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Liste des principales abréviations 

 

ADCC  Antibody-Dependent Cellular Cytotoxocity 

ADCP  Antibody-Dependent Cellular Phagocytosis 

ADN  Acide DésoxyriboNucléique 

ADNc  ADN complémentaire 

ALIX  ALG-2 Interacting protein X 

ANRS   Agence Nationale de Recherche sur le Sida 

AP  Adaptor protein 

APOBEC Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 

ARN  Acide ribonucléique 

ARNg  ARN génomique 

ARNm  ARN messager 

BiFC  Bimolecular Fluorescence Complementation  

bnAbs  broadly neutralizing Antibodies 

BTB   Broad complex, Tram track and Bric à brac 

CA  Capside 

CCR5  C-C Chemokine Receptor type 5 

CD4  Cluster de Différentiation 4 

CD4bs  CD4 binding site 

CDR-H3  Complementary Determining Region - Heavy chain 3 

Cellule NK Cellule Natural killer 

CHR  C-terminal Repeat 

CMH-I / II Complexe Majeur d’Histocompatibilité classe 1 / 2 

CRF   Circulating Recombinant Form  

CTD  Domaine C-terminal 

CXCR4 C-X-C Chemokine Receptor type 4 

DC  Denditic Cell 

DC-SIGN Dendritic Cell–Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin  

EC  Ectodomaine 

ECL  ExtraCellular Loop 

ELISA  Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

ENF  Enfuvirtide  

Env  Glycoprotéine d’enveloppe 

EPR  Electron Paramagnetic Resonance  

ERAD   Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation 

ERManI  Endoplasmic Reticulum Mannosidase Class I 

ESCRT  Endosomal Sorting Complex Required for Transport 
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Fab  Fragment antigen binding 

FcR  Fragment constant Receptor 

FP  Fusion Peptid 

Gag  Group-specific antigen 

GALT  Gut Associated Lymphoïd Tissue 

GBPs   Guanylate Binding Protein 

GMP  Guanosine Monophosphate 

Gp  Glycoprotéine d’enveloppe  

GTP   Guanosine Triphosphate 

HD  Hydrophobic Domain 

HEK  Human embryonic kidney 

HeLa  Henrietta Lacks 

HR1 / 2  Heptad Region 1 / 2  

ICL  Intracellular Loop 

IFITM  InterFeron Induced TransMembrane proteins 

IFN  Interféron  

Ig  Immunoglobuline 

IN  Intégrase 

IP  Immunoprécipitation 

IRGs   Immunity-Related GTPases 

ISG  Interferon stimulated genes 

IVR   InterVening Region 

kDa  Kilodalton 

LAV  Lymphadenopathy Associated Virus 

LEDGF Lens epithelium-derived growth factor  

LLP  Lentivirus Lytic Peptides 

LTR  Long Terminal Repeat 

MA  Matrice 

MARCH  Membrane-Associated RING-CH 

MHR  Major Homology Region 

mobNAbs monoclonal broadly Neutralizing Antibodies  

MPER  Membrane Proximal External Region  

MVC  Maraviroc 

nAbs  neutralizing Antibody 

NC  NucléoCapside 
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Résumé 

Les protéines IFITM (interferon-induced transmembrane proteins) font partie de la réponse 

immunitaire innée. Elles bloquent l’entrée de nombreux virus dans la cellule hôte non infectée. Dans 

le cas du VIH, il a été montré qu’elles agissent également dans la cellule infectée en s’incorporant au 

sein des virus lors de leur formation, diminuant ainsi leur capacité à infecter de nouvelles cellules. 

Plusieurs travaux récents suggèrent que la glycoprotéine d’enveloppe (Env) pourrait jouer un rôle 

fondamental dans la restriction de l’infection du VIH-1 par les protéines IFITM, en particulier par la 

protéine IFITM3. Néanmoins les capacités de Env à y échapper n’ont été que peu explorées et aucun 

consensus quand aux mécanismes mis en jeu n’a pu être établi. Ainsi, cette étude a pour but d’étudier 

le rôle de Env dans la capacité du VIH à échapper à l’action de la protéine IFITM3. 

Dans ces travaux, nous avons montré que des virus qui ne diffèrent que par l’Env exprimée à leur 

surface présentent des sensibilités variables à la protéine IFITM3 avec une inhibition de leur 

infectiosité de plus de 60% pour les virus les plus sensibles et sans aucune inhibition voire même une 

augmentation de leur infectiosité pour les plus résistants. De façon intéressante, cette sensibilité ne 

semble pas être dépendante ni de la quantité de protéines IFITM3, ni de la quantité d’Env 

incorporées au sein des virions. Le niveau de sensibilité des virus à IFITM3 semble donc dépendre 

de la nature de l’Env exprimée à leur surface. 

Par l’étude des propriétés antigéniques et fonctionnelles de ces Env et la mise en œuvre de 

techniques d’immunoprécipitation et de microscopie confocale, nous avons pu mettre en évidence 

des différences conformationnelles et d’interaction avec la protéine IFITM3 entre les Env des virus 

sensibles et résistants. Nos résultats suggèrent que la protéine IFITM3 interagit avec les trimères 

d’Env matures des virus sensibles à IFITM3, les stabilisant dans un état conformationnel exposant 

les boucles variables V1V2 et empêchant ainsi les changements conformationnels requis pour la 

fusion des membranes virales et cellulaires. En revanche, les modifications post-traductionnelles 

subies par les trimères d’Env des virus résistants à IFITM3, semble bloquer l'accès de la protéine 

IFITM3 à son site de liaison, rendant le trimère d’Env fonctionnel. 

En conclusion, nos résultats soulignent l’importance de Env dans la modulation de la sensibilité du 

VIH-1 à l'inhibition de l'infection par la protéine IFITM3. Ils apportent un éclairage nouveau quant 

au mécanisme par lequel Env peut échapper à ce facteur de restriction. 

Mot clés : VIH-1, glycoprotéines d’enveloppe, IFITM3, facteur de restriction 
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Abstract 

The IFITM proteins (interferon-induced transmembrane proteins) are part of the innate immune 

response. They block the entry of many viruses into the uninfected host cell. In the case of HIV, it 

has been shown that they also act in the infected cell by incorporating themselves into viruses during 

their formation, thus reducing their ability to infect new cells. Several recent works suggest that the 

envelope glycoprotein (Env) could play a fundamental role in the restriction of the infection of HIV-

1 by the IFITM proteins, in particular by the IFITM3 protein. However, the ability of Env to escape 

this restriction remains poorly explored and no consensus about the mechanisms involved have been 

established. The purpose of this study is to study the role of Env in the ability of HIV to escape the 

action of the protein IFITM3. 

In our study, we showed that viruses that differed only in the Env expressed on their surface 

presented variable sensitivities to the IFITM3 protein with an inhibition of their infectivity of more 

than 60% for the most sensitive virus and without any inhibition or even an increase in their 

infectivity for the most resistant. Interestingly, this sensitivity does not appear to be dependent either 

on the level of IFITM3, or on the level of Env incorporated within virions. The level of sensitivity of 

viruses to IFITM3 therefore seems to depend on the nature of the Env expressed on their surface. 

By studying the antigenic and functional properties of these Env and by performing 

immunoprecipitation and confocal microscopy experiments, we showed differences between 

sensitive and resistant Envs both in their conformation and their capacity to interact with the IFITM3 

protein. Our results suggest that the IFITM3 protein interacts with the mature Env trimer of IFITM3-

sensitive viruses, stabilizing a conformational state in which the V1V2 loops are exposed, thereby 

preventing the conformational changes required for fusion of viral and cell membranes. By contrast, 

post-translational changes undergone by the Env trimer of IFITM3-resistant viruses would block the 

access of the IFITM3 protein to its binding site, rendering the Env trimer functional. 

In conclusion, our data highlight the important role of Env in modulating the sensitivity of HIV-1 to 

the inhibition of infection by IFITM3. They provide new information about the mechanism by which 

Env may escape this restriction factor.  

Keywords: HIV-1, envelope glycoprotein, IFITM3, restriction factor 
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Généralités 

Découverte, classification et répartition géographique 

Le VIH ou Virus d’ImmunoDéficience Humaine a été découvert en 1983 à l’institut Pasteur par 

Françoise Barré-Sinoussi et ses collaborateurs qui l’identifient alors comme le LAV 

ou  Lymphadenopathy Associated Virus (Barré-Sinoussi et al., 1983). Ce virus infecte les cellules 

immunitaires et à long terme est responsable de leur déplétion qui mène au Syndrome 

d’ImmunoDéficience Acquise (SIDA). Depuis le début de l’épidémie, plus de 39 millions de 

personnes sont décédées de maladies liées au VIH. En 2018, l’ONUSIDA recensait 37,9 millions de 

personnes infectées dans le monde, 1,7 millions de nouvelles infections et 770 000 décès liés à 

l’infection par le VIH (ONUSIDA, 2018). 

Le VIH appartient à la famille des Retroviridae dont les membres présentent la particularité de rétro-

transcrire l’ARN viral en ADN grâce à l’enzyme transcriptase inverse. La capacité du VIH à 

encapsider deux copies de son ARN génomique le classe au sein de la sous-famille des 

Orthoretrovirinae. Chez un hôte infecté, le stade SIDA se déclare après une longue période 

asymptomatique, ce qui fait du VIH un rétrovirus du genre lentivirus (lenti signifiant lent).  

A l’heure actuelle, 2 types de VIH ont été décrits : le VIH-1 isolé en 1983 et responsable de la 

pandémie actuelle, et le VIH-2 isolé à l’institut Pasteur en 1986, moins virulent que le premier et 

essentiellement localisé dans des zones endémiques de l’Afrique de l’Ouest (Clavel et al., 1986).  

Le VIH-1 est divisé en 4 groupes distincts en fonction de sa diversité génétique :  

- Le groupe M (Major ou Main), premier groupe découvert en 1983, responsable de la 

pandémie mondiale 

- Le groupe O (Outlier) identifié en 1990 (De Leys et al., 1990) 

- Le groupe N (New ou non-M non-O) décrit en 1998 (Simon et al., 1998) 

- Le groupe P, découvert plus tardivement en 2009 (Plantier et al., 2009). 

La répartition géographique de ces 4 groupes varie au niveau mondial. En effet, seuls les virus du 

groupe M sont retrouvés dans le monde entier, les virus du groupe N sont, eux, endémiques à 

l’Afrique centrale et à l’Afrique de l’Ouest tandis que les virus des groupes O et P sont 

principalement d’origine camerounaise (Hemelaar, 2012; Mourez et al., 2013). 

Chaque groupe de VIH-1 résulte d’une transmission indépendante d’un virus simien (Simian 

Immunodeficiency Virus ou SIV) du singe à l’Homme (Peeters et al., 2013). Le groupe M, 

responsable de la pandémie actuelle (95% des infections), se subdivise en 9 sous-types : A, B, C, D, 

F, G, H, J et K. Parmi ces sous-types, le sous-type C est responsable du plus grand nombre 
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d’infections dans le monde avec une prédominance en Asie, en Afrique centrale et subsaharienne.  

Le sous-type B quant à lui, est présent essentiellement en Europe et aux Etats-Unis tandis que le 

sous-type A est retrouvé en Europe de l’Est et en Asie centrale, les autres sous-types, eux, sont 

principalement localisés en Afrique (Hemelaar, 2012) (Figure 1). Outre ces différents sous-types, des 

formes recombinantes résultant d’une recombinaison d’au moins deux souches distinctes circulent 

actuellement, conduisant à une diversité génétique du virus très importante. Parmi ces formes 

recombinantes, les URF (Unique Recombinant Form), retrouvées chez un seul individu se 

distinguent des CRF (Circulating Recombinant Form) capables d’infecter plusieurs individus et 

d’initier une épidémie. A l’heure actuelle, plus d’une centaine de CRF ont été répertoriées (Los 

Alamos National Laboratory).  

 

Figure 1 : Distribution mondiale des sous-types et formes recombinantes du VIH-1 de groupe M 
La distribution mondiale entre 2004 et 2007 des sous-types et des formes recombinantes du VIH-1 du groupe 
M est représentée par un diagramme à secteurs dont la surface correspond au nombre de personnes infectées 
par le VIH-1. Chaque sous-type ou forme recombinante du VIH-1 du groupe M est représenté par un code 
couleur spécifique (d’après Hemelaar, 2012). 

Le VIH-2 est lui aussi composé de plusieurs groupes génétiquement différents (9 groupes nommés 

de A à I) parmi lesquels seuls les 2 premiers groupes, le A et le B sont endémiques en Afrique de 

l’Ouest, les autres groupes étant très peu représentés (Visseaux et al., 2016). L’existence de ce 

nouveau type de VIH, le VIH-2, a été suspectée en 1985 chez des patients sénégalais qui présentaient 

un profil sérologique plus proche d’une infection par le SIV observée chez les macaques, que du VIH 

de type 1 (Barin et al., 1985). Ces différences importantes retrouvées entre les deux types de VIH ont 



 23

permis de poser l’hypothèse d’une origine distincte et d’une dérive à partir de différents virus 

simiens. 

Origine du VIH 

Au Gabon, en 1989, un rétrovirus a été isolé chez des chimpanzés de l’espèce Pan troglodytes 

troglodytes (cpzPtt) (Peeters et al., 1989). Des similitudes entre le rétrovirus isolé chez ces animaux, 

le SIVcpzPtt, et le VIH-1 ont permis d’émettre l’hypothèse d’une origine simienne du VIH-1 (Huet 

et al., 1990). Par la suite, des études phylogénétiques ont été réalisées et ont permis de montrer que 

des évènements de transmission indépendants et inter-espèces ont conduit à l’émergence des 

différents types et groupes de VIH (Figure 2) (Tebit and Arts, 2011).  

 

Figure 2 : Représentation phylogénétique des groupes du VIH-1 et du VIH-2 et des transmissions inter-
espèces. 
Les dates de transmissions estimées des souches de SIV provenant de différentes espèces simiennes à 
l’homme sont indiquées. La représentation phylogénétique permet de visualiser la diversité génétique des 
groupes M, N, O et P du VIH-1 et du VIH-2 (d’après Tebit and Arts, 2011). 
 
Ainsi, les groupes M et N du VIH-1 résultent de deux évènements de transmission indépendants 

entre le chimpanzé Pan troglodytes troglodytes et l’homme (Keele et al., 2006; Van Heuverswyn et 
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al., 2007) alors que les groupes O et P résultent eux de deux autres évènements de transmission 

indépendants provenant des gorilles de l’espèce Gorilla gorilla (D’arc et al., 2015; Plantier et al., 

2009). Les différents groupes du VIH-2 proviennent chacun d’un évènement de transmission inter-

espèce ayant comme source un autre primate, le Sooty mangabey (Cercocebus atys) (Hirsch et al., 

1989). 

L’analyse phylogénétique et évolutive du VIH-1 a permis de situer le point de départ de l’épidémie à 

Kinshasa (République Démocratique du Congo) dans les années 1920 (Faria et al., 2014). Les 

groupes M et O partagent ainsi la même histoire évolutive jusqu’en 1960, date à laquelle le groupe M 

s’est propagé à d’autres continents dont les Etats-Unis tandis que le groupe O est resté circonscrit au 

continent africain (Gilbert et al., 2007).  

Diversité génétique 

La diversité génétique du VIH-1 est bien représentée par les nombreux sous-types et formes 

recombinantes circulant à l’échelle mondiale mais également à l’échelle de l’individu par la présence 

des nombreux variants viraux retrouvés dans l’organisme. En effet, bien qu’un seul variant viral soit 

généralement transmis lors d’une infection naturelle, de nombreux variants génétiquement proches et 

organisés en « quasi-espèce » sont rapidement identifiés chez le sujet infecté quelques mois après la 

transmission (Li et al., 2010; Wei et al., 2003a).  

 

Figure 3 : Les mécanismes de diversité du VIH 
Après décapsidation du virus, pendant l’étape de transcription inverse, des erreurs de rétrotranscription et des 
phénomènes de recombinaison conduisent à augmenter la diversité génétique (illustration de Beretta, 2018).  
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Cette grande diversité génétique du VIH-1 s’explique d’une part par des caractéristiques 

virales intrinsèques telles qu’un haut taux de mutation résultant de l’activité de la transcriptase 

inverse dépourvue de fonction correctrice, des événements de recombinaison entre variants 

conduisant à des virus chimériques et mosaïques, et un taux de réplication élevé (Figure 3) (Cuevas 

et al., 2015; Ramirez et al., 2008; Zhuang et al., 2002). D’autre part, des facteurs de l’hôte tels que la 

pression de sélection exercée par le système immunitaire du patient ou par les traitements 

antirétroviraux, contribuent également à l’émergence de cette quasi-espèce (Smyth et al., 2012). 

Structure des particules virales matures 

Le VIH-1 est un virus à ARN de 80 à 120nm de diamètre. Il est enveloppé d’une bicouche 

phospholipidique empruntée à la cellule hôte lors du bourgeonnement viral. A la surface de chaque 

virus se trouve une dizaine de spicules d’enveloppe formées par des trimères d’hétérodimères, soit 

trois sous-unités de surface gp120 associées à trois sous-unités transmembranaires gp41 (Figure 4) 

(Checkley et al., 2011; Zhu et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 4 : Représentation schématique d’une particule virale mature 
Le Virus de l’Immunodéficience Humaine se compose d’une capside (CA) qui renferme l’ARN viral associé 
aux protéines de nucléocapside (NC), ainsi que les enzymes virales (RT et Int) et les protéines auxiliaires 
(Vpr, Vif, Nef). La capside est entourée d’une matrice virale (MA), elle-même enveloppée d’une bicouche 
phospholipidique dans laquelle sont enchâssées les glycoprotéines d’enveloppe gp120 et gp41 (illustration de 
Beretta, 2018). 

Directement liée au feuillet interne de la membrane virale, la matrice (MA), formée de 

l’oligomérisation d’environ 2000 copies de protéine p17, renferme la protéase virale p11 (Pr) ainsi 

que la capside virale (CA). La capside du VIH-1, retrouvée au centre du virion sous forme conique, 

est composée d’environ 1000 à 1500 copies de protéine p24 (Mateu, 2009). Elle renferme le génome 

viral composé de deux ARN monocaténaires de polarité positive associés à deux nucléoprotéines p7 

et p9 formant la nucléocapside (NC). Au sein de la capside se trouvent également des protéines 
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auxiliaires (Vif, Vpr et Nef) (Frankel and Young, 1998) et deux enzymes clés de la réplication virale, 

la transcriptase inverse (TI ou RT pour Reverse Transcriptase) et l’intégrase p32 (IN ou Int). Ces 2 

enzymes permettent respectivement de convertir le génome viral ARN en ADN et d’intégrer ce 

dernier dans le génome de sa cellule cible.   

Organisation génétique du virus 

1) Génome viral 

Le génome du VIH-1 est constitué de deux copies d'ARN simple brin de polarité positive d’environ 

9,8Kb. Après l’étape de rétrotranscription et d’intégration dans le génome de la cellule cible, le 

génome viral se retrouve encadré par des séquences terminales répétées non codantes (LTR ou Long 

Terminal Repeat). Ces LTR contiennent en 5’ le promoteur viral ainsi que l’ensemble des signaux 

nécessaires à la régulation de la transcription de l’ADN proviral et en 3’ les signaux de 

polyadénylation et de terminaison de la transcription (Freed, 2001; Peterlin and Trono, 2003).  

 

Figure 5 : Organisation génomique du VIH-1 
Le génome viral intégré est encadré de séquences LTR et comporte trois gènes principaux gag, pol et env, 
quatre gènes auxiliaires vif, vpr, vpu, nef ainsi que deux gènes de régulation rev et tat. Après traduction, 15 
protéines virales sont produites, les flèches pleines indiquent la traduction des trois précurseurs 
polyprotéiques. Le clivage des précurseurs Gag et Gag-Pol est réalisé par la protéase virale (flèche pointillée 
violette) permettant la libération des protéines structurales et enzymes virales, tandis que le précurseur Env est 
clivée par une protéase cellulaire (flèche pointillée noire), pour donner les glycoprotéines gp120 et gp41 
(d'après Peterlin and Trono, 2003). 
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Entre les deux régions LTR, le génome comprend 9 cadres ouverts de lecture se chevauchant 

partiellement (Open Reading Frames, ORFs) codant pour trois polyprotéines communes aux 

rétrovirus Gag, Gag-Pol et Env, deux protéines régulatrices Tat et Rev et quatre protéines auxiliaires 

Vif, Vpr, Vpu et Nef (Figure 5) (Frankel and Young, 1998).  

Les précurseurs Gag et Gag-Pol seront clivés par la protéase virale afin de libérer les protéines 

structurales (matrice, capside, nucléocapside et p6) et les enzymes (protéase, intégrase et 

transcriptase inverse). Le précurseur Env est une glycoprotéine d’enveloppe immature gp160 qui sera 

clivée par une protéase cellulaire, la furine, pour donner la sous-unité de surface gp120 et la sous-

unité transmembranaire gp41. 

2) Les protéines de structure 

Le gène gag code une polyprotéine précurseur de 55 kDa Gag (Pr55Gag) qui après clivage par la 

protéase virale Pr, permet l’obtention de plusieurs protéines structurales : les protéines de matrice (17 

kDa), de capside (24 kDa), de nucléocapside (7 kDa), du domaine p6 (6 kDa) et de deux peptides 

courts sp1 et sp2 (Bell and Lever, 2013). La traduction et le clivage de ce seul précurseur est 

suffisant pour entrainer un auto-assemblage en virion immature au niveau de la membrane plasmique 

de la cellule productrice (Gheysen et al., 1989). Ainsi, Pr55Gag est primordial pour initier et diriger 

le processus d’assemblage du VIH-1. La polyprotéine Gag peut également être produite comme une 

protéine de fusion Gag-Pol de 160 kDa lors d’un décalage du cadre de lecture ribosomique pouvant 

survenir dans 5% des cas (Briggs and Kräusslich, 2011). 

La matrice de 17kDa se situe en N-terminal de la polyprotéine Gag et joue un rôle important dans 

son ancrage à la membrane plasmique. En effet, la matrice se lie directement au feuillet interne de la 

membrane plasmique grâce à l’ajout d’un radical myristyl post-traductionnel en N terminal ce qui 

permet l’orientation du côté C-terminal de Gag au centre du virion (Freed, 2015; Klein et al., 2007).  

De plus, la matrice interagit avec la queue cytoplasmique de la glycoprotéine d’enveloppe ce qui 

jouerait potentiellement un rôle sur l’incorporation d’Env dans les particules virales (Checkley et al., 

2011; Freed, 2015).  

Outre la protection du génome viral, la capside de 24kDa interagit avec plusieurs facteurs de la 

cellule hôte permettant le transport du génome viral jusqu’au noyau (Campbell and Hope, 2015). Le 

domaine C terminal de la capside contient une interface qui joue une part importante dans la 

multimérisation de Gag, en particulier au niveau de la région d’homologie majeure (MHR pour 

Major Homology Region), très conservée au sein de la sous-famille des Orthoretrovirinae dont fait 

partie le VIH (Gamble et al., 1997). Les différentes interactions entre les domaines N-terminal et C-

terminal sont essentielles au processus d’assemblage (Li et al., 2007). 
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La nucléocapside de 7kDa contient deux domaines en doigt de zinc impliqués dans la reconnaissance 

du génome viral à ARN (Summers et al., 1992). En plus de sa fonction de liaison à l’ARN 

génomique, elle aide à l’assemblage du virion immature et à la transcription inverse (Bell and Lever, 

2013). 

De part et d’autre de la nucléocapside se trouvent deux courts peptides, Sp1 (Spacer peptide 1) et 

Sp2 (Spacer peptide 2). Le peptide d’espacement 1 (Sp1) joue un rôle dans l’assemblage de la 

capside et l’interaction Gag-Gag (Bell and Lever, 2013). En 5’ du peptide d’espacement 2 (Sp2) se 

trouve le site responsable du décalage du cadre de lecture du ribosome permettant la formation du 

précurseur Gag-Pol.  

En C-terminal de la polyprotéine Gag se trouve le domaine p6 qui est capable de se lier à la 

machinerie ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) de la cellule hôte et de 

catalyser les étapes de fission membranaire pour terminer le processus de bourgeonnement viral 

(Carlton and Martin-Serrano, 2009; Huang et al., 1995). Au sein de ce domaine p6, une séquence 

conservée LXXLF est importante pour l’encapsidation de la protéine auxiliaire Vpr (Kondo and 

Göttlinger, 1996). 

Le gène env code une polyprotéine précurseur de 160 kDa, la gp160. Après clivage par une protéase 

cellulaire (la furine), cette polyprotéine conduit aux sous-unités des glycoprotéines d’enveloppe du 

VIH-1, les sous-unités de surface gp120 et transmembranaires gp41 (Checkley et al., 2011). Ces 

deux sous-unités vont interagir par des liaisons non covalentes afin de former les glycoprotéines 

d’enveloppe qui sont fonctionnelles sous forme de trimère d’hétérodimères, soit trois sous-unités de 

surface gp120 liées à trois sous-unités transmembranaires gp41. La bonne conformation de ces 

glycoprotéines d’enveloppe est cruciale puisque ce sont elles qui permettent la reconnaissance des 

récepteurs et corécepteurs cellulaires conduisant à l’entrée virale. Jouant un rôle central dans notre 

étude, nous reviendrons plus en détail sur ces glycoprotéines d’enveloppe ultérieurement. 

3) Les enzymes virales 

Le gène pol en phase avec le gène gag est initialement traduit en une polyprotéine précurseur 

Pr160Gag-Pol qui après clivage par la protéase virale génère les trois enzymes indispensables à la 

multiplication virale : 

o La protéase Pr de 15 kDa fonctionnelle sous forme dimérique et dont le site d’activité 

enzymatique se trouve à l’interface de ces dimères (Frankel and Young, 1998);  

o La transcriptase inverse qui est un hétérodimère formé des sous-unités p51 

(transcriptase inverse) et p66 (transcriptase inverse + RNase H). Etant une ADN 

polymérase ARN dépendante, la transcriptase inverse permet la synthèse d’ADN à 
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partir d’ARN viral, tandis que l’activité de la RNase H conduit à l’élimination de la 

matrice ARN du duplex ARN/ADN. 

o L’intégrase (32 kDa) agit sous forme de multimères et permet l’intégration de l’ADN 

viral dans le génome de la cellule infectée (Hu and Hughes, 2012). 

4) Les protéines régulatrices 

Tat et Rev sont deux facteurs viraux permettant la régulation de l’expression des gènes du VIH.  

Tat (Transactivator of transcription) est une protéine de 14 kDa qui agit comme facteur activateur de 

la transcription. La transcription des gènes du VIH-1 est assez faible au niveau basal mais Tat a la 

capacité de l’augmenter de façon considérable (Dayton et al., 1986) en interagissant avec l’élément 

tige boucle TAR (TransActivation Response element) au sein du LTR5’.  

Rev (Regulator of viral gene expression) est une phosphoprotéine de 19 kDa qui agit au niveau post-

transcriptionnel en régulant l’export nucléaire des ARNm viraux non épissés ou partiellement épissés 

vers le cytoplasme (Karn and Stoltzfus, 2012). 

5) Les protéines auxiliaires 

Le génome du VIH-1 code également pour quatre protéines auxiliaires ou accessoires : Vif, Vpr et 

Nef, retrouvées encapsidées ainsi que Vpu non encapsidée. Ces protéines ne sont pas indispensables 

à la réplication du virus in vitro mais sont indispensables in vivo. En effet, ces protéines sont 

capables de contrecarrer et moduler certains facteurs cellulaires antiviraux permettant un 

échappement partiel aux mécanismes immunitaires innés mis en place par les cellules lors de 

l’infection par le VIH (Yamada et al., 2015). 

Vif (Viral infectivity factor) est une protéine de 23 kDa dont l’un des rôles principaux est d’induire la 

dégradation des facteurs de restriction de la famille APOBEC (Apolipoprotein B mRNA-editing 

Enzyme Catalytic polypeptide). Ces derniers sont des cytidines désaminases qui induisent des 

hypermutations au sein du génome viral. La protéine Vif permet de contrecarrer ces facteurs 

antiviraux en polyubiquitinant les protéines APOBEC ce qui conduit à leur dégradation au sein du 

protéasome (Salter et al., 2014). 

Vpr (Viral protein r) est une protéine multifonctionnelle de 14 kDa qui se retrouve encapsidée dans 

le virion par son interaction avec la région C-terminale du domaine p6 du précurseur Gag. La 

protéine Vpr possède des signaux de localisation nucléaire lui permettant de participer à la 

translocation nucléaire du complexe de pré-intégration PIC (Pre Integration Complex (Sherman et 

al., 2001). En outre, Vpr induit l’arrêt du cycle cellulaire en phase G2 permettant ainsi une 
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transcription plus importante du virus tout en modulant la qualité de la transcription inverse (Guenzel 

et al., 2014).  

Vpu (Viral protein u) est une phosphoprotéine membranaire de 16 kDa commune au génome du 

VIH-1 et à celui du SIVcpz. Elle entraîne notamment la dégradation des nouvelles molécules de CD4 

synthétisées au niveau du réticulum endoplasmique et augmente le relargage des virions en 

antagonisant l’action du facteur de restriction Tétherine ou BST2 (Dubé et al., 2010).   

Nef (Negative Factor) est une phosphoprotéine de 27 kDa associée à la membrane plasmique. Nef 

interagit avec plusieurs protéines impliquées dans le trafic intracellulaire et module l’expression de 

nombreuses molécules à la surface cellulaire. Nef réduit notamment l’expression du récepteur CD4 à 

la surface cellulaire en interagissant avec celui-ci via une protéine adaptatrice AP, conduisant à 

l’endocytose du complexe formé et sa dégradation via le lysosome (Aiken et al., 1994; Lindwasser et 

al., 2007). Nef est également impliquée dans la diminution d’expression de CMH-1 (Complexe 

majeur d’histocompatibilité) à la surface et aurait un effet régulateur sur le récepteur des cellules T 

(TCR) (Abraham and Fackler, 2012). 

Cycle de multiplication viral 

Le cycle de réplication du VIH-1 peut se décomposer en deux grandes phases aboutissant à la 

production de virus infectieux en approximativement 48 heures. La phase précoce comprend 

l’attachement et l’entrée dans la cellule cible, la décapsidation, la transcription inverse et 

l’intégration au génome de la cellule hôte (Figure 6). La phase tardive inclut les évènements 

permettant l’obtention de particules virales matures, c’est-à-dire la transcription des gènes viraux, 

leur traduction en protéines, l’assemblage, la maturation et le relargage des virions dans le milieu 

extracellulaire (Figure 7). 

1) Les étapes précoces du cycle viral 

a. Attachement aux cellules cibles et entrée virale  

L’entrée du virus dans la cellule hôte est un mécanisme complexe qui démarre par un contact entre 

les glycoprotéines d’enveloppe du VIH-1 et des molécules de surface cellulaires (Figure 6). 

L’adhésion virale consécutive à l’interaction avec les protéoglycanes de type héparane-sulfate peut 

être peu spécifique mais également très spécifique, comme lors de l’interaction avec l’intégrine α4β7 

des lymphocytes T CD4+ des tissus lymphoïdes associés aux muqueuses (Arthos et al., 2008) ou 

avec la lectine DC-SIGN des cellules dendritiques (Geijtenbeek et al., 2000; McDonald et al., 2003). 

Cette première étape d’attachement permet le rapprochement des glycoprotéines d’enveloppe et du 
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récepteur cellulaire CD4 principalement présent sur les cellules du système immunitaire, telles que 

les lymphocytes T, les macrophages, les monocytes et les cellules dendritiques. L’adhésion virale est 

alors suivie de la fixation des sous-unités de surface gp120 des glycoprotéines d’enveloppe du virus 

avec le récepteur CD4 (Kwong et al., 1998). 

 

Figure 6 : Représentation schématique des étapes précoces du cycle viral du VIH-1 
(1) Reconnaissance du récepteur CD4 à la surface de la cellule cible par la sous-unité gp120 de la 
glycoprotéine d’enveloppe entraînant un changement conformationnel de l’enveloppe permettant 
l’attachement au corécepteur CCR5 ou CXCR4. Cette double reconnaissance permet l’insertion du peptide de 
fusion de la gp41 de l’enveloppe dans la membrane plasmique de la cellule cible ce qui aboutit à la fusion des 
membranes virale et cellulaire. (2) Une fois la capside libérée dans le cytoplasme les étapes de 
rétrotranscription du génome viral ARN en ADNc bicaténaire et la décapsidation mènent à la formation du 
complexe de pré-intégration (PIC) qui permet le transfert du génome viral à l’intérieur du noyau. (3) 
L’intégration aura ensuite lieu préférentiellement dans une zone active de transcription (Illustration de Beretta, 
2018). 

Cette fixation induit un changement de conformation au niveau de l’enveloppe qui permet 

l’exposition de sa boucle variable V3, responsable de l’interaction avec les corécepteurs CCR5 (C-C 

Chemokine receptor type 5) et / ou CXCR4 (C-X-C Chemokine receptor 4) (Rizzuto et al., 1998; 

Shaik et al., 2019). L’engagement des corécepteurs induit un second changement conformationnel 

qui va permettre l’exposition du peptide de fusion de la gp41 et son insertion dans la membrane 

plasmique de la cellule hôte. Un repliement des sous-unités gp41 entraine le rapprochement des 
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membranes cellulaire et virale jusqu’à la formation du pore de fusion permettant la libération de la 

capside dans le cytoplasme de la cellule hôte (Melikyan, 2008; Wilen et al., 2012) (Figure 6). 

b. Décapsidation et transcription inverse 

Après libération de la capside virale dans le cytoplasme, le mécanisme de décapsidation (ou 

uncoating) doit avoir lieu afin de libérer le génome et les enzymes virales encapsidées, la 

transcriptase inverse et l’intégrase. Cette décapsidation correspond à la dissociation du réseau formé 

par la protéine de capside p24 (Aiken, 2009) (Figure 6). La mécanistique et la chronologie de cet 

événement précoce restent encore controversés, mais de récentes études semblent confirmer que cette 

étape aurait majoritairement lieu au sein du noyau (Blanco-Rodriguez et al., 2020; Burdick et al., 

2020; Dharan et al., 2020; Selyutina et al., 2020). Initialement, certaines études suggéraient que la 

décapsidation était un mécanisme passif qui avait lieu très rapidement après la libération de la 

capside dans le cytoplasme (Bukrinsky, 2004; Dvorin and Malim, 2003; Grewe et al., 1990; 

Lehmann-Che and Saïb, 2004; Lukic et al., 2014; Suzuki and Craigie, 2007). Or, il a été plus 

récemment démontré que la capside était essentielle à l’étape de transcription inverse et 

d’intégration, supportant l’hypothèse que la décapsidation n’avait pas lieu immédiatement après la 

fusion et que les étapes de transcription inverse comme de décapsidation étaient interdépendantes 

(Arhel, 2010). Actuellement, deux modèles sont proposés pour décrire cette étape, dans le premier 

modèle la capside virale reste intacte jusqu’au pore nucléaire où le génome rétro-transcrit est 

transloqué au sein du noyau (Hulme et al., 2015). Dans le second modèle, la capside perd son 

intégrité pendant son trajet de la membrane plasmique au pore nucléaire et seulement quelques 

protéines de capside reste associées aux ribonucléoprotéines virales. Cette seconde hypothèse est 

renforcée par de récentes études démontrant que ce processus est dépendant du réseau de 

microtubules (Malikov and Naghavi, 2017). Des expériences d’imagerie en temps réel ont même pu 

mettre en évidence une déstabilisation des protéines de capside dans les 30 minutes suivant l’entrée 

virale (Mamede et al., 2017). Plus récemment, plusieurs équipes ont mis en évidence que l’import 

nucléaire avait lieu très rapidement après l’entrée du virus dans la cellule hôte (moins de 5 heures) et 

qu’un « core » viral comprenant l’ARN et les protéines virales, reste pratiquement intact jusqu’à la 

translocation nucléaire (Burdick et al., 2020; Dharan et al., 2020). En effet, Burdick et coll. montrent 

que la transcription inverse commence dans le cytoplasme mais qu'elle a aussi lieu dans le noyau, où 

l’on trouve un complexe de pré-intégration encore associé à des protéines de capside (Burdick et al., 

2020; Dharan et al., 2020). Cette hypothèse est appuyée par les données de CLEM de l’étude de 

Blanco-Rodriguez et coll. qui montrent une association entre l’ADN retro-transcrit et l’intégrase 

ainsi que des protéines de capside au sein du noyau de la cellule hôte (Blanco-Rodriguez et al., 

2020). Ainsi, ces auteurs posent l’hypothèse que la décapsidation et la transcription inverse seraient 
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complètes seulement une fois dans le noyau octroyant une protection supplémentaire pour le virus 

vis-à-vis des senseurs ADN du système immunitaire inné, et facilitant ainsi l’échappement du virus. 

