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cGAS, une arme antivirale

Rodle dans la reconnaissance du VIH-1
transmis de cellule a cellule

Aurélie Ducroux, Christine Goffinet

> Au cours de leur existence, les cel-
lules de mammiferes font face aux
risques constants d’invasion par des
microorganismes pathogeénes. Pour s’en
défendre, elles expriment un ensemble
de récepteurs (les PRR, pattern reco-
gnition receptor) qui reconnaissent des
structures spécifiques présentes sur les
pathogénes (les PAMP, pathogen-asso-
ciated molecular pattern). La liaison
de ces récepteurs PRR a des compo-
sants viraux peut induire une cascade
de signalisations intracellulaires qui
aboutit a I'expression et a la sécré-
tion de cytokines pro-inflammatoires
et antivirales, comme les interférons
de type | (IFN-1). La reconnaissance
des acides nucléiques microbiens est
également un mécanisme majeur par
lequel le systeme immunitaire détecte
les pathogenes.

Les recherches menées au cours des der-
nieres années ont permis d’identifier la
voie de signalisation cGAS-STING! dont
I’activation, par un ADN étranger d’ori-

gine virale, conduit

(=) Voir la Nouvelle
de P. Wallet et al.,
m/s n°6-7, juin-juillet
2015, page 600

a la production
d’IFN [1] (=9).

La reconnaissance
de ’ADN exogéne
par I’enzyme cGAS conduit a la pro-
duction du second messager cGAMP
(cyclic-GMP-AMP), qui active I’adap-
tateur STING (stimulator of interferon
genes), une protéine localisée a la sur-
face du réticulum endoplasmique. Cette
activation stimule la phosphorylation

1 ¢GAS pour I’enzyme cyclic-GMP-AMP synthase et STING pour
son adaptateur qui stimule I'expression des genes codant
les interférons.
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du facteur de transcription IRF3 (inter-
feron regulatory factor 3) via la kinase
TBK1 (TANK binding kinase 1) [2]. La
voie cGAS-STING est impliquée dans la
réponse immunitaire contre une grande
variété d’agents pathogenes dont le
génome est de "ADN, mais également
dans les défenses antitumorales [3].
Des études récentes ont montré que
le role de cGAMP n’est pas uniquement
intracellulaire. Ce dernier peut étre
transporté par des jonctions commu-
nicantes (ou gap junctions) entre deux
cellules [4], ou encapsidé dans des
particules virales [5, 6].

Le virus de I'immunodéficience humaine
de type 1 (VIH-1), un rétrovirus appar-
tenant au genre des lentivirus, est res-
ponsable du syndrome d’immunodé-
ficience acquise (Sida). Les cellules
cibles du VIH-1 sont principalement les
lymphocytes T CD4* mais également les
monocytes, les macrophages et les cel-
lules dendritiques qui expriment a leur
surface la glycoprotéine CD4 qui sert
de récepteur au virus. U'entrée du virus
nécessite un co-récepteur, le CXCR4
(chemiokine receptor type 4) exprimé
principalement a la surface des cel-
lules T, ou CCR5 (chemiokine recep-
tor type 5), exprimé majoritairement
par les lymphocytes T mémoires et les
macrophages. La propagation du VIH-1
s'effectue selon deux mécanismes. Le
premier, qui est commun @ de nombreux
virus, consiste en la libération de par-
ticules virales dites libres, générées par
bourgeonnement a la surface de la cel-
lule infectée. Ces particules diffusent
passivement jusqu’a leur rencontre
avec une nouvelle cellule sensible a
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I’infection. Le second mode de pro-
pagation par lequel le VIH-1 se pro-
page préférentiellement et plus effi-
cacement (supériorité de 100 a 1000
fois), correspond au passage du virus
d’une cellule infectée a une cellule
saine avoisinante. Ce second processus
repose sur différents mécanismes dont
le mieux décrit est probablement la
formation d’une synapse virologique
entre deux cellules adjacentes, synapse
qui ne conduit pas a leur fusion. La
formation de syncytiums? stables, ou
de microfusions localement restreintes,
peut étre cependant observée dans
des conditions de culture particuliéres
permettant des contacts directs entre
des cellules infectées et non infectées.
Ces phénomeénes peuvent également se
produire in vivo [7].

Les rétrovirus sont constitués d’un
génome ARN qui nécessite, pour la répli-
cation virale, une étape de rétro-trans-
cription en ADN complémentaire. Cette
étape se déroule dans le cytoplasme, au
sein de la capside virale. Cet ADN viral
néoformé reste donc indétectable par
les capteurs d’ADN de la cellule, comme
cGAS [8]. €n cas de fuite de I’ADN viral
hors de la capside, le VIH-1 peut détour-
ner I’exonucléase cellulaire TREX1 (three
prime repair exonuclease 1) pour qu’elle
le dégrade [9]. Des études récentes ont
montré que I'infection de lymphocytes
T CD4* [9, 10] ou de macrophages pri-
maires [8] par des virus libres, n’était
a Porigine d’aucune réponse interféron
(IFN). €n revanche, une production d’IFN
de type | peut étre détectée dans le sur-

2 Syncytium : cellule comportant plusieurs noyaux.
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Figure 1. Propagation de messagers cGAMP entre les cellules infectées et les macrophages. La détection de I’ADN viral par cGAS (cyclic-GMP-AMP

synthase) conduit a la production de messagers cGAMP (cyclic-GMP-AMP) qui activent la voie STING, déclenchant une production d’interféron

(IFN) de type I. La fusion membranaire résultant de contacts directs entre des lymphocytes T, qui expriment la protéine d’enveloppe du virus

d’immunodéficience humain (VIH-1) et des macrophages non infectés, permet le transfert intercellulaire de cGAMP. Ce messager induit une

réponse interféron de type | dans ces macrophages qui sont ainsi protégés contre I'infection par le virus. IRF : interferon regulatory factor ; TKB1 :

TANK-binding kinase 1 ; STING : stimulator of IFN genes (figure reproduite de [12] avec la permission d’Elsevier).

nageant de culture de cellules au cours
de la propagation du virus de cellule a
cellule [11].

