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SAMHDL1 prive le VIH
des nucléotides essentiels
a la synthese d’ADN viral
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Florence Margottin-Goguet

> Trente-cing millions de personnes sont
infectées dans le monde par les virus de
’immunodéficience humaine VIH-1 et VIH-2,
responsables du Sida (syndrome d’'immuno-
déficience acquise). Les cibles cellulaires de
I'infection par ces virus sont principalement
les macrophages, les cellules dendritiques
et les lymphocytes T qui expriment le récep-
teur CD4. Ces cellules présentent une sus-
ceptibilité différente a I'infection en fonc-
tion de I'expression de facteurs cellulaires,
appelés facteurs de restriction, qui forment
une ligne de défense précoce contre le
virus. Rejoignant la famille des facteurs
de restriction (Trim5ot, BST-2/tetherin et
APOBEC3G [apolipoprotein B mRNA editing
enzyme, catalytic polypeptide-like 3G1)
(=) [10], SAMHD1 [SAM domain and HD
(=) Voirm/sn° 4,
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domain 1] a été décou-
verte en 2011 comme
une protéine cellulaire bloquant Pinfection
virale dans les macrophages et les cellules
dendritiques [1, 2]. Notre laboratoire, dans
le cadre d’une collaboration internationale,
a démontré comment SAMHD1 assurait son
activité antivirale. SAMHD1 bloque I'infec-
tion par les VIH-1 et VIH-2 en réduisant
considérablement le taux de désoxynucléo-
tides (dNTP), précurseurs essentiels a la
synthése de ’ADN viral [3].

Le taux cellulaire de dNTP : un élément clé
pour Pinfection du VIH

Le travail a commencé avec I"étude de
la protéine auxiliaire Vpx. Alors que les
VIH-1 et VIH-2, comme tous les rétrovi-
rus, partagent Iexpression de protéines
structurales et catalytiques codées par les
genes gag, pol et env, ils different par leur
équipement en protéines auxiliaires. Ainsi,
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Vpx est exprimée uniquement par le VIH-2
(et le virus simien apparenté, SIVsm), et non
par le VIH-1. Vpx est la seule des protéines
auxiliaires dont I'importance est observée
seulement dans des cellules de la lignée
monocytaire (monocytes, cellules dendri-
tiques, macrophages). Par exemple, les
macrophages ne peuvent pas étre infectés
par un VIH-2 (ou le SIVsm) qui a été privé
de son géne codant pour Vpx, contrairement
a des lymphocytes T activés qui restent
infectables [4]. Par ailleurs, Vpx délivrée a
une cellule monocytaire par des particules
virales non infectieuses, augmente specta-
culairement Iinfection par le VIH-1, mais
aussi par des virus plus lointains tels que le
FIV (virus de 'immunodéficience féline) [5].
Il semble donc que de nombreux rétrovirus,
bien que dépourvus de Vpx, soient sensibles
a I'apport de la protéine virale. Dans tous
les cas, Vpx agit en augmentant la cinétique
d’une étape cruciale du cycle rétroviral, la
transcription inverse [5]. Cette étape est
accomplie par la transcriptase inverse (RT)
du virus, qui convertit I’ARN viral en ADN
en utilisant les dNTP cellulaires. Or, le taux
de dNTP dans les cellules monocytaires
est maintenu a une valeur tres faible car
ces cellules ne se divisent pas (elles sont
dites quiescentes) et ne répliquent donc
pas leur ADN nucléaire, contrairement aux
lymphocytes T qui proliférent [6]. Les VIH
se sont d’ailleurs adaptés a ces conditions
de faible concentration en nucléotides en
développant des RT de tres forte affinité
vis-a-vis des dNTP [6]. Il n’en reste pas
moins que I'addition de désoxynucléosides
(dN), convertis en dNTP dans la cellule, per-
met d’augmenter fortement I'infection des
macrophages par le VIH-1, indiquant que
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le taux de nucléotides reste limitant pour
I'infection des cellules par ce virus. Ainsi,
Vpx d’un coté et les dN de 'autre, augmen-
tent 'infection par le VIH-1.

L’ensemble de ces observations nous
a conduits a explorer I’hypothése selon
laquelle Vpx pourrait augmenter la concen-
tration de dNTP intracellulaires. Dans un
premier temps, nous avons donc cherché
a savoir si 'addition de dN au milieu de
culture de macrophages cultivés in vitro
permettrait de restaurer I'infection de ces
cellules par le SIV (un virus proche du VIH-
2) dépourvu du géne codant pour Vpx. €n
d’autres termes : les dN permettent-ils a un
virus SIV de s’affranchir de Vpx ? La réponse
est oui, mais partiellement. Ainsi, pour la
premiere fois, des conditions métaboliques
particulieres permettaient a un virus SIV
d’infecter des macrophages en I'absence
de Vpx. Par la suite, une quantification
directe de la concentration des dNTP intra-
cellulaires a permis de montrer que Vpx
augmentait significativement le taux des
quatre dNTP (dATP, dCTP, dGTP et dTTP) dans
les macrophages.