De plus, les protéines de capside auraient un lien direct avec la sélection des sites d’intégration au 

sein de l’ADN hôte (Burdick et al., 2020). Le génome viral sous sa forme de dimère d’ARN simple 

brin positif doit être rétro-transcrit en ADN double brin linéaire et transporté dans le noyau afin 

d’être intégré au sein du génome de la cellule hôte. Le mécanisme de transcription inverse est bien 

décrit même si le moment exact de son initiation reste controversé. Après libération de l’ARN viral, 

celui-ci s’associe avec la transcriptase inverse (TI) et l’intégrase (IN) afin de former le complexe 

RTC (Reverse Transcription Complex) ce qui permet de catalyser la transcription inverse (Warren et 

al., 2012). La TI est un hétérodimère composé de deux sous-unités, la p66 qui possède les activités 

catalytiques polymérase et RNase H, et un produit de protéolyse de la p66, la sous unité p51, qui a un 

rôle purement structurel. La TI ou ADN polymérase ARN/ADN dépendante rétro-transcrit le génome 

ARN viral en ADN (-) et la RNase H digère la matrice ARN de l’hybride ARN-ADN généré lors de 

la réaction (Hu and Hughes, 2012). Enfin, l’ADN polymérase synthétise le brin complémentaire (+) 

à l’ADN simple brin (-) afin de donner l’ADN bicaténaire appelé ADNc. Celui-ci reste associé avec 

certaines protéines virales et cellulaires afin de former le complexe de pré-intégration ou PIC (Pre 

Integration Complex) qui sera adressé au noyau (Figure 6). 

c. Transport du PIC et intégration 

Le complexe de pré-intégration ou PIC se compose de l’ADN double brin viral linéaire associé aux 

protéines virales MA, RT, IN, NC et Vpr et de protéines cellulaires telles que LEDGF et BAF1 

(Maillot et al., 2013). La majorité de ces protéines possèdent des signaux de localisation nucléaire ou 

NLS (Nuclear Localization Sequence) leur permettant d’interagir avec la machinerie d’import 

nucléaire de la cellule. Le réseau de microtubules permet de diriger le PIC au niveau des membranes 

nucléaires et les importines α et β permettent la diffusion active du PIC à travers le pore nucléaire 

(Suzuki and Craigie, 2007). A l’intérieur du noyau, l’ADN viral bicaténaire et linéaire peut s’intégrer 

dans le génome de la cellule préférentiellement au niveau des zones actives de transcription grâce au 

facteur cellulaire LEDGF (Figure 6). L’activité endonucléase de l’intégrase permet le clivage des 

extrémités 3’ de l’ADN viral lors du passage cytoplasmique afin qu’une fois au sein du noyau celui-

ci s’insère de façon covalente dans le génome cellulaire que l’intégrase clive également. Ainsi, les 

extrémités 3’OH du génome viral sont liguées au génome de la cellule, tandis que les extrémités 5’ 

phosphate sont appariées par les enzymes cellulaires de réparation de l’ADN (Delelis et al., 2008; 

Grandgenett et al., 2015). 
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2)  Les étapes tardives du cycle viral 

a. Transcription et traduction provirale 

Une fois intégré au génome de la cellule hôte, le provirus se comporte comme un gène cellulaire dont 

la transcription dépend de l’action concomitante des facteurs viraux et cellulaires qui régulent 

l’activité du promoteur viral, le LTR5’. Au sein du LTR5’, la région U3 permet le recrutement des 

protéines cellulaires activatrices de la transcription par l’ARN polymérase II (ARN pol II). Les 

premiers ARNs transcrits seront épissés, générant ainsi des ARNs courts (environ 2 kb), comme ceux 

codant les protéines régulatrices Tat et Rev ou la protéine auxiliaire Nef (Figure 7). L'accumulation 

de Tat (Transactivator of transcription), capable de se fixer sur le domaine TAR d’un transcrit 

naissant induisant le recrutement d’un groupe de facteurs et cofacteurs cellulaires qui forme le 

complexe de super élongation (Liu et al., 2014), permet ensuite l'augmentation de la processivité de 

l'ARN polymérase, générant ainsi une grande quantité d'ARN génomiques (9 kb). Ces ARNs seront à 

l'origine aussi des ARN partiellement épissées (5kb). Les systèmes cellulaires ne permettent pas 

l’export des transcrits partiellement épissés ou non épissés, contenant donc de larges quantités 

d’introns. Pour contourner cela, la protéine régulatrice Rev se lie au motif RRE (Rev Response 

Element) présent sur ces transcrits et guide leur translocation dans le cytoplasme grâce à sa séquence 

d’export nucléaire (NES ou Nuclear Export Sequence) (Fernandes et al., 2012)(Figure 7). 

Une fois dans le cytoplasme, les ARNm sont traduits par la machinerie ribosomale cellulaire. Ainsi, 

les ARN multi-épissés sont les premiers à être traduits afin de produire les protéines régulatrices 

indispensables à la transcription des ARN non épissés et partiellement épissés dont la traduction 

ultérieure génère les polyprotéines Gag, Gag-Pol et le précurseur Env. Le clivage par la protéase 

virale des polyprotéines Gag et Gag-Pol permet d’obtenir les différents composants structuraux 

(protéines de matrice, de capside et de nucléocapside) et enzymatiques (l’intégrase, la transcriptase 

inverse, la protéase) nécessaires à la formation d’un virion. Le précurseur Env est traduit sous forme 

d’enveloppe immature, gp160, au niveau du Réticulum Endoplasmique Rugueux (RER) où elle 

suivra la voie sécrétoire des protéines cellulaires. Pendant sa migration du RER à la membrane 

plasmique, l’enveloppe est glycosylée et clivée par une protéase cellulaire permettant l’obtention des 

deux domaines fonctionnels de Env, la sous-unité de surface gp120 et la sous-unité 

transmembranaire gp41 qui vont s’assembler au sein des membranes cellulaires sous forme de 

trimères d’hétérodimères gp120/gp41 pour donner l’enveloppe virale mature (Figure 7). 
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Figure 7 : Représentation schématique des étapes tardives du cycle viral du VIH-1. 
(1) Après intégration du génome viral, la polymérase cellulaire transcrit les petits ARN viraux multi-épissés 
codant Rev et Tat. Ces protéines régulatrices vont être importées dans le noyau grâce à leur signal de 
localisation nucléaire (NLS). (2) Tat se fixe sur la région 5’ LTR des ARN naissants permettant l’élongation 
de la transcription et la synthèse des ARNm épissés et de l’ARN génomique viral. (3) L’ARN non épissé est 
exporté hors du noyau grâce à son interaction avec la protéine Rev puis traduit par les ribosomes de la cellule 
hôte en polyprotéines Gag, Gag-Pol ou exporté au niveau du réticulum endoplasmique pour la traduction de 
l’enveloppe. Après l’exportation, le domaine matrice de Gag permet l’ancrage à la membrane plasmique, 
tandis que l’ARN génomique interagit avec la nucléocapside et l’enveloppe est envoyée à la membrane 
plasmique de la cellule en suivant la voie de sécrétion cellulaire. (4) L’assemblage de la particule se ferait 
préférentiellement au niveau des radeaux lipidiques où l’assemblage des polyprotéines Gag/Gag-Pol permet la 
formation de bourgeons. La machinerie ESCRT de la cellule hôte est nécessaire pour permettre la séparation 
des membranes virale et cellulaire. (5) Une fois le virion immature libéré, la protéase virale clive les 
polyprotéines Gag et Gag-Pol afin de former une particule virale mature (Illustration de Beretta, 2018 et 
Sundquist and Kräusslich, 2012).  

b. Assemblage et bourgeonnement viral 

L’assemblage viral est un mécanisme nécessitant la coordination de plusieurs acteurs viraux, Gag, 

Gag-Pol, Env et l’ARN viral qui doivent se trouver ensemble à la membrane plasmique afin de 

former des nouvelles particules virales infectieuses (Figure 7). Les trimères d’enveloppe matures et 

fonctionnels de même que les précurseurs Gag et Gag-Pol se retrouvent au niveau de domaines 

Maturation 
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membranaires à composition particulière, de type radeaux lipidiques (lipid-rafts), au sein de la 

membrane plasmique de la cellule infectée (Hawkes et al., 2015; Ono and Freed, 2001). Le 

recrutement des composants viraux sur ces sites est médié par le précurseur Gag, chacun de ses 

domaines jouant un rôle précis lors de l’assemblage viral. Un domaine N-myristoylé au niveau de la 

matrice permet son ancrage à la membrane plasmique tandis que le domaine Nucléocapside (NC) 

permet l’interaction de Gag avec le signal d’encapsidation (ψ-élément) des ARN viraux non épissés 

dimériques (Abd El-Wahab et al., 2014; De Guzman et al., 1998). La multimérisation des 

précurseurs Gag et Gag-Pol au niveau de la membrane plasmique se fait via leurs domaines matrice 

et capside, conduisant à la formation d’une structure protéique membranaire de forme sphérique qui 

entoure un ARN viral dimérisé interagissant avec les domaines NC. Ce réarrangement de Gag permet 

ainsi la formation de bourgeons viraux immatures. La machinerie cellulaire ESCRT (Endosomal 

Sorting Complexes Required for Transport) est nécessaire pour compléter l’étape de 

bourgeonnement. Le domaine p6 de Gag interagit avec des protéines cellulaires (ALIX et TSG-1) 

capable de recruter les protéines du complexe ESCRT-III qui vont s’assembler à la base du bourgeon 

formé et en rapprocher les deux extrémités jusqu’à leur fusion libérant ainsi la particule virale 

immature (Sundquist and Kräusslich, 2012) (Figure 7).  

c. Maturation des particules virales 

Une fois libérées dans le milieu extracellulaire, les particules virales immatures subissent un 

réarrangement morphologique dû à la maturation des précurseurs Gag et Gag-Pol. La protéase virale 

sous sa forme active, dimérique, est capable de cliver ces deux précurseurs de façon séquentielle 

permettant la libération de leurs domaines protéiques respectifs. La particule virale mature se 

compose d’une première couche formée par les protéines de matrice qui reste associée au feuillet 

interne de la membrane virale tandis que les nucléocapsides restent associées avec l’ARN viral 

dimérique formant ainsi un complexe ribonucléique, lui-même entouré d’un maillage de protéines 

p24 formant la capside virale (Freed, 2015). Après ces réarrangements morphologiques la particule 

virale est mature et capable d’infecter de nouvelles cellules cibles ce qui marque la fin du cycle viral 

(Figure 7).  

Physiopathologie de l’infection 

La majorité des infections par le VIH sont dues à une transmission sexuelle (dans 80% des cas) mais 

ce virus peut également être transmis par voie parentérale notamment lors du partage de seringues 

souillées chez les usagers de drogues ou encore via une transmission mère-enfant (materno-foetale, 

périnatale ou par l’allaitement maternel) (Cohen et al., 2011). Quelle que soit la voie de transmission, 
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l’infection se développe en trois phases distinctes, la phase aigüe ou de primo-infection, la phase 

asymptomatique ou chronique puis la phase symptomatique appelé Syndrome d’ImmunoDéficience 

Acquise ou SIDA. 

1) La phase aigüe ou primo-infection 

La phase aigüe ou de primo-infection débute dès la transmission du virus, dure entre 3 et 12 

semaines et s’accompagne de manifestations cliniques peu spécifiques proches d’un syndrome 

grippal ou d’une mononucléose. Pendant les 7 à 10 premiers jours correspondant à la « phase 

d’éclipse », le virus reste indétectable dans le plasma.  Il se réplique localement dans les lymphocytes 

T CD4 (LT CD4+) constituant la cible majoritaire du VIH mais aussi dans les macrophages et les 

cellules dendritiques présents au niveau des muqueuses, sous muqueuses et vaisseaux lymphatiques 

du lieu d’infection primaire (Hladik and McElrath, 2008; Shaw and Hunter, 2012). Il s’ensuit une 

dissémination rapide du virus dans l’organisme, en particulier au niveau des organes lymphoïdes 

secondaires tels que les ganglions lymphatiques, la rate et les tissus lymphoïdes associés à la 

muqueuse intestinale (GALT (Gut-associated lymphoid tissue) qui deviennent les réservoirs 

permanents du virus. Sur le plan virologique, la phase de primo-infection se caractérise par une 

réplication virale très active (Figure 8). Cette expansion virale conduit à la détection du virus dans 

différents fluides corporels tels que le sang, le sperme, les secrétions vaginales et le lait maternel à 

des charges virales élevées responsables d’un risque élevé de transmission. Sur le plan 

immunologique, la réplication virale active entraine une chute rapide des LT CD4+ circulants mais 

également des LT CD4+ présents au niveau des organes lymphoïdes secondaires colonisés par le 

virus. Cette baisse de LT CD4+ est transitoire, puisqu’en réponse à l’infection, l’immunité humorale 

et cellulaire entrent en jeu et permettent la production d’anticorps anti-VIH et la multiplication des 

lymphocytes T CD8+ cytotoxiques entrainant ainsi une baisse de la virémie et une augmentation des 

LT CD4+ périphériques (Cohen et al., 2011). La phase aiguë se termine lorsque le taux de LT CD4+ 

se stabilise après une légère remontée et lorsque la virémie diminue en se stabilisant à un niveau 

variable selon les individus (Figure 8).   
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Figure 8 : Progression de l’infection naturelle par le VIH-1 
Les trois phases de l’infection par le VIH-1, la primo-infection, la phase chronique et le stade SIDA, sont 
caractérisées par l’évolution au cours du temps de la virémie (charge virale plasmatique en vert) et du nombre 
de lymphocytes T CD4+ circulants (en bleu) ou au niveau des muqueuses (en violet). Une activation 
immunitaire globale est observée très tôt après la primo-infection et reste stable ensuite au cours des 3 phases 
de l’infection (en rouge) (d’après Grossman et al., 2006). 

Une classification des différents stades de l’infection aigüe en fonction de l’apparition des marqueurs 

virologiques a été proposée en 2003. Elle est encore utilisée aujourd’hui lors du diagnostic. La phase 

I de cette classification correspond à l’éclipse, la phase II à la détection possible de l’ARN viral (par 

RT-qPCR), la phase III à la détection de l’antigène p24 (par ELISA) et la phase IV à la détection des 

anticorps anti-VIH (ELISA et/ou Western Blot) (Fiebig et al., 2003) (Figure 9).  
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Figure 9  : Classification de Fiebig des différents stades de l’infection par le VIH-1 
La progression de l’infection par le VIH-1 peut être classifiée en six phases distinctes définies en fonction de 
l’apparition séquentielle de certains marqueurs biologiques. La phase I correspond à la phase d’éclipse, la 
phase II démarre dès l’apparition de l’ARN viral plasmatique, la phase III avec la détection de l’antigène de 
capside (p24) et la phase IV lors de la détection des autres anticorps anti-VIH-1 (d’après Cohen et al., 2011). 

2) La phase asymptomatique ou chronique  

La phase chronique démarre lorsque la virémie se stabilise (Figure 8). Elle correspond à une phase 

asymptomatique dont la durée varie selon les individus : moins de 3 ans pour les 

« progresseurs rapides » (5% des individus), 7 à 10 ans pour les « progresseurs typiques » (90% des 

individus), à plus de 10 ans chez les « progresseurs lents ». A ces trois catégories de patients 

s’ajoutent les « elite controllers » capables de contrôler efficacement (charge virale indétectable) et 

durablement l’infection grâce à une réponse T cytotoxique plus large et plus efficace (Walker, 2007). 

Pendant cette phase, des réservoirs de cellules contenant le génome viral intégré à l’état latent se 

forment au niveau des tissus lymphoïdes mais également au niveau de cellules circulantes. Les 

contacts étroits entre les cellules cibles largement abondantes dans ces réservoirs ainsi que la charge 

virale élevée localement favorisent la propagation silencieuse du virus. Globalement, la charge virale 

plasmatique reste relativement faible même si elle entraine une diminution lente et progressive du 

nombre de LT CD4+ dans le sang circulant, jusqu’à descendre sous le seuil « normal » et atteindre 

des valeurs critiques entre 500 et 350 CD4+/mm3. 

3) La phase SIDA 

La phase SIDA est due à l’épuisement du système immunitaire du patient infecté, ce qui se 

caractérise par une déplétion en lymphocytes T cytotoxiques mais également en LT CD4+ dans le 

sang, dont le nombre passe sous le seuil critique de 200/mm3 (Figure 8).  Cet épuisement du système 

immunitaire favorise la réplication virale et la charge virale plasmatique augmente rapidement. Les 

patients au stade SIDA sont donc immunodéprimés et susceptibles de développer des complications 

tumorales et/ou des infections opportunistes d’origine bactérienne, virale, fongique ou parasitaire, 

qui peuvent leur être fatales (Grossman et al., 2006). 
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Les glycoprotéines d’enveloppe du VIH-1 

Biosynthèse et maturation 

Les glycoprotéines d’enveloppe sont synthétisées sous forme de précurseurs gp160 (de 833 à 900 

acides aminés). Ces précurseurs se retrouvent au niveau du réticulum endoplasmique rugueux (RER) 

grâce au peptide signal présent sur leur partie N-terminale (Checkley et al., 2011). Cet adressage 

permet aux glycoprotéines d’enveloppe de rejoindre la voie sécrétoire cellulaire afin d’être 

transportées jusqu’à la membrane plasmique où elles pourront être incorporées au sein des virions 

néoformés. Suite à leur synthèse, les précurseurs gp160 subissent de nombreuses modifications post 

traductionnelles telles que la formation de ponts disulfures et des glycosylations permettant ainsi le 

repliement correct des glycoprotéines d’enveloppes matures. Les précurseurs subissent 

majoritairement des glycosylations de type N-glycosylation (peu de O-glycosylation observées), avec 

ajout de N-glycanes sur des résidus asparagine présentant un motif N-X-S/T (X étant n’importe quel 

acide aminé excepté la proline) (Leonard et al., 1990; Raska et al., 2010). Au sein des séquences 

d’enveloppe, ces résidus asparagine susceptibles d’être N-glycosylés sont appelés PNGS pour 

Potential N-linked Glycosylation Sites. La N-glycosylation démarre au niveau du RE par l’ajout de 

molécules de type Glc3Man9GlcNAc2 sur les PNGS. La glycosylation intensive du précurseur ainsi 

que l’action de l’enzyme disulfide isomérase contribuant à la formation de ponts disulfures, 

permettent le bon repliement des précurseurs protéiques. Les monomères de gp160 correctement 

repliés s’oligomérisent ensuite principalement sous forme de trimères (bien que quelques dimères ou 

tétramères puissent être observés) ce qui facilitent leur migration vers l’appareil de Golgi. Au sein du 

Golgi, les motifs glycosidiques synthétisés dans le RE sont ensuite maturés par des enzymes 

cellulaires afin de former des N-glycanes de type « high-mannose » ou complexes qui aboutissent à 

une glycoprotéine d’enveloppe glycosylée d’une masse moléculaire d’environ 160kDa (Figure 10).  

 

Figure 10 : Processus de N-glycosylation. 
Les glycanes sont ajoutés dans le RE au niveau de l’asparagine de motif N-X-S/T sous leur forme 
Glc3Man9GlcNAc2, puis subissent ensuite des étapes de maturation, de repliements, de modifications des 
sucres de leur chaine glycosidique mais également la formation de ponts disulfures. Au niveau de l’appareil de 
Golgi, d’autres modifications ont lieu comme l’ajout de N-acetyl glucosamine, de mannose, de galactose, 
d’acide sialique, etc (d’après Yolitz et al., 2018). 
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Cette glycoprotéine d’enveloppe maturée et correctement repliée subit ensuite un clivage par une 

endoprotéase cellulaire de type furine au niveau du motif K/R-X-K/R-R situé dans la région 

constante C5 de la gp160 ce qui aboutit à la formation des sous-unités de surface gp120 et 

transmembranaire gp41 (Freed et al., 1989). Ces deux sous unités restent liées de façon non 

covalente et s’associent en trimères d’hétérodimère, soit trois gp120 liées à trois gp41 pour former 

les spicules d’enveloppe. Lorsque ces complexes trimériques se trouvent à la surface de la cellule, 

s’ils ne sont pas rapidement incorporés au sein des virions en formation, ils sont recyclés par 

endocytose clathrine dépendante limitant ainsi leur exposition au système immunitaire (Figure 11).  

 

Figure 11 : Biosynthèse et trafic intracellulaire des glycoprotéines d’enveloppes et de Gag 
Les glycoprotéines d’enveloppe sont synthétisées et glycosylées au niveau du réticulum endoplasmique 
rugueux (RER) sous la forme de précurseurs gp160 qui s’oligomérisent en trimères. Le précurseur Pr55Gag 
est synthétisé dans le cytoplasme de la cellule infectée et est adressé à la membrane plasmique où il se 
multimérise. Les oligomères de gp160 sont transportés vers l’appareil de Golgi et traversent le réseau trans-
Golgien (TGN) où les précurseurs gp160 sont alors clivés par la protéase cellulaire, la furine, en sous-unités 
gp120 et gp41. Ces hétéro-trimères empruntent les voies sécrétrices cellulaires jusqu’à la membrane 
plasmique où ils sont incorporés sous forme de spicules d’enveloppe au sein des particules virales. Un 
système d’internalisation des trimères existe afin d’éviter une exposition prolongée des spicules à la surface 
cellulaire. Les trimères non incorporés au sein des virions sont internalisés par endocytose, où ils seront 
envoyés vers les endosomes tardifs afin d’être dégradés dans des lysosomes ou retourneront à la membrane 
plasmique grâce aux endosomes de recyclage (d'après Murakami, 2012). 
 

Jusqu’alors aucun consensus quant à l’incorporation des glycoprotéines d’enveloppe au sein des 

particules virales n’a pu être trouvé mais quatre modèles d’incorporation distincts et non 

mutuellement exclusifs sont proposés (Checkley et al., 2011; Freed, 2015; Murakami, 2012) (Figure 

12). 
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- Le modèle « passif » qui repose sur une incorporation aléatoire et passive, dans lequel 

l’enveloppe est incorporée de façon non spécifique du fait de sa présence au niveau de la 

membrane plasmique sans intervention d’autres acteurs viraux ou cellulaires. 

- Le modèle Gag-Env dans lequel ces deux polyprotéines seraient co-recrutées à la membrane 

plasmique au niveau d’une plateforme d’assemblage de type radeaux lipidiques. 

- Le modèle d’interaction directe entre la sous unité gp41 de Env et le domaine matrice de Gag. 

- Le dernier modèle repose sur une interaction indirecte entre Env et Gag par le biais de 

protéines cellulaires intermédiaires qui favoriseraient l’incorporation de Env dans les 

particules virales. 

 
Figure 12 : Les différents modèles d’incorporation des glycoprotéines d’enveloppe 
A. Incorporation passive de l’enveloppe au sein des particules virales. B. Localisation de Gag et Env à un site 
d’assemblage membranaire (de type radeaux lipidiques). C. Interaction directe entre la MA de Gag et la queue 
cytoplasmique de la gp41. D. Interaction indirecte entre MA et la gp41 par l’intermédiaire de facteurs 
cellulaires (d’après Freed, 2015). 
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Structure des glycoprotéines d’enveloppe 

1) Structure primaire/secondaire  

La sous-unité de surface gp120 est une glycoprotéine de 120 kDa, composée d’environ 500 aa et 

constituée de 5 domaines variables V1 à V5 séparés par des régions plus constantes (C1 à C5) 

(Willey et al., 1986) (Figure 13). 

 

Figure 13 : Structure secondaire de la gp120 du virus modèle HbX2 
Les boucles variables V1 à V5 sont représentées par différentes couleurs. Les sites potentiels de N-
glycosylation sont indiqués par des ramifications à l’endroit des motifs N-X-S/T et les cystéines impliquées 
dans la formation des ponts disulfures sont représentées en noir (adapté de Zolla-Pazner, 2004.  

Certains résidus cystéine fortement conservés au sein de la gp120 permettent la formation de ponts 

disulfures indispensables à la structure tertiaire de l’enveloppe (Leonard et al., 1990). La sous unité 

gp120 possède un nombre variable de sites de N-glycosylation (entre 20 et 35) représentant environ 

la moitié de son poids moléculaire. Les régions V1 et V2 de cette glycoprotéine sont les plus 

variables en longueur et en nombre de PNGS, conférant à l’enveloppe une certaine capacité 

d’échappement à la réponse immunitaire humorale (Checkley et al., 2011). La boucle V3 est une 

région semi-conservée constituée de 30 à 35 acides aminés, qui joue un rôle majeur dans l’entrée 

virale en particulier via son interaction avec les corécepteurs du VIH (Freed et al., 1991; Hwang et 

al., 1991). Cette boucle V3 est directement impliquée dans le tropisme du virus en interagissant avec 

les corécepteurs CCR5 et/ou CXCR4 selon la séquence d’acides aminés présente au sein de la boucle 

(Hartley et al., 2005). A noter que les boucles V1 et V2 seraient également impliquées dans ce 

tropisme cellulaire mais dans une moindre mesure (O’Brien et al., 1990). Les régions constantes C1 
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et C5 interagissent avec la gp41 tandis que C2, C3 et C4 forment le core de la gp120, site majeur 

abritant les domaines de liaison au CD4 (Julien et al., 2012; Pantophlet and Burton, 2006).  

La sous-unité transmembranaire gp41, est une protéine de 41kDa, composée d’environ 345 aa et qui 

possède une séquence plus conservée que la gp120. Cette protéine est organisée en trois domaines 

distincts : un domaine extracellulaire ou ectodomaine (EC), un domaine transmembranaire et une 

queue cytoplasmique (Figure 14).  

 

Figure 14 : Structure secondaire de la gp41 
Les régions colorées correspondent aux régions structurales et fonctionnelles de l’ectodomaine de la gp41. Les 
sites de N-glycosylation sont indiqués par des ramifications (adapté de Gallaher et al., 1989). 

L’ectodomaine composé de 170 aa est impliqué dans la fusion des membranes virale et cellulaire lors 

de l’entrée du virus. Ce domaine contient les sites de N-glycosylations de la gp41 (entre 3 et 5 en 

fonction de l’enveloppe) et se compose de 5 régions distinctes : la région N-terminale correspondant 

au peptide de fusion, le domaine HR1 (Heptad Repeat I) ou NHR (N-terminal Heptad Repeat), une 

région en boucle, le domaine HR2 (Heptad Repeat II) ou CHR (C-terminal Heptad Repeat) et la 

région MPER (Membrane-Proximal External Region). Le peptide de fusion est un domaine riche en 

glycines et en résidus hydrophobes jouant un rôle essentiel dans la capacité fusogène de la gp41 
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(Delahunty et al., 1996; Freed et al., 1992). Ce peptide se trouve enfoui au sein du complexe 

trimérique mais est libéré lors de l’interaction de la gp120 avec les récepteurs et corécepteurs, ce qui 

entraîne la déstabilisation des membranes cellulaires et la formation du pore de fusion (Yang et al., 

2015). Les régions HR1 et HR2 sont des séquences heptamériques, organisées en motifs répétés de 7 

acides aminés et structurées en hélices α. Ceci leur permet de s’enrouler l’une sur l’autre afin de 

former une super hélice (coiled coil structure) permettant le rapprochement des membranes cellulaire 

et virale (Weissenhorn et al., 1997). Ces deux séquences héptamériques sont reliées entre elles par un 

peptide très immunogène appelé « Domaine Immunodominant Principal » qui contient une boucle 

hydrophile (Burrer et al., 2005). La région MPER est composée des 24 aa de l’extrémité C-terminale 

de la gp41 très proche de la membrane plasmique et est fortement conservée.  

Le domaine transmembranaire est une région hydrophobe constituée de 25 aa fortement conservée et 

organisée en hélice α. Elle permet l’ancrage de la glycoprotéine dans la bicouche lipidique et est 

indispensable à l’étape de fusion (Kondo et al., 2010; Shang et al., 2008).  

La queue cytoplasmique, composée d’environ 150 aa, possède des rôles multiples du fait de sa 

proximité avec de nombreuses protéines cellulaires cytosoliques et se termine par trois motifs 

hydrophobes LLP (Lentivirus Lytic Peptides) essentiels à la réplication virale. Elle a notamment un 

rôle dans le transport de l’enveloppe virale au sein des cellules productrices par sa capacité à 

interagir avec les protéines AP1 et AP2, deux protéines adaptatrices cellulaires impliquées dans les 

mécanismes d’endocytose (Berlioz-Torrent et al., 1999). Le domaine cytoplasmique influence donc 

l’incorporation et la stabilité d’Env dans les particules virales, son expression à la surface cellulaire 

et la fusion virale (Checkley et al., 2011; Postler and Desrosiers, 2013). 

2) Structure tertiaire  

Les premières structures cristallines de la gp120 ont été obtenues en 1998, en utilisant la sous-unité 

de surface gp120 de la souche HBX2 du VIH-1 et en la complexant avec les deux domaines 

terminaux du CD4 et la partie Fab de l’anticorps b17 (Kwong et al., 1998). Cette première structure a 

ensuite été confirmée par d’autres études, avec ou sans ligand en association avec d’autres anticorps 

et par différents modèles de trimères (Chen et al., 2005; Kwon et al., 2012; Lee et al., 2016; Pancera 

et al., 2010). Grâce à ces études, il a été démontré qu’un monomère de gp120 est composé d’un 

domaine interne et d’un domaine externe reliés par un feuillet β inter-domaines nommé « bridging 

sheet » (Figure 15). Le domaine interne situé au sein du trimère comprend les régions C1 et C5 et est 

impliqué dans l’interaction avec la gp41. Les boucles variables V1/V2 émergent de ce domaine 

interne au sommet du trimère tandis que les boucles variables V3, V4 et V5 proviennent du domaine 

externe, fortement glycosylé qui est lui exposé à la surface du trimère. La boucle V3 est également 
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située à l’apex du trimère mais elle est enfouie sous les boucles V1/V2 et des glycanes ce qui rend 

difficile sa détection par le système immunitaire (Chaillon et al., 2011). 

 

Figure 15  : Structure cristalline d’un monomère de gp120 de la souche HBX2 du VIH-1 
Les domaines internes et externes sont colorés en rouge et vert respectivement. Le feuillet de liaison entre ces 
deux domaines est en bleu (d’après Kwong et al., 1998). 

 
En ce qui concerne la gp41, il a été montré par cristallographie que les régions N et C-terminales de 

l’ectodomaine se composent de six hélices α formant un cylindre (Chan et al., 1997; Lu et al., 1995; 

Tan et al., 1997). Les 3 hélices α en position N-terminale correspondant au domaine HR1 se 

retrouvent à l’intérieur du complexe, et sont orientées de façon antiparallèle par rapport aux 3 hélices 

α en position C-terminale qui correspondent au domaine HR2 (Figure 16). Ces 6 hélices interagissent 

entre elles grâce à des résidus hydrophobes et forment ainsi une structure superenroulée (Chan et al., 

1997; Weissenhorn et al., 1997).  

 

Figure 16 : Structure cristalline de l’ectodomaine de la gp41 
Les hélices α correspondants au domaine HR1 (ou N-HR) sont en bleu tandis les hélices α HR2 (ou C-HR) 
sont en rose. Structure vue du dessus (à gauche) et de cote (à droite) (d’après Chan et al., 1997). 
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3) Structure quaternaire du complexe trimérique  

L’observation et l’analyse de la structure des trimères d’enveloppe n’a été possible que récemment, 

du fait de la difficulté de production de trimères solubles purifiés. Des trimères d’enveloppes 

solubles et stables appelés SOSIP ont pu être produits en exprimant des enveloppes modifiées (Julien 

et al., 2013a). Ces enveloppes constituées de gp120 et de l’ectodomaine de la gp41 ont été modifiées 

par l’ajout d’un pont disulfure entre la gp120 et la gp41 (SOS) et la mutation Ile en Pro en position 

559 (IP) renforçant ainsi les interactions gp120-gp41 mais également gp41-gp41 (Sanders et al., 

2013, 2002). Par la suite, d’autres versions de trimères SOSIP ont été générées afin d’exprimer des 

séquences consensus représentatives des différents groupes du VIH-1(de Taeye et al., 2015; Guenaga 

et al., 2015; Pugach et al., 2015; Sanders et al., 2013; Stewart-Jones et al., 2016). Par exemple, 

Sliepen et al. se sont basés sur la dernière séquence consensus représentative des isolats viraux du 

groupe M pour générer une nouvelle version de trimère SOSIP, plus représentative des enveloppes 

virales de ce groupe du VIH-1. Ces nouveaux trimères SOSIP, appelé SOSIP-v7, présentent un 

second pont disulfure entre le résidu 73 de la gp120 et le résidu 561 de la gp41 permettant une 

meilleure stabilité du trimère. Ces SOSIP-v7 présentent également un bouclier glycanique plus 

complet, plus proche de celui des enveloppes sauvages, leur permettant d’être mieux reconnus par les 

anticorps neutralisants (Sliepen et al., 2019). L’analyse par tomographie et cristallographie par rayon 

X de ces structures SOSIP a permis de mieux comprendre l’organisation des trimères d’enveloppe. 

Dans sa conformation initiale, à l’état de pré-fusion, le trimère d’Env est en conformation « fermée » 

avec une orientation de son site de liaison au CD4 vers l’intérieur du trimère, le rendant peu 

accessible aux anticorps neutralisants (Kwon et al., 2012 ; Tran et al., 2012). Cette conformation 

fermée est stabilisée par les interactions entre les sous unités gp120/gp41 tout comme par la capacité 

de la boucle V2 à interagir à la fois avec la boucle V3 du même monomère et celle du monomère 

adjacent, gardant ainsi les boucles V3 enfouies au sein du core du trimère (Julien et al., 2013a; 

Lyumkis et al., 2013; Pancera et al., 2014a).  

Rôle des glycoprotéines d’enveloppe dans l’entrée virale 

Les glycoprotéines d’enveloppe du VIH-1 ont un rôle clé dans l’entrée virale, sous leur forme 

fonctionnelle de trimères, elles vont se fixer à leur récepteur cellulaire CD4, ce qui induit un 

changement dans leur conformation, libérant ainsi des sites capables d’interagir avec les corécepteurs 

cellulaires CCR5 et/ou CXCR4. Cette nouvelle interaction induit un nouveau changement 

conformationnel permettant le rapprochement des membranes cellulaire et virale et la formation du 

pore de fusion conduisant à la libération du contenu viral au sein du cytoplasme de la cellule cible. 
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1) Fixation au récepteur CD4 

Le récepteur CD4 est une glycoprotéine de 55 kDa de la superfamille des immunoglobulines qui est 

exprimé à la surface de nombreuses cellules immunitaires telles que les lymphocytes T CD4+, les 

monocytes/macrophages et les cellules dendritiques (Klatzmann et al., 1984; Wang et al., 2002). Ce 

récepteur se décompose en une partie extracellulaire constituée de quatre domaines (D1 à D4), d’un 

domaine transmembranaire et d’une queue cytoplasmique. Physiologiquement, le CD4 a un rôle 

essentiel dans la reconnaissance immunitaire et l’activation des lymphocytes. En effet, il est le ligand 

principal des molécules de CMH-II (Complexe Majeur d’Histocompatibilité II) et participe ainsi à la 

formation du complexe CMH-peptide-TCR (T Cell Receptor) entre une cellule présentatrice 

d’antigène et un lymphocyte T CD4+ (Doyle and Strominger, 1987).  

Le contact entre la gp120 et le récepteur CD4 a lieu dans une zone conservée de l’Env, nommée site 

de liaison au CD4 ou CD4 binding site, dépourvue de glycosylation, à l’interface entre le domaine 

externe, interne et le feuillet de liaison et le domaine D1 du CD4 (Peterson and Seed, 1988). Cette 

interaction met en jeu 26 résidus de la gp120 et 22 résidus du CD4, deux résidus du domaine D1 du 

CD4 sont particulièrement importants pour cette liaison, la phénylalanine en position 43 (Phe43) et 

l’arginine en position 59 (Arg59). Cette interaction délimite deux cavités (Kwong et al., 1998), une 

cavité superficielle, remplie de molécules d’eau, à l’interface entre le domaine interne et externe, et 

une autre cavité hydrophobe, appelée cavité Phe43, enfouie au sein de la gp120 à l’intersection des 3 

domaines. Cette cavité Phe43 est cruciale à la fixation du CD4, puisque ce résidu est responsable à 

lui seul de 23% des contacts interatomiques.  

