope (Fig 6B). Polymorphisms involving
polar/charged residues (WN7gs—GS795, SQgos—GLggs, Nggg—K, NAgi7—DTgy7 and Rgsz—A in LLP-1)
were detected in nearly all subtype C strains, regardless of viral replication level, perhaps because
they are unlikely to interfere with the a-helical structure of the LLP domains. A conserved seven AA
insertion (SSLRGLQ) (2 a-helical turns) was found between R;g; and Rzgg in 8/12 subtype C Envs but
never in subtype B Envs (Fig 6B and 6C). Other subtype C-specific polymorphisms involved the
dileucine motifs spanning the gp41CT LLP-2/3 a-helices (LLL;76—FIL;7¢ and LLggo—LVgoo) as well as
the terminal dileucine motif LLgss within LLP-1 which was replaced by LQgsg in 10/12 subtype C Envs

(8 pure, and 2 LL/LQgss mixtures).
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When sequences were sorted according to whether their gp41CT were associated with intermediate
or poor replication capacity in CD4+ T cells, polymorphisms at dileucine motifs and the seven AA
insertion in LLP-2 were often, but not always, present in Env recombinants with poor replication

capacity.

Polymorphisms in the gp41CT are linked and the LQg; polymorphism is important for viral
replication of subtype C Envs in CD4+ T cells

To investigate the role of these motifs, we inserted these motifs into the NLAD8ENv because it is R5,
as most Envs included in this study. In parallel, we cloned two patient-derived subtype C Envs
mediating mildly impaired (1671) or poor (0266) replication capacity and reverted these three
polymorphisms to the canonical motifs typically found in subtype B, generating a panel of single,
double and triple mutant NLADS8, 1671 and 0266 clones (see Materials and Methods) which were
used to produce Env™ recombinant viruses.

As shown in Figures 7B and 7C, removal of the LQgsg polymorphism at the C-terminal end of the
gp41CT decreased viral replication capacity by over 96% for 1671 Env recombinant virions and by
73-93% for 0266 Env recombinants, revealing that the LQgss polymorphism contributes substantially
to replication capacity in subtype C Envs and could not be reverted.

In the 1671 Env recombinant virus, polymorphisms within LLP-2 (i.e. the FIL;7¢ and the 7 AA insertion)
could be reverted without impacting viral replication (Fig 7B). Further, removing these polymorphisms

restored replication of the replication incompetent 1671%%

mutant to levels comparable to the wt
1671 Env (Fig 7A). In the 0266 Env recombinant viruses, each one of the single mutations in LLP-2
(FIL;76 — LLL776 and deletion of the 7 AA) alone or together, nearly fully abrogated replication
capacity in CD4+ T cells (Fig 7B), although viral production by transfection of HEK cells was
unaffected (not shown). Importantly, the double mutants containing the LQgss — LlLgsg had slightly

higher replication capacities, and the triple mutant 0266 /A4*-H-776+118%

recovered replication capacity
to ~40% of wt 0266 Env (Fig 7C).
Single polymorphisms inserted alone in the NLAD8 Env did not impact viral replication capacity, but

the NLAD8""**'? double mutant and the NLAD8****'-*'Q had lower replication capacities than the wt

in 2/3 experiments (Fig 7A).
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Taken together, these observations suggest that the LQgss polymorphism is linked to polymorphisms
within LLP-2 and that each single mutation may affect the overall gp41CT structure and impair
replication, while cumulative mutations restore a replication-prone structure.

Western Blot analyses of purified NLAD8 mutants (Fig 7D) and of 1671 revertant virions (Fig 7E) and
quantification of the gp120:p24 ratio by ELISA (not shown) showed that Env incorporation levels were
not substantially impacted by the subtype C polymorphisms into NLAD8 Env or by their suppression
from Env 1671 (Fig 7D and E). The 0266 revertants could not be visualized by Western Blot nor
quantified by ELISA due to the undetectable replication levels.

Altogether, these results show that the presence of the LQgsg polymorphism substantially contributes
to viral replication of subtype C viruses through mechanisms unrelated to Env incorporation levels.
The fact that the impact of these polymorphisms was Env dependent and that the concomitant
mutation of the three polymorphisms partially restores or improves viral replication suggests that
these polymorphisms are related and that gp41CT does not tolerate mutations unless the overall

structure of the gp41CT is preserved.

Discussion

In this study, we addressed the functional impact of naturally-occurring polymorphisms in the gp41CT
of HIV-1 on viral replication in CD4+ T cells and in MDMs, the main target cells for HIV in vivo. We
used an approach based on paired recombinant viruses differing solely by their gp41CT in order to
assess the impact of the gp41CT in its autologous Env genetic context (Fig 1). We found that subtype
C Envs have lower replication capacity than subtype B Envs, in agreement with previous studies
mapping the lower replication capacity of subtype C strains [76, 77] to the viral Env [88, 89]. Further,
the relative replication capacities (subtype B Env = subtype B EnvEC > Subtype C EnvEC > subtype
C Env) indicate that both the Env ectodomain and the Env gp41CT directly contribute to the lower
replication capacity of subtype C Envs (Fig 2A and 2B). Tropism of subtype B and C Envs (not
shown) was not different and was not related to the level of replication in either cell type. Strikingly,
decreased viral replication was observed in CD4+ T cells, but not in MDMs (Fig 2C and 2D), in
contrast to the impact of gp41CT truncations, which similarly impair viral replication in CD4+ T cells
and in macrophages [72]. Adding extracellular deoxynucleoside (dNs) to MDM cultures increased viral

replication but did not result in differences between Env and EnvEC recombinant viruses (data not
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shown), arguing against a mechanism involving the levels of replication or the low dNTP pools
typically found in MDMs [90-92], and, and rather pointing to later steps of the viral cycle. This is, to our
knowledge, the first report showing a functional impact of natural polymorphisms in the gp41CT on
viral replication.

Confocal microscopy showed that Envs reached the PM in CD4+ T cells and in MDMs and clustered
similarly to their chimeric counterpart containing the gp41CT of NL4.3, even for subtype C Envs
featuring very poor replication capacity in CD4+ T cells, such as 0487, 0148 and 0097 (Fig 4B and
4D). This is in line with the conservation of domains involved in Env intracellular trafficking, such as
the Y,;12SPL main endocytic motif [57, 58, 93, 94] and the Ygg2Wgs intracellular trafficking motif [62,
95-98] (Fig 6B and C). Poor replication capacity of subtype C Env recombinants in CD4+ T cells was
associated with decreased or undetectable polarized p55Gag clusters at the PM of CD4+ T cells and
of Env/p55Gag assemblies (Fig 4B). It has been reported previously that gp41CT truncation alters the
localization of p55Gag and affects polarization of the viral capsid at the viral synapse (VS) in some
cell types and that this requires an interaction between p55Gag and Env [36-38]. As the Y;{.SPL motif
responsible for specific targeting to the basolateral membrane surface in polarized cells [37, 99] was
100% conserved, it is likely that suggesting that the p55Gag/Env interaction and gp41CT-mediated
p55Gag clustering is impaired in CD4+ T cells infected with subtype C Env recombinants, and that
polymorphisms in the gp41CT modulate the efficiency of this interaction. In MDMs in contrast, few but
bright p55Gag clusters were detected, and these were generally at the PM and colocalized with Env
in intense, well-defined spots, for both subtype B and subtype C Envs, and independently of the
gp41CT (Fig 4C and D). In CD4+ T cells, the formation of the VS is mediated by Env-receptor
interactions [8]; in contrast, in the macrophage, Env expression is not required for recruitment of Gag
to the macrophage-macrophage or macrophage-T cell VS [100]. This is in line with our observations
and could be one reason why polymorphisms in the gp41CT did not affect propagative infection in
MDMs. The viral assembly process in macrophages involves deep and dense invaginations
connected to the PM, and the virus remains undercover in these PM-related invaginations or in Virus
Containing Compartments where it is concentrated [101-104], reflecting the lesser dependence of
viral transmission on Env in this cell type owing to a favorable cell-to-cell transmission process.

Four models of viral assembly and budding have been proposed (reviewed in [32, 105, 106]) and

there is evidence in support of each. The “passive incorporation model” posits that p55Gag and Env
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colocalize randomly at the cell membrane. The three other models, in contrast, propose that the
p55Gag/Env encounter is a regulated phenomenon and that Env incorporation into virions results
from (i) a regulated co-targeting of both to assembly platforms, (ii) direct p55Gag/gp41CT interaction,
or (iii) an indirect interaction mediated by other cellular factors (detailed in [32]), such as lipid rafts, AP
proteins, TIP47 and Rab11-FIP1C for example [60-64, 86, 107]. Our data are in support of a model by
which two of these mechanisms co-exist, i.e. there could be a “basal level” of p55Gag/gp41CT
interaction which ensures sufficient p55Gag clustering and Env incorporation into nascent virions, as
seen in MDMs or in CD4+ T cells infected with the subtype C Env recombinant viruses. This direct
interaction could be favored or stabilized by a cellular factor that is present in activated CD4+ T cells
but not in macrophages. In other words, the p55Gag/gp41CT interaction would thus be direct or
indirect, depending on the cell-type, involving a cellular factor that is present in (activated) CD4+ T
cells but not in macrophages. The presence of some p55Gag clusters in CD4+ T cells infected with
Env recombinants with intermediate replication capacity and the absence of such clusters upon
infection with poorly replicative Env recombinants supports the view that determinants within these
Envs affect its interaction with this factor. In this scenario, the absence of this cell factor in
macrophages could partly account for the lower viral replication level observed in macrophages, in
conjunction with other factors, such as SAMHD1 [91]. Identifying this factor could open new leads to
control viral replication by targeting this factor in CD4+ T cells.

Why subtype C strains would have evolved to modify the Env and the gp41CT to reach lower
replication levels, and how polymorphisms in this region would benefit the virus remains to be
established. One possibility is that these polymorphisms reduce the immunogenic or cytopathic
potential of Env, and therefore represent an advantage in terms of immune escape thereby favoring
the long term persistence of infection. In our experiments, CD4+ T cell death was related to the level
of infectivity but not to a specific Env or Env gp41CT (data not shown), arguing against this
hypothesis. Alternatively, other compensatory mechanisms may exist elsewhere in the subtype C viral
genome, such as a third NF-kB site typically found in the LTR of subtype C strains [108]. The gp41CT
has been shown to affect viral transcription by directly activating the NF-kB pathway [67] or by
indirectly promoting LTR-driven transcription by repressing luman [109]. Residues involved in NF-kB
activation [110] were conserved in subtype C gp41CTs. Furthermore, in our system, viral replication

was impaired in DC- or PHA-stimulated CD4+ T cells i.e. in fully activated lymphocytes, in which the
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impact of gp41CT mediated NF-kB activation may be overrode by high levels of activation [67].
Moreover, Env and EnvEC expression levels were comparable in all infected cell cultures. If CD4+ T
cell activation levels were involved, both p55Gag and Env expression levels in CD4+ T cells and in
MDMs would likely have been lower, or some p55Gag expression would have been detected in the
absence of Env, as recorded in latency [111]. Altogether, these observations point to a gp41CT-
mediated defect in p55Gag clustering.

Despite the defect in p55Gag clustering, when they were produced, Env and EnvEC virion pairs
contained similar levels of gp120 relative to p24 (Fig 5 and Fig 7D and 7E)). Deletions downstream of
the KE (ablating the LLP domains) or small deletions within LLP-2 have been reported to severely
impair Env incorporation into virions [40, 49, 50, 54, 55]. Because polymorphisms in subtype C strains
did not affect Env incorporation into virions, some degree of sequence flexibility must be tolerated.
The observation that Env and EnvEC virus pairs contained comparable levels of Env despite different
gp41CTs, suggest that the number of Env spikes at the surface of HIV virions is constrained, despite
the cost in fitness, most likely to evade the humoral immune response. This is also consistent with the
observation that presentation by MDDCs did not increase viral replication capacity (Fig 3). DCs play a
crucial role in the establishment of HIV infection and in the expansion of HIV infection through cell-to-
cell transmission to T cells thereby enabling persistence of infection. Mature MDDCs do not support
direct viral infection but rather mediate trans-infection. Because these cells express high levels of C-
type lectins, particularly DC-SIGN and ICAM-1, whereby they bind virus [112-119], higher Env levels
may not be useful in the context of presentation by cells that express very high levels of these
molecules and very efficiently transmit virions.

In our approach the p55Gag polyprotein is NL3.4-derived and constant while Env or the Env
ectodomain is derived from patients. Therefore it could not be excluded a priori that polymorphisms
within the gp41CT may have been compensated for by mutations within MA that would restore viral
replication capacity. Nonetheless, all residues within MA known to be involved in the MA/Env
interaction [40, 47, 52, 53, 55, 70, 74, 78-83] were highly conserved across subtypes B and C [120]
as were residues involved in p55Gag trafficking via adaptor proteins, such as Yq3> and V35 at the MA-
CA junction [84-87]. Serine 9 was replaced by Arg in all subtype C strains. This residue may
potentially play a role in the interaction with Env and Env incorporation into virions, and would warrant

further investigations. Of note, Arg was found in all subtype C strains, and did not correlate with poor
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replication capacity or with the presence of subtype C polymorphisms within the gp41CT.
Furthermore, no difference in viral production was recorded in MDMs, and viral production by
transfection of HEK293T generated comparable amounts of recombinant viruses, as assessed by p24
measurement in cell supernatants (data not shown), arguing against a bias in the use of subtype C
gp41CTs with a subtype B MA. Lastly, for some Envs (e.g. 0148, 0236, 0209), only wt Env from the
Env recombinant could be detected by ELISA, but not the chimeric EnvEC from the EnvEC
recombinant. Because the gp41CT modulates the conformation of the gp41 ectodomain [39, 81] and
of gp120 [121] as well as gp120 stability [39], the chimeric Env may adopt a conformation that
interferes with binding of the anti-gp120 antibody used. This is however unlikely, as we used
polyclonal anti-gp120 antibodies described to bind subtype B and C Envs to minimize this possibility,
and as Env conformational changes would be expected to affect their infectivity, whereas we found
that chimeric subtype C Envs had higher replication capacity than their wt counterpart.

Mutational analysis revealed that subtype C polymorphisms in the gp41CT seemed to be functionally
linked, as the triple mutant Envs (i.e. Envs 0266 and 1671 containing the subtype B-like LLL;75 + LLgse
and no 7AA insertion) partly recovered replication capacity compared to each single mutant Env (Fig
7B and 7C). For Env 1671, reverting one or both polymorphisms within LLP-2 restored replication
capacity of the 1671"%°® mutant to near wt levels (Fig 7B). For Env 0266, the 0266 "**"""%°¢ and 0266
LLL776+LL8%6 ouble mutants had some, although low, replication capacity (~20%), and the 0266
TAMLLLTTEALESE  trinle mutant reached ~40% replication capacity (Fig 7C). Subtype C polymorphisms
inserted into NLADS8 also affected replication capacity to some extent when simultaneously present
(Fig 7A). Inserting subtype C polymorphisms into NLAD8 had a lesser impact than reverting the same
residues in subtype C Envs, indicating that other determinants must be involved, although we could
not identify them. The FIL;7¢ motif and the 7 AA insertion lye close to each other in LLP-2, but the C-
terminal LLgsg lies at the C-terminus of LLP-1. A cumulative effect of mutations may be needed to
preserve the overall structure of LLP-2/3 and their biophysical properties, as suggested previously
[42]. Truncation studies have reported that removing LLP-1 and LLP-3 (59 to 90 AA) strongly
decreases Env incorporation into virions whereas removing the three LLP a-helices does not affect
Env incorporation [122, 123] suggesting that LLP-2 does not adopt an appropriate conformation in the

absence of LLP-1 and fails to accommodate the p55Gag precursor. In the case of subtype C
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polymorphisms, lower replication capacity may reflect gp41CTs that less efficiently interact with MA
and/or with a cellular factor favoring the p55Gag/Env interaction.