La forte densité de cellules présentes
dans les tissus lymphoides, sites privilé-
giés de I'infection par le VIH-1, permet
de multiples possibilités de fusion entre
cellules infectées et cellules saines.
Nous avons émis I’hypothese que I'im-
munité innée induite par le second mes-
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sager cGAMP pourrait se propager de la
cellule donneuse a la cellule receveuse
apres fusion de leurs membranes. Cette
fusion membranaire est induite par I’in-
teraction de la glycoprotéine d’enve-
loppe virale, exprimée a la surface des
cellules infectées, avec le complexe
récepteur/co-récepteur viral présenté
a la membrane des cellules cibles adja-
centes.

Cette question a été abordée a Iaide
d’un systéeme de co-culture permettant
la fusion membranaire entre, d’une part,
des cellules de la lignée CHO (chinese
hamster ovary) exprimant la protéine
d’enveloppe du VIH-1 a leur surface et,
d’autre part, des macrophages primaires
qui expriment le complexe récepteur/
co-récepteur du virus VIH-1. Grdce a
ce modeéle, nous avons pu mettre en
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évidence I’induction par les cellules
exprimant la glycoprotéine virale, de
I’expression des ARNm de I'IFN-f3 humain
dans les macrophages co-cultivés, ainsi
qu’une augmentation de la sécrétion
des IFN de type | dans le surnageant des
co-cultures. €n présence d’un inhibi-
teur de fusion, le T20, cette induction
d’IFN est abolie, prouvant qu’elle dépend
de la fusion cellulaire qui repose sur la
présence des protéines d’enveloppes du
virus. La réduction de I’expression de
cGAS, par un ARN interférant dans les
cellules CHO qui expriment la protéine
d’enveloppe (cellules nommées CHO-
env), empéche également cette réponse
IFN lors de la co-culture avec les macro-
phages. Une seconde série d’expériences
a été réalisée avec des cellules Jurkat-
€nv, une lignée cellulaire immortalisée de
lymphocyte TCD4* exprimant la protéine
d’enveloppe du virus VIH-1 a leur surface,
mais dans lesquelles la protéine cGAS
n’est pas détectée. Avec ces cellules, une
réponse IFN n’a pu étre observée qu’apres
reconstitution de | expression de la pro-
téine cGAS (par manipulation génétique),
mettant en évidence le r6le essentiel de
cGAS dans la réponse des cellules don-
neuses.

Grdce a ces deux modeéles, nous avons
observé parallélement que IYinduction
d’IFN détectée aprés la co-culture,
dépendait uniquement de la kinase
TBK1 et de la présence de STING dans les
macrophages. L’ensemble de ces obser-
vations indique donc que I’expression de
cGAS et de la protéine d’enveloppe du
VIH-1 dans les cellules donneuses, permet
le transfert de cGAMP aux macrophages
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par un mécanisme qui nécessite la fusion
membranaire. Dans les macrophages,
cGAMP se fixe a "adaptateur STING, ce qui
déclenche une réponse IFN qui dépend de
la kinase TBK-1 mais qui ne nécessite pas
I’expression de cGAS. L’état antiviral ainsi
induit protége les macrophages contre
I’infection de novo par le VIH-1.

Ces observations nous ont conduits a
réaliser des expériences de co-culture
entre des lymphocytes T CD4" primaires,
infectés par le VIH-1, et des macro-
phages isolés du méme patient. Les
résultats que nous avons obtenus ont
montré que les lymphocytes T CD4*
infectés induisaient plus de réponse IFN
dans les macrophages que les virions
correspondants. Comme dans le modele
des cellules CHO-Env, la réponse IFN
des macrophages dépend de la fusion
membranaire et de la présence de STING.
L’expression de cGAS n’est toutefois pas
nécessaire. Le transfert intercellulaire
de cGAMP, des lymphocytes T infec-
tés aux macrophages (& Iorigine de la
production d’IFN), court-circuite donc
I’étape de reconnaissance de I’ADN par
la protéine cGAS (Figure 1) [12].

Cette étude décrit donc un nouveau
mode de propagation de I'immunité
innée reposant sur un transfert hori-
zontal des messagers cGAMP au travers
de pores membranaires formés entre la
cellule infectée par le VIH-1 et la cellule
cible. Ce processus se produit proba-
blement lors de I'infection par d’autres
virus qui se propagent de cellule a cel-
lule et nécessitent une étape de syn-
thése d’ADN dans le cytoplasme au cours
de leur cycle de réplication. ¢

> Grace a m/s, vivez en direct les progres
des sciences biologiques et médicales
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