L’interaction Env-CD4 induit des changements conformationnels dont la dissociation des 

interactions entre les boucles V1V2 et V3, ce qui conduit au réarrangement de la gp41 (état 

intermédiaire de pré-fusion), à l’exposition de la boucle V3 et à la réorganisation des domaines 

V1/V2 pour former le bridging sheet (Guttman et al., 2014; Harris et al., 2011; Huang et al., 2005; 

Liu et al., 2008; Pancera et al., 2010) (Figure 17). Chaque monomère de gp120 subit alors une 

rotation et les boucles V1/V2 ainsi que le site de liaison au CD4 sont repositionnés en périphérie du 

trimère (Kwon et al., 2012; Liu et al., 2008; Tran et al., 2012).  
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Figure 17 : Représentation des changements conformationnels du trimère d’enveloppe après sa fixation 
au récepteur CD4 
Les différents panneaux montrent des vues de haut (A, C) ou de côté (B, D) de cartes de densités électroniques 
de l’Env trimérique HIV-1 BaL obtenue par cryo-tomographie électronique. Les boucles V1 et V2 sont 
représentées par les formes ovales rouges et les flèches noires indiquent les rotations subies par chaque 
monomère de gp120 après la fixation au CD4. Les panneaux A et B représentent la conformation fermée du 
trimère, non liée à du CD4 soluble tandis que les panneaux C et D représentent la conformation ouverte lors 
de la liaison au CD4 soluble (d’après Tran et al., 2012). 

2) Fixation aux corécepteurs 

La liaison de l’Env avec le CD4 est nécessaire pour l’entrée mais non suffisante, l’Env doit 

également interagir avec un corécepteur cellulaire CCR5 et/ou CXCR4 pour compléter le processus 

d’entrée dans la cellule. Deux corécepteurs majeurs ont ainsi été mis en évidence : le récepteur CCR5 

(C-C chemokine receptor type 5) (Doranz et al., 1996; Dragic et al., 1996; Jansson et al., 1996) et le 

récepteur CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4) (Feng et al., 1996, 1995). Ces deux récepteurs 

sont des récepteurs aux chimiokines et appartiennent à la superfamille des récepteurs à 7 domaines 

transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG). Ces RCPG jouent un rôle dans la transmission 

de l’information du milieu extracellulaire vers l’intérieur des cellules et régulent ainsi de nombreuses 

fonctions physiologiques. Le CCR5 et le CXCR4 sont tous deux composés d’un domaine N-terminal 

extracellulaire, d’un domaine C-terminal intracellulaire et de 7 hélices transmembranaires liées par 

trois boucles intracellulaires (ICL1-3) et trois boucles extracellulaires (ECL1-3) (Tan et al., 2013; 

Wu et al., 2010) (Figure 18). 
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Figure 18 : Représentation schématique d’un récepteur couplé aux protéines G (RCPG) 
Les corécepteurs d’entrée du VIH-1, le CCR5 et le CXCR4 sont des RCPG constitués de 7 domaines 
transmembranaires (TM1 à TM7), de 3 boucles extracellulaires (ECL1 à ECL3) et de 3 boucles 
intracellulaires (ICL1 à ICL3). Les différentes régions impliquées dans des interactions avec les protéines G 
sont en bleus (d’après Neumann et al., 2014). 

Après fixation au CD4, les changements de conformation permettent l’exposition de la boucle V3 qui 

va alors pouvoir interagir avec l’un des corécepteurs. Les différents modèles d’interaction montrent 

que la pointe de la boucle V3 de la gp120 interagit avec ECL2 alors que la base de V3 et le bridging 

sheet lient le domaine N-terminal du co-récepteur (Huang et al., 2007; Tamamis and Floudas, 2014). 

Cette seconde interaction entraine de nouveaux changements conformationnels conduisant au 

rapprochement des membranes cellulaire et virale et à l’entrée du virus dans la cellule hôte. 

Le tropisme viral correspond ainsi à la propriété d’un isolat du VIH à interagir spécifiquement avec 

le corécepteur CCR5 (virus à tropisme R5), le corécepteur CXCR4 (virus à tropisme X4) ou avec à la 

fois les corécepteurs CCR5 et CXCR4 (virus à tropisme double R5/X4) (Esté and Telenti, 2007). 

Cette propriété est portée par la séquence de l’enveloppe du VIH-1, en particulier par la séquence en 

acide aminé de la boucle V3 (Chen et al., 2013; Cordonnier et al., 1989; Zhou et al., 2011) et dans 

une moindre mesure des boucles V1/V2 (Cardozo et al., 2007a; Chan et al., 1999; Pastore et al., 

2006). En effet, il a été montré qu’en présence de charge positive sur l’acide aminé en position 11 ou 

25 de la boucle V3 cela conduit le virus à interagir préférentiellement avec le corécepteur CXCR4 

alors qu’en absence de ces charges, il interagirait par défaut avec le corécepteur CCR5 (Obermeier et 

al., 2012). 

Le corécepteur CCR5 est trouvé à la surface des lymphocytes T CD4+ « mémoire », des T CD4+ 

activés, des macrophages, des cellules dendritiques et des cellules de la microglie, tandis que le 

corécepteur CXCR4, est préférentiellement retrouvé sur les lymphocytes T CD4+ naïfs.  



 51

 

Figure 19 : Evolution naturelle au cours de l’infection par le VIH-1 du tropisme viral chez un patient 
non traité 
Les trois stades de l’infection naturelle sont schématisés : la phase aigüe ou de primo-infection, la phase 
asymptomatique ou chronique et le stade SIDA (d’après Rowland-Jones, 2003). 

De nombreuses études sur la transmission du VIH-1 montrent que ce sont les virus de tropisme R5 

qui sont préférentiellement transmis au cours de la primo-infection (Keele et al., 2008; Ping et al., 

2013; Salazar-Gonzalez et al., 2009). Au cours de l’infection, des changements de tropisme peuvent 

être observés puisque chez 40 à 50% des patients, la population virale initialement R5 évolue vers un 

tropisme X4 ou un double tropisme R5/X4 (Shepherd et al., 2008). L’apparition de variants viraux 

capables d’utiliser le corécepteur CXCR4 est concomitante à la déplétion en lymphocytes T CD4+ et 

à l’apparition des premiers signes cliniques de la phase SIDA (Figure 19). 

3) Fusion virale 

Après l’interaction de la sous-unité gp120 du trimère d’enveloppe avec son récepteur cellulaire CD4 

puis son corécepteur cellulaire CCR5 et/ou CXCR4, les changements de conformation induits 

conduisent à l’exposition du trimère de gp41 hors de la gp120. Les peptides de fusion composés de 

résidus hydrophobes s’insèrent alors dans la membrane de la cellule hôte. Suite à l’ancrage, la région 

en hélice HR1 et la région en hélice HR2 de chaque sous unité de gp41 s’assemblent pour former le 

complexe à 6 hélices (6HB) (Chan et al., 1997; Weissenhorn et al., 1997). La formation de ce 

complexe induit le rapprochement des membranes virale et cellulaire conduisant à la formation d’un 

pore de fusion (Melikyan, 2008) (Figure 20). 
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Figure 20 : Représentation schématique des étapes de l’entrée virale 
(A) Attachement de la glycoprotéine d’enveloppe sur la cellule cible par son interaction avec le récepteur 
cellulaire CD4 (B) Interaction de la sous unité gp120 et en particulier sa boucle V3 avec le corécepteur 
cellulaire induisant un changement de conformation (C) Insertion des peptides de fusion dans la membrane de 
la cellule cible et repliement du complexe à 6 hélices, les domaines HR2 de la gp41 se replient sur le domaine 
HR1 conduisant au rapprochement des membranes cellulaires et virales (D) Formation du pore de fusion entre 
les membranes virale et cellulaire et entrée du virus dans la cellule hôte (Illustration de Beretta, 2018). 

Réponses immunitaires ciblant les glycoprotéines d’enveloppe du VIH-
1 

Les glycoprotéines d’enveloppe du VIH-1 sont les seules protéines virales présentes à la surface des 

particules, ce qui fait d’elles une cible majoritaire pour le système immunitaire.  

De nombreuses protéines présentant des activités antivirales sont exprimées à un niveau basal au sein 

de nos cellules. Une fois l’infection virale détectée, les mécanismes de l’immunité innée entrent en 

jeu, entrainant des cascades de reconnaissance au sein de nos cellules qui conduisent à l’expression 

de nombreuses cytokines. Parmi elles, les interférons (IFN) seront, entre autres, responsables de la 

surexpression de centaines de protéines antivirales de type ISG pour Interferon Stimulated Genes. 

Les protéines IFITM3 pour InterFeron Induced TransMembrane proteins de type 3 font partie de ces 

ISG. L’étude de celles-ci étant le sujet central de mes travaux, une partie plus détaillée leur sera 

dédiée par la suite. 

Dans un second temps, l’immunité adaptative conduit à la production d’anticorps capable de 

reconnaitre et de lier ces Env. La grande variabilité des Env du VIH-1 leur permet d’échapper à la 

majorité de ces anticorps mais chez certains patients, des anticorps ont montré la capacité d’être 

largement neutralisants, c’est à dire capable de neutraliser un grand nombre d’enveloppes différentes. 

D’autre part, il existe des anticorps capables de lier les Env sans les neutraliser mais permettant le 
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recrutement de cellules effectrices de type NK (Natural Killer) qui auront la capacité de lyser les 

particules virales. 

 

1) Réponse humorale 

La réponse immunitaire humorale de l’hôte vis à vis du VIH-1 se traduit par la production 

d’anticorps ciblant les différentes protéines du virus et tout particulièrement ses glycoprotéines 

d’enveloppe se trouvant en surface. Ces anticorps peuvent se fixer à la surface du virus et ainsi 

empêcher sa migration à travers les muqueuses, empêcher son entrée dans la cellule cible ou encore 

sa libération dans le cytoplasme. Les anticorps produits contre le virus ne possèdent pas tous la 

capacité d’être neutralisants, le pouvoir neutralisant d’un anticorps étant défini comme sa capacité à 

s’attacher au virion et à inhiber son pouvoir infectieux (Reading and Dimmock, 2007). 

a. Anticorps non neutralisants 

La réponse immunitaire humorale débute très tôt après l’infection par le VIH-1. En effet, des 

complexes immuns sont détectés 8 jours après la détection du virus dans le plasma, des anticorps non 

neutralisants dirigés contre la gp41 sont détectés au bout d’environ 13 jours puis ceux contre la 

gp120 après environ 27 jours (McMichael et al., 2010; Tomaras et al., 2008). Ces premiers anticorps 

IgM et IgG sont capables de se fixer aux virions mais ils cibleraient plus particulièrement des formes 

de gp120/gp41 non fonctionnelles ou la face « non neutralisante » de la gp120 monomérique, 

induisant ainsi une réponse anticorps non-neutralisante (Figure 21) (Burton and Mascola, 2015; 

Crooks et al., 2007; Liu et al., 2011; Moore et al., 2006). Trois à 4 semaines post-infection, des 

anticorps dirigés contre Gag sont également détectés. Ces anticorps détectés très précocement ne 

possèdent pas de pouvoir neutralisant mais contribuent à l’activité antivirale via le récepteur au 

fragment constant Fc des anticorps (Su and Moog, 2014). Ainsi, le système du complément est un 

mécanisme clé de la réponse immunitaire innée mais aussi un effecteur de l’immunité adaptative 

puisqu’il agit en se fixant sur la partie Fc d’un complexe antigène-anticorps permettant la lyse de 

différents virus enveloppés. Les protéines du complément et ces anticorps sont également capables 

d’opsoniser la particule virale, c’est-à-dire de se fixer à sa surface afin que celle-ci soit reconnue par 

des cellules immunitaires effectrices capable d’entrainer sa phagocytose ou sa lyse par des granules 

cytotoxiques. Ce sont principalement les phagocytes mononuclées (macrophages et monocytes), les 

granulocytes polynucléés (neutrophiles) et les cellules dendritiques qui sont capables de médier le 

premier mécanisme appelé ADCP (Antibody-Dependent Cellular Phagocytosis) alors que le second 

mécanisme appelé ADCC (Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity) fait plutôt intervenir les 

cellules tueuses naturelles ou NK (Natural Killer) (Huber and Trkola, 2007).  
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Figure 21 : Représentation schématique des différentes formes de trimères de glycoprotéines 
d’enveloppe à la surface du virus induisant des anticorps. 
Les anticorps non neutralisants (non-nAbs pour non-neutralizing antibodies) peuvent cibler des formes 
altérées de trimères, des monomères de gp120 ou encore des débris d’enveloppe provenant de cellules 
infectées. Les anticorps neutralisants (nAbs) ne se lieraient eux, en principe, qu’à des trimères d’enveloppe 
fonctionnels (d'après Burton and Mascola, 2015). 

b. Anticorps neutralisants autologues 

Les premiers anticorps neutralisants (nAbs) sont détectables deux à trois mois après la primo-

infection et leur apparition entraine l’émergence de mutations dans la glycoprotéine d’enveloppe 

(Alter and Moody, 2010; Moog et al., 1997; Richman et al., 2003; Wei et al., 2003a). Ces anticorps 

neutralisants sont dirigés contre les variants de la quasi-espèce virale infectant l’individu et sont donc 

qualifiés d’autologues. Ils possèdent un spectre d’activité étroit puisqu’ils ne neutralisent pas ou peu 

les souches hétérologues (Bunnik et al., 2008; Gray et al., 2007; Richman et al., 2003). Ainsi, les 

anticorps neutralisants autologues sont efficaces vis-à-vis de variants présents plusieurs semaines ou 

mois avant leur apparition mais sont en revanche incapables de neutraliser les variants contemporains 

majoritaires (Bunnik et al., 2008; Richman et al., 2003; Wei et al., 2003a). Ce processus continu 

d’échappement du virus à la réponse humorale va conduire à une diversification des variants viraux 

infectant l’individu (Figure 22). Ces anticorps neutralisants autologues vont principalement cibler les 

régions accessibles en surface comme les régions variables des glycoprotéines d’enveloppe, en 

particulier leurs boucles variables V1/V2 et V3 (Gray et al., 2011; Moore et al., 2009; Rong et al., 

2009; van Gils et al., 2011). Les Env échappent à la neutralisation par ces anticorps par des 

mutations ponctuelles au niveau de leur épitope cible. Des mutations insertionnelles au niveau des 

boucles V1/V2 et V3, entrainant l’allongement de ces régions ainsi que la redistribution et/ou 

l’augmentation du nombre de PNGS à la surface des Env peuvent également limiter l’accessibilité 
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des anticorps à leur épitope (Bunnik et al., 2008; Simon D. W. Frost et al., 2005; Rong et al., 2009; 

Wei et al., 2003a). 

 

Figure 22 : Echappement du virus à la neutralisation par des anticorps autologues neutralisants. 
Chaque couleur correspond à des variants viraux présents dans le sérum à différents temps, contre lesquels des 
anticorps spécifiques sont produits par un individu infecté. Ce schéma illustre l’apparition progressive des 
anticorps neutralisants autologues vis-à-vis de la population virale qui évolue et la pression de sélection 
faisant émerger les variants résistants. La réponse neutralisante est ainsi efficace vis-à-vis des variants de la 
quasi-espèce présents antérieurement, mais peu ou pas efficace vis-à-vis des variants émergents 
contemporains (Stefic et al., 2019). 

c. Anticorps monoclonaux largement neutralisants 

Plusieurs années après l’infection, 10 à 25% des individus infectés par le VIH-1 développent des 

anticorps neutralisants contre des souches hétérologues. Environ 1% d’entre eux sont appelés elite 

neutralizers car capable de développer des anticorps dits « largement neutralisants » ou bNAbs 

(broadly neutralizing antibodies), c’est-à-dire présentant une neutralisation efficace contre un large 

spectre de virus hétérologues appartenant à des sous-types différents (Euler et al., 2012; Rusert et al., 

2016; Simek et al., 2009) (Figure 23). Par la suite, des lymphocytes B producteurs d’anticorps 

monoclonaux largement neutralisants (MobNabs) ont ainsi pu être isolés afin de les produire en 

grande quantité (Falkowska et al., 2014; Huang et al., 2014, 2012; Walker et al., 2009; Walker and 

Burton, 2018). 
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Figure 23 : Cinétique d’apparition des anticorps anti VIH-1 au cours de l’infection 
Les anticorps non neutralisants apparaissent en premier, environ quinze jours à la suite de l’infection. Ils sont 
suivis environ trois mois plus tard par le développement d’anticorps neutralisants autologues. Puis pour 
certains patients (10 à 25%), après plusieurs années d’infection, une réponse anticorps neutralisante 
hétérologue à large spectre se développe. Environ 1% d’entre eux sont considérés comme neutralisateurs élites 
et présentent une activité neutralisante puissante et de large spectre (d'après Euler et al., 2012). 

a) Cibles des MobNAbs 

La caractérisation des anticorps MobNAbs a permis l’identification de six sites de vulnérabilité sur 

l’enveloppe du VIH-1 : l’apex du trimère au niveau des boucles V1/V2, le supersite N332 de la 

boucle V3, le site de liaison au CD4 (CD4bs), l’interface gp120-gp41, la région MPER de la gp41 et 

le peptide de fusion (Figure 24).  

 

Figure 24 : Représentation schématique des épitopes cibles des anticorps monoclonaux largement 
neutralisants. 
Schéma de la glycoprotéine d’enveloppe et localisation des épitopes cibles des MobNAbs sur le trimère 
d’enveloppe. Les boucles V1/V2 sont représentées en vert à l’apex du trimère ; V3 en bleu ; le site de fixation 
au CD4 en jaune ; la région externe proche de la membrane (MPER) de la gp41 en orange, l’interface 
gp120/gp41 en rouge et rose et en bleu foncé le peptide de fusion (d’après Beretta, 2018). 

Apex du trimère V1V2 
PG9, PG16, PGT145 

Région MPER 
4E10, 10E8, 2F5, 3D6 

Site de fixation au CD4 
3BNC117 

Interface gp120/gp41 
35O22, 8ANC195 

Supersite N332 
2G12, 10-1074, PGT121 

Peptide de fusion 
VRC34.01 
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A noter que pour certains de ces anticorps, la reconnaissance de leur épitope est largement 

dépendante de la conformation trimérique des Env (Burton and Mascola, 2015). La capacité d’une 

Env à être neutralisée par ces MobNAbs nous donne donc des informations indirectes sur sa 

conformation fonctionnelle.  

b) L’apex du trimère V1V2 

Les boucles V1/V2 sont situées à l’apex du trimère et interagissent avec les boucles V3 afin de 

stabiliser le trimère dans sa conformation fermée. Un site de vulnérabilité au niveau de la V2, à 

l’apex du trimère et à la convergence de régions conservées situées au sein de la boucle V1/V2 et de 

la boucle V3 a été identifié (Julien et al., 2013a; Lyumkis et al., 2013). Ce site est protégé à la fois 

par de nombreux glycanes, notamment les glycanes N156 et N160 hautement mannosylés mais aussi 

par les boucles hypervariables V1 et V2 (Chaillon et al., 2011; McLellan et al., 2011). Cet épitope 

quaternaire relativement bien protégé est cependant accessible pour certains anticorps présentant des 

chaînes lourdes avec une région CDR-H3 (Complementary Determining Region - Heavy chain 3) 

particulièrement longue et fortement anionique leur permettant de traverser le bouclier glycanique et 

d’accéder à la protéine. C’est le cas des anticorps PG9 et PG16 (Doria-Rose et al., 2014; McLellan et 

al., 2011; Walker et al., 2009) qui ont été décrits comme interagissant avec les glycanes N160 et 

N156 et/ou N173 des boucles V1/V2, ainsi qu’avec un domaine riche en lysine chargé positivement 

(Doria-Rose et al., 2012; McLellan et al., 2011). Pour l’anticorps PG9, il a même été montré qu’un 

seul exemplaire de cet anticorps est capable de se lier au trimère et de reconnaitre les glycanes N160 

situés sur deux protomères distincts de gp120 du trimère permettant ainsi d’expliquer la nature 

quaternaire de l’épitope (Julien et al., 2013a) (Figure 25).  

 

Figure 25  : Représentation de l’interaction de l’anticorps PG9 avec le trimère d’enveloppe du VIH-1 
Les anticorps PG9 sont dirigés contre le site de vulnérabilité V2, un épitope quaternaire impliquant la liaison à 
deux monomères de gp120 sur le trimère (d'après Julien et al., 2013a). 
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D’autres anticorps ont par la suite été identifiés comme ciblant le site V2 mais avec un spectre 

d’activité moins large que celui observé pour PG9 et PG16 : les séries des PGT141-145 (Walker et 

al., 2011) et des CH01-CH04 (Bonsignori et al., 2012, 2011).  

c) Le supersite N332 de la V3 

Le supersite N332 ou site de vulnérabilité V3, correspond à une région riche en glycanes située à 

proximité de la boucle V3 de la gp120 (Julien et al., 2013b; Kong et al., 2013). Le premier MobNAb 

découvert ciblant cette région est l’anticorps 2G12 (Figure 24). Son épitope cible se trouve au niveau 

des glycanes N295, N332, N339 et N392 (Calarese et al., 2003; Sanders et al., 2002; Trkola et al., 

1996). Par la suite, de nombreux autres anticorps plus puissants et de plus large spectre ont été 

identifiés. C’est le cas des séries d’anticorps PGT121-123, PGT125-131 et PGT135-137 (Walker et 

al., 2011) et de la série de variants somatiques de PGT121 dont le représentant le plus puissant est 

l’anticorps 10-1074 (Mouquet et al., 2012) (Figure 24). Tous ces anticorps vont partager le même 

mécanisme de reconnaissance que les anticorps spécifiques du site V2. En effet, ils pénètrent le 

bouclier glycanique grâce à leur long CDR-H3 qui leur permet l’accessibilité à au moins huit résidus 

situés entre les positions 323 et 330 à la base de la boucle V3 (Pejchal et al., 2011; Tang et al., 2011). 

PGT121 et PGT128 sont glycanes-dépendants et reconnaissent en particulier les glycanes N301 et 

N332 (Walker et al., 2011) tandis que les anticorps PGT121-like (provenant du même patient) ciblent 

en plus, des glycanes situés dans la boucle V1 (N137) et V2 (N156) (Julien et al., 2013a). Ainsi, les 

différents MobNAbs dirigés contre les glycanes associés à la boucle V3 ont chacun des spécificités 

propres de reconnaissance, avec des épitopes pouvant se chevaucher sans toutefois être identiques ; 

en revanche le glycane N332 est toujours impliqué. 

d) Le site de liaison au CD4 (CD4 binding site) 

De nombreux MobNAbs ciblant le site de liaison au CD4 (CD4 binding site) ont été caractérisés 

(Figure 24). Cette classe d’anticorps comprend, l’anticorps monoclonal b12 (Roben et al., 1994), la 

série des VRC (VRC01, 02, 03, 06), les NIH45-46 (Scheid et al., 2011; Wu et al., 2010; Zhou et al., 

2010), le PGV04, la série des 3BNC (3BNC117 et 3BNC60) (Scheid et al., 2011; Wu et al., 2011) et 

l’anticorps N6 découvert plus récemment et présentant un spectre plus large et plus puissant (Huang 

et al., 2016). Ces anticorps ciblent le site de liaison au CD4 et empêche l’interaction entre le 

récepteur CD4 et la gp120. Pour faire cela, la majorité de ces anticorps présentent au sein de leur 

séquence, des signatures spécifiques du récepteur CD4 telles que l’acide aminé Arg71 situé dans la 

chaîne légère qui, comme le résidu Arg59 du CD4, interagit avec l’Asp368 du CD4bs de la gp120 

(Scheid et al., 2011; Zhou et al., 2013). Ce domaine d’interaction étant primordial pour l’entrée des 

virus dans les cellules cibles, celui-ci est très conservé parmi les différents isolats du VIH-1 et les 
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anticorps ciblant ce site présentent souvent la capacité de neutraliser un large spectre de souches 

virales. 

e) L’interface gp120/gp41 

Tout d’abord isolé grâce à son interaction avec un monomère gp120 (Scheid et al., 2011), il s’est 

avéré que l’anticorps 8ANC195 interagissait plus particulièrement avec l’interface gp120-gp41 

(Figure 24). En effet, ses interactions majeures ont lieu au niveau des glycanes 234, 276 sur la gp120, 

et le domaine variable de la chaine lourde de l’anticorps interagit avec le résidu Arg456 (Scharf et 

al., 2014). La chaine légère permet, elle, l’interaction avec la gp41 au niveau du glycane N637 

(Huang et al., 2014). Plus récemment, il a même été montré que cet anticorps est capable de se fixer 

à une conformation fermée du trimère d’enveloppe mais aussi à la conformation partiellement 

ouverte retrouvée après la liaison au CD4 (Scharf et al., 2015). 

La découverte de cet anticorps a ensuite été suivie par l’identification d’autres bNAbs ciblant ce 

nouveau site de vulnérabilité, le PGT151 et le 35O22 (Falkowska et al., 2014; Huang et al., 2014; 

Pancera et al., 2014b) (Figure 24). Contrairement à l’anticorps 8ANC195, ces anticorps, eux, ne se 

lient pas à la gp120 sous forme monomérique. L’anticorps 35O22 se lie à un épitope proche de celui 

de 8ANC195, près du glycane N234 et des 7 brins β (Pancera et al., 2014b). L’anticorps PGT151 

cible un épitope quaternaire complexe comprenant des résidus situés sur la gp120 et la gp41 d’un 

même protomère et des résidus de la gp41 d’un protomère adjacent (Blattner et al., 2014; Lee et al., 

2016). En plus de reconnaitre spécifiquement l’interface gp120/gp41, il a récemment été décrit que 

l’anticorps PGT151 est également capable de cibler un autre site de vulnérabilité que représente le 

peptide de fusion (voir paragraphe g) (Lee et al., 2016; Yuan et al., 2019). La neutralisation par 

35O22 est dépendante des glycanes N88, N230 et N241 sur la gp120 tandis que celle de PGT151 

dépend des glycanes N611 et N637 situés sur la gp41. Ainsi ces deux bNAbs 35O22 et PGT151 sont 

fortement glycanes-dépendants (Falkowska et al., 2014; Huang et al., 2014). 

f) La région MPER 

La région externe proximale de la membrane de la gp41 ou MPER est une région très conservée, 

riche en tryptophane, qui relie le domaine transmembranaire et l’ectodomaine de la gp41. Elle est la 

cible de plusieurs anticorps tels que 2F5, 4E10, Z13e1, 3D6 et 10E8 (Huang et al., 2012; Muster et 

al., 1993; Zwick et al., 2001) qui reconnaissent des épitopes chevauchants linéaires (Figure 24). 

L’anticorps 10E8 est à ce jour le plus puissant de sa classe et a le spectre le plus large (Huang et al., 

2012). Il est capable de neutraliser le virus après attachement du CD4 mais également dans la 

conformation pré-fusion du trimère (Huang et al., 2014). Du fait de la position de la région MPER 

qui est enfouie dans le trimère et proche de la membrane, ce site est particulièrement difficile 
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d’accès. Ainsi, il est probable que ces anticorps ciblent le trimère préférentiellement dans une 

conformation d’intermédiaire de fusion après liaison au récepteur (Frey et al., 2008). De plus, la 

structure obtenue du trimère en liaison avec PGT121 et 10E8 indique que les glycanes N88 et N625 

en restreignent l’accès et suggère que la reconnaissance par 10E8 nécessite que la région MPER soit 

soulevée au-dessus de la membrane (Lee et al., 2016). Les anticorps dirigés contre la région MPER 

ont généralement un long domaine CDR-H3 hypermuté qui leur permet d’interagir avec la gp41 

(Cerutti et al., 2017).  

g) Le peptide de fusion 

Le peptide de fusion est une région composée de 15 à 20 résidus hydrophobes, située au niveau de 

l’extrémité N-terminale de la gp41, qui joue un rôle crucial dans le processus de fusion. Sa libération 

et les réarrangements structuraux qui s’ensuivent conduisent à la fusion des membranes cellulaires et 

virales. Récemment, Kong et coll. ont isolé l’anticorps VRC34.01 qui est capable de fixer le peptide 

de fusion empêchant les changements conformationnels de la gp120 et de la gp41 nécessaires à la 

fusion et l’entrée du virus (Kong et al., 2016). Par la suite, d’autres études ont montré que l’Env du 

VIH-1 est capable d’échapper à la neutralisation par cet anticorps VRC34.01 en mutant des résidus 

du peptide de fusion, et en particulier le résidu Ile515 (Dingens et al., 2018; Feng et al., 2019). Il est 

intéressant de noter que l’anticorps PGT151, d’abord identifié comme ciblant un épitope quaternaire 

particulier au niveau de l’interface gp120/gp41, a ensuite rapidement été caractérisé comme fixant ce 

site de vulnérabilité qu’est le peptide de fusion. Comme pour l’anticorps VRC34.01, il a été 

démontré que la capacité de neutralisation de PGT151 est dépendante de l’état ouvert ou fermé du 

trimère d’Env. En effet, ces 2 anticorps ciblent certains résidus du peptide de fusion qui ne sont pas 

accessibles lorsque le trimère est dans un état « fermé » (Ananthaswamy et al., 2019; Lee et al., 

2016; Yuan et al., 2019). Plus récemment, un autre anticorps neutralisant, le bNAb ACS202 

provenant d’un sérum de patient « elite neutralizer » a été identifié comme ciblant le peptide de 

fusion (Yuan et al., 2019). Il est intéressant de noter que dans cette dernière étude, Yuan et coll. 

mettent en évidence la capacité étonnante des deux bNAbs, VRC34.01 et ACS202 à traverser le 

bouclier glycanique protégeant le trimère d’Env afin d’aller interagir avec le peptide de fusion. Ces 

anticorps semblent même prendre avantage de la nature flexible et dynamique du peptide de fusion 

puisqu’ils sont capable de le reconnaitre et de le neutraliser dans différentes conformations  (Yuan et 

al., 2019). 
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2) Protéines antivirales ciblant les glycoprotéines d’enveloppe 

a. ERManI 

La protéine ERManI (Endoplasmic Reticulum Class I -Mannosidase) est une protéine membranaire 

de 79,5 kDa localisée au niveau du réticulum endoplasmique (RE). Elle est constituée de 699 acides 

aminés et se décompose en 4 domaines : une queue cytoplasmique N-terminale, un domaine 

transmembranaire hydrophobe, un domaine « tige » et un domaine catalytique situés dans la lumière 

du RE. ERManI est une α-mannosidase de classe I appartenant à la famille des Glycoside Hydrolase 

47 (GH47) actives sur les hydrates de carbone. Cette famille comprend 7 membres ERManI, 

EDEM1, EDEM2, EDEM3 et les mannosidases IA, IB et IC de l’appareil de Golgi. Les protéines 

EDEM ne montrent pas d’activité enzymatique in vitro alors que les protéines ERManI, IA, IB et IC 

clivent spécifiquement les résidus α1,2 mannoses pendant la N-glycosylation et ont un rôle important 

dans la voie de dégradation des protéines associée au RE, appelée voie ERAD (Endoplasmic 

Reticulum-Associated Degradation) (Ghimire et al., 2018; Zhou et al., 2015). Quand les précurseurs 

glycoprotéiques se retrouvent au niveau de la lumière du RE, ils subissent un processus de N-

glycosylation avec ajout d’oligosaccharides pré-assemblés sur leur résidus Asparagine au niveau de 

leur motif consensus Asn-X-(Ser/Thr). Ces oligosaccharides se composent de 14 sucres, dont 9 

mannoses (dont 4 liés par des liaisons α1,2), 2 N-acétyl-glucosamine (GlcNAc) et 3 glucoses N-

terminaux (Figure 26).  

 

Figure 26  : Représentation schématique de la structure d’un oligosaccharide pré-assemblé qui se fixera 
à un résidu Asparagine (N) lors de la N-glycosylation 
Oligosaccharide composé de deux résidus N-acétylglucosamine (GlcNAc, carrés bleus), neuf résidus 
mannoses (Man, cercles verts) et trois résidus glucoses terminaux (Glc, cercles rouges). A, B et C représentent 
les trois branches de l’oligosaccharide. Le site de clivage préférentiel de l’enzyme ERMan1 est indiqué par 
une flèche noire (d’après Zhou et al., 2015). 

Un clivage séquentiel de certains de ces sucres est nécessaire pour obtenir la bonne conformation des 

glycoprotéines. Les trois résidus glucose sont éliminés par l’action de glucosidases, tandis qu’un 



 62

résidu mannose est éliminé par l’action d’ERManI. Les glycoprotéines correctement repliées grâce à 

l’intervention de protéines chaperonnes continueront leur processus de maturation et seront dirigées 

vers l’appareil de Golgi. Or la maturation et le repliement des glycoprotéines sont sujets à des erreurs 

avec environ 85% des glycoprotéines qui se retrouvent mal-conformées et retenues dans le RE pour 

être soit réengagées dans la machinerie chaperonne jusqu’à obtenir le bon repliement, soit envoyées 

vers la voie de dégradation ERAD. 

Dans le cas des glycoprotéines d’enveloppe du VIH-1, il a été mis en évidence que la protéine 

ERManI était capable grâce à ses fonctions de mannosidase d’entrainer une dégradation intensive de 

celles-ci en catalysant une activité de démannosylation excessive entrainant leur prise en charge par 

la voie ERAD. Cette action antivirale de ERMan1 semble être spécifique puisqu’il a été montré 

qu’elle interagit avec la glycoprotéine d’enveloppe via son domaine catalytique (Zhou et al., 2015). 

b. GBP2/5 

Les protéines GBPs (Guanylate Binding Protein), les protéines de résistance au myxome (MxA et 

MxB), les GTPases immunitaires ou IRGs (Immunity-Related GTPases) ainsi que les GTPases 

largement inductibles ou VLIGs (Very Large Inducible GTPases) forment la super famille des 

GTPases induites par l’interféron (Kim et al., 2012). Les protéines GBP2 et GBP5 font partie d’une 

famille comptant 7 membres (GBP1-7) présentant toutes une activité GTPase, c’est-à-dire une 

capacité à hydrolyser les molécules de GTP (Guanosine Triphosphate) en GBP (Guanosine 

Biphosphate) ou GMP (Guanosine Monophosphate). Les protéines GBP2/5 ont un poids moléculaire 

d’environ 67kDa, sont composées d’environ 590 acides aminés et présentent une architecture à bi-

domaine avec un domaine N-terminal contenant la partie catalytique responsable de l’activité 

GTPase et un domaine C terminal hélical contenant un motif d’isoprénylation (CaaX) capable de lier 

des lipides de type geranylgeranyl et permettant ainsi l’ancrage de ces protéines au niveau des 

membranes de l’appareil de Golgi (Hotter et al., 2017). 

L’activité anti VIH-1 de la protéine GBP5 a d’abord été suggérée en 2015 par Mc Laren et coll. 

(McLaren et al., 2015) avant d’être confirmée en 2016 par Krapp et coll. (Krapp et al., 2015. ). Ces 

derniers montrent que GBP5 possède une activité antivirale spécifique qui cible la glycosylation et la 

maturation des précurseurs Env, diminuant l’incorporation des glycoprotéines d’enveloppe matures 

au sein des virions et entrainant ainsi une perte de leur infectiosité (Figure 27).  
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Figure 27 : Représentation schématique des modes d’action des facteurs antiviraux GBP5, 90K et 
MARCH8 
Le facteur antiviral GBP5 réduit l’infectiosité des particules virales du VIH-1 en empêchant la maturation du 
précurseur d’enveloppe gp160 en glycoprotéine d’enveloppe mature gp120 et gp41. 90K semble limiter la 
maturation des Env mais surtout empêcher leur incorporation au sein des virions par un mécanisme encore peu 
compris. MARCH8 quant à lui diminue l’infectiosité des virus en limitant le nombre de spicule d’enveloppe à 
leur surface. Ce facteur entraine l’internalisation des Env pour qu’elles ne restent pas en surface cellulaire et 
ne soient pas incorporé dans les virus (d’après Hotter et al., 2017). 

La localisation de GBP5 au niveau de l’appareil de Golgi semble être primordiale pour cette activité 

antivirale ce qui n’est pas le cas de son activité GTPase (Hotter et al., 2017; Krapp et al., 2016).  