The C-terminal LQgss Was indispensable to replication capacity of Envs 1671 and 0266 (Fig 7B and
7C). It is also noteworthy that two subtype C Envs with strongly impaired replicative capacity (Envs
0148 and 0097) compared to their isogenic EnvEC recombinant harbored LLgsg instead of the LQgsg,
further underscoring the chief role of this polymorphism in replication of subtype C Envs. Dileucine
motifs play important roles in protein internalization and intracellular trafficking and similar signals in
cellular proteins or in the glycoproteins of other viruses (e.g. alpha herpes viruses) affect endocytosis
as well as intracellular trafficking in endosomes and the TGN, and can determine basolateral versus
apical sorting (reviewed in [12, 124]). In the case of HIV-1 NL4.4, the C-terminal LLgsg has been
shown to partake in Env PM expression and incorporation into virions by at least two mechanisms, i.e.
(i) regulating Env internalization in conjunction with the membrane-proximal Y;.SPL motif and the
correct post-Golgi routing of Env via AP-1 and AP-2 [65, 125], and (ii) enhancing Env accumulation at
the PM and incorporation into virions in a Nef-dependent manner [126]. In agreement with these
studies, inserting LQgss into NLADS slightly decreased replication capacity (Fig 7A). However, LQgsg
did not affect Env incorporation into virions (Fig 7D and 7E), perhaps reflecting modulations of Env
intracellular trafficking by the naturally-occurring LQgss polymorphism versus a deletion of the LLgsg
[126]. It is possible that the overall level of Env expression and its intracellular localization/interaction
with p55Gag in the presence of the LQgss motif may result from a balance between Env levels at the
PM when LLgse is disrupted and Nef-dependent modulations of Env trafficking. Modulating Env
intracellular trafficking or localization may play a compensatory by ultimately favoring the p55Gag/Env

interaction through yet unknown mechanisms and would require further investigations.

Conclusions

In conclusion, polymorphisms in the gp41CT contribute to the lower replication capacity of subtype C
Envs in CD4+ T cells but not in macrophages. This cell type-related phenotype was not linked to
changes in Env intracellular localization or in Env incorporation into virions but was associated with a
defect in gp41CT-mediated p55Gag polarized clustering in CD4+ T cells. The underlying mechanisms

remain speculative, but the observations that the Y;1,SPL motif responsible for Env polarization at the
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basolateral membrane was intact, that polymorphisms within LLP-2/3 and LLP-1 are linked, and that
this phenotype was only observed in activated CD4+ T cells are strongly indicative that the
p55Gag/gp41CT involves a third factor present in activated CD4+ T cells but not expressed in MDMs.
We propose a model whereby a direct p55Gag/gp41CT interaction provides “basal”’ levels of
p55Gag/gp41CT interaction, sufficient to ensure Env incorporation into virions and viral propagation.
In activated CD4+ T cells, p55Gag recruitment at the VS is favored by a third party, leading to the
high viral production typical of activated CD4+ T cells. Polymorphisms changing the conformation of
may contribute to the capacity of the viral gp41CT to induce p55Gag clustering, thereby favoring viral
replication. Understanding how these polymorphisms interplay with cellular factors in CD4+ T cells

may enlarge therapeutic possibilities.

Materials and Methods

Cell lines: HEK293T cells (ATCC through the NIH AIDS Research and Reference Reagent Program)
were maintained in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% Fetal Calf
Serum (FCS), 1% L-Glutamine, 50 pg/mL Penicillin and 50 pg/mL Streptomycin (all from Invitrogen,

Merelbeke, Belgium).

Isolation and culture of primary cells: Human PBMCs were isolated from buffy coats obtained from
healthy volunteer HIV-1 seronegative donors (Red Cross Luxembourg) by Lymphoprep density
gradient centrifugation (Axis-Shield, Oslo, Norway). To isolate CD4+ T lymphocytes, PBMCs were
incubated in RPMI 1640, 1% Glutamine, 50 pg/mL Penicillin and 50ug/mL Streptomycin (CD4
medium) supplemented with 2% FCS (all from Invitrogen, Merelbeke, Belgium) for 1 hour at 37°C
and 5% CO, prior to negative selection using a Miltenyi kit (Miltenyi Biotec, Leiden, Netherlands).
Isolated CD4+ T cells were washed and incubated at a density of 10° cells/ml in CD4 medium
supplemented with 10% FCS and 5 pg/ml PHA-P (Sigma, Borneim, Belgium) for 48 hours, then
incubated for 24 hours with interleukin 2 (IL-2) at 10 U/ml (Roche, Mannheim, Germany) prior to

infection.
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To obtain MDMs, monocytes were isolated from PBMCs by adherence to plastic as described in
[127]. Briefly, PBMCs were incubated for 1 hour at 37°C in MDM medium (RPMI 1640, 1% Glutamine,
50 pg/mL Penicillin and 50 pg/mL Streptomycin, 10 mM HEPES, 1% MEM vitamins, non-essential
amino acids (AA), 50 uM B-mercaptoethanol, 1% sodium pyruvate) (all from Invitrogen, Merelbeke,
Belgium) supplemented with 2% human AB serum (Sigma, Bornem, Belgium). After extensive
washing, adherent monocytes were incubated overnight and harvested the following morning, then
seeded in 96-well plates (3.10° cells/well) and allowed to differentiate into macrophages for 7 days in
MDM medium supplemented with 15% human AB serum.

To differentiate monocytes into monocyte-derived dendritic cells (MDDCs), monocytes were seeded
in 75 cm? flasks with CD4 medium containing 2% FCS for one hour at 37°C, washed extensively with
PBS and cultured for 5 days in CD4 medium supplemented with 10% FCS and 20 ng/ml GM-CSF and
20 ng/ml IL-4. After 5 days, immature MDDCs were matured into unpolarized type 0 MDDCs with 50
ng/ml TNF-a and 10 ng/ml IL-1B for a further 48 hours. Cells were harvested and seeded (10°

cells/well of a 96-well plate) for loading with recombinant viruses.

Viral Samples: Plasma samples from 22 treatment-naive patients infected with HIV-1 subtypes B
(10) and subtype C (12) were included in the study. Ethical approval was obtained from the Comité
National d’Ethique pour la Recherche in Luxembourg. Mean plasma viral load (VL) (Abbott m2000
RealTime HIV-1 assay) and CD4 counts were comparable for patients infected with either subtype:
mean VL for subtype B was 34181 RNA copies/ml [range: 635-124657] and mean VL for subtype C
was 38223 RNA copies/ml [range: 1759->500000]; mean CD4 count was 386 cell/mm? [range: 110-
610] for subtype B-infected patients and 368 [range: 100-760] for subtype C-infected patients. HIV-1
subtype was assigned from HIV-1 PR-RT and Env sequences (V3-loop and gp41CT) using COMET

(www.comet.retrovirology.lu) and the REGA HIV subtyping tool [128]. A phylogenetic tree (GTR+G

model) with 1000 bootstrap values was inferred for the PR-RT and Env gp41CT sequences
with RAXML version 7.6.0. Reference strain G.BE.96.DRCBL.AF084936 was used as the outgroup for
the tree. Phylogenetic analysis confirmed the samples were unrelated (data not shown). Coreceptor
usage was determined as described in [129]. Subtype B samples included 7 strictly R5, 1 R5/X4 and

2 strictly X4 strains; 10 subtype C strains were strictly R5 and 2 were R5/X4.
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Env amplification: One ml of plasma was centrifuged at 24 000g for 1 hour at 4°C and viral RNA
was extracted from the pellet using the Qiagen Viral RNA extraction kit (Qiagen, Hilden, Germany)
according to the manufacturer's instructions. Viral cDNA was synthesized in a one-step RT-PCR
reaction using forward primer KVLOO8 and reverse primer KVLO09 [130] as described in [131]. A
nested PCR was performed using 2 pl of the amplified cDNA. To amplify the sequence spanning the
Env ectodomain (gp140) forward primer rec.envHXB2_Fp (5-TAGGCATYTCCTATGGCAGGAA'-3’)

and reverse primer rec.HR1-2_RP (5-CTCTCTCTCCACCTTCTTCTTC-3’) were used as described in

[132]. To amplify the full Env (gp160) we used the same forward primer (rec.envHXB2_Fp) and
subtype-dependent reverse primers: Rp-fullEnv-B (5-TCGTCTCATTCTTTCCCTTAC-3’) for subtype
B samples and Rp-fullEnv-C (5-TCMTCTYATTCTTTCYCTTAC-3’) for subtype C samples. Nested
PCR reactions were performed in 50 pl mix containing 2 mM MgSQOy, 0.2 mM of each dNTP, 20 uM of
each primer, 2.5 U Platinum Taq High Fidelity DNA. The amplification conditions were: initial
denaturation cycle of 95°C for 3 min, 35 cycles of denaturation at 95°C for 30 sec, annealing at 48°C
for 30 sec and extension at 68°C for 3 min, and a final 10 min extension step at 68°C. Amplification
was verified by agarose gel electrophoresis. To avoid PCR selection, five independent ampilifications
were performed in parallel for each sample and were pooled for recombinant virus production and for
DNA sequencing. Two reference clones NL4.3 (X4 tropic) [133] and NLADS8 (R5 tropic) [82] were

included as controls in all our experiments.

Sequencing of gp41CT and MA: The V3-loop and gp41CT from patients were sequenced from the
same amplicons used to produce Env-recombinant viruses to avoid PCR-selection biases.
Sequencing was performed using BigDye Terminator v3.1 dye on a Applied Biosystems 3500 xL DX
genetic analyzer (Applied Biosystems Europe BV, Belgium). Sense primers 6951 and 6990 and
reverse primer 7336 [134] were used to sequence the V3-loop; sense primer AV326 and reverse

primer AV331 [130] were used to sequence the gp41CT.

MA was sequenced from the same RNA extracted and used for Env amplification. A cDNA was
synthesized and amplified from 10 pyl RNA in a one-step PCR reaction using forward primer KVL64
and Reverse primer KVL79 [135] (20 uM each) and 2 pl Superscript lll One Step RT-PCR and
Platinum High Fidelity Taq (Invitrogen) as described in [135] and 2 pl of cDNA were further amplified

using Forward primer KVL66 and Reverse primer KVL80 [135] as described in [135]. Amplicon size
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and quality was verified by agarose gel electrophoresis and sequenced using primers KVL066,
KVL080, KVL081 and GA1 [135]. Sequences were aligned and analyzed using the CLC Bio Main

Workbench 6.82 software. The consensus sequence logos were generated with WebLogo3.3.

Construction of viral backbones: pNL4.3AEnv (Fig 1A) and pNL4.3AEC (Fig 1B) were generated
by deleting the Env ectodomain or the full Env from pNL4.3 respectively and replacing it by a Afel
restriction site for linearization. To construct NL4.3AEC, the Sall-Xho!l fragment from
pNL4.3AEnv.EC.Luc [132] was cloned into pNL4.3. pNL4.3AEnv.EC.Luc [132] is deleted of the Env
ectodomain (gp140 and contains a Afel restriction site for linearization. The Sall-BamHI fragment
containing the remaining cytoplasmic tail of gp41 was then cloned back into the Sall-BamHI-digested
plasmid pNL4.3. To construct pNL4.3AEnv. The EcoRI-Xhol fragment from pNL4.3 was subcloned
into pBluescript KS+ (Stratagene, Amsterdam, Netherlands), the entire Envelope (gp160) was deleted
from pBluescript.Env through inverse PCR using phosphorylated primers Rp_del.full.Env: 5'-
GCTGTCTTCTGCTCTTTCTATTAG-3' and Fp_del.ful.LEnv: 5-GCTATGGGTGGCAAGTGGTC-3'
designed to introduce a Afel restriction site (underlined), Dpnl/ digested and ligated to create
pBluescriptAEnv.Afel. The EcoRI-Xhol fragment from pBluescriptAEnv.Afel was transferred back to

pNL4.3, generating pNL4.3AEnv. All constructs were sequenced to verify correct cloning.

Production of Env and EnvEC Recombinant Viruses: Recombinant viral particles were produced
by cotransfection of 8 pg of Afellinearized pNL4.3AEnv or pNL4.3AEC backbones (Westburg,
Leusden, Netherlands) and patient-derived Env PCR amplicons (10 pl of EnvEC amplicon and 30 pl
full Env amplicon) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Merelbeke, Belgium) according to the
manufacturer's recommendations. Cell-free culture supernatants were collected 48 hours post
transfection, clarified by centrifugation and stored at -80°C until use. Amplicons produced from
pNL4.3 (X4) and pNLADS8 (R5) plasmids were used as positive controls and viral-like particles lacking
an envelope produced by transfecting solely the linearized backbone was used to assess background
noise. Viral production was determined by quantifying p24 capsid protein using a p24 ELISA test

(Innogenetics, Belgium).
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Infections: PHA-P-activated CD4+ T cells (105 cells/ well of U-shaped 96-well plates) or differentiated
MDMs (3x10° cells/well of a 96-well plate) maintained in MDM medium supplemented with 20% FCS
were infected with normalized amounts of Env and EC- recombinant virus pairs (10 ng/ml equivalent
p24) by spinoculation (1200g for 2 hours at 25°C). Because it has been shown that the impact of
gp41CT truncations in primary CD4+ T cells and in non-permissive T cells lines can be overrode by
high viral gene expression such as those reached at saturating viral inputs [71], we first tested serially
diluted viral inputs that reproducibly infected primary CD4+ T cells and MDMs without saturating the
system, and found 10 ng/ml equivalent p24 to meet these criteria (data not shown). After
spinoculation, CD4+ T cells were incubated for 1 hour at 37°C and the medium was replaced by fresh
IL-2-containing medium. MDMs were incubated for 2 hours at 37°C and medium was replaced by
fresh MDM medium containing 10% FCS. Viral supernatants were collected at days 3, 5, 7 and 9-10
for CD4+ T cells and at days 4, 7 and 10 for MDMs and stored at -80°C. Viral replication was assayed
by measuring p24 in culture supernatants by ELISA (Innogenetics, Belgium). All infections were
performed in triplicate or quadruplicate wells. For some experiments, MDM infections were repeated
in the presence of 2.5 mM deoxynucleosides (Sigma, Borneim, Belgium) added to cells 12 hours prior
to infection with recombinant viruses. To exclude any intrinsic bias due to the recombination step,
NL4.3 and AD8 Env- and EnvEC-recombinant virus pairs were included in each experiment to verify
they had comparable replication levels, as their Envs, and particularly the gp41CT (NL4.3-derived) is
identical regardless of the backbone and Env amplicon used.

For presentation of virions by DCs, 10° MDDCs were seeded per well of a 96-well plate, loaded with
10 ng/ml equivalent p24 and spinoculated for 2 hours at 25°C at 1200g, cells were cultured for 1hour
at 37°C, washed, then 10° CD4+ T cells were added to the MDDC culture. Medium was replaced

every 2-3 days, and p24 in culture supernatants was monitored at days 5 and 7.

