La libération de son matériel géné-
tique a ensuite lieu apres abaissement
du pH dans les endosomes et fusion
des membranes virale et endosomale
[91 (Figure 2). Nous avons montré que
I’arbidol ralentissait I’endocytose des
virions VHC et inhibait la fixation de la
petite GTPase Rabb sur les endosomes
impliqués dans le

(=) Voir la Nouvelle

de ). Gilleron et al.,

trafic des virions
[10, 11] (=»).

Ceci a pour effet de
différer le moment
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auquel prend place la fusion virale ;
les virions, n"ayant pas pu libérer leur
nucléocapside, seraient alors dirigés
vers des compartiments de dégrada-
tion de type lysosome [10]. Uarbidol
inhibe également la scission membra-
naire induite par la dynamine-2, ce qui
altere la formation des vésicules recou-
vertes de clathrine et donc I’endocytose
dépendante de la clathrine.

Dans I’état actuel de la littérature,
I’arbidol montre une activité antivi-
rale contre des virus pénétrant dans
leurs cellules-hote par des voies utili-
sant soit une acidification, soit I’action
de la GTPase Rab5, soit action de la
dynamine-2. Uinternalisation du virus
€bola requiert une étape d’acidification
endosomale, ainsi que I'intervention

des petites GTPases Rab5 et Rab7 [12].
Cette étape et ces protéines pourraient
donc étre ciblées par I’arbidol, ce qui
expliquerait I’inhibition observée sur
les étapes précoces de I’entrée du virus
Ebola (Figure 2).

€tant donné que I’arbidol semble étre
le plus efficace lorsqu’il est administré
avant ou au moment de la survenue
de Iinfection par le virus €bola, et du
fait de son innocuité démontrée en cli-
nique, il pourrait étre utilisé en pro-
phylaxie dans les épidémies de fievres
hémorragiques, en limitant la dissé-
mination virale chez les personnes en
contact avec les malades (famille, per-
sonnel prodiguant les soins, etc.). Chez
les patients infectés, "administration
d’arbidol pourrait permettre de circons-
crire ou d’atténuer les symptomes de
Iinfection, en protégeant les cellules
non infectées.

Des recherches futures en ce sens pour-
raient donner I’espoir d’un traitement
efficace et rapide a mettre en ceuvre
contre ces infections redoutables. ¢
The synthetic antiviral drug arbidol
inhibits globally prevalent pathogenic
viruses
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Nucléation de actine
et transfert du VIH des cellules
dendritiques aux lymphocytes T

Mickaél Ménager

> Les cellules dendritiques sont des
cellules du systéeme immunitaire inné
qui constituent une premiére barriere
de défense contre les pathogenes. Elles
permettent de capturer virus et bac-
téries, afin entre autres de présenter
des peptides antigéniques aux lym-
phocytes T du systeme immunitaire
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adaptatif, dans le but de générer une
réponse immunitaire optimale et spé-
cifique. Bien que les cellules dendri-
tiques humaines soient capables de
capturer le VIH (virus de I’immunodé-
ficience humaine) par I'intermédiaire
de multiples récepteurs, la réplication
du virus apparalt tres faible dans ces
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cellules en comparaison a la réplica-
tion dans les lymphocytes T, principales
cibles in vivo du virus [2]. Cette faible
réplication repose sur I'existence dans
ces cellules d’un facteur de restriction,
SAMHD1 (SAM domain and HD domain-
containing protein 1), qui, en inhibant
la synthese d’ADN a partir de I’ARN
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génomique viral, empéche I'intégration
du virus et la production de nouvelles
particules virales [3]. €n revanche,
des études in vitro ont montré que les
cellules dendritiques peuvent trans-
mettre le virus aux lymphocytes T CD4*
au cours d’un processus d’infection en
trans! appelé « trans-enhancement »
ou « trans-infection » [4, 5]. Plusieurs
mécanismes moléculaires expliquant
cette transmission ont été proposés
avec un transfert du VIH soit par la voie
des exosomes, apres internalisation
[6], soit par le biais de protrusions
membranaires [7], soit encore par une
grande invagination de la membrane
plasmique [8]. Bien que I'importance
de ce transfert reste a démontrer dans
un contexte in vivo, nous pensons que
le VIH a pu évoluer pour ne pas se
répliquer dans les cellules dendri-
tiques, évitant ainsi la premiére ligne
de défense du systeme immunitaire,
et utiliser ces cellules comme agent de
propagation tres efficace et rapide aux
lymphocytes T.