Plus récemment, une activité similaire a été mise en évidence pour la protéine de la même famille, 

GBP2, et le mécanisme d’action antiviral de ces deux protéines a été en partie élucidé. Braun et coll. 

démontrent que les protéines GBP2/5 n’interagissent pas avec Env mais avec la partie cytoplasmique 

de la protéase cellulaire, la furine, empêchant le clivage nécessaire à la libération de son site 

catalytique (Braun et al., 2019). Ainsi, la furine n’est pas maturée et ne peut cliver le précurseur 

gp160 en ses sous-unités de surface gp120 et transmembranaire gp41. Certains virus sont néanmoins 

capables d’échapper partiellement à cette restriction en mutant le gène vpu pour qu’il ne soit plus 

traduit. Vpu et Env étant exprimés à partir du même ARN bicistronique, l’arrêt de la traduction de 

Vpu entraine une augmentation de la synthèse d’Env (Guerrero et al., 2015). La restriction par GBP 
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étant saturable cela permet l’échappement de certaines enveloppes qui pourront ainsi être maturées et 

incorporées correctement au sein des virions (Braun et al., 2019; Krapp et al., 2016). 

Ainsi, GBP2 et 5 ne ciblent pas directement une protéine du VIH-1 mais un de ses cofacteurs 

cellulaires. Cela explique leur capacité à restreindre divers virus enveloppés comme c’est le cas pour 

certains virus grippaux, le virus Zika ou encore le virus de la rougeole qui nécessitent tous une 

maturation de leurs glycoprotéines d’enveloppe par une protéase cellulaire (Braun et al., 2019). 

c. 90K  

La protéine 90K, également appelé Mac BP ou LGALS3BP, est une protéine sécrétée de 90kDa, qui 

est surexprimée en présence d’interféron de type I et II (ISGs). Elle a initialement été identifiée 

comme un antigène associé aux tumeurs puis en 1993 comme indicateur précoce d’évolution vers le 

stade SIDA chez les patients VIH+ (Natoli et al., 1993). 90K est une glycoprotéine de 585 acides 

aminés qui se compose de 4 domaines : le domaine N-terminal riche en cystéines qui contient la 

fonction de récepteur Scavenger et un peptide signal ; deux domaines ayant des homologies de 

séquence avec des structures connues : le domaine BTB (Broad complex, Tram track and Bric à 

brac) appelé aussi POZ (POxvirus and Zincfinger) et le domaine IVR (InterVening Region) ; et le 

domaine C-terminal. Son peptide signal en N-terminal lui permet d’emprunter la voie cellulaire 

sécrétrice dans laquelle elle subit des N-glycosylations lors de son passage au sein des complexes 

RE/Golgi avant d’être sécrétée dans le milieu extracellulaire.  

En 2013, 90K est décrit pour la première fois comme facteur antiviral du VIH-1 capable d’interférer 

avec le processus de maturation et d’incorporation de ses glycoprotéines d’enveloppe. Ainsi, 

Lodermeyer et coll. montrent que c’est la forme associée aux cellules et non la forme sécrétée de 

90K qui est responsable de cette activité antivirale de façon dose dépendante (Lodermeyer et al., 

2013). Ainsi, la surexpression de 90K dans les cellules productrices de virus entraine une forte 

diminution du mécanisme de maturation du précurseur gp160 provoquant ainsi une diminution 

significative des spicules d’enveloppe matures (gp120 et gp41) incorporées au sein des virions et une 

diminution de leur infectiosité (Figure 27). Malgré une colocalisation importante de 90K et de Env 

dans les cellules productrices, aucune interaction n’a pu être démontrée entre ces deux protéines. Il 

semble que 90K n’interfère ni avec l’activité de la protéase cellulaire ni avec la glycosylation des 

Env et leur transport du RE au Golgi. L’activité antivirale de 90K, portée par ses deux domaines 

centraux (BTB/POZ et IRV), repose sur sa capacité à empêcher l’incorporation des spicules 

d’enveloppes matures au sein des virions bien que le mécanisme d’action mis en jeu ne soit pas 

encore connu. Plus récemment, il a été mis en évidence que cette action antivirale de 90K n’était pas 

spécifique au VIH-1 mais s’étendait à d’autres lentivirus (Lodermeyer et al., 2018). 
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d. MARCH 1/2/8 

Les protéines MARCH (Membrane-Associated RING-CH) possèdent une activité de type ubiquitine 

ligase et comptent au moins 11 membres au sein de leur famille (MARCH1 à MARCH11). Trois 

d’entre elles, MARCH-1, MARCH-2 et MARCH-8, ont été démontrées comme ayant une activité 

anti VIH-1 (Samji et al., 2014; Y. Zhang et al., 2019). Physiologiquement, ces protéines jouent un 

rôle dans la régulation de nombreuses protéines cellulaires transmembranaires ; elles sont notamment 

capables grâce à leur rôle au sein de la machinerie cellulaire UPS (Ubiquitin-Proteasome System) de 

diminuer l’expression de surface des molécules de CMH-II, de CD86, du TRAIL récepteur de type 1 

ou encore de la transferrine (Chen et al., 2012; Fujita et al., 2013; Liu et al., 2016; van de Kooij et al., 

2013). Les protéines MARCH sont des protéines transmembranaires (à l’exception de MARCH-7 et 

MARCH-10) d’environ 30kDa et sont constituées de moins de 300 acides aminés. Elles présentent 

au niveau de leur extrémité N-terminale une queue cytoplasmique contenant un motif C4HC3-RING 

finger (Really Interesting New Gene) qui porte l’activité d’ubiquitine ligase E3, capable de recruter 

les enzymes cellulaires de type E2.  

Les protéines MARCH-1, MARCH-2 et MARCH-8 sont des protéines transmembranaires 

principalement retrouvées au niveau de la membrane plasmique. La protéine MARCH-8 a été 

identifiée la première comme facteur antiviral capable de diminuer l’infectiosité des particules 

virales du VIH-1 en diminuant l’expression des Env à la surface cellulaire et ainsi leur incorporation 

au sein des virions (Tada et al., 2015). En effet, Tada et coll. montrent que MARCH-8 a un large 

effet antiviral ciblant à la fois le VIH-1 mais également d’autres virus enveloppés puisqu’ils 

montrent que MARCH-8 est capable d’interagir avec la gp120 du VIH-1 mais également avec l’Env 

du VSV (Tada et al., 2015) (Figure 27). Plus récemment, les protéines MARCH-1 et MARCH-2 ont 

également été identifiées comme possédant une activité antivirale similaire. L’étude de ces 3 

protéines a permis de mettre en évidence que leur domaine RING-CH, et plus particulièrement 

l’activité enzymatique E3 ubiquitine ligase de ce domaine, est crucial à leur action antivirale 

suggérant l’implication de la machinerie d’ubiquitination dans ce phénomène (Zhang et al., 2018; Y. 

Zhang et al., 2019). L’ubiquitination permet l’adressage des protéines vers des compartiments 

cellulaires particuliers comme par exemple les endosomes, le RE ou encore le protéasome pour leur 

dégradation. Bien que l’activité d’ubiquitination soit indispensable à l’activité antivirale, Zhang et 

coll. montrent que les protéines MARCH n’entrainent pas la dégradation des glycoprotéines 

d’enveloppe du VIH-1 mais seulement leur relocalisation vers d’autres compartiments 

intracellulaires empêchant ainsi leur incorporation au sein de virions. L’activité antivirale de 

MARCH-1 et MARCH-2 comme celle de MARCH-8 n’est pas limitée au VIH-1 mais est également 

efficace contre d’autres virus enveloppés tel que le VIH-2, le SIV ou encore le VSV. Grâce à leur 
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activité ubiquitine ligase, ces protéines agissent soit en délocalisant les glycoprotéines d’enveloppes 

de la membrane plasmique comme c’est le cas pour le VIH-1, ou en leur faisant subir une poly-

ubiquitinylation conduisant à leur dégradation au sein du protéasome comme c’est le cas pour le 

VSV. Il est intéressant de noter que les protéines MARCH-1 et MARCH-8 sont incorporées au sein 

des virions lors du bourgeonnement viral, alors que ce n’est pas le cas pour MARCH-2. L’intérêt de 

cette incorporation n’a pas encore été élucidé. Enfin, la protéine MARCH-8 n’est que peu induite par 

les interférons de type I contrairement à MARCH-1 et MARCH-2, et seule la protéine MARCH-2 est 

surexprimée lors de l’infection par le VIH-1. Cela laisse ainsi supposer que MARCH-2 a un rôle 

prépondérant et physiologiquement plus relevant que les deux autres protéines dans la lutte des 

cellules contre les infections virales et en particulier contre le VIH-1 (Zhang et al., 2018; Y. Zhang et 

al., 2019). 

e. SERINC5 

Les protéines SERINC (SERine INCorporator) font partie d’une famille de protéines 

transmembranaires décrites en 2005 par Inuzuka et coll. comme étant des incorporateurs de sérine 

jouant un rôle important dans la synthèse de lipides en particulier de la phosphatidylsérine et des 

sphingolipides. En 2015, deux équipes distinctes mettent en évidence que les protéines SERINC5 et 

dans une moindre mesure SERINC3, sont incorporées au sein des particules virales de VIH-1 

inhibant ainsi leur infectiosité (Rosa et al., 2015; Usami et al., 2015). Ces deux équipes montrent 

également que l’effet antiviral des protéines SERINC est antagonisé par la protéine virale auxiliaire 

Nef qui entraine leur internalisation de la membrane plasmique vers les compartiments endosomaux 

empêchant ainsi leur incorporation au sein des virions (Fackler, 2015; Rosa et al., 2015; Usami et al., 

2015).  

SERINC5 a l’effet antiviral le plus marqué. C’est une protéine glycosylée à 10 domaines 

transmembranaires, présentant des extrémités N et C-terminales cytoplasmiques. Son activité 

antivirale ne semble pas dépendante de sa glycosylation puisque ses deux formes, non glycosylée et 

entièrement glycosylée, respectivement de 35 et 51kDa, ont démontré une activité antivirale 

significative (Sharma et al., 2018). Le mécanisme d’action de SERINC5 a été très étudié mais il n’est 

pas encore totalement élucidé. Un premier effet de SERINC5 sur la capacité de fusion des 

enveloppes a été mis en évidence en 2015 mais cet effet reste trop limité pour expliquer le niveau 

d’inhibition d’infectiosité observé (Aiken, 2015; Rosa et al., 2015; Usami et al., 2015). Un effet post-

fusion sur l’étape d’élargissement des pores de fusion, a ensuite été proposée (Sood et al., 2017; 

Tedbury and Sarafianos, 2017). Plusieurs équipes ont émis l’hypothèse que l’activité antivirale de 

SERINC5 était liée à son activité potentielle d’incorporateur de serine, or aucun changement dans le 

lipidome des virus ou des cellules productrices n’a pu être mis en évidence remettant par ailleurs en 
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question l’existence de cette fonction d’incorporateur de sérine pour SERINC5 (Firrito et al., 2018; 

Trautz et al., 2017).  

Il a également été montré que Nef n’était pas la seule protéine virale capable de contrecarrer l’effet 

de SERINC5. Certaines Env, en particulier celles provenant d’isolats primaires de patients infectés, 

ont été démontrées comme résistantes à cet effet antiviral (Beitari et al., 2017; Gonzalez-Enriquez et 

al., 2017; Sood et al., 2017). La comparaison de l’impact de SERINC5 sur des Env résistantes ou 

sensibles a permis de mettre en évidence que les Env sensibles subissaient des changements 

conformationnels qui pourraient conduire à leur inactivation fonctionnelle. En effet, plus les Env sont 

sensibles à l’effet de SERINC5 plus elles sont sensibles à la neutralisation par des anticorps 

neutralisants et vice-versa. Ainsi, l’importance de la stabilité des trimères d’enveloppe a été mise en 

avant, les Env résistantes présentant plutôt une conformation de trimère « fermée » tandis que les 

Env sensibles auraient une conformation « ouverte » (Beitari et al., 2017; Schulte et al., 2018; Sood 

et al., 2017; Tedbury and Sarafianos, 2017). Jusque-là, bien que Env et SERINC aient été retrouvés 

colocalisés à la membrane plasmique de cellules infectées, en particulier au niveau de domaines 

résistants aux détergents de type radeaux lipidiques (Schulte et al., 2018), aucune interaction entre 

ces 2 protéines, qui permettrait d’expliquer le mécanisme d’action sous-jacent, n’avait pu être 

démontrée (Beitari et al., 2017; Sood et al., 2017). Or, plus récemment Zhang et coll., ont pu mettre 

en évidence des interactions entre ces deux protéines grâce à une technique de complémentation 

bimoléculaire de fluorescence (BiFC) et des immunoprécipitations (X. Zhang et al., 2019). Dans 

cette étude, ils montrent que des différences d’interaction et de sensibilité des Env à l’inhibition par 

SERINC5 ne sont observables que lorsque les virus sont produits dans des cellules ne possédant pas 

le récepteur CD4 (CD4-). Plus précisément, ils montrent que dans des cellules CD4-, l’Env sensible 

NL4-3 interagit fortement avec SERINC5 ce qui induit la dissociation sélective de son trimère 

d’enveloppe tandis qu’une interaction beaucoup plus faible est détectée pour l’Env résistante AD8. A 

contrario, lorsque les virus sont produits dans des cellules CD4+, SERINC5 augmente fortement sa 

capacité à interagir avec l’Env résistante AD8 la rendant sensible et entrainant sa dissociation. Ainsi, 

ses résultats suggèrent qu’en présence de CD4, celui-ci interagit avec les enveloppes sensibles 

comme résistantes, provoquant l’ouverture des trimères d’enveloppe pour la fixation aux 

corécepteurs, rendant toutes les Envs sensibles à l’inhibition par SERINC5 (Zhang et al., 2019). Une 

étude de Staropoli et coll. confirme en partie ces données puisqu’ils montrent de leur côté que la 

présence de CD4 dans les cellules productrices induit une transition dans la conformation des 

trimères d’enveloppe qui passe d’un état fermé à un état ouvert, rendant les épitopes CD4-induit 

accessibles et ces virus sensibles à SERINC5 (Staropoli et al., 2019). Une nouvelle étude de Beitari 

et coll. conforte l’importance de la conformation des trimères d’Env, puisqu’ils montrent que 

SERINC5 agit en stabilisant les trimères dans un état « ouvert », les Env T/F naturellement plutôt en 
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conformation « fermée », doivent ainsi d’abord interagir avec le CD4 afin de s’ouvrir ce qui les rend 

sensibles à SERINC5 (Beitari et al., 2020). Les Env chroniques devenant résistantes à la restriction 

par SERINC5, Beitari et coll. posent l’hypothèse que cela serait plutôt dû à une accumulation de 

polymorphisme au niveau de la protéine Nef l’empêchant ainsi de contrecarrer SERINC5 en 

l’excluant des virions, plutôt qu’à une évolution de sa conformation (Beitari et al., 2020). Ainsi, la 

conformation des trimères d’Env semble donc avoir un rôle prédominant dans la sensibilité / 

résistance des Env à la restriction par SERINC5 bien que le mécanisme d’action reste peu compris et 

que d’autres mécanismes additionnels semblent impliqués.  

L’utilisation de techniques de pointe impliquant de la microscopie de super résolution avec de la 

reconstruction 2D et 3D, a permis plus récemment d’en savoir plus sur la distribution des Env à la 

surface des virus en présence et en absence de la protéine SERINC5 dans les cellules productrices. 

Chen et coll. montrent ainsi qu’en absence de la protéine SERINC5 dans les cellules productrices, les 

Env forment des clusters à la surface des virus, facilitant le mécanisme de fusion avec leurs cellules 

cibles (Chen et al., 2020). Ils montrent également que lorsque la protéine SERINC5 est présente dans 

les cellules productrices, celle-ci est aussi retrouvée incorporée sous forme de cluster au sein des 

virions. De façon intéressante, Env et SERINC5 ne colocalisent que très peu à la surface des virus, 

bien que l’incorporation de SERINC5 soit responsable d’une dissociation des clusters d’Env inhibant 

ainsi en partie la fusion virale (Figure 28).  

Ainsi, toutes ces données placent SERINC5 comme une protéine antivirale multifonctionnelle 

capable d’inhiber l’infectiosité du VIH-1 par plusieurs mécanismes. SERINC5 est à la fois capable 

d’interagir spécifiquement avec les trimères d’Env en modifiant leur conformation vers un état 

ouvert, tout en étant capable par un mécanisme indirect non encore défini d’entrainer une 

dissociation des clusters d’Env à la surface des virus (Chen et al., 2020; Staropoli et al., 2019; X. 

Zhang et al., 2019).    
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Figure 28 : Représentation schématique d’une partie du mécanisme d’action de SERINC5 
En absence de protéines SERINC5 dans les cellules productrices, les virus produits présentent des clusters 
d’Env à leur surface, facilitant le mécanisme de fusion avec les cellules cibles. En présence de SERINC5 dans 
les cellules productrices, celle-ci est incorporée sous forme de clusters au sein des virus, entrainant par un 
mécanisme non encore défini la dissociation des clusters d’Env et empêchant ainsi la fusion correcte des virus 
avec les cellules cibles (d’après Chen et al., 2020). 

Les protéines SERINC5 sont des protéines largement conservées au cours de l’évolution et ont été 

caractérisées comme protéines cellulaires antivirales, mais au contraire des facteurs de restriction anti 

VIH-1 décrit jusqu’ici, elles ne sont pas induites par les interférons. Ces protéines ce ne sont donc 

pas des ISGs, mais il a été récemment décrit que bien que n’entrainant pas leur surexpression, 

l’interféron modulait tout de même ces protéines en régulant leur localisation subcellulaire. En effet, 

en présence d’interféron de type I, les protéines SERINC5 quittent les compartiments intracellulaires 

tels que les endosomes car elles sont recrutées de façon massive au niveau de la membrane 

plasmique (Passos et al., 2019). 

f. 25HC 

La cholesterol-25 hydrolase ou CH25H est une ISG très conservée qui code pour une enzyme 

associée au réticulum endoplasmique qui catalyse la réaction d’oxydation du cholestérol en 25-

Hydroxycholesterol ou 25HC (ajout d’un groupe hydroxyl en position 25 du cholestérol). Le 25HC 

appartient à une classe d’oxystérol endogène, c’est un facteur soluble qui contrôle la biosynthèse des 

stérols en régulant l’expression de récepteurs cellulaires ou encore de SREBP (Sterol Responsive 

Element Binding Protein). Les oxystérols ont un rôle important dans la défense immunitaire et sont 

retrouvés en quantités importantes dans les cellules dendritiques et les macrophages.  

En 2013, l’enzyme CH25H et son produit soluble le 25HC sont caractérisés comme possédant une 

activité antivirale à spectre large, empêchant l’entrée de nombreux virus enveloppés tel que le VSV, 

le HSV, le VIH, le MHV68, EBOV, RVFV, RSSEV ou encore le virus Nipah. Liu et coll. montrent 

ainsi que la CH25H comme le 25HC sont capables d’induire des modifications membranaires au 
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niveau des cellules cibles empêchant le mécanisme de fusion virus-cellules (Liu et al., 2013, p. 25). 

Dans cette étude, ils mettent en évidence que l’enzyme CH25H présentent probablement des 

mécanismes antiviraux additionnels à la production du facteur 25HC, puisque l’inhibition virale 

observée par la CH25H est supérieure à celle observée pour le 25CH seul (Liu et al., 2013). En 2018, 

Gomes et coll. montrent que lorsque le facteur soluble 25HC est induit dans les cellules, celui-ci 

prend la place du cholestérol au sein de la membrane plasmique, augmentant ainsi la fluidité 

membranaire (Gomes et al., 2018). La relation entre rigidité des membranes et fusion virale est bien 

connue. En ce qui concerne le VIH-1, l’interaction de Env avec les récepteurs et corécepteurs 

cellulaires entraine un changement de sa conformation conduisant à l’exposition et l’insertion de son 

peptide de fusion dans la membrane de la cellule cible. La composition de la membrane plasmique 

est déterminante dans ce processus puisqu’il a été montré que le peptide de fusion s’insère dans la 

membrane de la cellule hôte sous forme de feuillet béta mais a besoin de changer sa structure en 

hélices alpha pour former le pore de fusion (Heller and Rai, 2017; Lai and Freed, 2014). Gomes et 

coll. montrent qu’en remplaçant le cholestérol, le 25HC augmente la fluidité membranaire et 

empêche le peptide de fusion de changer correctement sa structure secondaire. Ainsi, le peptide de 

fusion bloqué sous forme de feuillet béta est incapable de passer sous forme d’hélices alpha et de 

créer le pore de fusion nécessaire à l’entrée virale. Ils posent aussi l’hypothèse que 25HC serait 

capable de modifier les membranes virales mais cela n’est pas encore démontré (Gomes et al., 2018). 

Les protéines IFITM 

Les protéines IFITM pour InterFeron Inducible TransMembrane ont été découvertes en 1984 suite à 

un large criblage de protéines induites par l’interféron (Friedman et al., 1984). En 2009, leur large 

activité antivirale a été découverte contre plusieurs virus notamment le virus de la grippe, le virus 

West Nile et le virus de la dengue (Brass et al., 2009). Depuis, il a été mis en évidence qu’au moins 3 

protéines de cette famille, les protéines IFITM1, IFITM2 et IFITM3, ont une activité antivirale sur de 

nombreux autres virus, enveloppés ou non, tels que le virus Marburg, le coronavirus du SRAS, le 

virus de l’hépatite C, le virus Ebola, le virus du Zika ou le VIH-1 (Diamond and Farzan, 2013; Lu et 

al., 2011; Perreira et al., 2013; Savidis et al., 2016). Cette activité antivirale de large spectre a 

d’abord été décrite dans les cellules cibles au sein desquelles la surexpression des protéines IFITM 

inhibe l’infection des virus avant qu’ils ne traversent la bicouche lipidique (Feeley et al., 2011; Lu et 

al., 2011). Rapidement, une activité antivirale de large spectre a également été décrite au niveau des 

cellules productrices dans lesquelles la présence des protéines IFITM conduirait à leur incorporation 

au sein des virions néoformés, les rendant ainsi moins infectieux (Figure 29) (Billet et al., 2015; 

Compton et al., 2014; Tartour et al., 2017, 2014). 
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Figure 29 : Représentation schématique des deux voies de restriction virale des protéines IFITM 
(1) De part leur présence au niveau des membranes cellulaires des cellules cibles, les protéines IFITM 
restreignent l’entrée de nombreux virus capable de fusionner au niveau de la membrane plasmique et des 
endosomes (2) Lors du bourgeonnement viral, les protéines IFITM sont incorporées dans les particules virales 
néoformées de VIH-1, les rendant moins infectieux (d’après Billet et al., 2015). 

Les protéines IFITM sont composées de 107 à 144 aa, ce sont des protéines transmembranaires 

d’environ 15kDa retrouvées au niveau de la membrane plasmique et/ ou des membranes 

endosomales. Elles se composent toutes de deux domaines membranaires et de domaines N et C 

terminaux hypervariables. Il existe des homologies de séquence entre ces protéines, avec 91% 

d’homologie entre IFITM2 et IFITM3, mais seulement 59% entre IFITM2 et IFITM1 et 83% entre 

IFITM3 et IFITM1. La différence la plus marquée entre IFITM1 et IFITM2 (ou IFITM3), est 

l’absence chez IFITM1 d’une vingtaine d’acides aminés en position N-terminale, incluant un motif 

d’endocytose YEML (Figure 30) (Tartour and Cimarelli, 2015). Cette différence permet d’expliquer 

la localisation préférentielle de la protéine IFITM1 au niveau de la membrane plasmique tandis que 

les protéines IFITM2 et IFITM3 sont localisées principalement dans les endosomes. En effet, les 

protéines IFITM produites au niveau du réticulum endoplasmique, transitent par l’appareil de Golgi 

où elles subissent des modifications post traductionnelles et peuvent s’oligomériser avant d’atteindre 

la membrane plasmique. Celle-ci est la destination finale de la protéine IFITM1 alors que les 

protéines IFITM2 et IFITM3, elles, ne font que transiter par cette membrane pour atteindre leur 

localisation endosomale. Le motif YEML présent sur IFITM2 et IFITM3 a un rôle central dans cette 

localisation puisqu’il est capable d’interagir avec la sous unité µ2 du complexe AP-2 entrainant ainsi 

leur endocytose. Les propriétés antivirales de la protéine IFITM3 peuvent être modulées par 

plusieurs modifications post-traductionnelles, telles que la phosphorylation, la palmitoylation, la 
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méthylation et l’ubiquitination (Chesarino et al., 2014b; Zani and Yount, 2018). Ces modifications 

seront décrites de façon plus détaillée dans le paragraphe ci-dessous dédié à cette protéine. 

 

Figure 30 : Schéma de la séquence primaire des IFITM 
Représentation schématique des IFITM avec les acides aminés importants et leurs modifications post-
traductionnelles. Les acides aminés conservés entre les 3 IFITM sont représentés ; CIL : boucle cytosolique ; 
CTD : domaine carboxyterminal ; NTD : domaine amino-terminal ; M1 : domaine hydrophobe 1 ; M2 : 
domaine hydrophobe 2. Le motif YEML présent sur les protéines IFITM2 et IFITM3 peut subir une 
phosphorylation, la lysine, K, représentée en N terminal des protéines IFITM peut subir une ubiquitinylation, 
tandis que celle présente au niveau de la CIL peut être méthylée. Certains résidus du domaine M1 peuvent 
quant à eux subir une palmitoylation (d’après Tartour and Cimarelli, 2015). 

1) Activité anti VIH-1 

La capacité des protéines IFITM à inhiber la réplication du VIH-1 in vitro est assez unique puisque 

ces protéines sont capables d’agir à plusieurs étapes du cycle viral. Elles agissent dans les cellules 

cibles en bloquant l’entrée du virus (Foster et al., 2016; Lu et al., 2011), sur la réplication virale en 

inhibant la synthèse des protéines virales (Lee et al., 2018) et sur l’infectiosité du virus en 

s’incorporant dans les virions néoformés (Compton et al., 2014; Foster et al., 2016; Tartour et al., 

2014, 2017; Yu et al., 2015; Yu and Liu, 2018a).  

a. Effet sur l’entrée  

Par des expériences d’extinction ou de surexpression des protéines IFITM, l’effet antiviral de ces 

protéines a tout d’abord été mis en évidence dans les cellules cibles où il a été démontré qu’elles 

empêchent l’entrée du virus avant qu’il ne traverse la bicouche lipidique (Lu et al., 2011). Ainsi, Lu 

et coll. ont montré que les protéines IFITM2 et IFITM3 et dans une moindre mesure IFITM1 étaient 

capables de réduire la réplication du VIH-1 dans les cellules cibles SupT1 et TZM-bl. En effet, ces 

premiers travaux ont montré que les protéines IFITM2 et IFITM3, localisées principalement dans les 

endosomes des cellules cibles, inhibaient la réplication du VIH-1 au cours du processus d’entrée, de 

façon similaire à ce qui avait été observé pour les autres virus. A l’inverse la protéine IFITM1, 

localisée essentiellement à la membrane plasmique, n’aurait pas d’effet majeur sur cette étape mais 

agirait plus tardivement en diminuant la production des particules virales infectieuses. Par la suite, 
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plusieurs équipes ont recherché l’existence d’un mécanisme d’action global/commun des protéines 

IFITM sur les différents virus inhibés dont le VIH-1. Il a ainsi pu être démontré que ces protéines 

agissaient lors de la fusion des virus bien qu’aucun consensus quant à l’étape de fusion bloquée 

n’existe encore aujourd’hui. Une première étude a d’abord suggéré un blocage au stade d’hémifusion 

(fusion des hémimembranes externes tandis que les hémimembranes internes restent intactes) (Li et 

al., 2013), tandis qu’une autre a proposé une inhibition de l’ouverture du pore (Desai et al., 2014a). 

De même, le mécanisme d’action antivirale responsable de cette inhibition de la fusion reste à ce jour 

peu clair. Il a été montré qu’une rigidification de la membrane associée (Li et al., 2013) ou non (Lin 

et al., 2013) à une modification de sa courbure pouvait entraîner une diminution du processus de 

fusion. Une modification de la composition des membranes cellulaires (accumulation de cholestérol) 

pourrait également participer à cette inhibition (Amini-Bavil-Olyaee et al., 2013). Ce dernier modèle 

est toutefois controversé ; plusieurs équipes indépendantes ont ainsi montré que la restriction par 

IFITM3 est indépendante d’une accumulation de cholestérol au sein des membranes (Appourchaux 

et al., 2019; Desai et al., 2014b; Wrensch et al., 2014). Pour autant, il n’est pas exclu que les 

protéines IFITMs modulent d’autres types de lipides membranaires.  

Récemment, les travaux de Foster et coll. ont suggéré que la sensibilité du VIH-1 à la restriction par 

les protéines IFITM dépendait de l’utilisation du corécepteur (CCR5 ou CXCR4) et donc de la nature 

de la glycoprotéine d’enveloppe (Env) exprimée à sa surface, en particulier de sa boucle V3, mais 

aussi de la localisation des protéines IFITM au sein de la cellule hôte (Foster et al., 2016). Les virus 

porteurs d’Env à tropisme CCR5 (virus R5) seraient plus résistants aux protéines IFITM2 et IFITM3 

alors que les virus exprimant des Env à tropisme CXCR4 (virus X4) seraient plus résistants à la 

protéine IFITM1. Si la résistance aux protéines IFITM2 et IFITM3 de certains isolats R5, telle que la 

souche de laboratoire AD8, a pu être confirmée par les travaux de Yu et coll., ces derniers montrent 

néanmoins qu’en aucun cas IFITM1 n’exerce une activité antivirale sur l’entrée du VIH-1 supérieure 

à celle des protéines IFITM2 et IFITM3, y compris contre les virus à tropisme R5 (Yu and Liu, 

2018b). De façon intéressante, la protéine IFITM3 semble toujours être la protéine présentant la plus 

forte inhibition sur l’entrée des virus du VIH-1 quel que soit le tropisme du virus (Appourchaux et 

al., 2019; Chesarino et al., 2017; Lu et al., 2011; Tartour et al., 2017; Yu et al., 2015). 

b. Effet sur la réplication 

Depuis que l’activité antivirale des protéines IFITM a été découverte, il a souvent été décrit qu’en 

plus de leur effet sur l’entrée virale, leur surexpression dans les cellules productrices entraine une 

diminution de la production de virus et en particulier une diminution de la protéine Gag et des 

protéines p24 (Chutiwitoonchai et al., 2013; Compton et al., 2016, 2014; Ding et al., 2014; Kane et 

al., 2016; Tartour et al., 2017, 2014; Wang et al., 2017). Ainsi ces résultats suggèrent que les 
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protéines IFITM seraient capables de bloquer la réplication du VIH-1 à une autre étape du cycle et 

donc d’utiliser un mécanisme de restriction supplémentaire indépendant du blocage de l’entrée virale 

déjà décrit. Plus récemment, Lee et coll. ont cherché à étudier le mécanisme antiviral sous-jacent et 

ont ainsi pu mettre en évidence que les protéines IFITM inhibaient la synthèse des protéines virales 

(Lee et al., 2018). En effet, ils ont tout d’abord confirmé que l’expression des protéines IFITM dans 

les cellules productrices entrainait une diminution d’expression des protéines virales (gp120, p55, 

p24, Nef et Vpu) et de la production de particules virales. Pour rechercher si les protéines IFITM 

inhibent la transcription ou bien la stabilité des protéines virales, ils ont analysé le niveau des 

différents transcrits présents dans les cellules productrices par des techniques de q-RT-PCR sur 

différentes fractions cellulaires. Ils ont ainsi mis en évidence que les protéines IFITM, en particulier 

IFITM1 et IFITM2 entrainent une diminution du niveau des transcrits non épissés ou peu épissés 

dans les polysomes tout en augmentant le niveau de ces transcrits dans les fractions sans ribosome, 

suggérant donc que les protéines IFITM agissent en excluant spécifiquement les ARNm viraux (peu 

ou pas épissés, porteurs de motif RRE) des polysomes empêchant ainsi leur traduction. De façon 

surprenante, la protéine IFITM3, qui a jusque-là été décrite comme la protéine ayant l’activité 

antivirale la plus importante parmi les protéines IFITM, n’a que peu ou pas d’effet antiviral sur cette 

étape du cycle viral.  

c. Effet de l’incorporation dans les virus 

En plus de limiter l'entrée du VIH-1 et d’inhiber la synthèse de ces protéines virales, il a été mis en 

évidence que les protéines IFITM sont également capables d’agir à une autre étape du cycle viral. En 

effet, lors du bourgeonnement des virus, elles sont capables de s’incorporer dans les virions 

néoformés entraînant un défaut d’infectiosité des particules virales (Appourchaux et al., 2019; 

Chesarino et al., 2017; Compton et al., 2014; Tartour et al., 2017, 2014; Wang et al., 2017; Yu et al., 

2015; Yu and Liu, 2018b). En 2014, deux équipes indépendantes montrent que les protéines IFITM1, 

IFITM2 et IFITM3 sont retrouvées incorporées dans les virions lorsque ces protéines sont exprimées 

dans les cellules productrices (Compton et al., 2014; Tartour et al., 2014). Ce phénomène d’abord 

observé en système de transfection dans des lignées cellulaires de type HEK293T ou HeLa-CD4 a 

ensuite été validé dans des lignées lymphocytaires T CD4+ (SupT1), ainsi que dans des cellules 

primaires de type monocytes-macrophages. Ce phénomène n’était pas un artefact des systèmes 

expérimentaux utilisés puisque l’inhibition de l’expression des protéines IFITM endogènes par des 

techniques d’interférence par ARN entraine une augmentation de l’infectiosité des virus produits, 

validant le rôle physiologique des protéines IFITM. Ces deux premières études montrent également 

que l’incorporation des IFITM au sein des virus n’a aucun effet sur la quantité ou la qualité des Env 

incorporées. De plus, la localisation de ces protéines au sein des membranes cellulaires au niveau de 
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sites d’assemblage connus du VIH-1 suggère une incorporation passive et non spécifique de ces 

protéines lors de l’assemblage des virus. Cette hypothèse permettrait d’expliquer l’effet antiviral de 

large spectre que les protéines IFITM semblent avoir sur de nombreux virus enveloppés. Cependant, 

en 2015, Yu et coll. bien que validant l’effet antiviral des protéines IFITM dans les cellules 

productrices, montrent que l’incorporation de ces protéines (en particulier IFITM3) au sein des virus 

entraine un défaut de maturation des Env du VIH-1 (Yu et al., 2015). Ils émettent donc l’hypothèse 

que les protéines IFITM agiraient en bloquant la maturation des Env, diminuant ainsi l’expression 

des trimères d’Env mature en surface des virions. Cette hypothèse est renforcée par la démonstration 

d’une interaction spécifique entre les protéines IFITM et Env au sein des cellules productrices.  

Bien que le mécanisme d’action de la restriction par les protéines IFITM n’ait pas trouvé de 

consensus, il est intéressant de noter que toutes ces études montrent que la protéine IFITM3 est celle 

présentant l’effet antiviral le plus important. Au cours de ma thèse, je me suis particulièrement 

intéressée à l’effet de l’incorporation de la protéine IFITM3 sur la réplication du VIH-1. C’est 

pourquoi un paragraphe dédié à la description de cette protéine et à son effet antiviral est présenté ci-

après. 

2) La protéine IFITM3 

La protéine IFITM3 est une protéine exprimée à des niveaux variables dans de nombreux types 

cellulaires ; elle est particulièrement retrouvée au sein des cellules des voies respiratoires et de la 

plèvre viscérale (Bailey et al., 2012). Après stimulation par les interférons de type I, elle est 

fortement induite en particulier dans les cellules immunes, tel que les lymphocytes, faisant ainsi 

partie de la première ligne de défense du système immunitaire dans la lutte contre les infections 

virales et certaines bactéries (Anafu et al., 2013; Lin et al., 2013; Perreira et al., 2013; Ranjbar et al., 

2015; Savidis et al., 2016). L’importance physiologique de cette protéine est mise en évidence par 

l’existence chez certains individus d’un polymorphisme rs12252-T/C au niveau du gène IFITM3 

conduisant à la production d’une protéine IFITM3 tronquée de 21 acides aminés en position N-

terminale. Ce polymorphisme, rare chez les populations européenne et africaine (2 à 10%) mais assez 

répandu dans la population asiatique (30%), a été associée aussi bien à une sévérité accrue des 

symptômes qu’à une progression plus rapide vers des formes graves face à certaines infections 

virales. Ce phénomène a été démontré chez l’Homme pour le virus Influenza (Chen et al., 2018; 

Williams et al., 2014), le VIH-1 (Zhang et al., 2015), le virus Hantaan (Xu-Yang et al., 2016) ainsi 

que dernièrement pour le virus COVID19 (Zhang et al., 2020). Le fait que ce polymorphisme, prédit 

comme induisant une protéine IFITM3 tronquée, entraine chez ces individus une sensibilité 

augmentée à ces infections virales, illustre l’importance physiologique de la protéine IFITM3 comme 

acteur antiviral majeur de notre système immunitaire. 
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a. Topologie, localisation et modifications post-traductionnelles 

A partir de modèles prédictifs, 3 modèles topologiques ont été proposés par plusieurs équipes (Bailey 

et al., 2013; Smith et al., 2014). Le premier modèle présente 2 domaines transmembranaires, une 

boucle intracellulaire (CIL) et des extrémités N et C terminales (NTD et CTD) extracellulaires. Le 

second modèle présente les domaines NTD, CTD et CIL en intracellulaire. Enfin, le troisième 

modèle, plus récent, est un mélange des deux premiers avec le NTD et le CIL en position 

intracellulaire et un domaine transmembranaire plaçant le CTD en extracellulaire (Figure 31).  