Site-directed-mutagenesis: To introduce subtype C polymorphisms into pNLAD8 Env, the EcoRI-
Xhol fragment of pPNLAD8 was subcloned into pBluescript KS(+).To insert the seven AA into pNLADS,
a synthetic gene spanning the BamHI-Xhol fragment of pNLAD8 and containing the 7 amino acid
sequence insert SSLRGLQ was generated by Genscript and cloned into pBluescript-NLAD8Env
generating pBluescript-NLAD8 . The following sets of primers were designed to introduce the FIL;7g

motif:  Fp_FIL4HXB2  (5-GAGACTTCATCTTGATTGTAACG-3’) and Rp_FIL4HXB2 (5-
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CGTTACAATCAAGATGAAGTCTC-3), the LQgss motif: Fp_LQ4HXB2 (5™-
GGATTTTGCAATAAGATGGGTG-3) and Rp_LQ4HXB2 (5-CACCCATCTTATTGCAAAATCC-3)
into pBluescript-NLADSEnv and pBluescript-NLAD8 " using the QuikChange Il Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, Netherlands). The following mutant NLAD8 Envs were
generated: NLADSEnv™-, NLADSEnv'®, NLADSEnv'"“"® NLADSEnv‘’** ~NLAD8Env"" A
NLAD8EnV+7AA+LQ, NLAD8EnV+7AA+FIL+LQ.

To revert polymorphisms within subtype C Envs, two Envs (0266 and 1671) containing all the
subtype-C specific polymorphisms associated respectively with very poor (0266) and with
intermediate (1671) viral replication were selected. PCR amplicons spanning the full Env (gp160)
were TA-cloned into the pGEM-T-easy vector (Promega) and site-directed mutagenesis was
performed using the following primers: Fp_LL_gp41end (5-GAAGCAGCTTTGCTATAAAATGG-3’)
and Rp_LL_gp41end(5-CCATTTTATAGCAAAGCTGCTTC-3’) to revert the C-terminal LQgsg motif to
LLgse in both Envs; for reversion of FIL;75 1o LLL77, virus specific primer pairs were used to preserve
flanking sequences: for Env 0266 primers Fp_LLLIso (5-ATTGAGAGACTTGTTATTGATTG-3’) and
Rp_LLLIso (5-CAATCAATAACAAGTCTCTCAAT-3’), and for Env 1671 primers: Fp_LLLValine (5-
ATTGAGAGACTTGTTATTGGTG-3) and Rp_LLLValine (5-CACCAATAACAAGTCTCTCAAT-3).
The 7 amino acid insertion was removed by inverse PCR using phosphorylated primers:
Elim7AAreverse (5-GTGGAACTTCTGGGACGCAG-3)) and Elim7AAforward (5™
GGGGTGGGAAGCCCTTAAATATCTG -3). The following mutants were generated for Envs 0266
and 1671: 0266/1671Env"™", 0266/1671Env""*®,  0266/1671EnvV"""""*  0266/1671Env ™,
0266/1671Env "4t 0266/1671Eny A H5% 0266/1671Eny 7AA+HHLALE%6,

Mutagenesis was verified by sequencing for all mutants. Env mutants expressed in pBluescript were
used to generate inner full Env PCR amplicons and Env recombinant viruses were produced by

cotransfection with pNL4.3AEnv as above, and compared to the wild type (wt) Env recombinants.

Env incorporation into viral particles: Supernatants from CD4+ T cells infected with Env and
EnvEC recombinant viruses were purified on a sucrose cushion composed of 60%, 50%, 40%, 30%,
20% and 10% sucrose using a Beckman Optima MAX Ultracentrifuge at 50 000 rpm for 16 hours at
4°C. The fractions containing purified virions were harvested and concentrated at 25 000g for 16

hours at 4°C, then lysed with Laemmli buffer supplemented with 2-B-mercaptoethanol at a 1:1 ratio
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and the mixture was heated at 95°C for 10 min prior to loading on 12% SDS-PAGE gel (Bio-Rad,
Belgium). For immunoblotting, proteins were transferred to nitrocellulose membranes, incubated
overnight at 4°C in 15 ml PBS containing 0.05% Tween 20 and primary antibodies 13.3 pg/ml goat
polyclonal anti-HIV-1 gp120 and 0.4 pg/ml mouse anti-HIV-1 p24 monoclonal antibody 39/6.14
(Abcam, Cambridge UK). Membranes were then washed with PBS containing 0.05% Tween 20,
incubated for one hour with 0.05 pg/ml donkey anti-goat and 1.25ug/ml rabbit anti-mouse IgG
conjugated to HRP (Sigma-Belgium) and the bands developed with Opti-4CN substrate (Bio-Rad,
Belgium) according to manufacturer’s instructions.

Gp120 at the surface of virions produced from infected CD4+ T cells was quantified using a gp120
ELISA adapted from [62, 136]. Briefly, infected culture supernatants were pooled and virions were
lysed in TNE buffer (50 mM Tris-HCI [pH 7.4], 100 mM NaCl, 0.5 mM EDTA) supplemented with 1%
Triton X-100 and protease inhibitors and p24 was quantified by ELISA (Innogenetics).150 pl of viral
culture supernatant and 100 pl of TBS supplemented with 1% Nonidet P-40 were incubated in 96-well
microtiter Nunc plates (Thermo Electron Corporation) previously coated overnight with 5 pg/ml anti-
gp120 antibody D7324 (Aalto). After a 2-hour gp120 capture step at room temperature, wells were
washed twice with TBS and incubated for 1 hour at room temperature with 100 pl (1 pg/ml) of human
anti-gp120 antibody (2G12, Polynum) diluted in TMT/SS buffer (TBS containing 4% skimmed milk,
0.5% Tween20 and 20% sheep serum) and for one hour with 100 pl peroxidase-conjugated anti-
human secondary F(ab), antibody (Invitrogen) (1/2000 in TMT/SS buffer). The gp120/p24 ratio was

calculated.

Confocal Microscopy: For CD4+ T cell staining, quadruplicate wells infected with Env and EnvEC
recombinants as described above were washed at day 7, pooled and seeded in Nunc Lab-Teck
chambers previously coated with 100 pg/ml poly-L-lysine for 2 hours at 37°C. For MDM staining,
2.5x10° monocytes/chamber were plated in Nunc Lab-Teck 8-chamber microscope slides (VWR,
Leuven, Belgium), allowed to differentiate into MDMs for 7 days, and infected with Env and EnvEC
recombinant viruses (10 ng/ml equivalent p24). For staining, cells were washed and fixed with cold
absolut ethanol for 10 min, and incubated with goat polyclonal anti-HIV-1 gp120 and mouse anti-MA
clone 17-1 (Abcam) in blocking buffer (PBS containing 2% BSA and 5% human serum) for 1 hour,

washed with PBS three times and subsequently incubated with donkey anti-goat IgG then goat anti-
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mouse IgG secondary antibodies coupled to Alexa Fluor 488 and Alexa Fluor 568 (all from
Invitrogen). Confocal microscopy images were captured with a Zeiss LSM510 META confocal laser
scanning microscope (Jena, Germany) equipped with a 40x Plan-NeoFluar oil immersion objective
(numerical aperture 1.3). Analysis was performed with Huygens Essential image processing software

package.
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Figure Legends

Figure 1: Molecular constructs pNL4.3AEC and pNL4.3Aenv. The molecular constructs were
based on the pNL4.3 infectious clone deleted of the Env gp120+gp41 ectodomain (gp140, AEnvEC)
(A) or of the entire Env (gp160, AEnv) (B) by inverse PCR. Infectious viral particles expressing
patient-derived Env or EnvEC sequences are generated by co-transfecting HEK293 cells with the
linearized pNL4.3AEnvEC or pNL4.3AEnv backbones and a PCR amplicon spanning the target region

(gp140 or gp160 respectively).

Figure 2. Replication of Env and EnvEC recombinant virus pairs in CD4+ T cells (A and B) and
in MDMs (C and D). 10° CD4+ T cells (A) or 3x10° MDMs (C) were infected with 10 ng/ml equivalent
p24 of Env or EnvEC recombinant viruses. Viral infection was monitored by measuring p24 in culture
supernatants at days 3, 5, 7 and 10. Infections at day 5 for CD4+ T cells and at day 7 for MDMs are
reported here. Each dot represents one infection experiment performed with cells from a different
donor. All infections were performed in triplicate wells. Statistically different means are indicated. (B
and D): The same results are represented for each individual Env, as the ratio of p24 in supernatants
from cells infected with Env recombinant viruses/p24 in the supernatants of cells infected with the
corresponding EnvEC recombinant virus, in CD4+ T cells (B) and MDMs (D). A positive ratio indicates
that the wt recombinant replicates better than its chimeric counterpart containing the isogenic gp140
and the gp41CT of NL4.3 and a negative ratio implies the recombinant virus containing the chimeric
Env replicates better than the wt Env. All infections were performed in triplicate or quadruplicate wells.
Because of inter-donor variability, results are presented as individual experiments performed with

CD4+ T cells and MDMs from independent donors.

Figure 3. Transmission of subtype C Env and EnvEC recombinant virus pairs by mature
MDDCs to CD4+ T cells. 10° MDDCs were loaded with subtype C Env and EnvEC recombinant
viruses, then incubated with 10° CD4+ T cells. Viral infection was monitored by measuring p24 in

culture supernatants at days 5 and 7 Infections at day 5 are presented. Each dot represents one
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infection experiment performed with cells from a different donor. All infections were performed in

triplicate wells. Statistically different means are indicated.

Figure 4. Intracellular localization of p55Gag and Env in CD4+ T cells and in MDMs. A and C.
CD4+ T cells (10° cells per well of a 96-well plate) were infected with 10 ng/ml equivalent p24 of
subtype B (A) or subtype C (C) Env and EnvEC recombinant virus pairs by spinoculation. At day 5
post-infection, cells were pooled and seeded on poly-L-lysine coated Lab-Teck coverslips. Cells were
permeabilized and stained with antibodies against gp120 and p17. Intracellular localization of gp120
(green) and p55Gag (MA, red) in CD4+ T cells infected with subtype B Env and EnvEC recombinant
virus pairs, or with subtype C Env and EnvEC recombinant virus pairs. B and D. MDMS (2.5x10°
cells/chamber of a Lab-Teck coverslip) were infected with 10 ng/ml equivalent p24 Env or EnvEC
recombinant viruses. Intracellular localization of gp120 (red) and p17 (green) in MDMs infected with
subtype B (B) and subtype C (D) Env and EnvEC recombinant viruses. Images were captured with a
Zeiss LSM510 META confocal laser scanning microscope (Jena, Germany) equipped with a 40x

Plan-NeoFluar oil immersion objective (numerical aperture 1.3).

Figure 5. Env incorporation into virions. A. Virions produced from CD4+ T cells were purified by
ultracentrifugation on a sucrose cushion and concentrated, then immunoblotted with mouse
monoclonal antibody against p24 and goat polyclonal antibody against gp120. B. The gp120:p24 ratio

in virions produced by CD4+ T cells was evaluated by ELISA.

Fig 6. gp41CT sequence analysis. A sequence alignment of subtype C strain MA against the
NL4.3 reference and consensus logos. Residues described to partake in the interaction of MA with
Env and in Env incorporation into virions are Lg, Sg [47, 79], L2, Lao, Va4 [78, 80], K32 [52], L4g [81], the
basic domain of MA (AA 17-21) [82], and basic residues 17-21 [40, 52, 53, 55, 70, 74, 83]. AA
involved in p55Gag trafficking via adaptor proteins (AP-1, 2 and 3), include Y43, and Vy35 at the MA-
CA junction [84-87]. B. Sequence alignment of subtype B and subtype C gp41CT sequences

against the NL4.3 reference. The Y71,SPL, Ygp.Wso3, P1rRIR and tri-leucine LLL;7, di-leucine motifs
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LLgoo and C-terminal LlLgsg motifs are boxed. The locations are assigned based on the NL4.3
reference sequence. Sequence alignments were performed by CLC Main Workbench 6.8.2 Software
(Aarhus, Denmark). C. Consensus sequence logos of alighed gp41CT regions generated with
WebLogo3.3. (i) Consensus logo of subtype B (ii) Consensus logo of subtype C with mildly
decreased or unaffected replication capacity, (iii) Consensus logo of subtype C gp41CT with impaired
replication. The location of the LLP a-helices and sequences that were mutated are boxed (orange)
and indicated by arrows. The locations are based on NL4.3. The Polymorphisms differing between

subtypes B and C are boxed (green).

Figure 7. Replication capacity in CD4+ T cells and Env incorporation into virions of NLAD8™",
1671™" and 0266™" recombinant viruses. CD4+ T cells (10° cells per well) were infected with the
following NLAD8 mutant Env recombinant viruses: NLADS8Env™, NLAD8Env-®, NLADSEnv™"*¢,
NLAD8Env*", NLADSEnv"***F'*  NLADSEnv*"***'? NLAD8Env" "9 (A) or with the following
subtype C Env recombinant viruses (B and C): 1671/0266Env™™", 1671/0266Env--2%,
1671/0266Env-"""%% 1671/0266Env™,  1671/0266Env A" 1671/0266Env A%
1671/0266Env A48 vira| replication (p24) was measured in the supernatant at days 3, 5, 7 and
11 post-infection, and infection at day 5 is reported here, as a percentage of wt infection. Infections
were performed in triplicate wells. Individual experiments performed with CD4+ T cells from different
donors are reported to account for inter-donor variability. D and E. NLAD8™" (D) and 1671™" (E)
virions produced from CD4" T cells were purified by ultracentrifugation on a sucrose cushion and
concentrated, then immunoblotted with mouse monoclonal antibody against p24 and goat polyclonal

antibody against gp120. Infection with the 1671%%

mutant was undetectable in supernatants from
CD4+ T cell cultures, and accordingly, p24 and gp120 could not be detected by WB. Infection with all

0266™" recombinant viruses was undetectable.
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Discussion

Beaucoup d’efforts ont été déployés pour décrypter les mécanismes employés par
I’enveloppe virale du VIH pour permettre I'infection de cellules cibles. Néanmoins, la
gueue intracytoplasmique de I'enveloppe a été peu étudiée, tant au niveau de ses
interactions et propriétés que des polymorphismes inhérents aux divers sous-types de VIH.
La majorité des connaissances actuelles sur gp41CT proviennent d’expériences réalisées a
partir du clone de référence NL4.3 ayant subi des délétions totales ou partielles de la
gp41CT (363, 368, 389, 390) ou d’expériences de mutagénese dirigée comprenant
I’élimination ou la substitution de motifs ciblés intervenant dans le trafic intracellulaire
(379-381, 423) et/ou la mutation de motifs dileucine (401, 403, 414) ou d’acides aminés
chargés (367, 391). Seules deux équipes se sont penchées sur les polymorphismes de la
gp41CT, I'une en se concentrant sur des mutations spontanées dans les motifs impliqués
dans le trafic intracellulaire (424) et I'autre en étudiant la co-évolution de Env et de MA
(387). Enfin, les polymorphismes rencontrés au niveau de sous-types viraux ont été décrits,
cependant ces études sont restreintes a |'observation de propriétés biochimiques et
structurelles de peptides issus de gp41CT correspondant aux a-hélices LLP-2/3 et LLP-1
(425, 426).