TSPAN7, un régulateur positif

de la nucléation de I’actine essentiel
pour la formation de dendrites,
permet un transfert efficace du VIH
aux lymphocytes T

Afin de mieux comprendre les méca-
nismes moléculaires associés au trans-
fert du VIH aux lymphocytes T CD4",
nous avons réalisé un crible a ARN
interférent (shARN, short hairpin RNA)
dans des cellules dendritiques dérivées
de monocytes primaires humains isolés
du sang de donneurs sains. Nous avons
pu ainsi réduire I"expression de 455
genes impliqués dans le trafic membra-
naire et vésiculaire. Parmi ces genes,
135 candidats potentiellement impli-
qués dans le transfert du virus ont
été identifiés dont de nombreux genes
contrélant la nucléation de I’actine
et la formation de protrusions mem-

! Processus au cours duquel le VIH n’infecte pas
directement les cellules T mais requiert une capture
et un transfert préalable par les cellules dendritiques.
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branaires requis pour la transmission
du virus. Des genes, régulateurs posi-
tifs de différentes voies d’endocytose,
dont I'expression diminuerait le phéno-
mene de transfert, ont également été
identifiés.

Par cette approche, nous avons pu vali-
der le role positif joué par la tétras-
panine 7 (TSPAN7) dans les cellules
dendritiques. La TSPAN7 est un membre
de la famille des tétraspanines dont
des mutations ont été associées a des
retards mentaux liés au chromosome
X, avec notamment un défaut de for-
mation des dendrites synaptiques neu-
ronales [9]. Par des expériences de
localisation de la protéine en micros-
copies confocale et électronique, nous
avons pu montrer que la TSPAN7 était
nécessaire pour la formation de den-
drites riches en actine. €n effet, en
I’absence de la TSPAN7, les protrusions
membranaires sont remplacées par des
blebs?, des proéminences cellulaires
dépourvues d’actine. On observe éga-
lement une augmentation de la capture
du virus, qui se retrouve agrégé dans
des vésicules dérivées des voies de
macropinocytose®.

€n utilisant des drogues bloquant la
fonction du complexe ARP2/3 (actin-
related protein 2/3), nous avons pu
reproduire les phénotypes que nous
avons observés, en inhibant la nucléa-
tion de ’actine [10], sans qu’il n’y ait
d’effets additionnels apres diminu-
tion de I’expression de la TSPAN7. La
TSPANT7 joue donc, dans les cellules
dendritiques, un role de régulateur
positif de la nucléation de I"actine.
[l en résulte un réseau de filaments
d’actine qui est nécessaire pour la for-
mation de dendrites pouvant capturer
le VIH et le transférer directement aux
cellules T.

2 Proéminence de la membrane plasmique d’une
cellule suite a la dissociation entre le cytosquelette
et la membrane.

¥ Mécanisme utilisé pour capturer des substances
du milieu extracellulaire par des invaginations de la
membrane plasmique, résultant en la formation de
vésicules d’environ 1 um de diametre.

DNM2 stabilise I’actine corticale.

Il permet de limiter I’entrée du VIH

par macropinocytose et optimise

son transfert

Un des genes identifiés par notre crible a
ARN interférent, code la protéine dyna-
mine 2 (DNM2) [11]. La diminution de
I’expression de DNM2 dans les cellules
dendritiques entraine une diminution
du transfert du VIH. Son role apparalt
cependant ne pas dépendre de sa fonc-
tion classique dans la voie d’endocytose
associée aux molé-
cules de clathrines
[12] (=).