 
Figure 31 : Représentation des différents modèles topologiques proposés et organisation des domaines 
de la protéine IFITM3 
Modèle (I) avec 2 domaines transmembranaires (TM), et extrémité N et C terminale en extracellulaire avec 
une boucle intracellulaire (CIL). Modèle (II), sans domaine TM, domaine NTD et CTD en intracellulaire 
séparé par la CIL. Modèle (III) avec 1 domaine TM, le domaine NTD en intracellulaire et le domaine CTD en 
extracellulaire (d’après Smith et al., 2014) 

Plus récemment, grâce à l’utilisation des techniques de Résonnance paramagnétique à électron (EPR 

ou Electron Paramagnetic Resonance) et de Résonnance magnétique nucléaire (NMR ou Nuclear 

Magnetic Resonance), le troisième modèle a d’abord été identifié comme étant le plus probable et le 

plus répandu (Figure 32a) (Ling et al., 2016), avant que Chesarino et coll. prédisent par une approche 

bio-informatique, l’existence dans le domaine hydrophobe N-terminale, d’une hélice amphipathique 

(Figure 32b)(Chesarino et al., 2017).  

La protéine IFITM3 serait donc une protéine transmembranaire de type II possédant deux domaines 

membranaires hydrophobes (HD1 et HD2) se composant, l’un d’une hélice α transmembranaire et 

l’autre d’une hélice amphipathique et d’une petite hélice α formée de seulement quelques résidus, ces 

deux domaines étant séparés par une boucle intracellulaire.  
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Figure 32 : Structure secondaire prédite pour la protéine IFITM3 
(a) Structure des régions hydrophobes de la protéine IFITM3 dérivée des analyses en NMR ; le domaine 
hydrophobe en N terminal contient deux petites hélices 𝛼 intramembranaires (bleu) et celui en C terminal 
contient en hélice α transmembranaire (orange) (d’après Ling et al. 2016). (b) Prédiction bio-informatique de 
la structure secondaire de la protéine IFITM3, le domaine hydrophobe 1 en N terminal est composé d’une 
hélice amphipathique (orange) et d’une hélice α (verte) tandis que le domaine hydrophobe 2 en C terminal se 
compose d’une hélice α transmembranaire (bleue) (d’après Chesarino et al., 2014b). 

D’autre part, l’étude des modifications post traductionnelles de la protéine IFITM3 a permis de 

mieux comprendre son trafic intracellulaire, sa stabilité, son renouvellement et son mécanisme 

d’action. En effet, la protéine IFITM3 peut subir au moins 4 types de modifications post 

traductionnelles, la phosphorylation, l’ubiquitination, la palmitoylation et la méthylation (Figure 33).  

 

Figure 33 : Représentation schématique des sites potentiels de modification post traductionnelle de la 
protéine IFITM3 humaine. 
La ligne horizontale représente les 133 aa de la protéine IFITM3 humaine de son extrémité N terminale à son 
extrémité C terminale. Les boites colorées représentent des motifs ou domaines structuraux connus et les 
flèches, les fonctions de ces régions. Les résidus spécifiques connus pour subir des modifications post 
traductionnelles sont indiqués sous la ligne horizontale. Les traits rouges indiquent une modification 
régulatrice négative tandis que les lignes vertes indiquent des modifications activatrices. Phos : 
Phosphorylayion, Ub : Ubiquitination, Palm : Palmitoylation et Meth : monométhylation (d’après Zani and 
Yount, 2018). 

Ainsi, le résidu Tyrosine, Y20 au niveau de l’extrémité N terminale de la protéine IFITM3, est 

susceptible d’être phosphorylé par des tyrosines kinases et en particulier par la kinase cellulaire Fyn 

de la famille Src. La phosphorylation de ce résidu va bloquer l’interaction de la protéine IFITM3, via 

son motif 20-YEML-23, avec le complexe AP-2 responsable de l’endocytose de la protéine IFITM3 

de la membrane plasmique vers les compartiments endosomaux et lysosomaux (Chesarino et al., 
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2014a; Jia et al., 2012). Ce motif d’endocytose est crucial pour la localisation subcellulaire et 

l’activité antivirale de la protéine IFITM3 (Chesarino et al., 2014b; Zani and Yount, 2018). En effet, 

si ce motif est muté, la protéine IFITM3 est délocalisée et se retrouve accumulée à la membrane 

plasmique. La phosphorylation de la protéine IFITM3 est donc un processus dynamique qui permet 

de réguler son trafic intracellulaire. 

L’ubiquitination, consistant en l’ajout d’un polypeptide de 9kDa sur une protéine au niveau d’un 

résidu lysine, peut avoir lieu sur les 4 lysines de la protéine IFITM3 (K24, K83, K88 et K104) et est 

principalement médiée par le motif 17-PPNY-20 interagissant avec l’ubiquitine ligase E3 cellulaire 

NEDD4 (Chesarino et al., 2015, 2014b). L’ubiquitination des protéines IFITM3 permet 

l’acheminement de celles-ci vers les voies de dégradation cellulaire, c’est donc un processus de 

régulation négative de la protéine IFITM3. Les différentes lysines ayant un rôle compensatoire, il 

faut muter les quatre, ou bien muter l’enzyme NEDD4 pour inhiber cette régulation et augmenter la 

stabilité des protéines IFITM3 (Chesarino et al., 2014b; Zani and Yount, 2018). 

La palmitoylation, ou addition enzymatique d’un acide gras de 16 carbones souvent sur des résidus 

cystéines d’une protéine, est possible sur 3 cystéines très conservées de la protéine IFITM3 en 

position 71, 72 et 105 (Chesarino et al., 2014b; Yount et al., 2012a). Cette modification lipidique est 

ajoutée constitutivement de façon irréversible par au moins trois enzymes palmitoyltransférases 

cellulaires (ZDHHC3, ZDHHC7 et ZDHHC20) (McMichael et al., 2017). Ainsi, près de 100% des 

protéines IFITM3 sont palmitoylées. Ce type de modification post traductionnelle peut entraîner un 

attachement membranaire des protéines cytoplasmiques, un ciblage des protéines membranaires vers 

d’autres compartiments cellulaires ou moduler la stabilité des protéines. La première fonction de la 

palmitoylation sur C71 et C72 est l’ancrage de l’hélice amphipatique au niveau membranaire, cette 

modification étant requise pour l’inhibition de la fusion virale par la protéine IFITM3 (Yount et al., 

2013, 2012b, 2012a, 2010; Zani and Yount, 2018). Bien que la palmitoylation soit irréversible, des 

modifications lipidiques alternatives comme des myristoylations (en N terminal) et des prenylations 

(en C terminal), peuvent restaurer l’affinité de la protéine IFITM3 à la membrane tout comme son 

effet antiviral (Yount et al., 2012b). 

La méthyltransférase cellulaire SET7 est capable de méthyler la protéine IFITM3 sur sa lysine K88, 

diminuant son activité antivirale (Shan et al., 2013, p. 7). Cette méthylation peut être supprimée par 

l’histone dé-méthylase LSD1 qui est recruté au niveau de la protéine IFITM3 lors du traitement 

interféron (Shan et al., 2017, p. 1). Ainsi, cette modification semble être un mécanisme cellulaire de 

régulation de l’activité antivirale bien que le mécanisme moléculaire sous-jacent ne soit pas encore 

connu (Chesarino et al., 2014b; Zani and Yount, 2018). 
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D’autre part, certains résidus sur le domaine HD2 de la protéine IFITM3 ont également été décrits 

comme capable d’interagir avec une protéine cellulaire, la protéine VAPA (Vesicle-Associated 

membrane Protein-associated A), impliquée dans le métabolisme du cholestérol. 

b. Effet de l’incorporation de la protéine IFITM3 dans les virions VIH-1 

Parmi les protéines IFITM étudiées, les premières études ont rapidement identifié la protéine IFITM3 

comme étant la protéine de la famille des IFITM avec le plus fort potentiel antiviral à la fois 

lorsqu’elle est exprimée dans les cellules cibles et dans les cellules productrices (Compton et al., 

2014; Tartour et al., 2014; Yu et al., 2015). A noter que l’incorporation de la protéine IFITM3 au 

sein des virions néoformés semble avoir un impact plus important sur la transmission et la 

dissémination du VIH-1 que celui de l’expression de cette protéine dans les cellules cibles non 

infectées. Depuis, de nombreuses études se sont particulièrement focalisées sur la protéine IFITM3 et 

l’effet de son incorporation sur les particules virales du VIH-1 et en particulier sur ses glycoprotéines 

d’enveloppe. En effet, les travaux de Yu et coll. suggéraient une implication de Env dans l’inhibition 

de l’infectiosité des virions, puisqu’ils ont montré que l’incorporation d’IFITM3 s’accompagne d’un 

défaut de maturation de Env et d’une diminution de la quantité de gp120 exprimée à leur surface (Yu 

et al., 2015). D’après Yu et coll., ce défaut de maturation résulterait d’une interaction entre IFITM3 

et Env dans les cellules productrices de virions. Néanmoins, il existe des divergences avec les 

travaux d’autres équipes qui montrent qu’IFITM3 n’impacte pas le niveau d’incorporation de gp120 

au sein des virions (Compton et al., 2016, 2014; Foster et al., 2016; Tartour et al., 2014) ou encore 

que l’effet d’IFITM3 sur l’infectiosité de nombreux autres virus (hors contexte VIH) est indépendant 

de la glycoprotéine d’enveloppe qu’ils portent à leur surface (Tartour et al., 2017). Dans le cas du 

VIH-1, la mise en évidence de variants d’Env résistants à la restriction de l’infectiosité des virions 

par IFITM3 semble néanmoins conforter un rôle déterminant de Env dans la sensibilité des virus à ce 

facteur de restriction. Il a été démontré en particulier que l’Env de la souche de laboratoire AD8, à 

tropisme R5, n’était pas affectée par la surexpression de la protéine IFITM3 dans les cellules 

productrices, les virions produits restant infectieux malgré une incorporation importante d’IFITM3 

(Wang et al., 2017). Cette capacité à résister à l’action de la protéine IFITM3 a été attribuée à la 

boucle variable V3 de la gp120 et semble transférable à d’autres virus, dont la souche de laboratoire 

NL4-3, à tropisme X4, normalement très sensible à l’incorporation d’IFITM3 (Wang et al., 2017). 

Néanmoins, dans cette étude, aucun lien direct entre le tropisme du virus et sa sensibilité à IFITM3 

n’a été établi. Outre l’importance de la boucle V3, les travaux de Wang et coll. ont mis en évidence 

une corrélation entre la sensibilité des Env à la protéine IFITM3 et leur sensibilité au CD4 soluble et 

à l’anticorps neutralisant 17b reconnaissant un épitope CD4 induit, suggérant que la conformation du 

trimère et l’engagement du CD4 pourraient être des déterminants importants de sensibilité à IFITM3 
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(Wang et al., 2017). Bien que l’Env du VIH-1 semble être un déterminant important de la sensibilité 

à la protéine IFITM3, le mécanisme moléculaire mis en jeu par IFITM3 pour inhiber l’infectiosité 

des virions via son interaction avec Env n’a pas encore été élucidé.  

L’hypothèse basée sur une modulation de la quantité de cholestérol au sein des membranes par 

IFITM3 a été rejetée récemment par Appourchaux et coll. qui montrent que la protéine IFITM3 n’est 

en aucun cas responsable d’une modulation du cholestérol que ce soit dans les cellules ou au niveau 

des membranes virales, même s’il n’est pas exclu que la protéine IFITM3 module d’autres lipides 

membranaires (Appourchaux et al., 2019). En revanche, l’hypothèse selon laquelle la protéine 

IFITM3 serait capable via son interaction avec Env de moduler la conformation et la stabilité des 

trimères d’Env a été renforcée dernièrement par Ahi et coll. et par Beitari et coll. (Ahi et al., 2020; 

Beitari et al., 2020). En utilisant un modèle basé sur un squelette MLV pseudotypé par des Env du 

VIH-1, les travaux de Ahi et coll. suggèrent que l’effet antiviral de la protéine IFITM3 résulterait de 

deux mécanismes d’inhibition complémentaires (Ahi et al., 2020). Tout d’abord, l’expression 

d’IFITM3 dans les cellules productrices diminuerait la quantité d’Env disponible dans les cellules en 

entrainant leur relocalisation vers les compartiments endolysosomaux pour dégradation. Dans un 

second temps, la protéine IFITM3 réduirait par un mécanisme non déterminé, la capacité fusogène 

des Env restantes dans les cellules productrices (Ahi et al., 2020).  D’autres part, Beitari et coll. ont 

mis en évidence que la protéine IFITM3, comme la protéine SERINC5, stabilise les trimères d’Env 

dans une conformation plus ouverte, résultant en une exposition accrue des sites de fixation aux 

corécepteurs et aux anticorps habituellement non neutralisants, empêchant ainsi les changements de 

conformation nécessaire à l’entrée virale (Beitari et al., 2020). Il est intéressant de noter que bien que 

IFITM3 et SERINC5 partagent des modes de fonctionnement qui semblent similaires face au VIH-1, 

Beitari et coll. montrent que la modulation de l’ouverture des trimères d’Env permet au virus 

d’échapper à la restriction par SERINC5, ce qui n’est pas le cas pour IFITM3 (Beitari et al., 2020). 

Ainsi, l’Env du VIH-1 semble utiliser des stratégies d’échappement différentes pour ces deux 

facteurs de restriction. 

La souche de laboratoire AD8 est résistante à la protéine SERINC5 et à la protéine IFITM3, que 

cette dernière soit présente dans les cellules cibles ou incorporée au sein des virions, ce qui suggère 

qu’il existe des mécanismes moléculaires d’échappement de Env communs aux deux facteurs de 

restriction mais également aux deux modes de restriction de la protéine IFITM3. La nature précise de 

ces mécanismes reste à ce jour largement méconnue.  
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Dans le contexte scientifique présenté ci-dessus et grâce à l’expertise de notre laboratoire dans 

l’étude des propriétés de Env, de sa diversité et de ses capacités d’adaptation à l’hôte (Beretta et al., 

2018; Bouvin-Pley et al., 2019; Stefic et al., 2019), mon travail a consisté à étudier le rôle de Env 

dans la sensibilité/résistance du VIH-1 à la protéine IFITM3.  

Nous avons fait le choix de travailler sur la protéine IFITM3, car parmi les protéines IFITM 

présentant une activité antivirale, c’était celle qui semblait exercer la plus forte activité contre le 

VIH-1. Mon équipe d’accueil travaillant depuis plusieurs années sur les propriétés antigéniques et 

fonctionnelles des Env d’isolats primaires du VIH-1, nous disposions dans le cadre de ces travaux 

d’un large éventail de clones d’Env présentant des tropismes différents (CCR5, CXCR4 ou à double 

tropisme CCR5 et CXCR4) (Beretta et al., 2018; Bouvin-Pley et al., 2019, 2014, 2013; Stefic et al., 

2019).  

Ainsi, les objectifs de nos travaux étaient de : 

1) Confirmer que la sensibilité/résistance du VIH-1 à la protéine IFITM3 dépendait de la nature 

de la glycoprotéine d’Env portée à sa surface. 

2) Apporter des éléments de compréhension quant aux déterminants moléculaires de Env et en 

particulier étudier les rôles des boucles variables de Env et du tropisme dans la sensibilité ou 

la résistance à la protéine IFITM3  

3) Apporter des éléments de compréhension quant aux mécanismes d’action de la protéine 

IFITM3 mis en jeu. 

 

Les résultats obtenus, décrits ci-dessous, font l’objet d’un manuscrit actuellement soumis pour 

publication dans Journal of Virology, présenté en annexe 1. 

 

En parallèle à ces travaux j’ai également participé à la finalisation de travaux initiés avant mon 

arrivée dans l’unité U1259.  Ces travaux visaient à comparer le profil d’évolution fonctionnelle de 

Env depuis la primo-infection jusqu’au stade d’infection chronique chez quatre sujets faisant partie 

d’une chaîne de transmission et donc infectés par un même virus (ou des variants très proches). 

L’objectif de ces travaux était de déterminer si sous la pression immunitaire, le profil d’évolution 

d’un virus donné était ou non restreint par des contraintes fonctionnelles. Ces travaux font l’objet 

d’un manuscrit actuellement en révision dans Scientific Reports, présenté en annexe 2. 
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1) Culture cellulaire 

Les cellules TZM-bl sont des cellules Hela exprimant les récepteurs CD4 et co-récepteurs 

CCR5/CXCR4 (NIH AIDS Reagent, Cat. Nb# 8129). Elles sont cultivées dans du milieu DMEM 

supplémenté de 10% de sérum de veau foetal inactivé, de 25mM d’HEPES et de gentamicine (50 μg 

/ ml). 

Les cellules HEK-293T (ATCC® CRL-11268™) sont cultivées dans du milieu DMEM supplémenté 

de 10% de sérum de veau foetal inactivé et d'antibiotiques (100 UI de pénicilline et 100μg/ml de 

streptomycine).  

Les cellules U373-MAGI (NIH AIDS Reagent, Cat. Nb# 3596, 3597) sont des cellules humaines 

issues de glioblastome de la lignée U373-MG exprimant à leur surface un récepteur CD4 humain 

ainsi qu’un corécepteur (CXCR4 ou CCR5) (Vodicka et al., 1997). Elles sont cultivées dans du 

milieu DMEM avec 10% de sérum de SVF complémenté avec 1µg/mL de puromycine, 0,2 mg/mL 

de généticine G418 et 0,1 mg/mL d’hygromycine B. 

Enfin, les cellules lymphocytaires MT4R5 (NIH AIDS Reagent, Cat. Nb# 120) sont cultivées dans 

un milieu RPMI 1640 additionné de 10% de sérum de veau foetal et d'antibiotiques (100 UI de 

pénicilline et 100μg/ml de streptomycine).  

2) Plasmides 

Les plasmides pcDNA contrôle et comportant le gène codant la protéine IFITM3 marquée à son 

extrémité N-terminale par le Flag-M2 ont été obtenus auprès du Pr Andrea Cimarelli (CIRI, Lyon). 

Le vecteur pNL4.3.LUC.R-E- (pNL4-3Δenv.luc) codant pour le génome complet de la souche de 

laboratoire NL4-3 du VIH-1, délétée de son gène env et exprimant le gène rapporteur de la luciférase 

a été obtenu auprès du NIH AIDS Reagent program (NIH, Cat. Nb #3418). 

Les plasmides pCI (Promega) codant pour chacun des onze clones d’Env du VIH-1 sélectionnés dans 

cette étude ont été obtenus antérieurement au laboratoire (Beretta et al., 2018; Bouvin-Pley et al., 

2013).  

3) Production des virus pseudotypés 

La veille de la transfection, 5.106 cellules HEK-293T sont ensemencées dans des flasques de 75cm² 

puis 24 heures plus tard, les cellules sont co-transfectées avec 8µg de vecteur pNL4.3Δenv-luc+ 

(contenant le génome complet de la souche adaptée de laboratoire NL4.3 délétée du gène env et 

contenant le gène rapporteur luc), 4µg du vecteur pCI contenant le gène env d’intérêt (pCI-env), ainsi 
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que par 1µg du plasmide d’expression pcDNA vide ou codant pour la protéine IFITM3, en utilisant 

l’agent transfectant FUGENE-6 selon les recommandations du fabricant (Promega). Les virus 

pseudotypés sont récupérés 72h après la transfection par récolte et filtration du surnageant cellulaire 

(0,45µm). Une partie du surnageant est conservée à -80°C, tandis qu’une autre partie est purifiée et 

concentrée par ultracentrifugation sur coussin de sucrose 20% à 87000 g (Rotor SW41, Beckman) 

pendant 1.5 heures à 4°C. Le culot de particules virales est solubilisé à 4°C pendant une nuit dans 

100µl de phosphate-buffered saline (PBS) supplémenté par 1% de Triton X-100 et des antiprotéases. 

Ces produits d’ultracentrifugation sont ensuite utilisés pour des expériences d’immunoprécipitation 

ou pour une analyse du contenu viral classique par western blot. Les quantités de virus sont évaluées 

par mesure de l’activité de transcription inverse en utilisant le kit « Reverse transcriptase Assay, 

colorimetric Kit » (11468120910, Roche). Les titres viraux des stocks de virus pseudotypés sont 

évalués en infectant les cellules TZM-bl par une méthode de dilution limite du stock viral 

(Montefiori). 48 heures après l’infection, la TCID50 (Tissue Culture Infective Dose 50) 

correspondant à l’infection de 50 % des cellules est évaluée par la formule de Reed-Muench (REED 

and MUENCH, 1938). 

4) Gradient iodixanol  

Les particules virales purifiées et concentrées après ultracentrifugation sur coussin de sucrose 20% 

sont resuspendues dans du PBS, puis sont déposées sur un gradient linéaire d’iodixanol composé de 

9 fractions de densité différentes (6 à 18% d’OPTIPREP, D1556 Sigma) avant de subir une nouvelle 

ultracentrifugation à 87000 g (Rotor SW41, Beckman) pendant 1heure et 30 minutes. Les fractions 

sont ensuite récupérées délicatement et transvasée dans des ultramicrotubes 1,5 ml (Thermo 

Scientific, NC, USA) puis de nouveau ultracentrifugées 48 minutes à 266000 g (Rotor F50L, 

Beckman), afin d’être concentrées, les culots provenant de chaque fraction sont ensuite resuspendus 

dans 30µl de tampon de lyse (Triton 1% + inhibiteurs de protéases). Les lysats sont ensuite dénaturés 

à 96°C pendant 3 minutes en présence de Laemmli et ß-mercapto-éthanol avant d’être analysés par 

western blot. Les quantités de protéines de capside p24, et de protéine IFITM3 sont quantifiées par 

mesure de l’intensité des bandes (densitométrie) grâce au logiciel ImageQuant (GE Healthcare, 

Chicago, IL, USA). 

5) Marquage Immunogold et observation au microscope électronique à transmission 

Des grilles de Nickel sont déposées sur une goutte de 40 µl d’un surnageant viral purifié et concentré 

après ultracentrifugation et repris dans 100 µl d’une solution de paraformaldéhyde 4%. Les grilles 

sont incubées 3 minutes avec l’échantillon puis sont rincées par passage sur des gouttes d’eau stérile 

(2 x 2 minutes +1 x 5 minutes) afin d’éliminer le PFA restant. Après ces lavages, les grilles sont 
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incubées pendant 1 heure avec un mix contenant les anticorps primaires anti-Env dilué au 150ième 

(2G12) et anti-Flag-M2 dilué au 200ième (F7425) dans du PBS. Les grilles sont ensuite rincées 6 fois 

par passages successifs dans des gouttes de PBS (6 x 5minutes) avant d’être incubées 45 minutes 

avec le mix contenant les anticorps secondaires dilué au 30ième dans du PBS : Goat anti-human 

couplés aux billes d’or 10 nm et goat anti-rabbit couplés aux billes d’or 6 nm (Aurion, Wageningen, 

Pays-Bas). Après 6 nouveaux rinçages de 5 minutes en PBS et 3 rinçages supplémentaires de 5 

minutes en eau stérile, le contrastant Acétate d’uranyl est déposé sur les grilles. Les grilles sont 

ensuite observées au Microscope électronique à transmission (JEOL JEM-1011, plateforme IBiSA, 

Tours) 

6) Infectiosité virale 

L’inoculum d’infection est normalisé après dosage de l’activité de la transcriptase inverse contenue 

dans les surnageants viraux et l’infectiosité est mesurée 48h post-infection dans les cellules cibles 

TZM-bl ou 72h post-infection dans les cellules non adhérentes MT4R5. Ainsi une quantité 

normalisée de virus est déposée en plaque 96 puits pour infecter 1x104 cellules TZM-bl ou 6x104 

cellules MT4R5 en présence de 37,5 µg/mL de DEAE-Dextran. Les infections sont réalisées en 

quadruplicate dans au minimum deux expériences indépendantes. Les niveaux d’infection exprimés 

en RLU (Unités de Luminescence Relatives) sont évalués par mesure de l’activité luciférase des 

lysats cellulaires après ajout du Bright-Glo luciferase assay (Promega) et lecture avec le luminomètre 

Centro LB 960 (Berthold Technologies). L’infectivité relative est calculée selon la formule suivante : 

Pourcentage dᇱinfectivité =  
୑୭୷ୣ୬୬ୣ ୢୣୱ ୖ୐୙ ୢ୳ ୴୧୰୳ୱ ୟ୴ୣୡ ୍୊୍୘୑ ଷ

୑୭୷ୣ୬୬ୣ ୢୣୱ ୖ୐୙ ୢ୳ ୴୧୰୳ୱ ୱୟ୬ୱ ୍୊୍୘୑ ଷ
× 100. 

7) Caractérisation du tropisme viral 

Le tropisme des virus pseudotypés exprimant les différentes Env est évalué par un test d’infectivité 

dans les cellules U373-MAGI exprimant l’un ou l’autre des corécepteurs du VIH-1, le CCR5 

(CD4+/U373/CCR5) ou le CXCR4 (CD4+/U373/CXCR4). La veille, 1,4x104 cellules MAGI sont 

ensemencées par puit de plaque P96. 24 h plus tard, elles sont mises en contact pendant 2 heures 

avec une quantité normalisée de virus à 37°c puis du milieu DMEM complémenté par 5% de SVF et 

30 µg/ml de DEAE-Dextran est ajouté. L’expérience est réalisée en quadruplicate. 48h post-

infection, l’activité luciférase est évaluée à partir des lysats cellulaires obtenus après ajout du Bright-

Glo luciferase assay (Promega). La lecture se fait comme précédemment avec le luminomètre Centro 

LB 960. Pour chaque virus, l’utilisation des corécepteurs est mesurée selon la formule : 

𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜 𝑅5 =  
𝑀𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒 𝑅𝐿𝑈 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑀𝐴𝐺𝐼 − 𝑅5

𝑀𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒 𝑅𝐿𝑈 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑀𝐴𝐺𝐼 − 𝑅5 + 𝑀𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒 𝑅𝐿𝑈 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑀𝐴𝐺𝐼 − 𝑋4
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8) Test de neutralisation 

La sensibilité à la neutralisation des virus pseudotypés produits en absence (pcDNA) ou en présence 

de la protéine IFITM3 a été évaluée en présence d’un panel d’anticorps monoclonaux largement 

neutralisants HuMoNAbs (Human Monoclonal Neutralizing Antibodies). Ces anticorps, provenant 

du NIH AIDS Program Reagent, ciblent différents épitopes à la surface de l’enveloppe virale. Ainsi, 

le PG9, PG16 et le PGT145 (respectivement Cat. Nb #12149, #12150 et #12703) ciblent les boucles 

V1V2, le PGT128 et le 1010-74 (respectivement Cat. Nb #13352 et #12477) ciblent la boucle V3, le 

3BNC117 (Cat. Nb #12474) cible le site de fixation au CD4 ; le 4E10, le 10E8 et le 2F5 

(respectivement Cat. Nb #10091, #12194 et #1475) ciblent la région MPER et enfin, le 35O22 (Cat. 

Nb # 12586) et le 8ANC195 cible l’interface gp120/gp41. La sensibilité des virus à la neutralisation 

par chacun de ces anticorps a été évaluée en duplicate en cellules TZM-bl. Une quantité normalisée 

de virus à 1000TCID50 est incubée avec chaque anticorps pendant 1h à 37°C, puis 1x104 cellules 

TZM-bl par puits sont ajoutées en présence de 30 µg/ml DEAE-dextran. Quarante-huit heures plus 

tard, les niveaux d’infection RLU sont évalués par mesure de l’activité luciférase, comme décrit 

précédemment. Les valeurs d’IC50, correspondant à la concentration en anticorps permettant 

d’inhiber 50% de niveau de RLU, sont calculées.  

9) Sensibilité aux inhibiteurs d’entrée 

Plusieurs inhibiteurs d’entrée ont été étudiés en présence des virus pseudotypés : MVC, CD4 soluble 

et T20. Le Maraviroc ou MVC (Cat Nb. #11580, NIH AIDS reagent program), est un antagoniste 

allostérique non compétitif du corécepteur CCR5, qui après fixation sur le corécepteur modifie sa 

conformation et inhibe ainsi la fixation des glycoprotéines d’enveloppe au corécepteur. La sensibilité 

des virus à ces inhibiteurs d’entrée est analysée en quadriplicate en présence des cellules TZM-bl. La 

veille, 8x103 cellules TZM-bl sont ensemencées par puits de plaque P96. 24 heures plus tard, le 

surnageant cellulaire est enlevé et les dilutions en cascade de MVC (concentrations allant de 6µM à 

0.3nM) sont incubées avec les cellules pendant 30 minutes. Après incubation des cellules avec 

l’inhibiteur, une quantité normalisée de virus à 1000TCID50/ml est ajoutée dans chaque puits en 

présence de 30 µg/ml DEAE-dextran. Quarante-huit heures plus tard, les niveaux d’infection sont 

évalués par mesure de l’activité luciférase, comme décrit précédemment. 

La sensibilité des virus pseudotypés a également été étudiée en duplicate dans les cellules TZM-bl en 

présence d’une forme soluble du CD4, composée seulement de ces deux premiers domaines, le 

CD4183s (Cat Nb. #7356, NIH AIDS reagent program) et l’enfuvirtide ou T20 (Cat Nb. #12732, NIH 

AIDS reagent program). Le CD4183s se lie au domaine de fixation au CD4 de la gp120 et inhibe la 

fixation de l’enveloppe au récepteur CD4. L’enfuvirtide est un peptide capable de fixer le domaine 
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HR1 de la gp41 empêchant ainsi les changements conformationnels nécessaires à la fusion virale. 

Une quantité normalisée de virus à 1000TCID50/ml est incubée le T20 et le CD4183s pendant 1h à 

37°C, suivie de l’ajout de 1x104 cellules TZM-bl en présence de 30 µg/ml DEAE-dextran. Quarante-

huit heures plus tard, les niveaux d’infection sont évalués par mesure de l’activité luciférase, comme 

décrit précédemment. Les valeurs d’IC50, correspondants à la concentration en inhibiteurs 

permettant d’inhiber 50% de niveau de RLU, sont calculées. 

10) Construction de gènes env chimériques avec échanges V1V2 et / ou V3 

Les constructions d’Env chimériques ont été générées en échangeant les régions des gènes env 

codant pour les boucles V1V2 et / ou les boucles V3 entre des Env conférant une sensibilité virale 

(NL4-3, 11c6, 249N3) ou une résistance (AD8, 2c4, 249V4) à IFITM3. Les séquences pCI-

envΔV1V2 ou pCI-envΔV3 et les séquences des boucles V1V2 ou V3 ont été amplifié par PCR avec 

des amorces chevauchantes en utilisant l’enzyme Q5 qui est une ADN polymérase de haute fidélité 

(New England Biolabs, USA). Après avoir vérifié la taille des fragments obtenus (environ 6500pb 

pour l’Env entière délété de ses boucles V1V2 et/ou V3, 220pb pour les boucles V1V2 et 110pb pour 

la boucle V3) par électrophorèse sur gels d'agarose, nous avons ensuite traité les produits PCR avec 

une endonucléase de restriction, l’enzyme DpnI, permettant la digestion de l'ADN parental méthylé, 

puis nous avons assemblés les différents fragments à l’aide du Gibson assembly cloning kit, selon les 

instructions du fabricant (New England Biolabs, USA). Les séquences des constructions d’Env 

obtenues ont été vérifiées par séquençage Sanger avant utilisation (BigDye sequencing). 

11) Immunoprécipitation 

Afin d’évaluer s’il existe des interactions entre les protéines IFITM3 et l’Env du VIH-1 au sein des 

cellules productrices, les cellules HEK293T ont été transfectées avec le vecteur pNL4-3-delta-env, 

pCI-Env et un vecteur pcDNA exprimant le gène ifitm3 marqué par un Flag. 32 heures post 

transfection, les cellules sont lavées avec du PBS puis lysées dans du tampon RIPA (50 mM Tris pH 

7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Nonidet P-40, 0.1% SDS) sur de la glace. Les cellules 

clarifiées sont ensuite incubées sur roue à 4°C pendant une nuit avec des billes de Sépharose (rec-

Protein G-Sepharose® 4B Conjugate, Invitrogen, Courtaboeuf, France) couplées avec des anticorps 

anti-Flag (Sigma, F7425) ou un antisérum ciblant la gp120 des Env du VIH-1 (NIH AIDS reagent, 

Cat. Number #288) afin d’immunoprécipiter respectivement IFITM3 et Env. Les billes sont ensuite 

lavées 5 fois avec du PBS puis chauffées à 96°C en présence de Laemmli et de 1% β-

mercaptoethanol. Après une centrifugation de 30 secondes afin de séparer les billes (au fond) des 

protéines immunoprécipités (le surnageant), les immunocomplexes formés sont analysés par western 

blot.  
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12) Western blot 

Les protéines immunoprécipitées ou les particules virales (produits d’ultracentrifugation) sont 

dénaturées par chauffage à 96°C pendant 5 minutes puis les lysats sont déposés pour migration selon 

leur poids moléculaire sur gel SDS-PAGE 8-16% (polyacrylamide gel electrophoresis, Eurogentec, 

Liède, Belgium). Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose avec un 

système de transfert semi-sec (Eurogentec). Après saturation des membranes dans du TBS-Tween20-

lait 2%, celles-ci sont incubées avec les anticorps primaires, anti-p24 (ab53841), anti-gp41(2F5, NIH 

AIDS reagent program, Cat. Nb #1475), anti-gp120 (ab21179), et anti-FLAG-M2 (Sigma, F1804) ou 

anti-IFITM3 (produit en lapin, ou en souris, respectivement, 11714-1-AP et 66081-1-Ig, Proteintech) 

pendant 1 heure sous agitation à température ambiante. Les membranes sont ensuite rincées plusieurs 

fois à l’aide d’une solution de TBS-Tween20-0.03% puis incubées avec les anticorps secondaires 

couplés HRP appropriés dans du TBS-tween20-lait 2%, sous agitation et à température ambiante. Les 

anticorps secondaires marqué-HRP, Rabbit anti-Goat (ab6741), Goat anti-Human (627120), Rat anti-

Mouse (1144-05), ont respectivement été obtenus chez Abcam, In vitrogen (Thermofisher scientific) 

et SouthernBiotech (SouthernBiotech, Birmingham, USA). Enfin, les membranes sont incubées avec 

le substrat Pierce ECL (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) puis les signaux sont acquis avec le 

système ImageQuant LAS 500. Les images sont ensuite analysées avec le logiciel ImageQuant TL8.1 

(GE Healthcare, Chicago, IL, USA). 

13) Marquage immunofluorescent 

Après disposition au fond des boites de Pétri (90mm de diamètre) de lamelles pré-incubées avec une 

solution de 0.1% (w/v) poly-L-lysine (Sigma), 3.5x106 cellules HEK293T ont été ensemencées dans 

ces boites. 24h plus tard, les cellules sont transfectées afin de produire des virus pseudotypés par des 

Env spécifiques en présence (IFITM3) ou en absence de la protéine IFITM3 (pcDNA). 32 heures 

post transfection, les lamelles sont récupérées puis les cellules sont fixées dans 4% de 

paraformaldehyde/PBS, lavées dans une solution de PBS/glycine 10mM, puis perméabilisées par 

incubation avec une solution de 0.1% Triton-X-100/ PBS pendant 15 minutes. Les cellules sont 

ensuite marquées à l’aide de combinaison d’anticorps, ciblant l’Env du VIH-1 (2G12, humain, NIH 

AIDS), la protéine IFITM3 (anticorps produit en lapin ou en souris, proteintech) et des protéines 

spécifiques de certains compartiments cellulaires, comme l’ATPase pour la membrane plasmique, le 

GolgB1 pour l’appareil de Golgi ou encore la Calnexine pour le réticulum (produit en lapin ou 

souris, choix en fonction de l’anticorps anti-IFITM3 utilisé). Ces marquages sont révélés après 

incubation des cellules marquées avec un anticorps secondaire approprié, conjugué à des 

fluorophores : AlexaFluor 488, 594 et 647 (Molecular Probes, Invitrogen). Les cellules sont ensuite 

montées sur des lames en utilisant un milieu de montage (BrightMount, ab103746, Abcam). 
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14) Microscopie confocale 

Les images ont été capturées à l’aide du microscope confocal inversé Leica TCS SP8 g-STED 3X 12 

équipé d’un objectif à immersion de 63×1.4NA (HXC PL 13 APO 63x/1.40 OIL CS) (Leica, 

Wetzlar, Allemagne). L’analyse des cellules entières a été permise par une acquisition en z-stack des 

cellules, avec une trentaine d’acquisition par condition. Avant de pouvoir réaliser l’analyse de 

colocalisation, les images ont été détourées à l’aide du logiciel ImageJ, afin d’analyser seulement les 

cellules ayant subi la triple transfection et ne pas induire de biais dans nos données. Les analyses de 

colocalisations ont ensuite été réalisées à l’aide du logiciel Imaris, qui nous a permis d’obtenir les 

valeurs des coefficients de colocalisation de Pearson entre 2 voire 3 protéines marquées différentes.  