Ce travail se penche sur I'impact fonctionnel de polymorphismes dans le domaine
gp41CT sur l'infectivité. Nous avons adapté une stratégie permettant d’éviter le recours a
des délétions d’une part, et permettant de conserver l'interaction autologue entre la gp120
etlagp41 au niveau des enveloppes primaires d’autre part. De plus, cette approche permet
de préserver la variabilité des quasi-especes virales en évitant I'utilisation de clones. Nous
nous sommes concentrés sur les sous-types C et B. En effet, presque la moitié des
infections mondiales sont causées par des infections de virus de sous-type C(28) et le sous-
type B est le plus investigué car il sévit en Amérique du Nord, en Europe et en Australie. Or
des études ont décrit que le sous-type C a une plus faible capacité réplicative in vitro (427).
Nos résultats concordent partiellement avec ces études, dans la mesure ou les virus
exprimant une enveloppe de sous-type B (recombinants Env ou EnvEC) présentent une

capacité réplicative supérieure a celle des virus comportant une enveloppe de sous-type C
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dans les LT CD4+, mais pas dans les macrophages. La comparaison des capacités
réplicatives des recombinants Env et EnvEC autologues de sous-types B et C (sous-type B
Env = sous-type B EnvEC > sous-type C EnvEC > sous-type C Env) indique que des
polymorphismes dans I'ectodomaine de Env ainsi que dans la gp41CT sont responsables de
la faible réplication des recombinants de sous-type C. Des études précédentes montrent
qgue I'enveloppe est un déterminant important de la capacité réplicative (428, 429), sans
toutefois distinguer la contribution relative des différentes régions de Env.

Ce défaut de réplication ne semble toutefois pas provenir d'un défaut
d’incorporation de Env dans les virions produits. En effet, non seulement la réplication des
paires de virus Env et EnvEC était similaire dans les macrophages aussi bien que lors de la
production de virus par transfection, mais encore, lorsqu’elles ont pu étre dosées, les
proportions Env:Gag étaient comparables entre paires de virus. Malheureusement, la
faible quantité de virions produits par les LT CD4+ a compliqué, voire rendu impossible, le
dosage exact des quantités d’Env incorporées dans les virions recombinants, surtout pour
les recombinants Env de sous-type C. Des expériences d’infection de cellules TZM-bl (Hela-
CD4-CCR5 exprimant les genes rapporteurs luciferase et ff-galactosidase sous le contrdle
du promoteur LTR) sont en cours. Cette approche est indirecte et ne permet pas de
guantifier formellement le nombre de molécules Env incorporées dans chaque virus, mais
fournit une indication sur l'infectivité des virus produits, qui est proportionnelle a la
quantité d’Env incorporée. L’analyse par microscopie confocale de la localisation
intracellulaire de Env et de Gag dans des LT CD4+ infectés montre que gp120 est exprimée
normalement et forme des agrégats similaires que ce soit lors de l'infection par des
recombinants Env ou EnvEC de sous-type B ou C, suggérant |'absence d’altérations de
transcription et de transport intracellulaire. Cette observation est en accord avec I'extréme
conservation des motifs de trafic intracellulaires, notamment du motif Y71,SPL qui est
impligué dans l'internalisation de I'enveloppe virale (379, 380), du motif Yg02Wsos qui
intervient dans le transport rétrograde de I'enveloppe depuis I'endosome tardif vers le
réseau trans-golgien (385, 404, 424), ainsi que des résidus cystéine de LLP-1 et des résidus

aromatique qui interviendraient dans I’association avec les radeaux lipidiques (430, 431).

En revanche, la faible réplication virale dans les LT CD4+ était associée a une

diminution ou a I'absence d’agrégats Pr55%% dans les LT CD4+ infectés par les virus
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recombinants Env de sous-type C. A l'inverse, des agrégats Pr55%% étaient détectés a la
membrane des LT CD4+ infectés par les virus appariés exprimant I’ectodomaine de sous-
type C fusionné au domaine gp41CT de NL4.3 ou par des recombinants avec des Env de
sous-type B. Ainsi, seules les infections par des recombinants gp41CT de sous-type C
induisent une altération de I'expression ou de la distribution de Gag dans les LT CD4+.
Certaines Env de sous-type C avaient une capacité réplicative plus de 10 fois plus faible que
I’'hnomologue EnvEC, et pour d’autres, la capacité réplicative est 4-6 fois plus faible. Or dans
les LT CD4+ infectés par les Env a trés faible capacité réplicative, les agrégats Pr5562 étaient
invisibles, alors que pour les Env a capacité réplicative légerement moins faible, quelques
agrégats étaient visibles. Des études menées a I'aide de mutants délétés du domaine
gp41CT montrent I'absence de polarisation de Pr55%% (56, 388, 432). Nos résultats
suggérent que des polymorphismes dans gp41CT peuvent moduler la capacité de Pr55%3
a s’agréger et a polariser au site d’assemblage alors que des délétions de gp41CT abrogent
complétement I'agrégation de Pr5562,

Le domaine gp41CT interagit avec la protéine virale Pr55%% au niveau de MA lors
de I’'assemblage viral (55, 57, 64, 65, 433, 434) et cette association est indispensable a la
génération de particules virales infectieuses. Or dans notre systéme, le domaine gp41CT
de sous-type C se trouve dans un contexte génétique de sous-type B, ce qui pourrait a priori
se traduire par une mauvaise affinité entre le domaine gp41CT de sous-type C et la protéine
Gag de sous-type B. Or, des études (55, 57, 64, 65, 433, 434) ont été effectuées par
transfection dans des cellules HEK, dans des systéemes comparables a celui utilisé ici pour
produire les particules virales. Dans notre systeme, il n’y a pas de différence de production
virale lors de la transfection de cellules HEK. De plus, une incompatibilité entre MA de sous-
type B et domaine gp41CT de sous-type C aurait di affecter la réplication dans les
macrophages aussi bien que dans les LT CD4+, alors que ce phénotype n’est observé que
dans les LT CD4+, mais ni dans les cellules productrices HEK transfectées, ni dans les
macrophages. Deuxiemement, la quantification d’Env incorporée dans les virions indique
gue le nombre d’Env par virion est similaire entre les recombinants Env et les EnvEC de
sous-type B et entre les virus Env et EnvEC de sous-type C. Bien que cette quantification
n’ait pas pu étre réalisée pour tous les virus recombinants a cause des productions virales
trop faibles, les résultats sont congruents entre paires de virus. Troisiemement, le

séquencage des MA correspondantes des souches de sous-type C n’a mis en évidence
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aucune mutation aux positions connues pour interagir avec Env et qui permettent
I'incorporation dans les particules virales (55, 59, 63, 69, 368, 435, 436). Le clonage de deux
MA de sous-type C (d’'une souche avec capacité réplicative intermédiaire et d’une souche
avec faible capacité réplicative) est en cours, afin de vérifier formellement que I"utilisation
d’un backbone de sous-type B avec des gp41CT de sous-type C n’introduit pas un biais
intrinseque au systéme. L'ensemble de ces éléments indique que les phénotypes
d’infection différents ne proviendraient donc par d’un manque d’enveloppe a la surface
des virions ayant la gp41CT sous-type C, mais au faible nombre de particules virales
produites par chaque LT CD4+ infecté.

Dans les MDMs, ou la réplication virale est comparable quelle que soit I'enveloppe
et quelle que soit I'origine du domaine gp41CT, la microscopie confocale permet de
visualiser des agrégats Env aussi bien que des agrégats Gag, ainsi que plusieurs sites de
colocalisation de Gag et Env. Aucune différence de distribution ou de niveau d’expression
n’a pu étre visualisée lors de I'infection par des virus exprimant des enveloppes de sous-
type B ou C, ce qui indique que les polymorphismes du domaine gp41CT n’ont pas le méme
impact dans ces cellules. Ces résultats sont a premiére vue surprenants puisque lors
d’expériences basées sur des délétions de gp41CT, les phénotypes résultants étaient
similaires dans les MDMs et les LT CD4+ (368). Néanmoins, dans ces études, la délétion de
gp41CT inhibe la réplication virale dans les cellules non permissives telles que les LT CD4+
et les MDMs en diminuant I'incorporation de Env dans les virions produits. Ce mécanisme
différe de celui que nous avons observé dans cette étude.

L'infection des MDMs par les virus recombinants résulte en des taux de réplication
virale nettement plus faibles que ceux atteints dans les LT CD4+ (I'infection est inférieure
de 2 a 3 ordres de grandeur). Ceci s’explique généralement par le fait que les MDMs
possedent un réservoir de dNTPs restreint, ainsi que des facteurs de restriction qui
répriment l'infection, tels que SAMHD1 (256-260, 294). Alimenter le réservoir de dNTPs
afin d’étre dans des conditions plus proches des LT CD4+ (437) a effectivement augmenté
la production virale dans les MDMs, mais n’a pas changé le phénotype gp41CT-induit,
suggérant un mécanisme indépendant du pool de dNTPs.

I a été montré que dans les MDMs, ou dans les cocultures MDM-LT CD4+,
I'agrégation de Gag au niveau de la synapse virologique est indépendant de Env (438), alors

que les LT CD4+ requierent l'interaction Env-Gag pour la formation de synapses
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virologiques (439, 440). Ces observations s’accordent avec ’homogénéité des capacités
réplicatives mesurées dans les MDMs mais non dans les LT CD4+ et suggéerent que les
différences de réplication virale liées a gp41CT observées dans les LT CD4+ pourraient
impliquer un facteur cellulaire qui differe entre les LT CD4+ et les MDMs. De plus amples
investigations doivent étre menées afin de déterminer s’il s’agit d’un facteur de restriction
qui est inactivé par les gp41CT de sous-type B dans les LT CD4+, et qui serait absent des
MDMs, ou a l'inverse d’un facteur cellulaire favorisant la réplication virale qui interagirait
mieux avec le domaine gp41CT de sous-type B et qui serait absent dans les MDMs. Le fait
gu’il n’y ait pas de différence entre les infections par le sous-type B ou C dans les MDMs et
que la réplication soit bien plus faible dans ces derniers soutient plutét la derniére
hypothése.

En regard des quatre modeles d’assemblage viral proposés (334) (6.3.4.1), il n’est
pas exclu que plusieurs modeéles co-existent, et dépendent du type cellulaire et/ou de son
état (activation, différenciation...). Ainsi, nous proposons qu’un facteur cellulaire présent
dans les LT CD4+ activés participe a ’agrégation de Pr55%% induite par le domaine gp41CT.
Le domaine gp41CT de sous-type B interagirait efficacement avec ce facteur et induirait
I'agrégation et la polarisation de Pr55%% 3 la membrane cellulaire, alors que cette
interaction serait moins efficace avec le domaine gp41CT d’autres sous-types, et
notamment de sous-type C. L’absence de ce facteur des MDMs expliquerait les capacités
réplicatives faibles et similaires. Ceci laisse penser qu’il y a un assemblage basal qui assure
un minimum d’interaction Gag/Env. Dans les macrophages, cellules présentatrices par
excellence, le réseau de vésicules impliquées dans le trafic pourraient faciliter la rencontre
Env/Gag. Dans les LT CD4+ activés, un facteur intermédiaire interagissant avec le domaine
gp41CT et avec Gag jouerait un role intermédiaire ou un réle de chaperonne favorisant
I'assemblage de Gag et de Env. Ce modele est également en accord avec la distribution de
Pr55%% dans les MDMs et avec la présence de nombreux points de colocalisation Env/Gag
observés dans les macrophages, alors que ceux-ci sont invisibles dans les LT CD4+. Une
autre explication, non exclusive, pourrait étre que les macrophages produisant peu de
virus, ces signaux de colocalisation refletent la concentration de composants viraux dans
les invaginations reliées a la membrane des macrophages (297, 441, 442), ou de virions
stockés dans les compartiments VCC prés de la surface cellulaire (298, 443). Dans ce cas,

I'ajout de dNTP exogénes pour augmenter les niveaux de réplication dans la MDMs devrait
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permettre de visualiser des agrégats Pr555% par microscopie confocale. Ces hypothéses
doivent étre vérifiées ultérieurement.

Plusieurs facteurs, tels que les radeaux lipidiques et la protéine TIP47 ont déja été
proposés comme jouant le role d’intermédiaire dans I'interaction Env-Gag (334, 385, 404).
Néanmoins ces facteurs sont présents dans les macrophages. De plus, le role de TIP47
comme intermédiaire dans la liaison Env-Gag a été réfuté (386). Il est possible que des
résultats contradictoires refletent des différences de systemes expérimentaux utilisés.

Il a été rapporté récemment que la transfection de souches virales résulte en de
nombreux agrégats Gag et Env a la surface des lignées cellulaires transfectées (69). La
proximité des protéines permettrait la formation de sites d’assemblage. L'étude estime a
50-90% le pourcentage de protéines qui forment les sites d’assemblage (69). Or la quantité
et la proximité des deux protéines virales dans les cellules primaires infectées par les
recombinants Env ou EnvEC est considérablement moindre. De plus, nous avons utilisé des
concentrations non-saturantes de virus recombinants lors des infections afin d’éviter de
masquer des effets par des niveaux tres élevés de virus (370), contrairement a I'étude de
Muranyi et al. dans laquelle le systeme est saturé. Ces différences pourraient expliquer les
différences quantitatives que nous observons, ainsi que le faible nombre de colocalisations
ou de sites d’assemblage entre Env et Gag dans les LT CD4+ méme lors d’infections tres
productives par des Env de sous-type B. En effet, nos images sont plus proches de celles
publiées par Groot et al. (439) dans des cellules primaires (MDMs et LT CD4+) infectés par
la souche de référence Bal.

Bien que les particules recombinantes qui expriment un domaine gp41CT de sous-
type C présentent une faible capacité réplicative dans les LT CD4+, il n’est pas exclu que les
virus primaires de sous-type C ne possedent dans leur génome des mutations
compensatrices qui améliorent la réplication de ces virus. Ainsi, il a été récemment montré
que la gp41CT intervient aussi dans I'activation du facteur de transcription NF-kB (411). Or,
les virus de sous-type C possédent un site NF-kB supplémentaire dans leur promoteur LTR
(36), ce qui peut augmenter la transcription virale, bien que le motif Y7esxxL qui est impliqué
dans l'interaction avec TAK-1 pour activer NF-kB, soit est conservé dans toutes les gp41CT
incluses dans cette étude. Par ailleurs, les LT CD4+ utilisés dans cette étude étaient
fortement activées (que ce soit par de la phytohémagglutinine ou par les MDDCs), alors

gue Postler et al décrivent que I’activation de la voie NF-kB par le domaine gp41CT dans

76



des LT CD4+ suboptimalement activés (411). Enfin, si le défaut de réplication dans les LT
CDA4+ résultait d’'un défaut d’activation, il est fort probable que I'expression de Env serait
elle aussi diminuée. Néanmoins ces pistes doivent étre explorées par des expériences de
mesure d’induction de facteurs de transcription et d’induction de la transcription a partir

du LTR avant de pouvoir étre exclues.