La protéine SAMHD1 est une dNTPase
dépendante du dGTP

€n 2011, la protéine SAMHD1 (impliquée
dans le syndrome d’Aicardi-Goutiéres! [7])

! Le syndrome d’Aicardi-Goutigres (AGS) est une encéphalopa-
thie subaigué a transmission mendélienne, associant classique-
ment des calcifications des noyaux gris centraux, une leuco-
dystrophie et une lymphocytose du liquide céphalo-rachidien.
Un peu plus de 120 cas ont été publiés dans la littérature. Les
symptdmes débutent [...] dans les premiers jours ou mois de
vie, sous forme d’une encéphalopathie subaigué sévere associée
a une épilepsie (53 %), des engelures des extrémités (43 %) et
des épisodes fébriles aseptiques (40 %). Les symptdmes évo-
luent sur quelques mois (apparition d’une microcéphalie et d’un
syndrome pyramidal) avant de se stabiliser. (source Orphanet).
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était identifiée, non seulement comme une
protéine limitant I'infection par les VIH-1 et
VIH-2/SIVsm, mais aussi comme une cible
cellulaire dégradée en présence de Vpx (un
mécanisme viral permettant de contrecarrer
Pactivité de ce facteur de restriction) [1,
2]. Cette découverte était-elle compatible
avec un role direct de Vpx sur le taux de
dNTP intracellulaire ? Deux caractéristiques
de SAMHD1 ont alors revétu une importance
particuliere a nos yeux : son domaine HD, un
domaine associé au métabolisme des acides
nucléiques, et son homologie de séquence
avec des enzymes permettant I’hydrolyse
des dNTP (ou dNTPases) chez les bacté-
ries. Nous nous sommes donc demandé si
SAMHD1 était une enzyme de type dNTPase,
auquel cas sa dégradation en présence de
Vpx pouvait conduire a une augmentation
du taux de dNTP intracellulaire. Pour tester
cette hypotheése, nous avons, d’une part,
supprimé son expression dans une lignée
monocytaire (cellules THP-1 [human acute
monocytic leukemia cell line]) puis quantifié
les dNTP et, d’autre part, exprimé la protéine
dans des cellules humaines qui ne I’expri-
ment pas de facon naturelle (cellules U937),
puis quantifié les dNTP. Nous avons observé
que I'absence de SAMHD1 mimait I'effet de
Vpx, c’est-a-dire entrainait une augmenta-
tion du taux de dNTP, tandis que sa surex-
pression diminuait de fagon drastique le
taux de désoxynucléotides, et ce seulement
si le domaine HD était intact. Par ailleurs la
protéine SAMHD1, produite chez la bactérie
et purifiée, est capable d’hydrolyser les ANTP
in vitro, plus précisément le dGTP, mais aussi
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Figure 1. Réle du facteur de restriction SAMHDI1 et de la protéine

virale Vpx dans la régulation de la concentration cellulaire de dNTP.

A. Dans les cellules monocytaires, les dNTP sont maintenus a une

les trois autres nucléotides en présence de
dGTP. SAMHD1 est donc une dNTPase dépen-
dante du dGTP [3, 8, 9].

Conclusions et perspectives

SAMHD1 est un régulateur clé du méta-
bolisme des désoxynucléotides, qui limite
Iinfection par les VIH en maintenant un
taux de dNTP dans les macrophages trop
faible pour permettre un fonctionnement
optimal de la transcriptase inverse (Figure
1A). Le VIH-2 (ou le SIVsm) a développé
une arme pour se défendre de I'activité
de SAMHD1, la protéine Vpx. Cette der-
niere induit la dégradation de SAMHDI et
ainsi augmente le taux intracellulaire de
dNTP (Figure 1B). Le VIH-1, quant & lui, est
sensible a SAMHD1 mais échappe partiel-
lement a son action, bien qu’il ne code pas
pour Vpx.

La déplétion en désoxynucléotides appa-
rait donc comme une stratégie de défense
contre les VIH, particulierement « intelli-
gente » dans les cellules quiescentes qui
n’ont pas besoin d’un contenu élevé en
dNTP. La modulation du taux de désoxynu-
cléotides intracellulaires est certainement
un axe de recherche a prendre en consi-
dération dans le cadre de I’élaboration de
nouvelles stratégies contre les VIH, mais
peut-étre aussi contre d’autres patho-
genes. En effet, le mécanisme de déplétion
en désoxynucléotides pourrait étre utilisé
par la cellule pour résister a 'infection
contre différents pathogenes dont la survie
dépend d’une synthése d’ADN dans des cel-
lules quiescentes. ¢

concentration trés faible, du fait de leur dégradation par la protéine
SAMHD1. €n absence de substrat (dNTP), la transcriptase inverse
(RT) du virus ne peut synthétiser I’ADN viral de facon optimale ;
la réplication virale est bloquée a une étape précoce. Les VIH-1
et VIH-2/SIVsm sont tous les deux sensibles a I’effet inhibiteur de
SAMHD1. B. Le VIH-2 et le virus simien apparenté (SIVsm) ont déve-
loppé une arme contre SAMHD1 : la protéine virale Vpx. En dégradant
SAMHD1, Vpx augmente le taux intracellulaire de dNTP, ce qui permet

une synthese efficace de I’ADN viral et I’infection des cellules.

SAMHD1 deprives HIV of nucleotides,
essential for viral DNA synthesis
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