15) Analyses statistiques 

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du GraphPad Prism 5 (La Jolla, CA, USA), 

avec des tests paramétriques ou non paramétriques tel que le test de Wilcoxon, le test de Student ou 

le test de corrélation de Spearman. Les données utilisées pour les analyses proviennent toutes d’au 

moins 3 expériences indépendantes. 
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Figure 34 : Mise au point du modèle d’incorporation d’IFITM3 au sein des virus 
(A) Des cellules HEK293T ont été co-transfectées par 8μg de pNL4-3ΔEnv.luc, 4μg pCI-env et 0,4 ou 1μg de 
pcDNA-ifitm3-Flag ou de pcDNA vide. Les virus présents dans le surnageant cellulaire ont été récoltés 72h 
post transfection puis purifiés par ultracentrifugation sur cousin de sucrose. Le contenu protéique des virus a 
ensuite été examiné par western Blot. (B) Les inocula viraux ont été normalisés après mesure de l’activité de 
la transcriptase inverse et l’infectiosité des virus a été évaluée en mesurant l’activité luciférase (RLU) 48h 
post-infection dans les cellules cibles TZM-bl. L’impact de l’incorporation de la protéine IFITM3 sur 
l’infectiosité de chaque virus a été évaluée en calculant l’infectiosité relative des virus ayant incorporé 
IFITM3 par rapport au virus contrôle produits sans IFITM3 (ratio de RLU en pourcentage). (C) Absence de 
corrélation (Spearman) entre l’infectiosité relative (% du virus contrôle) et la quantité d’IFITM3 
(densitométrie) incorporée dans les virus pseudotypés.   
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Partie 1 : Etude de l’incorporation des protéines IFITM3 au sein des 
virions 

1) Vérification du modèle d’incorporation des protéines IFITM3 

Afin d’étudier l’effet de l’incorporation de la protéine IFITM3 au sein des virions sur leur 

infectiosité, des virus pseudotypés sont produits en cellules HEK293T. Ces cellules exprimant de 

faibles niveaux de protéines IFITM3 (Tartour et al., 2014), il est nécessaire de surexprimer cette 

protéine de façon ectopique. Pour cela nous disposons au laboratoire d’un vecteur d’expression 

pcDNA contenant le gène ifitm3 avec un Flag en N-terminal (obtenu auprès de A Cimarrelli, CIRI, 

Lyon). Ainsi, pour la production des virus pseudotypés, nous réalisons une triple transfection de 

cellules HEK293T par un vecteur d’expression exprimant le clone d’Env d’intérêt (pCI-env), un 

vecteur d’expression contenant le génome complet délété du gène env de la souche de laboratoire 

NL4-3 (pNL4-3Δenv.luc) et pcDNA-Flag-ifitm3 ou pcDNA-vide.  

Tout d’abord, nous avons évalué la quantité de vecteur pcDNA-Flag-ifitm3 à transfecter afin 

d’obtenir un niveau d’incorporation de la protéine IFITM3 au sein des virus détectable par western 

blot et modulant leur infectiosité de façon différentielle selon le clone d’env utilisé pour les 

pseudotyper. Nous avons testé les quantités de 0.4 g et 1 g de vecteur pcDNA-Flag-ifitm3 et 

produit des virus pseudotypés par 6 Env différentes. L’analyse par western blot du contenu protéique 

des virus purifiés à partir du surnageant cellulaire nous montre que tous les virus ont incorporé la 

protéine IFITM3 à un niveau dépendant de la quantité de vecteur pcDNA-Flag-ifitm3 (Figure 34A). 

L’impact de cette incorporation sur l’infectiosité des virus varie selon les Env, et ceci quelle que soit 

la quantité de vecteur utilisée (Figure 34B). Bien que, à quantité égale de vecteur pcDNA-Flag-ifitm3 

utilisée, de légères variations dans la quantité de protéines IFITM3 incorporées soient observées 

selon les Env, aucune corrélation n’est observée entre la quantité de protéine IFITM3 incorporée au 

sein des virions et son effet sur l’infectiosité des virus (Figure 34C).  

La protéine IFITM3 ayant été décrite comme retrouvée secrétée, associée à des exosomes dans le 

milieu extracellulaire (Tartour et al., 2014; Yu et al., 2015; Zhu et al., 2015), nous avons voulu 

vérifier que le niveau d’incorporation des protéines IFITM3 au sein des virions n’était pas surestimé 

par leur association avec des exosomes co-purifiés avec les virus. Pour cela, nous avons tout d’abord 

regardé si la protéine IFITM3 est retrouvée dans le surnageant cellulaire lorsqu’elle est exprimée de 

façon transitoire seule (transfection des cellules par pcDNA-Flag-ifitm3) ou en présence de virions 

(co-transfection des cellules par pcDNA-Flag-ifitm3 et pNL4-3Δenv.luc). L’expression ectopique de 

la protéine IFITM3 seule dans les cellules HEK293T ne nous permet pas d’observer de protéine  
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Figure 35 : Vérification de l’incorporation des protéines IFITM3 au sein des virus 
(A) Des cellules HEK293T ont été transfectées par pcDNA-ifitm3-Flag ou pcDNA vide, seul ou en présence 
de pNL4-3Δenv.luc. Les virus contenus dans les surnageants de transfection ont été récupérés  et purifiés par 
ultracentrifugation sur cousin de sucrose puis examinés par western Blot. (B) Des cellules HEK293T ont été 
co-transfectées par pcDNA-ifitm3-Flag, pNL4-3Δenv.luc et pCI-env (clone env 11c6, 13c6 ou 34c2). Les virus 
contenus dans les surnageants de transfection ont été récupérés et ultracentrifugés sur un gradient de iodixanol 
allant de 6 à 18%. Le contenu protéique de chaque fraction a ensuite été examiné par Western Blot (C) 
Observation en MET de surnageant viraux concentré après marquage immunogold avec des billes de 6μm 
couplé à des anticorps anti Env du VIH-1 et des billes de 10μm couplé à des anticorps anti-Flag.  
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IFITM3 dans le surnageant ; en revanche, la co-expression du génome viral même délété de son 

enveloppe, conduit à leur détection (Figure 35A). La protéine IFITM3 ne semble pas associée à des 

exosomes lorsque les cellules ne sont pas dans un état de stress ou de défense mais la production de 

virions dans ces cellules semble conduire à une secrétion d’IFITM3 dans le milieu extracellulaire. 

Afin de rechercher si la protéine IFITM3 présente dans le surnageant est associée ou non aux virions, 

ces derniers ont été purifiés sur coussin de sucrose puis soumis à une ultracentrifugation en gradient 

de densité (iodixanol). Le contenu protéique des différentes fractions purifiées a ensuite été étudié 

par western blot. Nous retrouvons les protéines IFITM3 au sein des même fractions que les protéines 

de capside p24, en majorité dans les fractions 13,2 à 18% d’iodixanol, nous confirmant que la grande 

majorité des protéines IFITM3 sont associées aux particules virales (Figure 35B).  

En parallèle, nous avons également observé les virus purifiés à partir de surnageant en microscopie 

électronique à transmission (MET) après marquage immunogold des Env et des protéines IFITM3 

(Figure 35C). Nous observons que la majorité des protéines IFITM3 est associée aux particules 

virales. Lorsqu’elles ne le sont pas, elles sont plutôt retrouvées au niveau de débris membranaires 

mais pas particulièrement associées à des exosomes (Figure 35C). L’état de stress des cellules induit 

par la production de virus semble donc entrainer une libération aléatoire de protéines IFITM3 

associées à des débris membranaires et cellulaires mais ce phénomène étant minime et non associé à 

des exosomes, nous ne considérons pas que cela puisse induire un biais majeur aussi bien dans 

l’estimation de la quantité de protéines IFITM3 incorporée que dans l’effet sur l’infectiosité.   

2) Etude de l’effet de l’incorporation d’IFITM3  

Après avoir validé notre modèle, nous avons choisi 11 clones d’Env, 9 provenant d’isolats primaires 

de patients en primo-infection ou en infection chronique et 2 souches de laboratoire, NL4-3 et AD8, 

présentant des tropismes différents (Tableau 1). 

 

Tableau 1 : Caractéristiques des clones Env sélectionnés dans notre étude 
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Figure 36 : Effet de l’incorporation des protéines IFITM3 sur l’infectiosité des virus 
(A)  Des cellules HEK293T ont été co-transfectées par 8μg de pNL4-3ΔEnv.luc, 4μg pCI-env et 1μg de 
pcDNA-ifitm3-Flag ou de pcDNA vide. Les virus présents dans le surnageant cellulaire ont été récoltés 72h 
post transfection puis purifiés par ultracentrifugation sur cousin de sucrose. Le contenu protéique des virus a 
ensuite été examiné par western Blot. (B) Les inocula viraux ont été normalisés après mesure de l’activité de 
la transcriptase inverse et l’infectiosité des virus a été évaluée en mesurant l’activité luciférase (RLU) 48h 
post-infection dans les cellules cibles TZM-bl. L’impact de l’incorporation de la protéine IFITM3 sur 
l’infectiosité de chaque virus a été évaluée en calculant l’infectiosité relative des virus ayant incorporé 
IFITM3 par rapport au virus contrôle produits sans IFITM3 (ratio de RLU en pourcentage) (C) Corrélation de 
Spearman positive et statistiquement significative entre l’infectiosité relative des virus pseudotypés en cellules 
TZM-bl et celle en cellules MT4R5. (D-E) Absence de corrélation entre l’infectiosité relative des virus (ratio 
RLU) et la quantité de protéine IFITM3 incorporée (densitométrie) (D) ou la quantité d’Env relative en 
présence d’IFITM3. 
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Ces Env ont ensuite été utilisées afin de pseudotyper des virus produits en absence et en présence de 

la protéine IFITM3. Les virions produits sont récoltés dans le surnageant de culture 72h post-

transfection puis purifiés et concentrés par ultracentrifugation avant d’être quantifiés par dosage de 

l’activité de transcriptase inverse (Reverse transcriptase ou RT), puis normalisé avant l’évaluation de 

leur infectiosité et de leur contenu protéique par western blot. Tous les virus produits en présence 

d’IFITM3 ont incorporé des niveaux détectables de la protéine IFITM3 et, contrairement à ce qui 

avait été décrit dans la littérature (Yu et al., 2015), cette incorporation ne semble pas avoir d’effet sur 

le clivage du précurseur gp160 (Figure 36A). En effet, bien que la proportion gp160/gp120 soit 

variable d’un virus à l’autre, elle ne varie pas ou peu après incorporation de la protéine IFITM3.  

Nous avons ensuite comparé l’infectiosité des virus pseudotypés ayant incorporé la protéine IFITM3 

ou non, dans les cellules cibles TZM-bl en cycle unique d’infection. L’inoculum d’infection a été 

normalisé grâce à la quantification de l’activité RT contenue dans les surnageants de transfection et 

l’infectiosité a été mesurée 48h post transfection. Parmi les 11 virus pseudotypés, 7 ont été 

considérés comme sensibles à l’incorporation d’IFITM3 (Env 35c1, 34c2, 23c4, 248-5, NL4-3, 11c6 

et 249N3), leur infectiosité étant significativement diminuée en présence d’IFITM3 par rapport au 

virus contrôle tandis que les 4 autres ont été considérés comme résistants (Env 2c4, 13c6, AD8, 

249V4), avec peu ou pas d’impact de l’incorporation de la protéine IFITM3 sur leur infectiosité 

(Figure 36B). A noter qu’un impact similaire de la protéine IFITM3 a également été observé sur 

l’infectiosité des virus en lignée lymphocytaire MT4R5 ; une corrélation positive et statistiquement 

significative (Spearman, p = 0.0003 ; r = 0.9524) a ainsi été mise en évidence entre l’infectiosité 

relative de nos virus en cellules TZM-bl et en cellules MT4R5 (Figure 36C). Parmi les clones d’Env 

testés, il est intéressant de noter que le clone sensible 249N3 provient du même isolat primaire de 

patient que le clone résistant 249V4. 

Comme précédemment, nous n’avons trouvé aucune corrélation entre l’infectiosité relative des virus 

(infectiosité en présence d’IFITM3 versus sans IFITM3) et la quantité de protéine IFITM3 

incorporée au sein des virions (Figure 36D). De même, nous ne trouvons aucune corrélation entre 

l’infectiosité relative des virus et la quantité relative d’Env présente à la surface des virus (Figure 

36E). La sensibilité ou résistance des virus à la restriction par IFITM3 semble donc uniquement 

dépendante de la nature de l’Env portée à leur surface. A noter également, que contrairement à ce qui 

avait été décrit dans la littérature pour la sensibilité des virus à la restriction par IFITM3 dans les 

cellules cibles (Foster et al., 2016), nous n’avons pas pu mettre en évidence de lien entre le tropisme 

des Env et leur phénotype de sensibilité à la protéine IFITM3 lorsque celle-ci est présente dans les 

cellules productrices. En effet, certaines Env R5 (AD8, 13c6) ou X4R5 (2c4) sont résistantes alors 

que d’autres R5 (11c6, 248-5) ou X4R5 (249N3) sont sensibles. 
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PG9, PG16, PGT145 

Site de fixation au CD4 
3BNC117 
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Interface gp120/gp41 
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Afin d’apporter un éclairage quant au mécanisme d’action de la protéine IFITM3, nous avons 

cherché à déterminer si en sa présence, les virus présentaient des variations de sensibilité à certains 

anticorps largement neutralisants, des bNAbs, Si tel était le cas, cela pourrait témoigner d’un impact 

de la protéine IFITM3 sur l’exposition des épitopes ciblés à la surface des virions et donc sur la 

conformation des trimères d’Env. Nous avons donc testé un éventail d’anticorps monoclonaux 

humains largement neutralisants (HuMobNAbs) ciblant différentes régions fonctionnelles de l’Env 

telles que les boucles V1V2, la boucle V3, le site de fixation au CD4, la région MPER ou encore 

l’interface gp120/gp41 (Figure 37). Nous avons observé que l’incorporation de la protéine IFITM3 

au sein des virus pseudotypés les sensibilise à l’action inhibitrice de la plupart des anticorps testés. 

En effet, parmi les 11 anticorps utilisés, une diminution significative des valeurs d’IC50 

(concentration d’anticorps permettant une inhibition de l’infection de 50%) a été observée pour 7 

d’entre eux. Les anticorps pour lesquels une augmentation de la sensibilité a été observée sont les 

anticorps PG9 et PG16 ciblant la V1V2 (Figure 37B et 37C), PGT128 et 10-1074 ciblant la V3 

(Figure 37E et 37F), le 2F5 et le 4E10 ciblant la région MPER (Figure 37H et 37I) et le 35O22 

ciblant l’interface gp120/gp41 (Figure 37L). Les effets sur la sensibilité à la neutralisation 

concernent la majorité des épitopes testés ce qui suggère un effet d’IFITM3 sur la conformation 

globale des Env. 

Pour compléter ces données, nous avons également mesuré l’impact de la protéine IFITM3 sur la 

sensibilité des virus à différents inhibiteurs d’entrée, tels qu’un inhibiteur d’attachement au récepteur 

CD4, le sCD4-183 (forme soluble du CD4), un inhibiteur de fusion, l’enfuvirtide ou T20 et un 

inhibiteur d’attachement au corécepteur CCR5, le maraviroc (MVC) (Figure 38). Nous n’avons pas 

observé de variation de sensibilité des virus au sCD4-183 ou au T20 en présence d’IFITM3, alors 

qu’une diminution significative des valeurs d’IC50 a été observée pour le maraviroc (Figure 38C, P 

= 0.014). Cette augmentation significative de la sensibilité des virus au MVC en présence d’IFITM3 

suggère que l’incorporation de cette protéine pourrait modifier la conformation des trimères 

d’enveloppe et moduler l’interaction des virus R5 ou X4R5 avec le corécepteur CCR5. 

Nous avons ensuite cherché à identifier si certaines propriétés permettaient de différencier les virus 

sensibles des virus résistants à IFITM3. Nous avons donc évalué si l’augmentation de la sensibilité 

observée pour certains MobNAbs et pour le maraviroc est liée à la sensibilité des virus à IFITM3. La 

seule différence observée entre les virus sensibles et les virus résistants concerne l’anticorps PG16 

ciblant la région V1V2. En présence d’IFITM3, les virus sensibles à IFITM3 sont plus sensibilisés à 

l’action de cet anticorps que les virus résistants à IFITM3. Une corrélation statistiquement 

significative a été trouvée entre la sensibilité des virus à IFITM3 et l’augmentation de la sensibilité 

de ces virus à la neutralisation par PG16 (P = 0.0065, r = 0.86) (Figure 39). 
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Figure 37 : Impact de l’incorporation de la protéine IFITM3 sur la sensibilité des virus pseudotypés à 
certains bNAbs 
(A) Représentation schématique des épitopes ciblés par les anticorps neutralisants utilisés. (B) Comparaison 
de la sensibilité des virus pseudotypés, produits en présence (IFITM3) et en absence (pcDNA) d’IFITM3, à la 
neutralisation par des bNAbs ciblant la V1V2 (panels B à D), la V3 (panels E et F), le site de fixation au CD4 
(panel F), la région MPER (panels H à J) et l’interface gp120/gp41 (panels K et L). Les dot plots représentent 
la distribution des valeurs d’IC50 (concentration inhibant 50% de l’infectiosité des virus, exprimée in mg/ml) 
pour chaque bNAbs dans les deux groupes de virus; les lignes horizontales représentent le 10ème percentile, la 
médiane et le 90ème percentile. La significativité statistique des différences observées a été évaluée par un test 
de Wilcoxon.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 : Impact de l’incorporation de la protéine IFITM3 sur la sensibilité des virus pseudotypés à 
différents inhibiteurs d’entrée 

Comparaison de la sensibilité des virus pseudotypés, produits en présence (IFITM3) et en absence d’IFITM3 
(pcDNA), aux inhibiteurs d’entrée suivant : (A) le CD4-183s, forme soluble du CD4, qui inhibe la fixation du 
virus au récepteur ; (B) l’enfuvirtide ou T20, inhibiteur de fusion virale et (C) le maraviroc qui est un inhibe la 
fixation des virus au CCR5. Les dot plots représentent la distribution des valeurs d’IC50 (concentration 
inhibant 50% de l’infectiosité des virus, exprimée in mg/ml) pour chaque inhibiteur d’entrée dans les deux 
groups de virus; les lignes horizontales représentent le 10ème percentile, la médiane et le 90ème percentile. La 
significativité statistique des différences observées a été évalué par un test de Wilcoxon 
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Ces résultats suggèrent que l’incorporation d’IFITM3 favorise l’exposition de l’épitope V1V2 

glycane-dépendant à la surface des virus sensibles à IFITM3. 

Ainsi, contrairement à ce qui avait été décrit par Wang et coll., nous n’avons pas trouvé de lien entre 

la sensibilité des virus à IFITM3 et leur sensibilité au CD4 soluble (Wang et al., 2017). Ces résultats 

sont en accord avec le dernier article de Beitari et coll. qui montrent qu’il existe un lien entre 

sensibilité des virus à SERINC5 et leur sensibilité au CD4 soluble, mais que ce n’est pas le cas pour 

la sensibilité des virus à IFITM3.  

3) Etude des déterminants moléculaires de Env  

La mise en évidence de corrélations significatives entre la sensibilité des virus à la restriction par 

IFITM3 et la variation de sensibilité à l’anticorps PG16, ciblant un épitope glycane-dépendant au 

niveau de la région V1V2, nous permet de poser l’hypothèse que ces boucles variables V1V2 situées 

à l’apex du trimère pourraient moduler la sensibilité des Env à la restriction par IFITM3. 

Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons généré des constructions d’Env chimériques dans 

lesquelles les boucles variables V1V2 d’Env de virus sensibles à IFITM3 ont été échangées par 

celles d’Env de virus résistants à IFITM3 et vice versa (Figure 40A). Nous avons généré trois 

constructions à partir de l’Env du virus résistant AD8, dans laquelle les boucles V1V2 ont été 

remplacées par celles des Env des 3 virus sensibles NL4-3, 249N3 et 11c6. Les virus pseudotypés 

par les Env chimériques résultantes sont tous devenus très sensibles à IFITM3 avec des infectiosités 

relatives diminuant de 88 à 13 % pour AD8-V1V2(NL4-3), à 7 % pour AD8-V1V2(249N) et à 12 % 

pour AD8-V1V2(11c6) (Figure 40B). De la même façon, nous avons remplacé les boucles variables 

V1V2 de l’Env du virus sensible NL4-3 par celles des Env des virus résistants AD8, 2c4 et 249V4 

mais les virus pseudotypés exprimant ces constructions se sont révélés non infectieux (données non 

montrées). Nous avons donc utilisé comme squelette, l’Env d’un autre virus sensible, le virus 249N3, 

dans laquelle la substitution des boucles V1V2 nous a permis cette fois d’obtenir des virus 

pseudotypés infectieux. Contrairement à l’effet important et homogène obtenu pour les 3 

constructions chimériques obtenues à partir de l’Env du virus résistant AD8 (Figure 40B), la 

substitution des boucles V1V2 dans l’Env du virus sensible 249N3 a un impact plus variable avec 

une augmentation de l’infectiosité relative de 19 % à 105 % pour 249N3-V1V2(AD8) mais 

seulement de 19 à 33 % pour 249N3-V1V2(249V4) et même une légère diminution à 8% pour 

249N3-V1V2(2c4) (Figure 40C). Ces derniers résultats suggèrent que bien que les boucles variables 

V1V2 semblent jouer un rôle important dans la modulation de la sensibilité des virus à IFITM3, 

d’autres déterminants moléculaires pourraient être impliqués. Nous avons donc posé l’hypothèse que 

la boucle V3 pourrait jouer un rôle complémentaire aux boucles V1V2 dans la modulation de la  
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Figure 39 : Corrélation entre la sensibilité des virus pseudotypés à IFITM3 et leur augmentation de 
sensibilité à PG16 
L’impact de l’incorporation d’IFITM3 sur l’augmentation de la sensibilité à la neutralisation a été évalué en 
calculant, sous forme de pourcentage, le ratio des valeurs d’IC50 entre les virus produits en absence d’IFITM3 
(pcDNA) et en sa présence (IFITM3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : Impact des boucles V1V2 et V3 de Env sur la sensibilité des virus à IFITM3 
(A) Alignement des séquences en acides aminés des boucles V1V2 et V3 d’Env de virus sensibles 
(249N3, 11c6 and NL4-3) et de virus résistants à IFITM3 (AD8, 2c4 and 249V4). Les acides aminés 
chargés positivement sont en rouge, ceux chargés négativement en jaune et les sites potentiels de N-
glycosylation en vert. 
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sensibilité des Env à IFITM3. En effet, la boucle V3 est très proche des boucles V1V2 au sein du 

trimère d’Env, au niveau de son apex et il a été montré que certaines substitutions dans la boucle V3 

seraient responsable d’une augmentation de la résistance virale à la neutralisation par l’anticorps 

PG16 (Walker et al., 2009). De plus, les travaux de Wang et coll. ont récemment suggéré que la 

boucle V3 serait un déterminant majeur de Env modulant la sensibilité du virus NL4-3 à la restriction 

par IFITM3 (Wang et al., 2017). 

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons généré de nouvelles constructions d’Env chimériques dans 

lesquelles les boucles V3 ont été échangées entre Env sensibles et résistantes (Figure 40A). Nous 

avons tout d’abord remplacé la boucle V3 de l’Env du virus résistant AD8 par celle des Env des 

virus sensibles NL4-3, 249N3 et 11c6. La substitution de la boucle V3 de l’Env du virus AD8 par 

celle de l’Env du virus NL4-3 n’a pas permis de générer des virus pseudotypés infectieux ; ainsi 

seulement deux constructions ont pu être évaluées. Les virus pseudotypés porteurs des deux Env 

chimériques fonctionnelles ont montré une augmentation significative de leur sensibilité à IFITM3 

par rapport au virus exprimant l’Env parentale AD8, avec une diminution de l’infectiosité relative de 

88 à 41% pour les deux constructions, AD8-V3(11c6) et AD8-V3(249N3) (Figure 40D). De la même 

façon, nous avons remplacé la boucle V3 de l’Env du virus sensible NL4-3 celle des Env des virus 

résistants AD8, 2c4 et 249V4 (Figure 40A). Comme cela avait déjà été montré par Wang et coll, le 

virus exprimant l’Env NL4-3-V3(AD8) montre une augmentation de sa résistance à IFITM3 à un 

niveau similaire à celui du virus exprimant l’Env parentale AD8, avec une augmentation de son 

infectiosité relative de 30 à 118% (Figure 40E) (Wang et al., 2017). En revanche, les virus porteurs 

des Env NL4-3-V3(2c4) et NL4-3-V3(249V4) montrent une augmentation de leur infectiosité 

relative plus modérée atteignant seulement 60 et 51% respectivement. Ces données montrent que la 

boucle V3, comme les boucles V1V2, est un déterminant important de la modulation de la sensibilité 

des virus à IFITM3. 

Les substitutions des boucles V1V2 ou V3 ayant parfois un impact partiel dans la modulation de la 

sensibilité des virus à IFITM3, nous avons ensuite combiné les substitutions des boucles V1V2 et 

V3. Nous avons tout d’abord remplacé les boucles V1V2 et V3 de l’Env du virus résistant AD8, par 

celles des Env des virus sensibles NL4-3, 249N3 et 11c6 puis, inversement, nous avons remplacé les 

boucles V1V2 et V3 de l’Env du virus sensible NL4-3 par celles des Env des virus résistants AD8, 

2c4 et 249V4 (Figure 40A). Les substitutions combinées des boucles V1V2 et V3 dans AD8 ont 

entrainé la production de virus pseudotypés présentant des infectiosités relatives considérablement 

diminuées et semblables à celles des virus sensibles parentaux, passant de 88% à 23% pour AD8-

V1V2V3(NL4-3), à 25% pour AD8-V1V2V3(249N3) et à 35% pour AD8-V1V2V3(11c6) (Figure 

40F). De façon similaire, deux des trois constructions réalisées à partir de l’Env NL4-3 ont permis la  
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Figure 40 (suite) : Impact des boucles V1V2 et V3 de Env sur la sensibilité des virus à IFITM3 
(B to G) Les virus sont pseudotypés par les Env parentales or chimériques et ont été produits en présence ou 
en absence de la protéine IFITM3 en cotransfectant des cellules HEK293T avec pNL4-3Δenv.luc, pCI-env 
(parentale ou chimérique) et soit pcDNA-ifitm3-Flag ou pcDNA vide. Les virus présents dans le surnageant 
cellulaire ont été récoltés 72h post transfection puis purifiés par ultracentrifugation sur cousin de sucrose. Les 
inocula viraux ont été normalisés après mesure de l’activité de la transcriptase inverse et l’infectiosité des 
virus a été évaluée en mesurant l’activité luciférase (RLU) 48h post-infection dans les cellules cibles TZM-bl. 
L’impact de l’incorporation de la protéine IFITM3 sur l’infectiosité de chaque virus a été évaluée en calculant 
l’infectiosité relative des virus ayant incorporé IFITM3 par rapport au virus contrôle produits sans IFITM3 
(ratio de RLU en pourcentage). Les Env chimériques ont été générés en échangeant les boucles V1V2 et/ou 
V3 de la façon suivante : (B) les boucles V1V2 des Env des virus sensibles ont été incorporées dans l’Env 
résistante du virus résistant AD8, (C) les boucles V1-V2 des Env des virus résistants ont été incorporées dans 
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l’Env du virus sensible 249N3, (D) les boucles V3 des Env des virus sensibles ont été incorporées dans l’Env 
du virus résistant AD8, (E) les boucles V3 des Env des virus résistants ont été incorporées dans l’Env du virus 
sensible NL4-3 ; (F) les boucles V1V2 et V3 des Env des virus sensibles ont été incorporées dans l’Env du 
virus résistant AD8; (G) les boucles V1V2 et V3 des Env des virus résistants ont été incorporées dans l’Env 
du virus sensible NL4-3. La significativité des différences de sensibilité observées entre les virus pseudotypés 
par les Env parentales et par les Env chimériques a été évaluée par un test statistique de Student.  

 

production de virus pseudotypés présentant des infectiosités relatives augmentées atteignant des 

niveaux semblables à celui des virus résistants parentaux, passant de 30% à 120% pour NL4-3-

V1V2V3(AD8) et à 87% pour NL4-3-V1V2V3(249V4) (Figure 40G). En revanche, la dernière 

construction réalisée à partir de l’Env du virus sensible NL4-3 et dans laquelle les boucles V1V2 et 

V3 ont été remplacées par celles de l’Env du virus résistant 2c4, ne montre qu’un effet modeste et 

non significatif sur la sensibilité à IFITM3, suggérant que pour cette Env particulière d’autres 

déterminants moléculaires doivent être impliqués dans la résistance à IFITM3. 

L’ensemble de ces données confirme que les boucles variables V1V2 et V3 de Env ont des rôles 

complémentaires dans la modulation de la sensibilité des virus à IFITM3. Cela est particulièrement 

illustré par les boucles variables V1V2 et V3 de l’Env du virus résistant 249V4 qui augmentent 

modérément la résistance des virus sensibles lorsqu’elles sont introduites séparément, alors que 

introduites de façon combinée l’augmentent de façon considérable, jusqu’à atteindre le niveau de 

résistance du virus parental 249V4. 

Pour autant, aucune séquence signature nous permettant de distinguer les Env sensibles des Env 

résistantes à IFITM3 n’a pu être identifiée au sein des boucles V1V2 et V3. De même, le nombre de 

sites potentiels de N-glycosylation (PNGS) ainsi que le nombre de résidus chargés sont similaires 

dans les deux groupes (Figure 40A). 

Nous avons étendu notre analyse de corrélation entre la sensibilité des virus à IFITM3 et 

l’augmentation de la sensibilité à l’anticorps PG16 aux virus pseudotypés par les Env chimériques, 

en évaluant la sensibilité de l’ensemble des virus en présence et en absence de la protéine IFITM3. 

Après avoir éliminé deux constructions très résistantes à PG16 (IC50 supérieure à la plus haute 

concentration utilisée), l’analyse confirme que l’incorporation d’IFITM3 dans les particules virales 

sensibilise les virus à l’action inhibitrice de PG16, avec une diminution des IC50 qui corrèle avec la 

sensibilité des virus à IFITM3 (Figure 41). 

Enfin, nous avons de nouveau recherché un lien entre le phénotype de sensibilité des virus à IFITM3 

et leur tropisme, en déterminant le tropisme des Env chimériques par la mesure de leur capacité à 

infecter des cellules CD4+ U373 MAGI exprimant soit le corécepteur CXCR4 ou CCR5.  
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Figure 41: Corrélation entre la sensibilité des virus pseudotypés par les Env parentales et chimériques à 
la restriction par IFITM3 et l’augmentation de la sensibilité à PG16 
L’impact de l’incorporation d’IFITM3 sur l’augmentation de la sensibilité à la neutralisation a été évalué en 
calculant, sous forme de pourcentage, le ratio des valeurs d’IC50 entre les virus produits en absence d’IFITM3 
(pcDNA) et en sa présence (IFITM3).  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 : Interaction entre Env et IFITM3 dans les cellules productrices 
(A) Des cellules HEK293T ont été cotransfecté avec pNL4-3Δenv-luc, pCI-env et pcDNA-ifitm3-Flag ou 
pcDNA vide. Les cellules ont ensuite été lysées 32 heures post-transfection dans du tampon RIPA. La quantité 
d’Env et de protéine IFITM3 a été évaluée par estern blot en utilisant des anticorps anti-gp120 et anti-Flag-
M2. La β-actine a été utilisée comme contrôle endogène. Les ratios IFITM3/actine ont été calculés en 
mesurant l’intensité des bandes d’IFITM3 et d’actine à l’aide du logiciel ImageQuant TL8.1 (GE Healthcare). 
(B) Les lysats ont ensuite été immunoprécipités avec un antiserum de mouton anti-gp120 ou un isotype 
contrôle IgG de mouton (panel du haut) et avec un anticorps anti-Flag ou un isotype contrôle de lapin (panel 
du bas). Les proteines immunoprécipitées ont ensuite été soumises à un western blot comme en (A). 
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Comme pour les Env parentales, nous n’avons trouvé aucun lien entre le phénotype de sensibilité à 

IFITM3 et le tropisme des Env chimériques (Figure 40B à 40G). 

Partie 2 : Etude de l’interaction de la protéine IFITM3 avec Env dans 
les cellules productrices 

1) Caractérisation de l’interaction entre IFITM3 et Env  

Une interaction physique a été décrite dans la littérature entre Env et la protéine IFITM3 dans les 

cellules productrices HEK293T. Nous avons donc voulu vérifier l’existence de cette interaction et 

rechercher s’il existe des différences d’interaction entre les virus sensibles et résistants à IFITM3. 

Pour cela nous avons co-transfecté des cellules HEK293T comme précédemment avec les vecteurs 

pCI exprimant les Env des virus AD8, 2c4 ou 249V4 résistants à IFITM3 ou celles des virus 11c6, 

249N3 ou NL4-3 sensibles à IFITM3, ainsi que le vecteur pNL4-3Δenv.luc et le vecteur pCDNA 

contenant ou non le gène ifitm3.  

Le contenu protéique des lysats cellulaires préparés 32 h post-transfection a été évalué par western 

blot. Comme observé dans les particules virales (Figure 36A), l’expression d’IFITM3 dans les 

cellules productrices varie légèrement entre les différentes transfections en cellules HEK293T mais 

ne semble pas avoir d’effet significatif sur la production et la maturation des Env testées (Figure 

42A).  

Nous avons ensuite réalisé des expériences d’immunoprécipitation sur ces lysats cellulaires avec soit 

un sérum anti-gp120 ou un anticorps anti-Flag. Les protéines immunoprécipitées ont ensuite été 

analysées par western blot (Figure 42B). Nous avons observé que quel que soit l’Env testée, le sérum 

anti-gp120 entraîne l’immunoprécipitation de la gp120 et de son précurseur, la gp160, ainsi que la 

co-immunoprécipitation de la protéine IFITM3 (Figure 42B, panel du haut). En revanche, lorsque 

l’immunoprécipitation est réalisée avec l’anticorps anti-Flag, des différences sont observées en 

fonction du phénotype de sensibilité de l’Env testée à la restriction par IFITM3. Ainsi, pour les Env 

sensibles, seul le précurseur gp160 est co-immunoprécipité avec la protéine IFITM3 alors que pour 

les Env résistantes, le précurseur gp160 et la sous-unité mature gp120 sont co-immunoprécipités 

avec IFITM3 (Figure 42B, panel du bas). Ces résultats suggèrent que les Env sensibles interagissent 

avec la protéine IFITM3 aussi bien sous leur forme précurseur que sous leur forme mature. En 

revanche, l’interaction des Env résistantes avec la protéine IFITM3 semble inhibée après leur 

maturation au sein de l’appareil de Golgi. 
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2) Suivi de la localisation des protéines IFITM3 et Env au sein des cellules productrices 

Pour étayer ces hypothèses, nous avons suivi la localisation des Env de 2 virus sensibles (NL4-3, 

249N3) ou de 2 virus résistants (AD8, 249V4) et de la protéine IFITM3 au sein des cellules 

productrices en microscopie confocale après immuno-marquage des protéines d’intérêt et de 

marqueurs des différents compartiments cellulaires. 32 heures après la co-transfection des cellules 

HEK293T par chaque pCI-env, pNL4-3Δenv.luc et pcDNA-Flag-ifitm3, les cellules ont été fixées 

puis marquées par un anticorps anti-IFITM3, un anticorps anti-Env et un anticorps ciblant le 

réticulum endoplasmique, l’appareil de Golgi ou la membrane plasmique. Les anticorps ont ensuite 

été incubés avec des anticorps secondaires conjugués à différents fluorochromes : AlexaFluor 488 

(vert) pour la protéine IFITM3, AlexaFluor 594 (rouge) pour l’Env du VIH-1 et AlexaFluor 647 

(violet) pour les compartiments cellulaires. Pour chaque condition, l’analyse d’une trentaine 

d’acquisition en z-stack à l’aide du logiciel Imaris nous a permis de calculer les coefficients moyens 

de colocalisation de Pearson.  