Nous nous sommes également penchés sur les séquences des gp41CT de sous-type
C et avons mis en évidence 3 motifs qui semblaient récurrents dans les recombinants
gp41CT de sous-type C moins infectieux. Les motifs identifiés sont les suivants : (i) le motif
LQsgse situé a I'extrémité C-terminale de Env, qui est un motif dileucine dans le sous-type B,
(ii) le motif FIL;76 situé dans le domaine LLP-2 et qui est un motif LLL776 dans le sous-type B
et enfin (iii) une insertion de sept acides aminées (7AA) qui est absente du sous-type B. Les
deux motifs dileucine ont été investigués précédemment dans le sous-type B. Le motif
dileucine LLsss est impliqué dans le transit intracellulaire, et plus particulierement dans
I'internalisation de Env par I'intermédiaire de AP-2. Il agit conjointement au motif Y712SPL
(396, 401, 402). Le motif LLL776 semble jouer un réle dans la fusogénicité de Env (403). A
notre connaissance, l'insertion de 7AA dans les gp41CT de sous-type C n’a encore jamais
fait 'objet de recherches poussées, or cette insertion ajoute deux tours a I’hélice a au
niveau des régions LLP-2/LLP-3, allongeant ces structures. De plus, la séquence SSLRGLQ
des 7AA introduit un motif GxxxG que I'on retrouve dans des interactions d’hélices a
transmembranaires (444). L'impact des trois motifs a été évalué par mutagenése en les
remplagant par les motifs consensus de sous-type B au sein de deux Env sous-type C : une
Env possédant une réplication intermédiaire (Env1671) et l'autre présentant une
réplication extrémement réduite (Env0266). L'effet des réversions est dépendant du
contexte génétique de Env. Ainsi la réversion du polymorphisme LQgss abroge
complétement la réplication virale de virus recombinants 1671, mais pas du recombinant
0266, pour lequel les polymorphismes dans LLP-2 (FlLz76 et I'insertion de 7AA) semblent
cruciaux. Toutefois, il faut remarquer que la réversion des polymorphismes dans LLP-2 de
I'Env1671 restaure la réplication virale du mutant LQgss = LLsss ; de méme, I'ajout de LQsse
—LLsse restaure la réplication virale des mutants Env0266 comportant une ou deux
réversions dans LLP-2. Ces observations indiquent que les motifs dans LLP-2 et le motif

LQsgs6 dans LLP-1 sont liés. A I'inverse, 'introduction des motifs FIL776, 7AA, et LQsss dans
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NLAD8 ne compromet pas particulierement la réplication des mutants dans les LT CD4+,
sauf pour le double mutant NLAD8*7AA-LQ856 et |e triple mutant NLAD8*7AAFILLA856 gyaaérant
également un effet cumulatif et lié de ces polymorphismes. Néanmoins, I'effet moindre
observé sur NLADS8 indique que d’autres structures ou polymorphismes non encore
identifiés peuvent étre impliqués.

Une étude basée sur I'insertion progressive de mutations dans les motifs dileucine
dans le domaine gp41CT conclut a un effet cumulatif des motifs qui est probablement
nécessaire pour préserver la structure et les propriétés fonctionnelles de gp41CT (403).
Etant donné que le motif FIL;76 et l'insertion 7AA sont situés dans LLP-2 et sont tres
proches, alors que le motif LQgse se trouve en C-terminal de LLP-1, ces résultats pointent
vers une contrainte évolutive, voire une interaction entre les domaines au niveau de ces
motifs et cette interaction serait déterminante pour la réplication virale. Dans le contexte
de nos résultats précédents, une interprétation possible est que ces variations de séquence
et de structure affectent I'interaction avec un facteur cellulaire, ce qui se répercute sur la
capacité réplicative et la distribution intracellulaire de Pr55%%,

L'insertion de 7AA introduit aussi un résidu arginine supplémentaire dans I'hélice,
or les résidus arginine sont hautement conservés dans la gp41CT (425), il a été proposé
gue ces résidus facilitent I'interaction avec la membrane phospholipidique (425) et sont
impliqués dans la multimérisation de I’'enveloppe (391). Une équipe a montré que la
multimérisation de Env au niveau du virion assure l'infectivité virale (68, 69). Dés lors,
I'ajout de deux tours d’hélice et d’un résidu Arg pourraient favoriser la capacité infectieuse
des virus en augmentant la multimérisation de Env. Une autre étude a montré que le résidu
phénylalanine peut favoriser des interactions d’hélices dans les régions
transmembranaires grace au motif GxxxG (445, 446). Un tel mécanisme pourrait étre a
I'origine de l'inefficacité des mutants simples et double-mutants LLL;76 et 7AA. Dans ce
scénario, la 3® mutation modifiant le motif dileucine restaurerait I'infection soit en
restaurant la structure et fonctionnalité du domaine gp41CT par un effet cumulatif, soit
par un mécanisme de compensation : en modifiant le motif dileucine, le trafic
intracellulaire de Env pourrait étre diminué et plus d’Env pourrait étre exprimée a la
membrane cellulaire. Si c’est le cas, toutefois, ceci ne se traduit pas par une augmentation
de la quantité de Env incorporée dans le virion, et devrait donc impacter la fusion cellule-

cellule plutét que l'infection par des virions libres. Nous n’avons pas testé la capacité
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fusiogene des Env dans ce travail a I'aide de tests de fusion parce que ces tests sont
généralement basés sur l'utilisation de lignées indicatrices permissives a la délétion de
gp41CT (Hela), qui ne sont donc pas représentatives de l'infection dans les LT CD4+
primaires. L'utilisation de lignées T présentait le désavantage de ne pas exprimer CCR5, et
ne pouvaient donc pas étre utilisées vu que la majorité des Env inclues dans cette étude

sont R5.

Le domaine gp41CT influence la conformation de I'ectodomaine de gp41 (389, 436)
ainsi que de gp120 (447). Ainsi, nous nous sommes demandés si les Env de sous-type C
possédaient un avantage en termes de transmission par rapport aux Env de sous-type B, et
le réle potentiel du domaine gp41CT le cas échéant. Ceci pourrait également expliquer que
le sous-type C soit tellement répandu dans le monde. Néanmoins, la présentation de virus
par des cellules dendritiques (MDDCs) autologues ne modifie pas le profil de capacité
réplicative (EnvB = EnvEC B > EnvEC C > Env C), excluant un avantage en termes de
transmission. Nous avons également constaté aussi que la transmission des recombinants
EnvEC par les MDDCs était moins prononcée par rapport a l'infection par des virus
recombinants EnvEC libres. Ceci peut simplement étre inhérent au systéme, en effet, les
variations de réplication semblent plus importantes dans les expériences de transmission.
Il se peut aussi qu’il y ait un changement de conformation au niveau de la gp120 induit par
I'interaction gp120-gp41CT (389, 436, 447) qui modifierait I'expression des glycosylations
et empécherait les récepteurs aux lectines C présents sur les MDDCs de capturer le virus

et donc aussi la transmission (303).

Il est important de remarquer que 'origine des cellules primaires utilisées dans
cette étude est caucasienne majoritairement. Or les infections par des virus de sous-type
C sont prépondérantes dans la population africaine, on ne peut donc pas exclure que les
différences que I'on observe lors de l'infection par des Env de sous-type C proviennent
d’une incompatibilité entre la cellule hote et le virus et non pas le virus méme. Afin
d’écarter cette hypothése et de travailler dans un systeme le plus représentatif possible
des interactions virus-hote, il serait intéressant de comparer la capacité réplicative de ces

paires de virus B et C dans des cellules d’origine caucasienne et africaine.
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Conclusions

Ce travail a établi pour la premiere fois que des polymorphismes dans la gp41CT
entravent la réplication virale dans les LT CD4+, mais pas dans les MDMs. Cette altération
ne semble pas provenir de perturbations au niveau de I'expression, du trafic intracellulaire
ou de l'incorporation de I'enveloppe dans les virions. La perte d’infectivité semble étre
associée a une altération de la distribution de la protéine virale Gag dans les LT CD4+
infectées par la gp41CT de sous-type C, qui ne s’agrege pas convenablement et n’est pas
polarisée a la membrane. Etant donné que ce phénoméne n’est pas observé dans les
MDMs infectés ou dans les cellules productrices HEK transfectées, et que la réplication est
bien plus faible dans ces derniers, un troisieme intervenant, un facteur cellulaire présent
dans les LT CD4+ mais pas dans les MDMS, pourrait étre impliqué. Ainsi, un niveau minimal
d’interaction Env/Gag serait assuré, permettant une réplication virale a bas bruit, mais
cette interaction serait favorisée dans les LT CD4+ par un intermédiaire cellulaire,
permettant les forts niveaux de réplication viral typiques des LT CD4+ activés. Des
polymorphismes situés dans les LLP-2/3 et LLP-1 interviennent aussi dans la capacité
réplicative, et le fait qu’ils sont liés suggere que le maintien de la structure de gp41CT est

primordial pour la réplication virale dans les LT CD4+.
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Perspectives

Afin d’avoir une meilleure vue d’ensemble de la localisation intracellulaire des
protéines virales Gag et Env, il sera intéressant de superposer tous les plans d’une cellule
infectée. Cette superposition permettra de constater et de quantifier plus finement des
différences d’agrégation de Gag au niveau des Env de sous-type C.

Par ailleurs, bien que le séquencage des matrices des isolats de sous-type C inclus
dans cette étude indique que les résidus impliqués dans l'interaction MA/Env sont
conservés, une co-évolution entre gp4l1CT et MA a été décrite (387). Il est donc
envisageable que les matrices autologues correspondant aux Env de sous-type C aient
évolué différemment de MA de NL4-3 (ou des MA de sous-type B) et possédent un
potentiel d’agrégation supérieur dans le LT CD4+. Pour vérifier ce point, de nouvelles
constructions sont en cours, dans lesquelles les matrices des virus 1671 et 0266 sont
clonées, permettant de générer des virus recombinants possédant la MA autologue
correspondant a I'Env. Des LT CD4+ seront infectés, et la capacité réplicative ainsi que la
localisation intracellulaire de Env et de Pr55%2 seront observés. Si aucune différence n’est
observée entre les MA NL4.3 et les MA autologues, cela constituera un élément
supplémentaire en faveur de la présence d’un facteur cellulaire spécifique interagissant
avec le domaine gp41CT de Env dans les LT CD4+ activés. En paralléle, des expériences de
co-immunoprécipitation de gp41CT et de Pr55%% dans des lysats de MDMs et de LT CD4+
pourraient corroborer ces points.

L'identification d’un tel facteur pourrait permettre de mieux appréhender
comment contréler la réplication virale et dévoilerait de nouvelles cibles thérapeutiques.
Etant donné le faible niveau d’infection des LT CD4+ par des recombinants Env de sous-
type C, des analyses de transcriptomique ne permettent pas de mettre en évidence des
différences entre l'infection par du sous-type B et du sous-type C. Ainsi, une approche
ciblée inhibant les diverses protéines cellulaires déja connues comme interagissant avec la
gp41CT et leur inhibition par des siRNA pourrait apporter des éléments de réponse. Une
approche complémentaire basée sur des doubles co-immunoprécipiations gp41CT/facteur
et MA/facteur devraient permettre d’isoler des candidats potentiels qui pourront étre

caractérisés par spectroscopie de masse.
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Etant donné que le domaine gp41CT intervient dans |'activation de la transcription,
il se pourrait que les différences observées dans LT CD4 résultent d’'une diminution de la
transcription, il conviendrait donc d’analyser I'état d’activation dans les cellules infectées
(en comparaison du niveau d’expression a partir du LTR viral, ainsi que la quantification de
NF-kB) et de déterminer le niveau d’expression de Pr55%% dans les cellules infectées
(analyser le précurseur de Gag ainsi que les protéines clivées par Western Blot dans les
lysats de cellules infectées par des virus exprimant des Env de sous-type B et C).

Enfin, il serait également intéressant de compléter I'étude in vitro de I'impact des
réversions des polymorphismes dans le domaine gp41CT de sous-type C par des
modélisations de structures de gp41CT de sous-type B et sous-type C afin de vérifier ainsi
I'impact des mutations sur la structure de gp41CT. Une telle approche est complémentaire
des analyses fonctionnelles in vitro, et pourrait révéler la présence de motifs ou de
domaines plus prénes a une interaction protéine-protéine, ainsi que révéler comment les

polymorphismes dans LLP-2 et dans LLP-1 sont liés.
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Abstract

Background: Human Immunodeficiency virus type-1 (HIV) entry into target cells involves binding of the viral envelope (Env)
to CD4 and a coreceptor, mainly CCR5 or CXCR4. The only currently licensed HIV entry inhibitor, maraviroc, targets CCR5,
and the presence of CXCX4-using strains must be excluded prior to treatment. Co-receptor usage can be assessed by
phenotypic assays or through genotypic prediction. Here we compared the performance of a phenotypic Env-Recombinant
Viral Assay (RVA) to the two most widely used genotypic prediction algorithms, Geno2Phenocoreceptors and webPSSM.

Method’s: Co-receptor tropism of samples from 73 subtype B and 219 non-B infections was measured phenotypically using
a luciferase-tagged, NL4-3-based, RVA targeting Env. In parallel, tropism was inferred genotypically from the corresponding
V3-loop sequences using Geno2PhenOicoreceptor (5-20% FPR) and webPSSM-R5X4. For discordant samples, phenotypic
outcome was retested using co-receptor antagonists or the validated Trofile® Enhanced-Sensitivity-Tropism-Assay.

Results: The lower detection limit of the RVA was 2.5% and 5% for X4 and R5 minority variants respectively. A phenotype/
genotype result was obtained for 210 samples. Overall, concordance of phenotypic results with Geno2Phenocoreceptor; Was
85.2% and concordance with webPSSM was 79.5%. For subtype B, concordance with Geno2phenocoreceptor Was 94.4% and
concordance with webPSSM was 79.6%. High concordance of genotypic tools with phenotypic outcome was seen for
subtype C (90% for both tools). Main discordances involved CRFO1_AE and CRF02_AG for both algorithms (CRFO1_AE: 35.9%
discordances with Geno2Phenocoreceptor; and 28.2% with webPSSM; CRF02_AG: 20.7% for both algorithms). Genotypic
prediction overestimated CXCR4-usage for both CRFs. For webPSSM, 40% discordance was observed for subtype A.

Conclusions: Phenotypic assays remain the most accurate for most non-B subtypes and new subtype-specific rules should
be developed for non-B subtypes, as research studies more and more draw conclusions from genotypically-inferred tropism,
and to avoid unnecessarily precluding patients with limited treatment options from receiving maraviroc or other entry
inhibitors.
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Introduction CXCR4 [1-7]. Binding to the CD4 receptor induces a series of
conformational changes within Env that expose the third
hypervariable region (V3-loop), which in turn binds the corecep-
tor, ultimately leading to the so-called ‘“fusion-active” state
required for fusion of the viral and cellular membranes [8]. The
V3-loop, which is the main determinant of coreceptor binding,

Entry of the Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1)
into target cells is a three-step process involving sequential
interactions between the viral envelope glycoprotein trimer (Env)
with the CD4 receptor and one of two coreceptors, CCR5 or
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therefore largely accounts for viral tropism [9,10], and viral strains
are classified as R5, when using the CCR5 coreceptor for viral
entry, X4 when using CXCR4, and dual-tropic or mixed (R5X4)
when using both coreceptors [11]. Other regions of Env, and
namely the V1/V2 loops and the constant region C4, have been
shown to also participate in viral tropism [12,13].

R5 strains are generally predominant during the early stages of
infection and are thought to be preferentially transmitted by
distinct, not yet fully elucidated processes [14,15]. As infection
progresses, viral strains feature increased variability within the
infected host, and particularly, Envs acquire broadened coreceptor
usage. At late stages of infection, X4 strains become dominant in
50% of patients infected with subtype B strains [16], but subtype-
related specificities have been reported [17-20]. X4 strains
replicate more rapidly than R) strains & vitro and have been
associated with increased cytopathicity. /n vive, the appearance of
X4 strains correlates with a sharp decline of CD4" T cells and the
onset of AIDS defining symptoms [21].