DNM2 ne semble pas
jouer de réle impor-

(=») Voir la Nouvelle
de €. Boucrot

et H.T. McMahon,
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tant dans la forma-

tion des dendrites riches en actines.
Elle permet plutot une stabilisation de
I’actine corticale sous la membrane
plasmique, ce qui limite I'internalisation
du virus dans les cellules dendritiques
par des voies de type macropinocytose.
Uinhibition de la nucléation de I'actine
ou de TSPAN7 entraine également une
perte de I"actine corticale.

Linhibition de I’actomyosine

qui restaure la formation

des dendrites, permet de compenser
les défauts de transfert dus a la perte
de la nucléation de I’actine

La formation de blebs dépend géné-
ralement de "actomyosine qui génere
une force contractile a la membrane
plasmique via 'interaction entre les
filaments d’actine et de myosine 2 [13].
€n inhibant la contraction de "actomyo-
sine, nous avons pu empécher I'inter-
nalisation du VIH dans des vésicules de
type macropinocytose, conséquence de
I’inhibition de la nucléation de I'ac-
tine ou de la TSPAN7. De fagon plus
inattendue, en inhibant cette contrac-
tion, nous avons aussi pu observer une
restauration des dendrites riches en
actine, une relocalisation des particules
virales a leur surface, et un transfert
aux lymphocytes T similaire a celui des
cellules contrdles. Inhiber la contrac-
tion de I’actomyosine dans des cellules



Transfert efficace du VIH

des dendrites vers la surface des lymphocytes

4 Nucléation de Pactine

- Internalisation du VIH
\ Actine corticale
Fonction de DNM2

« Internalisation du VIH
par macropinocytose

\ Transfert du VIH

Dendrite
Nucléation

/ Transfert du VIH

™\ Voies d’endocytose

+ Augmentation du VIH
sur les dendrites

Contraction de
’actomyosine

+ Augmentation du nombre
de dentrite

- Diminution de
I’internalisation du VIH

Figure 1. Modéle décrivant I’importance de la nucléation de [’actine et des réles joués par les protéines TSPAN7 et DNM2 pour un transfert efficace

du VIH des dendrites vers la surface des lymphocytes T CD4*. VIH : virus de 'immunodéficience humaine ; TSPAN7 : tétraspanine 7 ; DNM2 : dyna-

mine 2 ; CME : endocytose par la voie des clathrines ; MDDC : monocyte-derived dendritic cells.

dendritiques possédant une nucléation
de I'actine fonctionnelle, entraine une
formation accrue des protrusions mem-
branaires. Ces derniéres, plus impor-
tantes en nombre et en taille, favorisent
le maintien des particules virales a leur
surface et une augmentation du trans-
fert du VIH aux lymphocytes T.

Conclusion

Nos travaux démontrent donc I’impor-
tance des effecteurs de la nucléation
de I'actine et de la stabilisation de
I’actine corticale dans le transfert du
VIH des cellules dendritiques aux lym-
phocytes T. Ces mécanismes permettent
de limiter I’entrée du VIH dans les cel-
lules dendritiques. Ils sont a Porigine
de la formation des dendrites riches
en actine qui peuvent capturer le VIH
et le transférer de fagon efficace et
directe a la surface des lymphocytes T
CD4* (Figure 1). Nous avons également
mis en évidence I'existence, a la mem-
brane plasmique des cellules dendri-

m/s n® 12, vol. 32, décembre 2016

tiques, de deux forces opposées: (a)
la nucléation de I'actine, une force
protrusive qui semble contrebalancer
(b) la contraction de I"actomyosine.
La perturbation de I’équilibre entre ces
deux forces favorise donc soit la for-
mation de protrusions membranaires,
soit I'internalisation du VIH par des
mécanismes de macropinocytose dus a
la rétraction de blebs. ¢

Actin nucleation and HIV transfer from
dendritic cells to T lymphocytes
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