Une forte colocalisation a été observée entre les Env et IFITM3 au niveau du réticulum 

endoplasmique (Figure 43A et 43B) et l’appareil de Golgi (Figure 43C et 43D) quelle que soit l’Env 

étudiée. L’analyse des coefficients de colocalisation de Pearson ne démontre pas de différence 

majeure dans le degré de colocalisation entre les Env et IFITM3 dans ces deux compartiments, 

excepté pour l’Env du virus résistant 249V4 qui montre une colocalisation plus importante avec 

IFITM3 dans l’appareil de Golgi que l’Env du virus sensible 249N3 (Coefficient de Pearson r = 0.66 

pour 249V4 contre r = 0.52 pour 249N3), bien que la colocalisation Env-IFITM3 reste importante 

même pour le virus sensible (Coefficient de Pearson > 0.50, figure 43D et 43E). En revanche, une 

différence majeure a été observée entre les Env des virus sensibles et résistants à IFITM3 au niveau 

de la membrane plasmique avec une colocalisation très forte entre IFITM3 et les Env des virus 

sensibles 249N3 (Coefficient de Pearson r = 0.60) et NL4-3 (Coefficient de Pearson r = 0.64) mais 

pas ou très peu de colocalisation pour les Env des virus résistants 249V4 (Coefficient de Pearson r = 

0.36) et AD8 (Coefficient de Pearson r = 0.38) (Figure 43C et 43D).  

Ces résultats suggèrent que la protéine IFITM3 interagit avec les Env des virus sensibles depuis leur 

synthèse au niveau du RE, pendant leur migration et leur maturation à travers l’appareil de Golgi, 

jusqu’à leur arrivée au site d’assemblage des virus au niveau de la membrane plasmique. En 

revanche, l’interaction entre IFITM3 et les Env des virus résistants semble inhibée après la 

maturation des Env lors de leur passage dans l’appareil de Golgi. 
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Figure 43 : Analyse en microscopie confocale de l’expression de Env et IFITM3 dans des cellules 
productrices de virus sensibles ou résistants à IFITM3. 
Des cellules HEK293T ont été co-transfectées avec pNL4-3Δenv.luc, pcDNA-ifitm3-Flag et pCI-env 
exprimant puis 32 h post transfection, les cellules ont été fixées, perméabilisées et marquées en utilisant des 
anticorps ciblant le réticulum endoplasmique (A), l’appareil de Golgi (B) ou la membrane plasmique (C) 
(première colonne), la protéine IFITM3 (deuxième colonne) et l’Env du VIH-1 (troisième colonne). Ces 
marquages ont ensuite été révélés par des anticorps secondaires appropriés conjugués à des fluorophores : 
AlexaFluor488 (vert) pour IFITM3, AlexaFluor594 (rouge) pour Env et AlexaFluor647 (violet) pour les 
compartiments cellulaires. Les images ont été capturés avec le microscope confocal Leica TCS SP8 g-STED. 
L’analyse des cellules entières a été réalisé par l’acquisition d’une trentaine de z-stack. Les histogrammes 
représentent le coefficient de colocalisation de Pearson calculé à l’aide du logiciel Imaris afin de quantifier la 
triple colocalisation entre chaque Env, la protéine IFITM3 et soit le réticulum endoplasmique (D), l’appareil 
de Golgi (E) ou le membrane plasmique (F). La significativité des différences de colocalisation a été évaluée 
par un test statistique de student. 
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La glycoprotéine d’enveloppe du VIH-1 (Env) est la seule protéine virale présente à la surface des 

virions. Cela fait d’elle une cible majeure de la réponse humorale adaptative de l’hôte conduisant à la 

production d’anticorps neutralisants (AcN) (Moore, 2018a). De plus en plus d’études montrent que 

Env est non seulement la cible majeure de l’immunité adaptative dépendante des anticorps mais aussi 

une cible importante de l’immunité innée. En effet, il a récemment été décrit tout un arsenal de 

protéines antivirales ou facteurs de restriction qui agissent sur Env, soit en limitant sa synthèse 

(ERManI) (Zhou et al., 2015), en dérégulant sa glycosylation (GBP5) (Krapp et al., 2016), son 

clivage (GBP5, 90K) (Lodermeyer et al., 2013) ou encore son incorporation dans les virions 

(MARCH1/2/8) (Tada et al., 2015; Y. Zhang et al., 2019). Certaines de ces protéines (SERINC5 ou 

IFITM2/3) sont aussi capables de s’incorporer dans les virus pour bloquer la fusion lors de leur 

entrée dans des cellules cibles (Sood et al., 2017; Tartour et al., 2014). Induites pour la plupart par les 

interférons (IFN) de type I (encodées par des ISGs, Interferon Stimulated Genes), les protéines de 

l’immunité innée constituent la première ligne de défense contre les infections virales. Dans le cas du 

VIH-1, la persistance de l’infection se caractérise par un état d’activation immunitaire permanent 

avec une production importante d’IFN de type I, y compris pendant la phase chronique d’infection, 

se traduisant ainsi par une expression prolongée des protéines encodées par les ISGs.  

Bien que Env soit une cible majeure de la réponse immunitaire, sa diversité lui confère une capacité 

d’évolution et d’adaptation extraordinaire. Les mécanismes d’échappement de Env à la réponse 

humorale neutralisante ont été très largement documentés (Bouvin-Pley et al., 2013, 2014, 2019; 

Manish Sagar et al., 2006; Stefic et al., 2019; van Gils et al., 2011; Wei et al., 2003a) mais ceux-ci 

restent peu explorés vis-à-vis des protéines de l’immunité innée. C’est dans ce contexte que nous 

nous sommes intéressés à la protéine antivirale IFITM3 et en particulier à sa capacité à restreindre 

l’infectiosité des virions néoformés. Bien que cette protéine ait fait l’objet de nombreuses études ces 

dernières années, son mécanisme d’action reste controversé (Ahi et al., 2020; Appourchaux et al., 

2019; Compton et al., 2014; Tartour et al., 2017, 2014; Wang et al., 2017). Si certains travaux 

suggèrent une action spécifique de la protéine IFITM3 sur l’incorporation et /ou la stabilité des Env 

au sein des particules de VIH (Wang et al., 2017; Yu and Liu, 2018b), d’autres prônent un 

mécanisme d’action plus général sur la composition membranaire des virions qui permettrait 

d’expliquer le large spectre de virus ciblés par la protéine IFITM3 (Ahi et al., 2020; Appourchaux et 

al., 2019; Tartour et al., 2017).  

Pour examiner le rôle de Env dans la capacité du virus à échapper à la restriction de l’infection par la 

protéine IFITM3, nous avons tout d’abord mis au point notre système expérimental et vérifié la 

bonne incorporation de la protéine IFITM3 au sein des virions néoformés. Nous avons ensuite évalué 

l’impact de la nature de l’Env exprimée à la surface des virions sur leur sensibilité à la protéine 
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IFITM3. Pour cela, nous avons comparé la sensibilité de virus pseudotypés exprimant 11 clones 

d’Env différents à l’incorporation de la protéine IFITM3. Nous avons observé que l’impact de 

l’incorporation de la protéine IFITM3 sur l’infectiosité des virus était variable et dépendait de la 

nature de l’Env exprimée. Contrairement à ce qui avait été démontré par certaines équipes (Ahi et al., 

2020; Wang et al., 2017; Yu et al., 2015) mais en accord avec d’autres (Compton et al., 2014; Foster 

et al., 2016; Tartour et al., 2017, 2014), l’incorporation d’IFITM3 au sein des virus sensibles ne 

semblait pas avoir un impact direct sur la quantité et / ou la maturation des Env incorporées. Même si 

selon la nature de l’Env exprimée, des variations de proportions gp160/gp120 étaient observées, la 

protéine IFITM3 ne semblait pas avoir un impact majeur sur cette proportion Malgré l’absence 

d’impact de la protéine IFITM3 sur la maturation des Env, les virus pseudotypés par les Env des 

souches de laboratoire NL4-3 et AD8 présentaient des niveaux de sensibilité / résistance à la protéine 

IFITM3 similaires à ceux décrits dans la littérature, à savoir une grande sensibilité pour la souche 

NL4-3 contrairement à la souche AD8, résistante. Dans notre modèle expérimental, les virus ont tous 

le même squelette (génome NL4-3) et ne diffèrent que par l’Env exprimée à leur surface, alors que 

dans les travaux antérieurs, des virus réplicatifs exprimant le génome entier des souches de 

laboratoire NL4-3 et AD8 étaient utilisés. Il est donc possible qu’une autre protéine virale, comme la 

matrice par exemple, connue pour être impliquée dans la régulation de l’incorporation des Env 

(Beaumont et al., 2009), puisse intervenir dans ce mécanisme touchant la maturation des Env. Il 

semble néanmoins peu probable, au vu de nos résultats, qu’un défaut de maturation des Env soit le 

principal mécanisme de sensibilité des virus à la protéine IFITM3. Ceci est conforté par le fait 

qu’aucune corrélation n’ait pu être observée entre la sensibilité des virus à la protéine IFITM3 et les 

quantités de protéine IFITM3 ou d’Env incorporées au sein des virions. 

Afin d’évaluer l’impact de l’incorporation de la protéine IFITM3 au sein des virions sur la 

conformation des Env, des tests de sensibilité des virions produits en présence ou non de la protéine 

IFITM3 à différents AcN et inhibiteurs d’entrée ont été réalisés. De façon intéressante, les virus 

ayant incorporé la protéine IFITM3 devenaient légèrement plus sensibles à différents AcN testés et 

au Maraviroc ciblant le corécepteur cellulaire CCR5. Ces données suggèrent que la présence 

d’IFITM3 modifie subtilement la conformation globale des Env et possiblement leur flexibilité. Ces 

changements pourraient donc modifier l’interaction des virus présentant un tropisme R5 ou X4R5 

avec le corécepteur CCR5. Il subsiste encore actuellement un débat concernant l’implication du 

tropisme des Env dans la sensibilité des virus à la restriction par IFITM3 (Foster et al., 2016; Wang 

et al., 2017; Yu and Liu, 2018b) ; il est donc intéressant de noter que dans notre étude, aucun lien n’a 

pu être trouvé entre la sensibilité des virus à IFITM3 et le tropisme des Env ou l’augmentation de 

sensibilité des virus au MVC. Contrairement aux travaux de Wang et coll. nous n’avons pas observé 
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de différence de sensibilité au CD4 soluble et à l’AcN ciblant le site de fixation au CD4 des virus 

produits en présence d’IFITM3 par rapport aux virus contrôles (Wang et al., 2017). Cependant, dans 

la dernière étude de Beitari et coll. qui compare la pression exercée par SERINC et IFITM3 sur Env, 

aucun lien entre l’utilisation du CD4 et la sensibilité à IFITM3 n’avait pu être mis en évidence 

(Beitari et al., 2020). La diminution de la capacité infectieuse des virions après incorporation de la 

protéine IFITM3 repose sur l’hypothèse d’une diminution de la fusogénicité des virions (Compton et 

al., 2014; Foster et al., 2016; Tartour et al., 2017; Wang et al., 2017; Yu et al., 2015). Nous avons 

testé la sensibilité des virus au T20, un inhibiteur de fusion qui empêche le repliement des domaines 

HR1 et HR2 de la gp41, mais aucune différence de sensibilité au T20 n’a été trouvée en présence 

d’IFITM3. Bien que ces premières données ne nous aient pas permis de mettre en évidence un effet 

d’IFITM3 sur la fusion virale, une mesure directe de la fusion par des expériences de type Vpr-BLam 

devra être réalisée. 

Nous avons ensuite recherché si certaines propriétés permettaient de différencier les virus sensibles 

ou résistants à IFITM3. Nous avons ainsi mis en évidence qu’en présence d’IFITM3, les virus 

sensibles à IFITM3 étaient plus sensibilisés à l’action de l’anticorps PG16 que les virus résistants. 

Ces données suggèrent que la présence d’IFITM3 dans les virus sensibles modifie la conformation 

des Env entrainant une augmentation de l’exposition de l’épitope glycane-dépendant au niveau de la 

région V1V2 ciblé par PG16 (Walker et al., 2009). Bien que la comparaison des boucles variables 

V1V2 des Env de virus sensibles et résistants à IFITM3 ne nous ait pas permis de mettre en évidence 

de signature moléculaire permettant de les distinguer, nous avons émis l’hypothèse que ces boucles 

puissent moduler la sensibilité des virus à IFITM3. Par la construction d’Env chimériques nous 

avons effectivement pu montrer que les boucles V1V2 en association avec V3 étaient des 

déterminants importants de sensibilité à IFITM3. Ces données confirmaient les travaux de Wang et 

coll. qui ont montré l’importance de V3 dans la régulation de la sensibilité des virus à IFITM3 sans 

pour autant exclure l’intervention d’autres déterminants (Wang et al., 2017). Le rôle complémentaire 

des boucles V1V2 et V3 hautement glycosylées n'est pas surprenant, étant donné que l'assemblage 

des sous-unités gp120 en trimères implique des interactions entre ces 2 régions. Cette organisation 

expose plusieurs résidus basiques au sommet du trimère qui sont des cibles importantes pour PG16. 

A noter également que l’étude du tropisme des virus exprimant les Env parentales et chimériques n’a 

pas permis de mettre en évidence un lien entre l’utilisation de l’un ou l’autre co-récepteur et le 

phénotype de sensibilité / résistance à IFITM3. Un plus large éventail de virus X4 serait nécessaire 

pour confirmer ces données puisque les virus étudiés présentaient majoritairement un tropisme R5 ou 

X4R5. 
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Plusieurs études ayant rapporté l’existence d’une interaction physique entre IFITM3 et Env au sein 

des cellules productrices (Beitari et al., 2020; Yu and Liu, 2018b), nous avons vérifié l’existence de 

cette interaction et recherché s’il existait des différences d’interaction entre les virus sensibles et 

résistants à IFITM3. Par des expériences de co-immunoprécipitation dans des cellules productrices 

de virions, nous avons constaté qu'IFITM3 interagissait à la fois avec le précurseur et les formes 

matures des Env des virus sensibles à l'IFITM3, mais avec seulement la forme précurseur des virus 

résistants à l'IFITM3. Ces résultats ont été confirmés par le suivi de la colocalisation des protéines 

IFITM3 et Env dans les cellules productrices de virions. Nous avons observé une colocalisation de la 

protéine IFITM3 avec les Env issues de virus sensibles, depuis la synthèse de ces protéines dans le 

réticulum endoplasmique, lors de leur trafic à travers le complexe de Golgi, jusqu'à leur arrivée à la 

membrane plasmique. En revanche, la colocalisation de la protéine IFITM3 avec les Env des virus 

résistants à IFITM3 était diminuée après le passage de Env à travers l'appareil de Golgi. 

Ensemble, ces résultats suggèrent que IFITM3 interagit avec le trimère d’Env mature des virus 

sensibles à IFITM3, stabilisant le trimère dans un état conformationnel exposant l'épitope PG16, 

empêchant ainsi les changements conformationnels requis pour l'engagement des récepteur et 

corécepteur(s) et la fusion des membranes virale et cellulaire. En revanche, les modifications post-

traductionnelles subies par le trimère d’Env de virus résistants à IFITM3 bloqueraient l'accès de la 

protéine IFITM3 à son site de liaison, rendant ainsi le trimère Env fonctionnel. L'accès d'IFITM3 à 

son site de liaison sur le trimère d’Env pourrait être modulé par la nature des boucles V1V2 et V3, 

connues pour subir d'importantes modifications post-traductionnelles. La localisation du site de 

liaison IFITM3 sur le trimère Env doit encore être déterminée. Il pourrait être présent dans les 

régions conservées des boucles V1V2 et / ou V3, mais dans ce cas, comme IFITM3 sensibilise les 

virus à l'action inhibitrice de PG16, il ne faudrait pas que la liaison d'IFITM3 empêche la fixation de 

PG16. Il est donc plus probable que la protéine IFITM3 se lie sur le trimère d’Env en dehors des 

boucles V1V2 et V3, mais que l'accès à son site de liaison soit régulé par ces domaines hautement 

glycosylés. 

Plusieurs travaux antérieurs ont mis en évidence le large spectre de virus ciblés par les protéines 

IFITM ; ils suggèrent que les protéines IFITM agissent par un mécanisme non-spécifique en 

modifiant les propriétés fusogènes des membranes cellulaires et virales (Ahi et al., 2020; 

Appourchaux et al., 2019; Rahman et al., 2020). Nos résultats montrent que dans le cas du VIH-1, ce 

mécanisme n’est vraisemblablement pas suffisant. L’incorporation d’IFITM3 au sein des cellules 

productrices de virions semble avoir un effet global modéré sur la conformation des Env. Cet effet 

pourrait être une conséquence indirecte des modifications de fluidité membranaire induites par la 

présence de la protéine IFITM3 au sein des membranes. L’impact de ces modifications semble 
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néanmoins modéré puisque l’infectiosité de certains virus n’est pas affectée par la présence de la 

protéine IFITM3. Nos données montrent que pour restreindre l’infectiosité des virus, la protéine 

IFITM3 interagit spécifiquement avec Env au sein des cellules productrices de virions. Toutefois les 

modifications post-traductionnelles subies par certaines Env permettent au virus d’y échapper.  

Les mécanismes de restriction utilisés par la protéine IFITM3 peuvent être mis en parallèle avec ceux 

d’une autre protéine antivirale du VIH-1, la protéine transmembranaire SERINC5 pour laquelle au 

moins deux façons de restreindre le VIH-1 ont été démontrés. Le premier mécanisme, décrit 

récemment, est peu spécifique. L’insertion de SERINC5 au sein des membranes entrainerait la 

dissociation de clusters d’Env, empêchant ainsi l’infectiosité des virus (Chen et al., 2020). Le second 

impliquerait une interaction spécifique entre SERINC5 et Env. Cette interaction serait dépendante de  

l’état conformationnel du trimère d’Env et de son interaction avec le CD4 (Beitari et al., 2020; 

Staropoli et al., 2019). Il est intéressant de noter que les virus NL4-3 et AD8 sont respectivement 

sensible et résistant aux deux facteurs de restriction IFITM3 et SERINC5, suggérant que des 

déterminants moléculaires de sensibilité ou résistance puissent être partagés. Pour autant, les 

mécanismes mis en jeu semblent différents, puisque l’interaction entre IFITM3 et Env ne semble pas 

dépendante du récepteur CD4 alors que ce point semble critique pour la restriction par SERINC5.  

En conclusion, les données présentées ici mettent en évidence le rôle important de Env dans la 

modulation de la sensibilité du VIH-1 à l'inhibition de l'infection par IFITM3. Ils fournissent de 

nouvelles informations sur le mécanisme par lequel Env peut échapper à ce facteur de restriction.  
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Exposée à la surface du virus, Env est la cible privilégiée des anticorps neutralisants (AcN) et de 

plusieurs protéines de l’immunité innée ou facteurs de restriction. Cependant, une fois l’infection 

établie, on sait depuis plusieurs années que les AcN favorisent l’apparition de variants 

d’échappement et ne permettent pas de contrôler la réplication virale. De la même façon, nous 

venons de montrer que certains variants sont capables d’échapper à la restriction de l’infection par la 

protéine de l’immunité innée IFITM3. Si les capacités évolutives et adaptatives de Env sont 

considérables, elles doivent néanmoins être limitées dans une certaine mesure par des contraintes 

fonctionnelles. Cette hypothèse est confortée par les travaux récents de notre équipe présentés en 

annexe 2 (et auxquels j’ai participé sur certains aspects techniques), qui montrent que chez des sujets 

faisant partie d’une chaîne de transmission et qui ont donc été infectés par un même souche virale ou 

par des variants extrêmement proches, la glycoprotéine d’enveloppe du virus sous pression par la 

réponse immunitaire évolue de façon similaire chez les différents sujets tant d’un point de vue 

fonctionnel que moléculaire.   

La pression exercée par les AcN sur Env est bien documentée et celle exercée par les facteurs de 

restriction a fait l’objet de nombreux travaux ces dernières années. Toutefois, dans un contexte 

d’infection naturelle, la façon dont ces facteurs coopèrent in vivo entre eux et avec les AcN, une fois 

la réponse immune adaptative mise en place, n’a pas été explorée. Nous ne savons pas, de tous les 

facteurs de restriction capables d’agir sur Env, quel est celui ou quels sont ceux qui exerce(nt) la plus 

forte pression sur Env. Nous ne savons pas non plus si l’échappement du virus à un facteur de 

restriction donné est limité par sa nécessité à résister à la réponse neutralisante de l’hôte ou 

inversement. Il serait intéressant d’aborder cette question en examinant chez quelques sujets infectés 

par le VIH (non traités) le profil d’évolution de leur quasi-espèce en terme de sensibilité/résistance 

aux différents facteurs de restriction (GPB5, ErManI, 90K, MARCH8, SERINC5 et IFITM3) et aux 

AcN (autologues et bNAbs), et ce dans des systèmes de culture cellulaire pertinents 

physiologiquement comme des lignées de lymphocytes CD4+ ou des lymphocytes T CD4+ 

primaires. Ce travail devrait permettre de mieux comprendre quelle pression exerce chaque facteur 

de restriction sur Env, conjointement à celle exercée par les AcN, et quel est son impact sur 

l’évolution de Env.  
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Escape of HIV-1 envelope glycoprotein from the restriction of infection by IFITM3 
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SUMMARY 

Interferon-induced transmembrane protein 3 (IFITM3) is a cellular factor that reduces HIV-1 

infectivity by an incompletely understood mechanism. This study aimed to elucidate the role of the 

HIV-1 envelope glycoprotein (Env) in determining viral susceptibility to IFITM3. We found that 

viruses differing only in the Env expressed on their surface had different sensitivities to IFITM3. By 

comparing the Env proteins of viruses that were highly sensitive or resistant to IFITM3, we obtained 

new insight in the mechanisms by which HIV-1 escapes this protein. We showed that IFITM3 

interacts with the Env of sensitive viruses in virion-producing cells, inducing conformational changes 

that may decrease viral infectivity. However, this antiviral action is modulated by the nature of the 

Env, particularly the V1V2 and V3 loops, which may be able to escape this interaction after 

processing in the Golgi apparatus.  
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INTRODUCTION 

The interferon-induced transmembrane (IFITM) proteins are a family of highly related proteins with 

two hydrophobic membrane domains connected by a conserved intracellular loop, and variable N- 

and C-terminal domains. In humans, this family contains five expressed proteins, three of which 

(IFITM1, IFITM2 and IFITM3) are strongly upregulated by type I interferons and have been shown 

to inhibit diverse viruses, including influenza A virus (1,2), hepatitis C virus (3), Ebola virus (4,5), 

SARS coronavirus (4), MERS coronavirus (6), dengue virus (1,7), Zika virus (8), Marburg virus (4), 

West Nile virus (1,7), Rift Valley fever virus (9), Hantaan virus (9,10) and HIV-1 (11-13) (reviewed 

in 14 and 15). 

In the case of HIV-1, IFITM proteins have been shown to target the viral life cycle at three different 

steps. The first antiviral mechanism of IFITM proteins to be described occurs in the target cells, 

where IFITM proteins act as a barrier against viral invasion by inhibiting viral fusion at the plasma or 

endosomal membranes of the cell (11, 16-22). IFITM proteins are thought to mediate changes in the 

physical properties of host cell membranes, but the mechanism involved remains a matter of debate 

(6, 19, 23, 24). It has been suggested that IFITM proteins prevent HIV-1 entry into cells by a 

mechanisms dependent on virus coreceptor use and, thus, on the nature of the viral envelope 

glycoprotein (Env), with CCR5-tropic (R5) strains more sensitive to IFITM1 and CXCR4-tropic 

(X4) strains more sensitive to IFITM2 and IFITM3 (20).  

The second antiviral mechanism involving IFITMs occurs in virus-producing cells. In these cells, 

IFITMs, particularly IFITM3, have been shown to colocalize with the structural proteins of 

developing virions, resulting in their incorporation into the nascent viral particles, leading to a 

decrease in the infectivity of these particles in target cells (12,13). This mechanism, initially 

described for HIV-1, has since been extended to other viruses (25). It remains unclear whether the 

decrease in the infectivity of nascent viruses is due to the physical incorporation of IFITM proteins 

into viral particles or to a specific action of IFITM proteins in virion-producing cells during late 

events in the HIV-1 life cycle. The second of these hypotheses was supported by results from a study 
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reporting that interactions between IFITM3 and Env in virus-producing cells inhibited the proteolytic 

cleavage of the gp160 Env precursor, thereby decreasing the amount of mature gp120/gp41 Env 

incorporated in virions (26). A second study reported that the defective proteolytic processing of 

Env was due to an IFITM3-driven rerouting of Env trafficking to the lysosomes for degradation (27). 

However, the processing defect of Env remains a matter of debate, as other studies observed no 

change in the amount of Env incorporated into virions following the overproduction of IFITM 

proteins (13, 20, 25, 28). Nevertheless, several HIV-1 strains appear to be refractory to IFITM3-

mediated inhibition despite its incorporation into viral particles, and this resistance phenotype has 

been reported to be determined by Env, particularly by the V3 loop of the gp120 surface subunit 

(29). Thus, Env appears to be an important determinant of sensitivity to IFITM3, but the way in 

which IFITM3 affects the functional properties of Env remains poorly understood.  

Finally, a third antiviral mechanism by which IFITM proteins may restrict viral infection was 

recently discovered (30). IFITM proteins can inhibit HIV-1 protein synthesis by preferentially 

excluding viral mRNA transcripts from polysomes. Interestingly, the viral accessory protein Nef 

helps to overcome this restriction. 

In this study, we investigated the disruption of Env function by IFITM3 further. We evaluated the 

impact of IFITM3 in virus-producing cells on the infectivity of HIV-1-pseudotyped viruses carrying 

various Env proteins derived from primary isolates or laboratory strains. We found that IFITM3 

interacted with Env, causing conformational changes that might decrease viral infectivity. However, 

this antiviral action was governed by the nature of the Env protein, particularly by its V1V2 and V3 

regions, which may be able to escape this interaction after maturation in the Golgi. 

RESULTS 

The sensitivity of Env-pseudotyped viruses to IFITM3 is dependent on Env  

We selected a panel of 11 X4, R5 and X4R5 Env clones from previous studies (31,32). This selection 

included two Env clones from the laboratory strains NL4-3 (X4) and AD8 (R5) and nine Env clones 

(7 X5 and 2 X4R5) derived from primary isolates obtained from individuals with acute or chronic 
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HIV-1 clade B infections (Table S1). Env-pseudotyped viruses expressing full-length Env clones 

were produced as previously described, by transfecting HEK293T cells with an env-deleted NL4-3 

backbone plasmid (pNL4.3.LUC.R-E-) and an env expression vector (pCI-env) (31). We determined 

sensitivity to IFITM3-mediated inhibition in conditions in which this protein was present in virus-

producing cells and incorporated into viral particles, by ectopically overproducing this protein in 

HEK293T cells through cotransfection with a third plasmid encoding a Flag-tagged IFITM3 protein 

(pcDNA-ifitm3-Flag). 

The protein content of Env-pseudotyped viruses produced in the presence or absence of IFITM3 was 

evaluated by western blotting after purification of viral supernatants of transfected HEK293T cells 

by centrifugation through a sucrose cushion (see Figure 1A). When IFITM3 was present in virus-

producing cells, it was detected in the viral particles released, regardless of the Env clone used for 

pseudotyping, albeit at variable levels. The levels of gp160 Env precursor and gp120/gp41 mature 

Env subunit varied considerably between viruses, but no major change was observed on IFITM3 

expression (Figure 1A). 

We compared the capacity of each Env-pseudotyped virus produced in the presence or absence of 

IFITM3 to infect TZM-bl target cells (HeLa CD4+ CCR5+ CXCR4+) in a single round of infection. 

Viral inputs were normalized according to reverse transcriptase (RT) activity and infectivity was 

evaluated 48 h post-infection by measuring luciferase activity (RLU). IFITM3 decreased the 

infectivity of seven Env-pseudotyped viruses (35c1, 34c2, 23c4, 248-5, NL4-3, 11c6 and 249N3) to 

19% to 62% of the level of infectivity of control viruses produced in the absence of IFITM3. By 

contrast, IFITM3 did not affect the infectivity of the other four viruses (2c4, 13c6, AD8 and 249V4), 

which had infectivities similar to or higher than those of control viruses in the absence of IFITM3 

(Figure 1B). The variability of IFITM3 incorporation into viruses was quantified by densitometry 

and was not correlated with the inhibition of viral infectivity by IFITM3 (Figure 1C). This finding 

suggests that the IFITM3 resistance/sensitivity of viruses was determined by the nature of the Env 

protein. However, no link could be found between this phenotype and the tropism of Env clones. 
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IFITM3 incorporation into viral particles increases their sensitivity to several neutralizing 

antibodies 

We explored the mechanism by which IFITM3 exerts its antiviral activity, by measuring the effect of 

this protein on the sensitivity of viral particles to a panel of well-characterized human monoclonal 

broadly neutralizing antibodies (HuMobNAbs) targeting functional regions of Env, such as the 

V1V2-glycan epitope, the V3-glycan epitope, the CD4 binding site of gp120, the membrane 

proximal external region (MPER) of gp41 and the gp120/gp41 interface. We found that IFITM3 

incorporation sensitized pseudotyped viruses to the inhibitory action of most HuMobNAbs, resulting 

in a statistically significant decrease in half-maximal inhibitory concentration (IC50) for seven of 

these antibodies (Figure 2). The antibodies for which sensitivity increased included PG9 and PG16, 

which target the V1V2-glycan epitope (Figure 2A and 2B) (33, 34), PGT128 and 10-1074 directed 

against the V3-glycan epitope (Figure 2D and 2E) (34, 35), 2F5 and 4E10 targeting MPER (Figure 

2G and 2H) (37-41) and 35O22 directed against the gp120/gp41 interface (Figure 2K) (43). This 

effect concerned most of the epitopes tested, suggesting an effect of IFITM3 on the conformation of 

Env.  

IFITM3-sensitive viruses are more sensitized to the inhibitory action of PG16 than IFITM3-

resistant viruses, in the presence of IFITM3 

We investigated the properties differentiating IFITM3-sensitive from IFITM3-resistant viruses, by 

determining whether the increase in sensitivity to neutralizing antibodies observed in the presence of 

IFITM3 was linked to viral sensitivity to IFITM3. The only difference found between IFITM3-

sensitive and resistant viruses concerned the broadly neutralizing antibody (bNAb) PG16. In the 

presence of IFITM3, IFITM3-sensitive viruses were more sensitized to this bNAb than IFITM3-

resistant viruses. A statistically significant correlation was found between the sensitivity of the 

pseudotyped viruses to IFITM3 and the increase in the sensitivity of these viruses to PG16 (Figure 

3), suggesting that IFITM3 promoted exposure of the glycan-V1V2 epitope in IFITM3-sensitive 

viruses. 
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The V1V2 and V3 loops of Env determine viral sensitivity to IFITM3  

We investigated the possible role of the V1V2 loop of Env targeted by PG16 in modulating the 

sensitivity of Env-pseudotyped viruses to IFITM3, by generating chimeric Env proteins, in which the 

V1V2 loops of Env proteins from IFITM3-sensitive and IFITM3-resistant viruses were exchanged. 

We replaced the V1V2 loop of the IFITM3-resistant AD8 Env-pseudotyped virus with that of the 

sensitive NL4-3, 249N3 or 11c6 virus (Figure 4A). The resulting chimeric Env-pseudotyped viruses 

were highly sensitive to IFITM3, which decreased their relative infectivity from 88% to 13% for 

AD8-V1V2(NL4-3), 7% for AD8-V1V2(249N3) and 12 % for AD8-V1V2(11c6) (Figure 4B). 

Conversely, the NL4-3 Env, conferring sensitivity to IFITM3, was modified to incorporate the V1V2 

loop of resistant AD8, 2c4 or 249V4 viruses, but, unfortunately, the viruses containing these 

substitutions were non-infectious (data not shown). We therefore replaced the NL4-3 Env backbone 

with that of the 249N3 Env, to generate infectious chimeric Env-pseudotyped viruses (Figure 4A). 

However, the impact of the change differed considerably between the three V1V2 loops, with an 

increase in relative infectivity from 19% to 105% for 249N3-V1V2(AD8) but to only 33% for 

249N3-V1V2(249V4), and with a moderate decrease, to 8%, observed for 249N3-V1V2(2c4) 

(Figure 4C). These results suggested a possible role for other determinants, depending on the context 

of the Env clone considered.  

We hypothesized that the V3 loop of Env might play a role complementary to that of V1V2 in 

determining the sensitivity of viruses to IFITM3, for several reasons. The V3 loop is located close to 

the V1V2 domain, at the apex of the Env trimer (44,45), and certain V3 loop substitutions have been 

shown to significantly increase viral resistance to PG16 (33). In addition, the V3 loop was recently 

reported to be a major determinant of the modulation, by Env, of the sensitivity of the NL4-3 

laboratory strain to IFITM3 (29). We addressed this question by generating chimeric Env proteins in 

which the V3 loops of IFITM3-sensitive and IFITM3-resistant viruses were exchanged. We replaced 

the V3 loop of the resistant AD8 Env-pseudotyped virus with that of the sensitive NL4-3, 249N3 or 

11c6 viruses (Figure 4A). The NL4-3 V3 loop substitution resulted in a non-infectious virus. We 
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therefore evaluated the impact of the 249N3 and 11c6 substitutions only. Both viruses were more 

sensitive to IFITM3 than the parental AD8 virus, with a decrease in relative infectivity from 88% to 

41% for both AD8-V3(11c6) and AD8-V3(249N3) (Figure 4D). Conversely, the NL4-3 Env 

conferring viral sensitivity to IFITM3 was modified to contain the V3 loop of the resistant AD8, 2c4 

or 249V4 viruses (Figure 4A). The AD8 V3 loop increased the resistance of the NL4-3 virus to that 

of the AD8 virus, as previously reported (29), with an increase in relative infectivity from 30% to 

118% for NL4-3-V3(AD8), whereas the 2c4 and 249V4 V3 loops had a much more moderate impact 

on the sensitivity of the NL4-3 virus, increasing relative infectivity to only 60% for NL4-3-V3(2c4) 

and 51% for NL4-3-V3(249V4) (Figure 4E). Together, these data indicate that both the V1V2 and 

V3 loops are important determinants of the modulation of viral sensitivity to IFITM3 by Env.  

We then combined substitutions of V1V2 and V3 loops, based on the hypothesis that the partial 

impact observed for certain Env proteins during the independent replacement of these loops might be 

increased by replacing both loops simultaneously. We therefore replaced the V1V2 and V3 loops of 

AD8 with those of NL4-3, 249N3 or 11c6, and, conversely, the V1V2 and V3 loops of NL4-3 with 

those of AD8, 2c4 or 249V4. For the three combined substitutions in AD8, relative infectivity 

decreased considerably, from 88% to levels similar to those in the parental sensitive viruses: 23% for 

AD8-V1V2V3(NL4-3), 25% for AD8-V1V2V3(249N3) and 35% for AD8-V1V2V3(11c6) (Figure 

4F). Similarly, two of the three combined substitutions in NL4-3 increased the resistance of the NL4-

3 virus from 30% to levels similar to those in parental resistant viruses: 120% for NL4-3-

V1V2V3(AD8) and 87% for NL4-3-V1V2V3(249V4) (Figure 4G). However, the last substitution in 

NL4-3, involving the V1V2 and V3 loops of 2c4, had a modest, statistically non-significant, impact 

on the sensitivity to IFITM3 of NL4-3, suggesting that the resistance of 2c4 involves other 

determinants. Together, these data confirmed that the V1V2 and V3 domains have complementary 

effects on the modulation of viral sensitivity to IFITM3. This is highlighted, particularly, by the 

V1V2 and V3 domains of the 249V4 virus resistant to IFITM3 which increased the resistance of a 

sensitive virus only moderately when introduced separately, but to a much greater extent, reaching 
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levels similar to those in the parental 249V4 virus, when introduced together. However, close 

inspections of the amino-acid sequences of the V1V2 and V3 loops did not identify specific sequence 

signatures that could be used to distinguish between IFITM3-sensitive and IFITM3-resistant viruses. 