With the advent of entry inhibitors targeting CCR5, such as
maraviroc, monitoring coreceptor usage has become prerequisite
to the prescription of such entry inhibitors, in order to exclude the
presence of X4 or R5/X4 variants [22-24]. Under maraviroc
selective pressure, pre-existing X4 or DM strains can be selected.
CCRS5 i1s a cellular target and resistance to maraviroc most often
arises through the re-emergence of archived minority X4 strains
rather than through a coreceptor usage switch or through the
acquisition of mutations that allow gpl120 to engage with drug-
bound CCR5 [25-28]. Viral coreceptor usage can be measured
in vitro by phenotypic and genotypic assays [29]. Various
phenotypic assays based on different techniques are currently
available, including the Trofile® Enhanced-Sensitivity-Trofile-
Assay (ESTA) (Monogram Biosciences, South San Francisco,
CA) [30], the Virco phenotypic test (Virco BVBA, Mechelen,
Belgium) and others [30-33], which are based on pseudovirions,
and assays based on recombinant viruses, among which are the
Phenoscript test (VIRalliance, France) [34] and the Toulouse
Tropism Test [35]. These assays, their design and performance
are summarized in Table 1. The Trofile assay is the most widely
used in the clinic. It features a high sensitivity in detecting X4
minority variants [30]. Nonetheless, because phenotypic tests are
expensive, time consuming and require specialized laboratories,
more interest has been driven toward genotypic testing. Genotypic
assays are based on predictions of coreceptor usage from the V3-
loop sequence using bioinformatic tools and algorithms. They are
currently preferred in Europe due to their accessibility, rapid turn-
around and low cost [36,37]. Many prediction tools are available,
with similar specificities and sensitivities despite the fact that they
are based on different algorithms involving the 11/25 rule, the
number of positively charged AA, the overall net charge of the V3
loop, or combinations therecof. Among them, Geno2Phenojcor-
cceptor]  [38] and webPSSM [39] are the most widely used.
European Guidelines for HIV patient management currently
recommend the use of Geno2Phenopgreceptor] With a 10% false
positive rate (FPR) cut-off, which has been shown to provide the
best balance between specificity and sensitivity for predicting R5
or X4/R5X4 tropism [40-43]. The major caveat of such
algorithms however lies in the fact that they are based on V3-
loop sequences from subtypes B and C mainly, and inadequacies
requiring fine-tuning or subtype-specific rules have been reported
[19,4446].

This study evaluates the performance of an in-house Env
recombinant viral assay (Env-RVA) targeting the full HIV Env
ectodomain, in comparison to Geno2Phenojgrecepior; and

webPSSM  (Fig. 1). Concordance between the RVA and
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Geno2Phenocorecepror] With a false positive cutoff set at 10% was
85.2% and concordance with webPSSM was 79.6%. Discordant
results most often involved non-B subtypes, particularly subtype
Al for webPSSM and CRFO0I_AE and CRF02_AG for both
algorithms. Repeat experiments in the presence of coreceptor
antagonists and, when possible, testing the sample using the
Trofile ESTA, confirmed phenotypic results of the RVA. Taken
together, these results highlight that prediction algorithms are not
always accurate for predicting tropism of some subtypes,
particularly CRFO1_AE and CRF02_AG and underscore the
usefulness of maintaining phenotypic testing as well as to adapt
algorithms for certain subtypes and recombinant forms.

Materials and Methods

Study Population

Plasma samples from 292 patients infected with HIV-1 subtypes
B (73), Al (17), C (21), D (15), F (15), G (55), CRFO1_AE (42) and
CRF02_AG (54) were included in the study. Left-over plasma
obtained from samples for routine clinical tests was used. Ethical
approval for use of left-over plasma was obtained from the Comité
National d’Ethique pour la Recherche in Luxembourg for HIV
assay validation in Luxembourg for HIV assay validation without
patient informed consent. The IRB waived the need for written
informed consent from the participants for this study. HIV-1
subtypes were determined from HIV-1 PR-RT and Env sequences
spanning the V3-loop using COMET (www.comet.retrovirology.
lu) and the REGA HIV subtyping tool [47]. CD4 counts ranged
from 11 cells/mm® to 1460 cells/mm® (mean: 391 and median:
356 cells/mm®). Plasma viral load (VL) (Abbott m2000 RealTime
HIV-1 assay) ranged from 466 to 1,350,000 RNA copies/ml for all
subtypes, with a mean and median of 14,055 and 71,115 RNA
copies/ml respectively. 26/73 subtype B samples with VI, <10
RNA copies/mL were also included to assess the RVA’s
performance for VL <10* RNA copies/ml.

Cell Culture

HEK293T cells were obtained from ATCC and were main-
tained in DMEM medium supplemented with 10% Fetal Bovine
Serum, 1% Glutamate, 50 pg/ml Penicillin and 50 ug/ml
Streptomycin. U87.CD4.CCR5 and U87.CD4.CXCR4 cells were
obtained from the NIH AIDS Reagent Program and were
maintained in DMEM containing 10% Fetal Bovine Serum, 1%
Glutamate, 300 pg/ml Geneticin and 1 pg/ml Puromycin to
maintain CD4 and co-receptor expression respectively. All media
supplements and antibiotics were sourced from Invitrogen,
Belgium.

Env Amplification

One ml of plasma or of Env-recombinant virus supernatant
was centrifuged at 24,000 xg for 1 hour at 4°C and viral RNA
was extracted from the pellet using the Qiagen Viral RNA
extraction kit (Qiagen, Belgium) according to the manufacturer’s
instructions. Viral cDNA was synthesized in a one-step RT-PCR
reaction using forward primer KVL008 and reverse primer
KVLO009 [48] in 50 ul mix containing 5 pl viral RNA, 20 pM of
each primer, 1 ul SuperScript III One-Step RT-PCR with
Platinum 7ag High Fidelity mix and 8 units RNAseOUT (all
from Invitrogen, Merelbeke, Belgium) under the following
conditions: initial denaturation at 94°C for 2 mins and 40
amplification cycles (94°C for 15 s, 60°C for 30 s, 68°C for 4 mins)
followed by a final 10 mins extension step at 68°C. 2 ul of the
amplified cDNA was further amplified using forward primer MM 1
FP  (5'-GCCTTAGGCATCTCTTATGGCAGGAAGAAG-3')
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and reverse primer rec HRI-2_RP (5'-CTCTCTCT{CC-
ACCTTCTTCTTC-3") [27] in a 50 pl reaction mix containing
2 mM MgSOy, 0.2 mM of each dN'TP, 20 pM of each primer, 2.5
Units Platinum 7ag High Fidelity DNA polymerase. The amplifi-
cation conditions were: initial denaturation step at 95°C for 3 min,
35 cycles of denaturation at 95°C for 30 s, anncaling at 43°C for
30 s, extension at 68°C. for 3 min, and a final extension step at 68°C
for 10 min. Amplification was verified by agarose gel electropho-
resis. To avoid PCR selection, five independent amplifications were
performed in parallel for each sample and were pooled for
recombinant virus production and sequencing.

Sequencing

To circumvent a potential primer-linked bias, the V3-loop was
sequenced directly from the same Env ectodomain amplicon used
to produce Env-recombinant viruses (Fig. 1). Sequencing was
performed using the BigDye Terminator v3.1 dye on Applied
Biosystems 3500 xL. DX genetic analyzer (Applied Biosystems
Europe BV, Belgium), using sense primers 6951 and 6990 and
reverse primers 7336 [49]. For sequencing of viral supernatants,
viral RNA was extracted and amplified as described previously
and a nested PCR was performed using 2 pl of the Env cDNA,
using primers KK1 [50] and DR8 [51] (400 nM each) in a mix
containing 5 pl 10x PCR Gold Buffer II, 20 uM dNTPs, 200 pM
MgCl2 and 0.5 ul AmpliTaq Gold DNA polymerase (Applied
Biosystems), in the following cycling conditions: denaturing for
10 mins at 95°C, followed by 40 amplification cycles (15 sec 95°C,
30 sec 55,5°C, 1 min 72°C) and a final 10 mins extension step at
72°C. For those viral supernatants that could not be sequenced
using this method because of inadequate viral content, the viral
RNA was amplified and sequenced using primers KK1 and DR8
(400 nM each) in a one-step RT-PCR reaction containing 10 ul
viral RNA, 1.5 pl of each primer, 10 ul 5 x buffer, 40 pM dNTPs,
0.1 ul RNAse inhibitor and 2 ul Qiagen Taq (Qiagen), as follows:
RT: 30 mins at 50°C, denaturation: 15 mins 95°C, 40 cycles of
amplification (15 sec 95°C, 30 sec 55.5°C, 1 min 72°C) and a final
5 min extension step at 72°C, followed by an inner PCR using the
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Table 1. Characteristics of phenotypic assays developed for determination of HIV-1 coreceptor usage.
Detection
Assay System Env target Producer cells Target cells readout limit reference
ESTA Pseudovirions Full Env Hek293T U87.CD4.R5/R4 Luciferase 0.3% X4 [30]
Virco Recombinant viral gp120 (NH2-V4) Hek293T U87.CD4.R5/R4 eGFP <10% X4 [32]
particles
Commercial  Phenoscript Recombinant viral V1-V3 Hek293T U373MG.CD4.R5/X4 B-Galactosidase 5-10% X4 [34]
assays particles
PhenXR Recombinant viral V1-v3 Hela SX22-HelLaR5/X4 B-Galactosidase 1% X4 [71]
particles
Toulouse tropism Recombinant viral Env Ectodomain Hek293T U87.CD4.R5/R4 Luciferase 0.5% X4 [35]
test (TTT) particles
Non- Recombinant viral Full Env Hek293T U87.CD4.R5/R4 or  Luciferase 1% X4 [72]
commercial particles GHOST.
assays CD4.R5/X4
Pseudovirions Full Env Hek293T U87.CD4.R5/R4 Luciferase 1% X4 (high [33]
VL)
5% X4 (low VL)
CRP Env-RVA Recombinant viral Env ectodomain Hek293T U87.CD4.R5/R4 Luciferase 2.5% X4
particles
5% R5
Abbreviations: ESTA: Enhanced Sensitivity Trofile Assay; Env: Envelope; eGFP: enhanced Green Fluorescent protein; X4: CXCX4-using strains; R5:CCR5-using strains.
doi:10.1371/journal.pone.0060566.t001

same conditions as above. V3-loop sequences are available under
EMBL Nucleotide Sequence Database with accession numbers:

HE972342-HE972511 and JN407569, JN407585, JN407591,

JN407601, JN407602, JN407608, JN407609, JN407611,
JN407624, JN407629, JN407632, JN407661, JN407676,
JN407696, JN407704, JN407706, JN407709, JN407713,
JN407726, JN407738, JN407740, JN407745, JN407747,
JN407805, JN407808, JN407810, JN407813, JN407814,
JN407816, JN407817, JN407836, JN407872, JN407949,
JN407971, JN407987, JN407991, JN408004, JN408005,

JN408022, JN408023, JN408027, JN408043 and JN408058.

Genotyping

The V3 nucleotide sequences were submitted to the Geno2-
Phenojcoreceptor] algorithm  (http://coreceptor.bioinf.mpi-inf.mpg.
de) setting the FPR set at 5%, 10%, 15% and 20% and to
webPSSM (http://indra.mullins.microbiol.washington.edu/
PSSM/) using the X4/R5 matrix. The webPSSM subtype C
SINSI matrix was used sor subtype C. When mixtures were
present in the viral population, all possible combinations were
submitted independently to webPSSM and the results were
reported as numbers of R5, X4 or R5/X4 clones for comparison
with the phenotypic assay.

Production of Recombinant Viruses

pNL4.3AEC.Luc has been described elsewhere [27]. Briefly,
pNL4.3AEC.Luc is a NL4-3-derived plasmid deleted of the Env
ectodomain (6225-8314), containing a Afel restriction site in the
place of Env for linearization and harboring a firefly luciferase gene
in the place of n¢f. For Env-recombinant viral production, 70%
confluent HEK293T cells were co-transfected with Afe I-
linearized pNL4.3AEC.Luc (Westburg, Netherlands) and pa-
tient-derived Env PCR amplicons using Lipofectamine 2000
(Invitrogen, Merelbeke, Belgium) according to manufacturer’s
mstructions. HIV-1 NL4-3 (X4) and NL-AD8 (R5) were used as
positive controls. Cell-free culture supernatants were collected 48
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Figure 1. Study design/RVA design. Viral RNA was extracted from patient plasma RT-PCR amplified. Env amplicons spanning the Env ectodomain
were further amplified through an inner PCR. Five independent PCRs were pooled to minimize PCR-selection. Recombinant viruses were produced by
co-transfecting HEK293T cells with Afe I-linearized, luciferase-tagged, Env-deleted, viral backbone and patient-derived PCR amplicon. Normalized
amounts of recombinant viruses were used to infect U87.CD4.CCR5 or U87.CD4.CXCR4 indicator cells. Infection was monitored by quantifying
luminescence in the cell lysates. Depending on the outcome of the infection, viruses were classified as either CCR5 tropic, CXCR4 tropic or dual/
mixed. The same patient-derived PCR amplicon used for viral production was sequenced and tropism inferred by Geno2Phenoicoreceptor; and
webPSSM algorithms. The phenotypic and genotypic results were compared. Abbreviations: Env EC: Env ectodomain; gp41-TM-CT: gp41

Transmembrane+cytoplasmic tail.
doi:10.1371/journal.pone.0060566.9001

hours post-transfection, clarified by centrifugation and stored at
—80°C until use (Fig. 1). Viral production was determined by
quantifying p24 capsid protein using a p24 ELISA test (Perkin
Elmer, Amsterdam, Netherlands). Virus lacking an envelope
produced by transfecting the sole linearized backbone was used
to assess background noise.

Env Recombinant Viral Assay

10" U87.CD4.CCR5 or U87.CD4.CXCR4 cells in 96-well
plates were infected with Env-recombinant viruses (200 pg p24,
quantified by Perkin Elmer kit) by spinoculation at 1200 xg for 2
hours at 25°C [52], followed by incubation for 1 hour at 37°C.
Medium was replaced and cells were cultured for a further 48
hours, after which luciferase activity was assayed using the
Promega Luciferase assay kit (Promega, Leiden, Netherlands)
according to manufacturer’s instructions. Luminescence readout
was performed on a Tecan microplate reader (Tecan, Switzerland)
over one second exposure. All infections were performed in
triplicate. Recombinant viruses were scored as positive for the

PLOS ONE | www.plosone.org

specific coreceptor if the luciferase signal was at least twice the
background.

Where used, 1 pM Maraviroc (CCR5 antagonist) or 1 pM
AMD3100 (CXCR4 antagonist) were added to the cells, the plate
was centrifuged at 400xg for 10 mins at 25°C and incubated at
37°C for 15 mins prior to addition of the recombinant viruses and
spinoculation.

Trofile ESTA

19 samples (5 subtype B, 2 subtype Al, 2 subtype C, 1 subtype
D, 3 CRFOI_AE, 6 CRF02_AG) for which phenotypic results
differed from the Geno2Pheno|grecepiorj-inferred results and for
which plasma was available were tested in the Trofile® ESTA.

Statistical Analyses

In this study, we did not assume the RVA nor the genotypic
prediction tools to be the reference test to determine viral tropism,
therefore concordance and Cohen kappa values were assessed
using Statools (www.stattools.net). Concordance between the
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phenotypically measured and genotypically predicted tropism was
calculated as follows for each subtype or group of subtypes:
Concordance = Number of samples with the same tropism by both
assays/Total number of samples testedx100. The correlation
between tests is usually considered good when kappa>0.6.
Tropism measured using the RVA was considered to be
concordant with Geno2Phenocoreceptor] prediction if they both
detected pure R5 or pure X4. When dual/mixed strains were
detected using the RVA, they were considered to be concordant
with an X4 genotypic prediction and discordant with a R5
prediction, as Geno2Pheno only predicts the presence of X4
strains. For comparison with webPSSM, results were considered to
be concordant if both assays provided the same result, i.e. R5, X4,
or Mixed (D/M). D/M samples detected as a purely X4 or purely
R5 sample by the other test were considered to be discordant.
Sensitivity and specificity were calculated using GraphPad Prism
version 9, setting the phenotypic results as ‘true’.

Results

Detection of Minority Variants

To determine the threshold for detecting minority variants,
mixtures containing known proportions of pNLAD8 (R5) and of
pNL4-3 (X4) were PCR-amplified and used to produce R5/X4
mixed Env recombinant viruses. U87.CD4.CCR5 and
U87.CD4.CXCR#4 indicator cells were infected with 2-fold serial
dilutions of the recombinant NLAD8:NL4-3 mixtures (20 pg to
12.5 pg). As reported in Fig. 2A, 2.5% NL4-3 (X4) minority
variants could be detected for NL4-3 with signals higher than
200,000 RLU and 5% NL4-3 variants were detectable with pure
NL4-3 signals higher than 50,000 RLU. NLAD8 (R5) minority
variants were detected down to 5% at the highest viral input and
10% for control values above 50,000 RLU (Fig. 2B). In this study,
experiments were included if positive controls (pure NLAD8 and
NIL4-3) generated infection signals above 50,000 RLU.

Production of Patient-derived Env-recombinant Viruses

Opverall PCR amplification success of patient-derived Envs was
87% (254/292 samples included) (Table 2). Amplification success
was dependent on both subtype and VL. For subtypes Al, B, C,
G, and CRF01_AE and CRF02_AG, amplification was achieved
in 83.3-100% of cases, while for subtypes D and F, amplification
was successful in 66.7% and 46.7% of cases respectively (Table 2).
Of note, for some subtypes (D, F) few samples were available (15)
inflating the relative weight of failed amplification compared to the
overall rate. Both viral load (VL<1,000 RNA copies/mL) and
non-B subtype compromised amplification success: the use of
subtype-specific primers designed to target the most conserved
regions of env and based on the most frequent polymorphisms did
not improve these figures further (data not shown). When stratified
for viral load, amplification succeeded in 94.9% of cases for
VL>100,000 RNA copies/mL, 89.7% of cases for VL between
10,001-100,000 RNA copies/mlL, 83.8% of cases for VL between
1,000-10,000 RNA copies/mL and decreased to 70% for
VL<1,000 RNA copies/mL (Fig. 3). Recombinant viruses could
be produced for 231 Envs, as determined by p24 antigen ELISA in
the viral supernatant. Of those, 91.3% were infectious and tropism
was tested (Table 2).

Concordance of Env-RVA with Genotypic Prediction
Tropism determined phenotypically using the Env-RVA was
compared to tropism inferred by the Geno2Phenooreceptor] and
webPSSM prediction algorithms based on the V3-loop sequence.
These two algorithms were chosen among all available genotyping
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tools because they are the most widely used in the clinic. Results
are reported in Table 2. Overall, concordance between the
phenotypically measured tropism (RVA) and Geno2phenocorecep-
tor] (10% FPR cutoff) was 85.2% and concordance of the RVA
with webPSSM was 79.5% (Table 2). The overall Cohen kappa
value for comparison with Geno2Pheno was 0.6252, ranging from
0.3226 (CRFO1_AE) to 0.9180 (subtype G) (Table 2), reflecting
good concordance of the phenotypic measure with genotypic
prediction. Overall kappa value for comparison of phenotypically
measured tropism with webPSSM was lower (0.4544), ranging
from 0.0745 (CRF02_AG) to 0.6190 (subtype C with webPSSM
subtype C). If detection of the presence of X4 strains is considered
rather than full concordance between the phenotype and the
genotype inferred by webPSSM, then concordance between these
two assays increased to 83.3% (not shown) and Cohen kappa value
reached 0.5240, ranging from 0.1509 (subtype Al) to 0.8262
(subtype G) (Table 2). Among discordant samples, in 14 cases the
outcome of both prediction algorithms was identical but disagreed
with the phenotypic result, while in the remaining cases, the
phenotypically measured tropism disagreed with one algorithm
only (Table 3). Decreasing the Geno2Phenocorecepior] FPR cutoff
to 5% (less sensitive to detect X4) increased concordance to
91.4%, as expected, while augmenting the FPR to 15% and 20%
lowered concordance to 81.0% and 79.5% respectively (Table 2).

For all discordant results (FPR cutoff up to 20% for
Geno2Phenocorecepror] and webPSSM) for which enough material
was available (50/74 samples) the phenotypic assay was repeated
using CCR5 and CXCR4 inhibitors (1 uM Maraviroc and 1 uM
AMD3100 respectively) (not shown). In all but two cases, the use of
coreceptor inhibitors confirmed tropism. In one case, detection of
X4 minority variants was close to the limit of detection and was
not confirmed in the repeated experiment. In the second case, a
strictly R5 strain by phenotypic measure and webPSSM,
Maraviroc inhibited infection by 3 logs but did not fully inhibit
entry in U87.CD4.CCRb5 cells. To rule out the possibility that an
intrinsic bias in the recombination step of the RVA would result in
selection of some strains and in failure to detect some minority X4
strains, we sequenced the V3-loop of Env-recombinant viral
particles used to infect U87 indicator cells. For all re-tested
samples (50), the V3-loop sequence of recombinant viral
supernatants was identical to the V3-loop of the parental PCR
amplicon used to produce the recombinant viruses, and when
submitted to Geno2Phenopcorecepior]s @ similar or identical FPR
was obtained (data not shown), strongly arguing against the
hypothesis of a selection due to the recombination process while
generating recombinant viruses. Further, for 18 discordant
samples, tropism was determined using the Trofile ESTA, which
is based on pseudovirions rather than on recombination. Tropism
measured using the Trofile ESTA confirmed the RVA results in
16/18 positive tests (Table 3). In one case (CRFO1_AE) the RVA
failed to detect a minority X4 strain, reflecting the low infectivity
of this recombinant, whereas in the second case (CRF02_AG), the
RVA detected the presence of low X4 variants which were
undetectable using the Trofile ESTA, potentially a consequence of
PCR selection due to the sample’s plasma viral load being near the
limit validated for the assay.

Characterization of Discordant Outcomes

Most discordant cases involved non-B subtypes for Geno2Phe-
NO|corcceptor] (10%FPR) (5.6% discordant cases for subtype B,
Clohen kappa =0.8591, versus 17.9% for non-B subtypes, Cohen
kappa = 0.5446), but not for webPSSM, for which 20.4% (Cohen
kappa =0.3926) and 20.5% (Cohen kappa =0.4734) discordant
cases were recorded for subtype B and for non-B subtypes
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Figure 2. Detection of minority CXCR4 and CCR5 using variants within mixed viral populations. Mixtures containing known proportions
of pNLAD8 and pNL4-3 (100:0, i.e. pure NLADS, 99:1, 97.5:2.5, 95:5, 90:10, 80:20, 50:50, 20:80, 10:90, 5:95, 2.5:97.5, 1:99, 0:100, i.e. pure NL4-3) were
PCR-amplified and used to generate recombinant viruses. U87.CD4.CCR5 and U87.CD4.CXCR4 indicator cells were infected with serial 2-fold dilutions
(x-axis) of mixtures (z-axis) to determine the threshold for detection of minority variants. Infection was quantified 48 hours after infection by
measuring luciferase activity in cell lysates (y-axis). Black bars report infection of U87.CD4.CXCR4 cells and grey bars report infection of U87.CD4.CCR5

cells. Panels A and B report the same data, oriented to focus on NL4-3 minority variants (A) or on NLAD8 minority variants (B).
doi:10.1371/journal.pone.0060566.9002
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Figure 3. Distribution of PCR amplification success stratified by
viral load. The Env ectodomain was amplified from plasma viral RNA
by a one-step RT-PCR followed by an inner PCR. Five independent PCR
amplifications were pooled to minimize primer-related selection. 292
samples from patients infected with HIV subtypes A1, B, C, D, F, G,
CRFO1_AE and CRF02_AG were included. Viral load ranged from 466 to
1,350,000 RNA copies/mL.

doi:10.1371/journal.pone.0060566.9003

respectively (Table 2, Fig. 4). For Geno2Phenojcoreceptor)s the
highest kappa values were recorded for subtypes G and B, and the
lowest value for CRFO1_AE. For webPSSM, good kappa values
were recorded for subtypes C (using the webPSSM subtype C
matrix); using the subtype B X4/R5 matrix, good kappa values
were also seen for subtypes D, G, I and CRFO1_AE, intermediate
for subtypes B, and poor for subtypes Al and CRF02_AG
(Table 2). Of note, kappa values increased to 0.4752 for subtype B
when detection of X4 strains was compared rather than absolute

Genotyping Tools Overestimate CXCR4-Usage for CRFs

concordance (ie. D/M and D/M, X4 and X4), probably
reflecting tuning of the algorithm for the detection of X4 strains.

The sensitivity and specificity of Geno2Phenojcoreceptor] and
PSSM with respect to the recombinant viral assay (setting the
phenotypic measure as ‘true’) was calculated: overall sensitivity
and specificity were 88.9% and 84.2% for Geno2Phenojcoreceptor]
(10% FPR cutoff) and 65.2% and 88.4% for webPSSM
(considering the ability to detect the presence of X4 variants)
(data not shown). For subtype B strains, sensitivity and specificity
were 100% and 92.7% respectively for Geno2Phenocoreceptor); for
webPSSM,  sensitivity and sensitivity were 46.1% and 95.1%
respectively (data not shown). For non-B subtypes, sensitivity was
84.4% for Geno2Pheno|corecepror] and 72.7% for webPSSM (data
not shown). Specificities ranged from 50% to 100% for
Geno2Phenocoreceptor] and from 50 to 100% for webPSSM (data
not shown), in line with previous reports [53-57].

For subtype B samples, Geno2Phenocorecepior) Overestimated
X4 usage for all 3 discordant samples. In contrast, webPSSM
failed to detect CXCR4 usage for 7/11 samples (Table 3). Neither
viral load nor the presence of mixtures could account for failure to
detect X4 minor strains. For non-B subtypes, Geno2Phenoco,-
cceptor]  predicted CXCR4 usage while the phenotypic assay
identified strictly RS strains in most cases, and particularly for
CRFO1_AE (12/14 cases) and CRF02_AG (6/7) (Table 3). Such
skewing towards overestimating the presence of X4 minority
variants for these CRFs was maintained when the FPR cut-off was
shifted, although these observations did not reach statistical
significance using a Fisher’s exact test (p<<0.03). Disagreement of
the phenotypically measured tropism with webPSSM was
observed chiefly for subtype Al (40% disagreement) and
CRFOI1_AE (28.2% disagreement). For CRFO1_AE, webPSSM
predicted CXCR4 usage while the phenotypic RVA reported
strictly RS strains in 7/11 cases, and in 2/11 cases, CXCR4 usage
detected phenotypically was missed by webPSSM (Table 3). For

Table 2. Distribution of samples, phenotyping and genotyping, and concordance between phenotypic and genotypic tropism.

Pheno/
geno
V3 loop paired
Samples Env PCR RVA result sequence results Concordance of RVA with Cohen kappa values
G2P: G2P: G2P: G2P: G2P: PSSM
Subtype N N % N % N % 5% 10% 15% 20% PSSM 10% PSSM X4
Al 17 17 100.0% 17 100.0% 15 88.2% 15 93.3% 86.7% 733% 733% 60.0% 0.4444 0.1743 0.1509
B 73 62 84.9% 62 100.0% 54 87.1% 54 100.0% 94.4% 90.7% 88.9% 79.6% 0.8591 0.3926  0.4752
C 21 21 100.0% 21 100.0% 20 95.2% 20 90.0% 90.0% 85.0% 80.0% 90.0%* 0.6078 0.6190* 0.6078*
D 15 10 66.7% 10 100.0% 7 70.0% 7 857% 714% 714% 714% 857% 03636 0.6111 0.5882
F 15 7 46.7% 7 100.0% 6 857% 6 833% 833% 833% 66.7% 833% 05714 0.5714 0.5714
G 55 52 94.5% 44 84.6% 42 80.8% 40 100.0% 97.5%  95.0% 95.0% 87.5% 0.9180 05910 0.8268
CRFO1_AE 42 40 952% 39 97.5% 40 100.0% 39 79.5% 64.1%  615% 61.5% 71.8% 0.3226 0.5153  0.5351
CRF02_AG 54 45 833% 32 71.1% 30 66.7% 29 82.8% 793% 724% 724% 793% 04494 0.0745 0.2077
All non-B 219 192 87.7% 170 88.5% 160 83.3% 156 88.5% 82.1% 77.6% 76.3% 79.5% 0.5446 0.4734 0.5411
Total 292 254 87.0% 232 91.3% 214 84.3% 210 91.4% 85.2% 81.0% 79.5% 79.5% 0.6252 0.4544 0.5240

Cohen kappa values) for genotype/phenotype pairs are reported.

reported.

doi:10.1371/journal.pone.0060566.t002
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Distribution of samples per subtype, successful Env PCR amplification, recombinant virus production and sequencing of the V3-loop, and results (concordance and

N: number of samples. G2P: Geno2Pheno corecepton. The percentage following G2P indicates the FPR cut-off. Distribution of samples per subtype, successful Env PCR
amplification, recombinant virus production and sequencing of the V3-loop, and results (concordance and Cohen kappa values) for genotype/phenotype pairs are

*For subtype C, concordance was determined and with webPSSM subtype C SINSI. Concordance with webPSSM X4/R5 was 75% and Cohen kappa values were poor
(—0.0989 for full agreement and —0.1365 when detection of X4 strains was considered).
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Table 3. Detail of discordant results between RVA, ESTA, Geno2Phenocoreceptory and webPSSM.
Trofile

HIV-1 subtype RVA result result G2p webPssm  Discordance

5% cutoff 10% cutoff 15%cutoff 20% cutoff FPR G2P PSSM
Al R5 R5 R5 X4 X4 X4 6.8 X4 G2P 10% PSSM
Al R5 N/A R5 X4 X4 X4 85 D/M G2P 10% PSSM
Al R5 R5 R5 R5 X4 X4 10.5 X4 G2P 15% PSSM
Al R5 N/A R5 R5 R5 R5 42.2 D/M agree PSSM
Al R5 N/A R5 R5 R5 R5 40.3 X4 agree PSSM
Al R5 N/A R5 R5 R5 R5 226 D/M agree PSSM
B R5 R5 R5 X4 X4 X4 6.7 R5 G2P 10% agree
B R5 failed R5 X4 X4 X4 6.8 R5 G2P 10% agree
B R5 N/A R5 R5 X4 X4 13.8 R5 G2P 15% agree
B R5 N/A R5 R5 X4 X4 10.5 R5 G2P 15% agree
B R5 N/A R5 R5 R5 X4 17.6 R5 G2P 20% agree
B R5 R5 R5 X4 X4 X4 6.9 R5 G2P 10% agree
B D/M D/M X4 X4 X4 X4 4.6 R5 agree PSSM
B R5 N/A R5 R5 R5 R5 26.2 D/M agree PSSM
B X4 N/A X4 X4 X4 X4 0.7 D/M agree PSSM partial
B R5 N/A R5 R5 R5 R5 72.8 D/M agree PSSM
B X4 N/A X4 X4 X4 X4 37 R5 agree PSSM
B X4 N/A X4 X4 X4 X4 3.8 D/M agree PSSM partial
B X4 N/A X4 X4 X4 X4 4.7 R5 agree PSSM
B X4 N/A X4 X4 X4 X4 3.8 R5 agree PSSM
B X4 N/A X4 X4 X4 X4 37 R5 agree PSSM
B X4 N/A X4 X4 X4 X4 3.8 R5 agree PSSM
B X4 N/A X4 X4 X4 X4 3.8 R5 agree PSSM
C D/M N/A R5 X4 X4 X4 6.9 R5 G2P 5% agree
C R5 R5 R5 X4 X4 X4 9.6 R5 G2P 10% agree
C R5 N/A R5 R5 X4 X4 10.9 X4 G2P 15% PSSM
C R5 N/A R5 R5 R5 X4 17.9 R5 G2P 20% agree
C D/M N/A R5 R5 R5 R5 28.8 R5 G2P 5% PSSM
D R5 R5 X4 X4 X4 X4 4.7 X4 G2P 5% PSSM
D R5 R5 R5 X4 X4 X4 6.8 R5 G2P 10% agree
G R5 N/A R5 X4 X4 X4 5 R5 G2P 10% agree
G R5 N/A R5 R5 X4 X4 13.2 R5 G2P 15% agree
G D/M N/A R5 X4 X4 X4 6.8 R5 G2P 5% PSSM
G D/M N/A X4 X4 X4 X4 13 X4 agree PSSM partial
G D/M N/A X4 X4 X4 X4 1.7 X4 agree PSSM partial
G D/M N/A X4 X4 X4 X4 1.1 X4 agree PSSM partial
G R5 N/A R5 R5 R5 R5 26.9 D/M agree PSSM
B D/M N/A R5 X4 X4 X4 6.9 D/M G2P 5% agree
F R5 N/A R5 R5 X4 X4 144 R5 G2P 15% agree
B R5 N/A R5 R5 R5 X4 17.5 R5 G2P 20% agree
F D/M N/A X4 X4 X4 X4 1.7 R5 agree PSSM
AE R5 R5 R5 X4 X4 X4 53 R5 G2P 10% agree
AE R5 N/A R5 X4 X4 X4 79 D/M G2P 10% PSSM
AE R5 N/A X4 X4 X4 X4 1.8 X4 G2P 5% PSSM
AE R5 N/A X4 X4 X4 X4 2.7 D/M G2P 5% PSSM
AE R5 D/M X4 X4 X4 X4 1.8 X4 G2P 5% PSSM
AE D/M N/A X4 X4 X4 X4 1.7 X4 agree PSSM partial
AE R5 N/A R5 X4 X4 X4 9.6 R5 G2P 10% agree
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Table 3. Cont.
Trofile

HIV-1 subtype RVA result result G2P webPssm  Discordance

5% cutoff 10% cutoff 15%cutoff 20% cutoff FPR G2P PSSM
AE R5 N/A R5 X4 X4 X4 5.7 R5 G2P 10% agree
AE R5 N/A R5 X4 X4 X4 5.7 R5 G2P 10% agree
AE D/M N/A R5 X4 X4 X4 8.7 D/M G2P 10% agree
AE R5 N/A R5 X4 X4 X4 5 D/M G2P 10% PSSM
AE R5 N/A R5 R5 X4 X4 10.5 R5 G2P 15% agree
AE R5 N/A R5 R5 X4 X4 10.5 R5 G2P 15% agree
AE R5 N/A R5 R5 X4 X4 12 R5 G2P 15% agree
AE R5 N/A X4 X4 X4 X4 4.1 D/M G2P 5% PSSM
AE D/M N/A R5 R5 R5 R5 77.2 R5 G2P 5% PSSM
AE R5 N/A X4 X4 X4 X4 4.7 X4 G2P 5% PSSM
AE D/M N/A R5 R5 X4 X4 10.5 R5 G2P 5-10% PSSM
AE D/M N/A X4 X4 X4 X4 1.7 X4 agree PSSM partial
AG R5 R5 R5 X4 X4 X4 6.4 R5 G2P 10% agree
AG R5 R5 R5 X4 X4 X4 9.6 R5 G2P 10% agree
AG R5 N/A R5 R5 X4 X4 13.8 R5 G2P 15% agree
AG R5 R5 R5 R5 X4 X4 10.2 R5 G2P 15% agree
AG R5 R5 X4 X4 X4 X4 4.8 R5 G2P 5% agree
AG R5 N/A X4 X4 X4 X4 2.6 R5 G2P 5% agree
AG R5 N/A R5 X4 X4 X4 6.8 R5 G2P 10% agree
AG D/M R5 R5 R5 R5 R5 40.7 R5 G2P 5% PSSM
AG D/M N/A R5 X4 X4 X4 5.8 R5 G2P 5% PSSM
AG/G R5 R5 R5 R5 X4 X4 10.1 R5 G2P 15% agree
AG D/M N/A X4 X4 X4 X4 1.7 R5 agree PSSM
AG D/M N/A X4 X4 X4 X4 0.5 X4 agree PSSM partial
AG R5 N/A R5 R5 R5 R5 39.6 D/M agree PSSM
AG D/M N/A X4 X4 X4 X4 53 R5 agree PSSM
G2P: Geno2Pheno; FPR: False Positive Rate; D/M: dual mixed N/A =sample was not analyzed; PSSM ‘partial’ refers to samples for which webPSSM agrees with the
phenotypic result for the detection of X4 variants, but not on the presence or absence of CCR5-using variants.
doi:10.1371/journal.pone.0060566.t003
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Figure 4. Concordance between tropism measured phenotypically and inferred genotypically using the Geno2pheno ,receptor) and
webPSSM algorithms. (A) Concordance for subtype B (black bars) and non-B subtype (grey bars) strains with Geno2Pheno (G2P) at different FPR
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doi:10.1371/journal.pone.0060566.g004
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subtype Al, CXCR4 usage was overestimated in all cases (6/6
discordant cases) (Table 3).

Opverall, both Geno2Phenopcoreceptor] and webPSSM overesti-
mate the presence of X4 viruses for CRFOI_AE. A similar trend
was also observed for Geno2Phenopgrecepor] i the case of
CRFO02_AG and for webPSSM in the case of subtype Al,while
webPSSM  underestimates the presence of X4 for subtype B.
Taken together, these results point to an inadequacy of the
genotypic prediction algorithms in correctly inferring tropism for
some subtypes CRFO1_AE and CRF02_AG, and for subtype Al
in the case of webPSSM.

Discussion

In this study, the performance of an in-house Env-recombinant
viral assay for determining viral tropism was evaluated in
comparison to genotypic prediction using 2 widely used algo-
rithms, Geno2Phenojcorecepior] [38] and webPSSM [39] on a
majority of non-B subtypes. Overall, we found good concordance
between our phenotypic assay and these algorithms, as reflected by
85.2% concordance of the phenotype with Geno2Phenocoreceptor]
and 79.5% with webPSSM and relative kappa values of 0.6252
and 0.4544 respectively. The highest genotypic/phenotypic
concordance was generally found for subtypes G, B and C strains,
whereas, despite improved rules, substantial discordances involved
non-B subtypes and CRFs. This is in line with previous studies
reporting the performance of genotypic tools, mainly webPSSM
(X4/R5 and SINSI matrices), Wetcat, Geno2Phenocoreceptor] OF
the 11/25 rule, compared to the Phenoscript test or to the Trofile
phenotypic assay [53,58,59] measuring the sensitivity and
specificity of these algorithms to detect the presence of X4 strains.
In order to compare our findings with previous reports which
evaluated the reliability of different genotypic prediction tools for
detecting X4 strains, sensitivity and specificity of these algorithms
with respect to the recombinant viral assay were calculated,
although this approach presents the intrinsic drawback of setting
the phenotypic assay as the standard. We found overall good
sensitivities with Geno2Pheno and webPSSM, similar to previous
reports on the sensitivity and specificity ranges of different
bioinformatics tools for subtype B and some non-B strains [53
58]. Of note however, despite similar conclusions, concordance of
different genotypic prediction tools with phenotypic assays did not
always agree on which algorithm performed best, probably
reflecting differences in the panel of viruses and of subtypes
included, primer selection, and subsequent comparison with
different phenotypic assays targeting the full Env or just the V1-
V3 portion. Although the purpose of this study was not to compare
the performance of different bioinformatics tools for detecting X4
minority variants but rather to validate our in-house RVA, our
findings confirm the high reliability of genotypic prediction tools
for detecting the tropism of subtype B strains [53,54,56], but also
highlight incongruent results for many non-B strains. This has
been addressed by webPSSM by developing a specific matrix for
subtype C. Concordance of webPSSM with phenotypic results
increased from 75% using the webPSSM X4/R5 matrix (based on
subtype B) (data not shown) to 90% using the webPSSM subtype C
matrix; likewise Cohen kappa values shifted from negative (data
not shown) to >0.6 using both algorithms respectively. Therefore,
it is important to consider subtype when assessing the presence of
X4 strains in the clinical context prior to maraviroc prescription.
Our findings strongly argue in favor of using multiple genotypic
prediction tools and to consider maintaining phenotypic testing for
those subtypes for which coreceptor usage determination using
genotypic tests features low concordance with phenotypic mea-
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sures, and for which prediction algorithms have not been tuned
specifically, i.e. non-B, and non-C subtypes.

In this study, genotypic prediction featured the highest
discordance with CRFO1_AE and CRF02_AG and subtype Al.
Of note, Geno2Phenocorecepior] and webPSSM did not always
predict the same tropism, as previously reported [60]. Geno2Phe-
NO[coreceptor] tended to overestimate the presence of CXCR4 usage
(Table 3), while WebPSSM overestimated CXCR4-usage for
subtype Al, but not for subtype B or CRFO1_AE and CRF02_AG
(Table 3). It may be important to keep in mind that when mixtures
are present in the V3-loop, all possible combinations are
genotyped, and the algorithm provides a tropism prediction for
each possible clone. In this scenario, webPSSM would infer
tropism for sequences that do not exist in the viral population,
eventually leading to an overestimation of dual tropic variants,
whereas the phenotypic assays only measures existing strains.
Although this phenomenon does not account for mistakenly
assigned coreceptor usage, (e.g. strict X4 rather than strict R5), it
could explain the improved kappa values recorded for some
subtypes when the reliability in detecting the presence of CXCR4-
using variants is compared. Such an improvement was particularly
marked for subtypes B, G and CRF02_AG (Table 2).

Poor specificity has previously been reported for tropism
prediction of subtype D strains by Geno2Phenojcorecepior] [46]
and for CRF02_AG [19,45], for which specific determinants have
been described to improve the algorithm. We therefore subjected
our samples to the rules provided by Raymond [45] and those
proposed shortly after by Esbjornsson [19] for CRFO2_AG: the
Raymond rules, which combine the 11/25 rule and the net charge
rule (R/K at position 11 and/or K at position 25, or R at position
25+ net charge =+5 or the net charge =+6) [45,61] resulted in 7
discordant cases (20.7%) (3 R5 samples scored as X4 and 3 X4
samples scored as R5) and the Esbjérnsson rule (net charge = +5
and total charged AA =8) [19] in 10 discordances (34.5%) (4
missed X4 calls and 6 X4 calls for R5 viruses). Therefore, the
Raymond rules slightly improved concordance of genotypic
prediction with phenotypic measure for CRFO2_AG compared
to Geno2Phenofcoreceptor] and webPSSM while the Esbjornsson
rules further increased false positive X4 calls on our samples.
While this manuscript was under revision, Raymond et al.
reported similarly low sensitivity and specificity of Geno2Pheno|.
coreceptor] (10% FPR cutoff) for CRFOI_AE, and proposed a new
rule combining the 11/25 rule and disruption of the potential N-
glycosylation site PNG (NgNTg) within the V3-loop [62]. Using a
similar approach, we found that in our samples, the presence of a
positively charged AA (K or R) at positions 11 or 25 was relatively
rare (R/K at position 11 in 6/40 sequences and K at position 25
in one sequence), but reliably translated into CXCR4 usage
measured phenotypically. Position 11 hosted a S in 30/40
sequences and a G in 3/40 sequences; position 25 displayed a
negatively charged AA (D or E) in 35 sequences. The total number
of positively charged AA, total net charge, or total charge, which
was generally high (>+5), did not provide further support for
sorting CXCR4-using strains in our samples, in agreement with
the findings reported by Raymond et al. [62]. In 6/8 phenotyp-
ically X4 strains in which positions 11 and 25 were not positively
charged, the PNG (NgNTjg) was (or was likely to be, due to
mixtures) disrupted and the net charge was =+4, as reported by
Raymond et al. [62]. The Raymond rules improved concordance
of the phenotypic test with genotypic prediction from 61.4% with
Geno2Phenocorecepior] and 71.8% with webPSSM to 87.2% (34/
39) for this CRF. Nonetheless, with these rules (11 K/R and/or
25 K or disrupted PNG+net charge=+4 [62]) in 2/25 cases,
phenotypically R5 samples were scored as X4 and 2/14
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phenotypically X4 samples were predicted to be RS, suggesting
that other criteria apply to this CRF and larger scale studies
combining phenotypic testing to genotypic tuning combining the
11/25 rule to the PNG and to charge will be needed to further
improve sensitivity and specificity of prediction tools. We cannot
exclude that in our study, the use of bulk sequences may impact
the reliability of prediction rules, whereas the rules by Raymond
were partially based on clonal samples, where the relative weight
of each position is absolute rather than being relative to its
proportion within the quasispecies.

Three technical reasons could account for discordant results
between genotypic prediction and phenotypically determined
tropism: PCR  selection, a bias/selection arising from the
recombination step of the RVA, inadequately inferred tropism
by genotypic tools, consequent to subtype-related specificities not
taken into account by the algorithm, either within the V3 loop or
in other regions of Env. To minimize a potential impact of PCR
selection, 5 independent PCR reactions were pooled and the same
amplicon used to produce recombinant viruses was sequenced.
Nonetheless, whereas comparison of the Env-RVA and genotypic
prediction by Geno2Pheno and webPSSM were based on the use
of the same PCR pool, the Trofile ESTA was performed using an
independent plasma tube and different PCR primers, eventually
translating into PCR selection. Hence, it is not possible to exclude
that failure to pick-up X4 minority variants by the RVA (1
CRFO1_AE) or by the Trofile ESTA (1 CRF02_AG), reflect PCR
selection, particularly in the case of poorly infectious recombinant
or pseudotyped particles. Selection during the recombination step
was ruled out as the V3-loop sequences from viral supernatants
(after the recombination step) were identical to the parental PCR
amplicon that served to produce recombinant viruses. When
assessed, tropism of CRFO1_AE and CRF02_AG strains assessed
using the Trofile ESTA matched the phenotype determined by the
RVA and disagreed with the Geno2Phenocoreceptor] prediction in
all but two cases (Table 3). The Trofile ESTA was chosen among
all available tropism phenotypic tests because it is a high sensitivity
and specificity single cycle pseudovirus assay [30]. Lastly, repeat
experiments in the presence of CCR5 and CXCR4 inhibitors
confirmed the phenotypic results, strongly indicating that the
Geno2Phenocorecepior] and webPSSM algorithms require more
specific improvements for some subtypes, particularly CRFO1_AE
and CRF02_AG, and that the RVA described here reliably
indicates coreceptor usage. It is known that the V3-loop is not the
sole Env determinant of HIV-1 co-receptor usage. Sequence
changes within the VI, V2 and C4 regions of gp120 [13,63-67], as
well as the level of glycosylation [68-70] can also profoundly
impact coreceptor usage. In this study, it is not possible to rule out
that some discordant results arise from the comparison of
coreceptor usage predictions based on the V3-loop sequence only
to a phenotypic assay taking into account the whole Env
ectodomain.

Various commercial and non-commercial phenotypic assays
have been developed over the last 10 years to measure tropism.
These are based on different approaches to produce recombinant
viruses, including homologous recombination, pseudotyping, or a
combination of both; they target different parts of Env, ranging
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