The numbers of both potential N-glycosylation sites and of charged residues were similar in the two 

groups (Figure 4A).  

We extended our analysis of the correlation between viral sensitivity to IFITM3 and the increase in 

sensitivity to PG16 to the chimeric viruses, by assessing the sensitivity of all these viruses to PG16 in 

the presence and absence of IFITM3. After discarding two constructs highly resistant to PG16 (IC50 

above the highest concentration of PG16 used), the analysis, confirmed that the incorporation of 

IFITM3 into the viral particle sensitized the virus to the inhibitory action PG16, with decreases in the 

IC50 of PG16 correlated with sensitivity to IFITM3 (Figure 5).  

Finally, we addressed the question of a putative link between the IFITM3 sensitivity phenotype of 

viruses and their tropism, by determining the coreceptor use of chimeric Env-pseudotyped viruses by 

measuring their ability to infect CD4+ U373 MAGI cells expressing either the CXCR4 or CCR5 

coreceptor. However, as with the parental viruses, we found no link between IFITM3 sensitivity 

phenotype and the tropism of chimeric Env proteins (Figure 4B to 4G). 

IFITM3 interacts with the gp120 surface subunit of IFITM3-sensitive viruses 

Previous studies have reported the existence of a physical interaction between Env and IFITM3 in 

virion-producing cells (26). We sought to confirm the existence of this interaction and to explore 

whether differences in interactions could be observed between IFITM3-resistant and IFITM3-

sensitive viruses, with three IFITM3-resistant Env proteins (AD8, 2c4 and 249V4) and three 

IFITM3-sensitive Env proteins (NL4-3, 11c6 and 249N3). HEK293T cells were cotransfected as 

described above with the pNL4.3.LUC.R-E- vector and each pCI-env in the presence or absence of 

IFITM3 (pcDNA-ifitm3-Flag or empty pcDNA). Cell lysates were obtained 32 hours after 

transfection and used for western blots to evaluate the production and processing of Env and the 

production of IFITM3 (Figure 6A). As observed in viral particles, IFITM3 expression levels varied 
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slightly across experiments in cells transfected with pCDNA-ifitm3-Flag. However, IFITM3 levels 

had no significant effect on the production and processing of Env. Cells lysates were then subjected 

to immunoprecipitation with an anti-gp120 serum or with an anti-Flag antibody, and the 

immunoprecipitated proteins were subjected to western blotting (Figure 6B). We found that, 

regardless of the Env tested, the anti-gp120 serum precipitated gp120 and its precursor gp160, and 

co-immunoprecipitated IFITM3. By contrast, when immunoprecipitation was performed with the 

anti-Flag antibody, differences were observed between IFITM3-sensitive and IFITM3-resistant Env 

proteins. For IFITM3-resistant Env proteins, only the gp160 precursor was co-immunoprecipitated 

with IFITM3, whereas, for IFITM3-sensitive Env proteins, both the gp160 precursor and the gp120 

mature subunit were co-immunoprecipitated. This suggests that, for IFITM3-resistant Env proteins, 

the interaction between Env and IFITM3 in virus-producing cells may be impaired following the 

processing of Env in the Golgi apparatus.  

To support this hypothesis, we used confocal immunofluorescence microscopy to track the 

colocalization of IFITM3 and Env in cells producing two IFITM3-resistant viruses (AD8 and 249V4) 

and two IFITM3-sensitive viruses (NL4-3 and 249N3). HEK293T cells were transfected with each 

pCI-env, the pNL4-3Δenv.luc vector and the pcDNA vector containing the ifitm3 gene. Thirty-two 

hours post-transfection, the cells were labeled with an anti-IFITM3 antibody, an anti-Env antibody 

and an antibody targeting the endoplasmic reticulum, the Golgi apparatus or the plasma membrane. 

Antibody binding was detected by incubation with secondary antibodies conjugated to different 

fluorochromes: AlexaFluor 488 (green) for the IFITM3 protein, AlexaFluor 594 (red) for Env and 

AlexaFluor 647 (purple) for cellular compartments. In each set of conditions, we obtained about 30 

z-stack acquisitions, from which Imaris software calculated the mean Pearson’s colocalization 

coefficient. We observed strong colocalization of Env and IFITM3 in the endoplasmic reticulum 

(Figure 7A) and Golgi apparatus (Figure 7B), regardless of the Env protein studied. An analysis of 

Pearson colocalization coefficients showed no major difference in the degree of Env-IFITM3 

colocalization in these two compartments, except for the IFITM3-resistant 249V4 virus, which 
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displayed higher levels of colocalization than the IFITM3-sensitive 249N3 virus in the Golgi 

apparatus, although colocalization remained strong even for the sensitive virus (Figure 7D and 7E). 

Interestingly, a major difference in Env-IFITM3 colocalization was observed at the plasma 

membrane, where strong Env-IFITM3 colocalization was observed for the two IFITM3-sensitive 

viruses (NL4-3 and 249N3) but very weak colocalization was observed for the two resistant viruses 

(AD8 and 249V4) (Figure 7C). This observation was confirmed by a comparison of mean Pearson's 

colocalization coefficients: 0.64 and 0.60 for NL4-3 and 249N3, respectively, but only 0.38 and 0.36 

for AD8 and 249V4, respectively (Figure 7F). Together, these results suggest that IFITM3 interacts 

with IFITM3-sensitive Env proteins from their synthesis in the endoplasmic reticulum, and during 

their transport to the Golgi complex, right up to their arrival on the plasma membrane at viral particle 

assembly sites, whereas the interaction between IFITM3 and resistant Env proteins is impaired or 

less frequent after Env processing in the Golgi apparatus. 

DISCUSSION 

Several reports have suggested that Env may be an important determinant of the sensitivity of HIV-1 

to IFITM3. However, it remains unclear how IFITM3 affects the functionality of Env. We addressed 

this question here, by comparing Env-pseudotyped viruses with different sensitivities to IFITM3 

incorporation into the virion. Using viruses differing solely in terms of the Env clone expressed at 

their surface, we showed that the nature of the Env protein determined viral sensitivity to IFITM3, 

independently of the level of IFITM3 incorporation into virions. Previous studies have highlighted 

the broad spectrum of viruses targeted by IFITM proteins, suggesting that IFITM proteins act by 

altering the fusogenic properties of cellular or viral membranes through a non-specific generic 

mechanism. However, the protection provided by specific Env proteins suggests that, in HIV, this 

mechanism may be overcome or may be insufficient to prevent infection. Consistent with some 

(13,20,25,28) ,but not all (26,27) previous reports, we detected no major differences in Env levels or 

process between virions that did and did not contain IFITM3. We therefore investigated possible 

changes to the conformation of Env. Using neutralizing antibodies targeting various conformational 
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epitopes, we found that, regardless of their sensitivity to IFITM3, Env-pseudotyped viruses had a 

moderately higher sensitivity to most of these antibodies in the presence of IFITM3. This result may 

reflect subtle changes to the conformation of Env, possibly induced by changes in the physical 

properties of membranes, as previously suggested (23). However, despite these changes, some Env-

pseudotyped viruses were resistant to the IFITM3-mediated inhibition of infection. Interestingly, the 

increase in viral sensitivity to one of these antibodies, PG16, could be used to differentiate between 

IFITM3-sensitive and IFITM3-resistant viruses, as viruses sensitive to IFITM3 displayed a greater 

increase in sensitivity to this antibody in the presence of IFITM3. This finding suggests that IFITM3 

may promote the exposure of the N-glycan V1V2 epitope targeted by PG16 at the surface of viruses 

sensitive to IFITM3. By constructing chimeric Env proteins, we showed that the V1V2 loop 

encompassing the PG16 epitope and the V3 loop were important molecular determinants of viral 

sensitivity to IFITM3, and sensitization to PG16. These data confirm previous studies identifying the 

V3 loop as one of the determinants of viral sensitivity to the inhibition of infection by IFITM3 (29). 

The complementary role of these two highly glycosylated regions is not surprising, given that the 

assembly of gp120 subunits into trimers involve interactions at the apex between the V1V2 and V3 

loops (44,45), and this organization exposes several basic residues at the trimer apex that serve as 

important targets for PG16 (45). V3 determines the choice of coreceptor, CCR5 or CXCR4, but no 

direct link was found between viral coreceptor use and sensitivity to IFITM3, with a wide range of 

sensitivities observed in both R5 and dual-tropic X4R5 viruses. However, given the conflicting 

reports concerning this point (20, 29, 46), a study including a larger panel of X4 coreceptor-using 

viruses is required to determine whether sensitivity to IFITM3 is affected by viral coreceptor use. 

We hypothesized that the exposure of the PG16 epitope of IFITM3-sensitive viruses might be 

favored by a specific interaction between IFITM3 and the mature trimer. The existence of a physical 

interaction between Env and IFITM3 has been reported in virion-producing cells (26). We therefore 

explored whether this interaction differed between IFITM3-resistant and IFITM3-sensitive viruses. 

In co-immunoprecipitation experiments on virion-producing cells, we found that IFITM3 interacted 
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with both the precursor and mature forms of Env of IFITM3-sensitive viruses, but with only the 

precursor form of IFITM3-resistant viruses. These results were confirmed by tracking the 

colocalization of IFITM3 and Env in virion-producing cells. We observed a colocalization of 

IFITM3 with Env proteins from sensitive viruses, from the synthesis of these proteins in the 

endoplasmic reticulum, and during their trafficking through the Golgi complex, right up to their 

arrival at the plasma membrane. By contrast, the colocalization of IFITM3 and Env proteins from 

IFITM3-resistant viruses decreased after the passage of Env through the Golgi apparatus.  

Together, these findings suggest that IFITM3 interacts with the mature Env trimer of IFITM3-

sensitive viruses, stabilizing a conformational state of the trimer in which the PG16 epitope is 

exposed, thereby preventing the conformational changes required for receptor or coreceptor 

engagement and fusion between the viral and cell membranes. By contrast, the posttranslational 

modifications undergone by the Env trimer of viruses resistant to IFITM3 would block the access of 

IFITM3 to its binding site, rendering the Env trimer functional. The access of IFITM3 to its binding 

site on the Env trimer could be modulated by the nature of the V1V2 and V3 loops, known to 

undergo important post-translational modifications. However, given the high diversity of Env 

sequences, a close inspection of the amino-acid sequences of the V1V2 and V3 loops did not reveal 

specific sequence signatures distinguishing between IFITM3-sensitive and IFITM3-resistant viruses. 

Several different changes in these regions may, therefore, be involved. The localization of the 

IFITM3 binding site on the Env trimer has yet to be determined. It may be present in conserved 

regions within the V1V2 and/or V3 loops, but in this case, as IFITM3 sensitizes viruses to the 

inhibitory action of PG16, the binding of IFITM3 cannot impede the binding of PG16. IFITM3 

binding therefore probably occurs outside of the V1V2 and V3 loops, but the access of IFITM3 to 

the binding site may be regulated by these highly glycosylated domains, as previously reported for 

the access of some neutralizing antibodies to epitopes (47).  
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In conclusion, the data presented here highlight the important role of Env in modulating the 

sensitivity of HIV-1 to the inhibition of infection by IFITM3. They provide new information about 

the mechanism by which Env may escape this restriction factor.  

MATERIALS AND METHODS 

Production of Env-pseudotyped viruses 

Env-pseudotyped viruses were produced by cotransfecting 5x106 HEK293T cells with 4 µg of one of 

the various pCI-env, 8 µg of pNL4.3Δenv.luc (48) and either 1 g of empty pcDNA (control virus) or 

1 g of pcDNA-ifitm3-Flag in the presence of FuGene-6 transfection reagent (Promega). The viruses 

present in the supernatants of the cells were quantified after 72 h of culture, by assessing reverse 

transcriptase activity with an assay kit (Roche). They were harvested, purified by filtration (filter 

with 0.45 µm pores) and stored as aliquots at -80°C. For the analysis of viral protein content, the 

supernatants of 293T cell cultures were overlaid on a 20% sucrose cushion, and centrifuged at 87,000 

x g for 1.5 h at 4°C. The viral pellets obtained were solubilized by overnight incubation at 4°C in 100 

µl phosphate-buffered saline (PBS) supplemented with 1% Triton X-100 and protease inhibitor 

cocktail. The resulting suspension was then subjected to western blotting.  

Viral infectivity  

We assessed the infectivity of Env-pseudotyped viruses produced in the presence or absence of 

IFITM3 in quadruplicate, by infecting 1x104 TZM-bl target cells. Viral inputs were normalized on 

the basis of reverse transcriptase activity, and infectivity was evaluated 48 h after infection, by 

measuring the luciferase activity (RLU) of cell lysates in Bright-Glo luciferase assays (Promega) 

with a Centro LB 960 luminometer (Berthold Technologies).  

Determination of coreceptor usage 

Coreceptor usage was determined using U373 MAGI cells stably expressing CD4 and either CCR5 

(CD4/U373/CCR5) or CXCR4 (CD4/U373/CXCR4). Each well of a 96-well plate was seeded with 

an aliquot of 1.5 x 104 cells the day before infection. Cells were infected with 25 µl of pseudotyped 

virus corresponding to an amount normalized according to reverse transcriptase activity (1000 ng), 
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for 2 h at 37°C. We then added 175 µl DMEM supplemented with 20 µg/ml DEAE-dextran and 5% 

FBS; 48 h after infection, luciferase activity was measured and viral tropism determined. 

Neutralization assay 

The sensitivity of Env-pseudotyped viruses to neutralization was assessed in TZM-bl cells with the 

HuMobNAbs PG9, PG16, PGT145, PGT128, 10-1074, 3BNC117, 2F5, 4E10, 10E8, 8ANC195 and 

35O22 (NIH AIDS Reagent Program), as previously described (31,32). 

Construction of chimeric env genes with V1V2 and/or V3 exchanges 

Chimeric env genes were constructed by exchanging the regions of env genes encoding V1V2 and/or 

the V3 loops conferring viral sensitivity (NL4-3, 11c6, 249N3) or resistance (AD8, 2c4, 249V4) to 

IFITM3. We first amplified pCI-envΔV1V2 or pCI-envΔV3 and V1V2 or V3 sequences by PCR 

with overlapping primers and Q5 High-Fidelity DNA polymerase (New England Biolabs, USA). We 

checked, by electrophoresis in agarose gels, that the amplified fragments were the correct size. We 

then treated the PCR products with the restriction endonuclease DpnI, to digest the methylated 

parental DNA, and assembled them with the Gibson assembly cloning kit, according to the 

manufacturer’s instructions (New England Biolabs, USA). We checked that the sequence of the env 

constructs was correct, by Sanger sequencing. 

Immunoprecipitation assay 

We investigated interactions between IFITM3 and HIV-1 Env in virus-producing cells, by 

cotransfecting 5x106 HEK293T cells with 8 µg of pNL43Δenv-luc, 4 µg of pCI-env, and 1 g of 

pcDNA-ifitm3-Flag. Thirty-two hours post-transfection, the cells were washed in PBS, and lysed in 

RIPA buffer (1 x PBS, 0.5% sodium deoxycholate, 1% Nonidet P-40 and 0.05% SDS) on ice. 

Clarified cell lysates were then incubated with Sepharose beads (rec-Protein G-Sepharose® 4B 

Conjugate, Invitrogen, Courtaboeuf, France) conjugated with either an anti-Flag antibody (F7425, 

Sigma) or an antiserum against HIV-1 gp120 (NIH AIDS Reagent Program), for the 

immunoprecipitation of IFITM3 and Env, respectively. The beads were incubated overnight at 4°C 

with gentle shaking, washed five times in PBS and then heated in Laemmli buffer supplemented with 
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1% β-mercaptoethanol to separate the beads and immunoprecipitated proteins, which were examined 

by western blotting. 

Western blotting 

Immunoprecipitated proteins or viral particles (obtained by ultracentrifugation) were denatured by 

heating and fractionated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (8-16% gradient, Eurogentec, 

Liège, Belgium). The separated proteins were then transferred to nitrocellulose membranes by semi-

dry blotting (Eurogentec). The membranes were incubated with anti-HIV-1 p24 (ab53841, Abcam), 

anti-gp120 (ab21179, Abcam), anti-gp41 (2F5, NIH AIDS Reagent program) or anti-FLAG-M2 

(F1804, Sigma) primary antibodies, thoroughly washed, and incubated with rabbit anti-goat (ab6741, 

Abcam), goat anti-human (627120, Thermo Fisher Scientific) or rat anti-mouse (1144-05, Southern 

Biotech) horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies. Finally, membranes were 

incubated with HRP substrates for chemiluminescence (Pierce ECL Plus or Super Signal West 

Femto, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Signals were acquired with the ImageQuant 

LAS 500 system and analyzed with ImageQuant TL8.1 (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) or 

ImageJ software. 

Immunofluorescence staining 

About 3.5 x 106 HEK293T cells were used to seed 90 mm-diameter Petri dishes containing 

coverslips precoated with 0.1% (w/v) poly-L-lysine (Sigma). The cells were incubated for 24 h and 

were then transfected as described above. After incubation for 32 h, cells were fixed in 4% 

paraformaldehyde in PBS, washed with 10 mM glycine in PBS, and permeabilized in 0.1% Triton-X-

100 in PBS for 15 minutes. The cells were then incubated with antibodies targeting HIV-1 Env 

(2G12, NIH AIDS Reagent Program) (37), IFITM3 (11714-1-AP or 66081-1-Ig, Proteintech) and 

one of following cell markers: the sodium/potassium ATPase for the plasma membrane (ab76020, 

Abcam), the GolgB1 protein for the Golgi apparatus (HPA011008, Sigma) or calnexin for the 

endoplasmic reticulum (Santa Cruz Biotechnology, sc70481, mouse). Primary antibody binding was 

detected by incubation with appropriate secondary antibodies conjugated to AlexaFluor488 for 
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IFITM3 (green), AlexaFluor594 for Env (red) or AlexaFluor647 for cell markers (purple) (Molecular 

Probes, Invitrogen). Cells were then mounted on glass slides in an aqueous mounting medium for 

fluorescence staining (BrightMount, ab103746, Abcam). 

Confocal microscopy 

Images were captured with a Leica TCS SP8 g-STED inverted confocal microscope equipped with a 

63×1.4 NA oil immersion objective (HXC PL 13 APO 63x/1.40 OIL CS) (Leica, Wetzlar, 

Germany). The entire cell was analyzed by z-stack acquisition, with 30 z-stacks acquired for each set 

of conditions. Before colocalization analysis, a single cell was cut off for the quantification, with 

Imaris software, of colocalization between the various labeled proteins. 

Statistical analysis 

All statistical analyses were performed in GraphPad Prism 5 (La Jolla, CA, USA), with Wilcoxon’s 

tests, Student’s t-tests and Spearman’s correlation tests. Data from at least three independent 

experiments were used for the analysis. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Impact of IFITM3 on the infectivity of Env-pseudotyped viruses. (A) The viruses present 

in the cell supernatant were purified 72 hours after the cotransfection of HEK293T cells with pNL4-

3Δenv.luc, pCI-env and pcDNA-ifitm3-Flag or empty pcDNA. They were concentrated by 

ultracentrifugation on a sucrose cushion, lysed and examined by western blotting. (B) Viral inputs 

were normalized according to reverse transcriptase activity and infectivity was evaluated 48 h post-

infection, by measuring luciferase activity (RLU). The impact of IFITM3 on the infectivity of each 

virus was evaluated by calculating the RLU ratio between IFITM3-bearing viruses and IFITM3-free 

(control) viruses, expressed as a percentage. (C) Absence of correlation (Spearman) between relative 

infectivity (% of control level) and amount of IFITM3 (densitometry) incorporated into Env-

pseudotyped viruses.  

Figure 2. Comparison of the neutralization sensitivity of Env-pseudotyped viruses produced in the 

presence (IFITM3) or absence (pcDNA) of IFITM3 by bNAbs targeting the V1V2-glycan epitope 

(panels A to C), the V3-glycan epitope (panels D and E), the CD4 binding site (panel F), the MPER 

(panels G to I) and the gp120/gp41 interface (panels K and L). Dot plots show the distribution of IC50 

(50% inhibitory concentrations, expressed in g/ml) values for each bNAbs within the two groups of 

viruses; the horizontal lines represent the 10th percentile, the median and the 90th percentile. The 

significance of the observed differences was evaluated in a Wilcoxon test.  
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Figure 3. Correlation between the sensitivity of Env-pseudotyped viruses to IFITM3 and their 

increase in sensitivity to PG16 in the presence of IFITM3. The impact of IFITM3 on the increase in 

sensitivity to PG16 was evaluated by calculating the ratio of PG16 IC50 values between IFITM3-

bearing viruses and IFITM3-free viruses (control viruses), expressed as a percentage. 

Figure 4. Impact of the V1V2 and V3 loops of Env proteins on viral sensitivity to IFITM3. (A) 

Alignment of the amino-acid sequences of the V1V2 and V3 loops of the Env proteins of IFITM3-

sensitive (249N3, 11c6 and NL4-3) and IFITM3-resistant (AD8, 2c4 and 249V4) viruses. Positively 

charged amino acids are shown in red, negatively charged residues in yellow and potential N-

glycosylation sites in green. (B to G) Env-pseudotyped viruses expressing parental or chimeric Env 

were produced in the presence or absence of IFITM3 by cotransfecting HEK293T cells with pNL4-

3Δenv.luc, pCI-env (parental or chimeric) and pcDNA-ifitm3-Flag or empty pcDNA. The viruses 

present in cell supernatants were harvested, their levels were normalized on the basis of reverse 

transcriptase (RT) activity and their infectivity was evaluated 48 h post-infection, by measuring 

luciferase activity (RLU). The impact of IFITM3 on the infectivity of each virus was evaluated by 

calculating the RLU ratio between IFITM3-bearing viruses and IFITM3-free viruses (control 

viruses), expressed as a percentage. Chimeric Env proteins were produced by exchanging V1V2 

and/or V3 loops as follows: (B) V1V2 loops from Env proteins from IFITM3-sensitive viruses were 

incorporated into the Env of the resistant AD8 virus, (C) V1-V2 loops from the Env proteins of 

IFITM3-resistant viruses were incorporated into the Env of the sensitive 249N3 virus, (D) V3 loops 

from the Env proteins of IFITM3-sensitive viruses were incorporated into the Env of the resistant 

AD8 virus, (E) V3 loops from Env proteins of IFITM3-resistant viruses were incorporated into the 

Env of the sensitive NL4-3 virus; (F) V1V2 and V3 loops from the Env proteins of sensitive viruses 

were incorporated into the Env of the resistant AD8 virus; (G) V1V2 and V3 loops from the Env of 

resistant viruses were incorporated into the Env of  the sensitive NL4-3 virus. The statistical 

significance of differences in sensitivity to IFITM3 between parental and chimeric Env-pseudotyped 

viruses was evaluated in Student’s t-tests.  
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Figure 5. Correlation between the sensitivity of chimeric and parental Env-pseudotyped viruses to 

IFITM3 and their increase in sensitivity to PG16 in the presence of IFITM3.  

Figure 6. Interaction of IFITM3 and Env in virion-producing cells. (A) HEK293T cells were 

cotransfected with pNL4-3Δenv-luc, pCI-env and pcDNA-ifitm3-Flag or empty pcDNA. Cells were 

lysed 32 hours post-transfection, by incubation in membrane-disrupting RIPA buffer. The levels of 

HIV-1 Env and IFITM3 in cell lysates were assessed by western blotting with anti-gp120 and anti-

Flag antibodies, respectively. β-actin levels were used as a loading control. IFITM3/actin ratios were 

determined by quantifying the intensities of the IFITM3 and actin bands with ImageQuant TL8.1 

software (GE Healthcare). (B) Lysates were immunoprecipitated with an antiserum against HIV-1 

gp120 or a sheep IgG isotype control (top panel) and with an anti-Flag antibody or a rabbit IgG 

isotype control (bottom panel). Immunoprecipitated proteins were subjected to western blotting, as in 

(A). 

Figure 7.  Confocal microscopy analysis of IFITM3 and Env expression in cells producing IFITM3-

resistant and IFITM3-sensitive viruses. HEK293T cells were transiently cotransfected with pNL4-

3Δenv.luc, pCI-env and pcDNA-ifitm3-Flag. The cells were fixed 32 hours post-transfection, 

permeabilized and labeled with an anti-IFITM3 antibody, an anti-Env antibody and an antibody 

targeting the endoplasmic reticulum (panel A), the Golgi apparatus (panel C) or the plasma 

membrane (panel E). Antibody binding was detected by incubation with secondary antibodies 

conjugated to different fluorochromes: AlexaFluor 488 (green) for IFITM3, AlexaFluor 594 (red) for 

Env and AlexaFluor 647 (purple) for the cellular compartments. Images were acquired with a Leica 

TCS SP8 g-STED confocal microscope. The entire cell was analyzed by z-stack acquisition; ± 30 z-

stacks were acquired for each set of conditions. The histograms show mean Pearson's colocalization 

coefficients calculated with Imaris Software, quantifying the triple colocalization of Env, IFITM3 

and cell components: the endoplasmic reticulum (ER) (panel B), the Golgi apparatus (panel D) or the 

plasma membrane (PM) (panel F). The statistical significance of the mean Pearson's colocalization 

coefficients was evaluated in Student’s t-tests.   
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SUPPLEMENTAL INFORMATION 

Table S1: Env clones derived from primary isolates obtained from individuals with acute or chronic 
HIV-1 clade B infections 

ID patient Stage of infection Env clone Tropism Reference 
60204 Acute 2c4 X4R5 (31) 
750202 Acute 11c6 R5 (31) 
750710 Acute 13c6 R5 (31) 
330424 Acute 23c4 R5 (31) 
770203 Acute 34c2 R5 (31) 
840104 Acute 35c1 R5 (31) 
590112 Acute 248-5 R5 (32) 
590112 Chronic 249N3 R5 (32) 
590112 Chronic 249V4 X4R5 (32) 
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ANNEXE 2 
 

Common evolutionary features of the envelope glycoprotein of HIV-1 in patients 

belonging to a transmission chain 

Running title: HIV-1 Env evolution in a transmission chain 
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La diversité du VIH-1, en particulier de sa glycoprotéine d’enveloppe (Env), est principalement une 

conséquence de la pression de sélection exercée par la réponse immunitaire au cours de l’infection 

(Moore, 2018b). De nombreuses études ont analysé l’évolution génétique de Env face à la pression 

humorale neutralisante (S. D. W. Frost et al., 2005; Rong et al., 2007; M. Sagar et al., 2006; Wei et 

al., 2003b). Toutefois, les conséquences de cette évolution sur les propriétés fonctionnelles de Env 

n’ont été que peu étudiées. Lors de cette étude, nous nous sommes intéressés à l’évolution de Env au 

cours de l’infection et nous avons cherché à savoir si celle-ci est conduite par des contraintes 

fonctionnelles. Pour cela, la diversité génétique, les propriétés antigéniques et fonctionnelles de Env 

chez 4 patients infectés, appartenant à une même chaine de transmission, ont été étudiées. Des 

prélèvements précoces (< 3 mois post-infection) et tardifs (18 ou 24 mois post-infection) de ces 4 

patients infectés par des virus très proches génétiquement ont été étudiés.  

 

Figure 44. Représentation du cluster de transmission étudié et les différents prélèvements.  
A partir de chaque prélèvement précoce et tardif, un séquençage des gènes env par NGS a été réalisé afin 
d’analyser la diversité de la quasi-espèce. Les enveloppes ont ensuite été exprimé dans un modèle de virus 
pseudotypés afin d’étudier leurs propriétés biologiques. 

Nous avons observé une forte augmentation de la diversité de Env au stade chronique d’infection 

chez les 4 patients. Cette augmentation de diversité coïncidait avec la forte réponse neutralisante 

autologue développée par chacun d’entre eux. De façon intéressante, une évolution parallèle des 

propriétés infectieuses des quasi-espèces virales infectant chaque patient a pu être mis en évidence 

avec une augmentation de la sensibilité des virus au T20, d’une augmentation de la résistance aux 

analogues du CD4 (CD4s, M48U1) et aux anticorps neutralisants ciblant la V3. Cette évolution 

commune était associée à des modifications identiques sur les séquences des Env, au niveau de la 

V3, du peptide de fusion et du domaine HR2 de la gp41 Cette étude a permis pour la première fois 
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d’observer une évolution commune des propriétés fonctionnelles de la glycoprotéine d’enveloppe 

chez quatre patients infectés par un virus très proche génétiquement. Cette évolution coïncidait avec 

l’échappement viral à la pression de sélection exercée par les anticorps neutralisants et l’apparition 

de mutations identiques dans des régions fonctionnelles de la glycoprotéine d’enveloppe. Ces 

résultats suggèrent que les capacités d’adaptation à l’hôte de la glycoprotéine d’enveloppe sont 

restreintes par des contraintes fonctionnelles qui dirigent son évolution. 
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ABSTRACT 

The diversity of the HIV-1 envelope glycoproteins (Env) is largely a consequence of the pressure 

exerted by the adaptive immune response to infection. While it was generally assumed that the 

neutralizing antibody (NAb) response depended mainly on the infected individual, the concept that 

virus-related factors could be important in inducing this response has recently emerged. Here, we 

analyzed the influence of the infecting viral strain in shaping NAb responses in four HIV-1 infected 

subjects belonging to a transmission chain. We also explored the impact of NAb responses on the 

functional evolution of the viral quasispecies. The four patients developed a strong autologous 

neutralizing antibody response that drove viral escape and coincided with a parallel evolution of their 

infecting quasispecies towards increasing infectious properties, increasing susceptibility to T20 and 

increasing resistance to both CD4 analogs and V3 loop-directed NAbs. This evolution was associated 

with identical Env sequence changes at several positions in the V3 loop, the fusion peptide and the 

HR2 domain of gp41. The common evolutionary pattern of Env in different hosts suggests that the 

capacity of a given Env to adapt to changing environments may be restricted by functional 

constraints that limit its evolutionary landscape.  
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INTRODUCTION 

During the natural course of infection, typically a single or a limited number of transmitted-founder 

(T/F) viruses establish infection1-6. After an exponential growth of the viral population, the viral load 

declines to a steady state referred as the viral set-point, where it remains throughout the chronic 

phase of infection until progression to AIDS. During the chronic infection, HIV-1 is maintained as a 

continuously evolving quasispecies population, with diversification driven by both humoral and 

cellular adaptive immune responses. Among the HIV-1 proteins, the envelope glycoprotein (Env), 

which mediates entry into host cells, is the most diverse. This diversity is largely a consequence of 

the pressure exerted by the neutralizing antibody (NAb) response7. In general, neutralizing antibodies 

(NAbs) begin to develop a few weeks post-infection8-11. These initial NAbs are in most cases strain-

specific and mainly target variable regions of the envelope glycoprotein, such as V1V2, V3, V4 and 

C3 (albeit relatively variable despite its designation as a conserved region)12-14. They exert a pressure 

that rapidly selects for viral escape variants with mutations, insertions, deletions and shifting of 

glycans15-20. As viral escape occurs, new antibodies develop to target emerging escape variants, 

resulting in a continuous evolving viral population14,21. In a small subset of cases, this will lead after 

years of infection to the development of broadly neutralizing antibodies (bNAbs) able to block 

infection by heterologous viruses belonging to various subtypes in vitro22-24. The reasons why some 

individuals develop bNAbs remain unclear but years of persistent viral stimulation seem in most 

cases to be necessary for their generation25-27. Occasionally broadly neutralizing responses have 

nevertheless been reported in early periods of infection28-29. Unfortunately subjects who develop 

bNAbs have no clinical benefit because some viral variants are able to escape them even if they 

target conserved epitopes30-35. Nevertheless, bNAbs are considered necessary for an effective 

preventive HIV-1 vaccine and the identification of bNAbs with exceptional breath and potency has 

led to a renewal in the field of HIV vaccine research36-40. In addition to the humoral pressure, 

envelope-specific cytotoxic T-lymphocyte (CTL) responses restricted by HLA class I alleles may 
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also exert an active immune selection pressure, even if accessory/regulatory (e.g. Nef) and Gag 

proteins are the most targeted by the T-cell response41-45.  

Recently, the analysis of the antibody responses of HIV-1 infected individuals identified as 

transmission pairs within the Swiss cohort suggested that the NAb response could be imprinted by 

the nature of the infecting strain46. This new concept is crucial for the design of effective 

immunogens able to induce similar bNAbs responses across vaccinees. In this context, the purpose of 

our study was to study if this virus-dictated heritability of NAb responses could be observed in four 

HIV-1 infected subjects belonging to a transmission chain, and to what extend the NAb response 

impacts the functional Env properties of the evolving viral quasispecies. If we can assume that 

mutations resulting in a significant viral fitness cost do not persist, is the persisting evolving 

population restricted by functional constraints? We addressed this question by analyzing the genetic, 

antigenic and functional evolution of Envs representative of the viral quasispecies infecting each 

subject. This approach gave us the opportunity to investigate if under the NAb pressure, similar Env 

evolution patterns were detectable in different hosts. In this case, this would mean that the 

evolutionary landscape of Envs might be more restricted than previously thought. A better 

knowledge of mutable sites versus those vulnerable to mutations will help to the rational design of 

Env immunogens for effective vaccines.  

RESULTS 

Studied population. 

The four selected patients expressed various HLA class I alleles, except B*44 which was shared by 

three of four patients (Supplementary Table S1). All patients have been infected with genetically 

close viruses of clade B between January 2006 and April 2007. For each patient, two plasma samples 

were selected, one collected less than 4 months post-infection (early sample) and the other collected 

18 or 24 months later (late sample). All patients were antiretroviral-naive, except patient 3 who 

received a treatment consisting of the combination Tenofovir-Emtricitabine-Efavirenz only 4 months 
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before (December 2008) the late plasma sample collection.  

Comparison of early and late env sequences. 

The env consensus sequences of the viral quasispecies infecting each patient at the early and late 

stage of infection were determined by NGS analyses. We compared the 8 sequences to the most 

closely related env sequences available in GenBank. Phylogenetic analysis confirmed that the env 

sequences from the 4 selected patients grouped into the same cluster (bootstrap value of 100%) (Fig. 

1). As expected, based on the genetic distances, early env sequences were closer to the hypothesized 

most recent common ancestor of the cluster than the late env sequences, confirming substantial viral 

evolution overtime in each patient (Fig. 1). Furthermore, the Shannon entropy measures of NGS-

generated sequences, representing the overall genetic diversity within each viral quasispecies, were 

higher in late than early samples, except for patient 3 who received an antiretroviral treatment four 

months before late sampling (Fig. 1).  

Patients developed neutralizing antibody responses that drove the selection of escape variants. 

We produced Env-pseudotyped viruses expressing the envelope glycoproteins representative of the 

viral quasispecies present in each patient at the early (early viruses) and late (chronic viruses) stage 

of infection and compared their sensitivity to neutralization by autologous early and late plasma 

samples. The late plasma sample of patient 3 was not tested due to the presence of antiretroviral 

drugs. As expected, no autologous neutralizing activity was detected in plasma samples collected 

early after infection (not shown). In contrast, a high autologous neutralizing activity was detected in 

late plasma samples of patients 1, 2 and 4 against their early variants (Fig. 2a,b). However, also as 

expected, chronic viruses contemporaneous of late plasma samples were much less sensitive to 

autologous neutralization than early viruses (two-way ANOVA, P<0.0001, P=0.007 and P=0.0004 

for viruses of patient 1, 2 and 4 respectively), indicative of changes in the viral envelope 

glycoproteins which rendered viruses more resistant to autologous neutralization. 

It has been described that an increase in both length and number of PNGS of gp120, particularly in 

the variable regions, was associated with the evolution of HIV-1 towards an increasing resistance to 
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neutralization2,6,47-48. We therefore looked at these regions in Env consensus sequences of each 

patient (Supplementary Table S2). However, no significant common differences were observed 

between early and late sequences, suggesting that in our study these features were not the main 

determinant of sensitivity/resistance to neutralization.  

We next compared the sensitivity of early and chronic viruses to heterologous neutralization by early 

and late plasma samples from the other patients of the cluster. Again, no heterologous neutralizing 

activity was detected in plasma samples collected early after infection (not shown). However, late 

plasma samples of patients 1, 2 and 4 were able to neutralize the heterologous early viruses (Fig. 2c-

h). This was not surprising given the genetically close relationship between early viruses of this 

transmission cluster. Interestingly, as observed with autologous neutralization but to a lesser extent, 

chronic viruses were less sensitive to heterologous neutralization than were early viruses, suggesting 

that the four patients developed similar neutralizing antibody responses driving the selection of 

variants that might share some antibody escape mechanisms (Fig. 2c-h). To support this hypothesis, 

we compared the antibody responses of patients 1, 2 and 4 by assessing the neutralizing activity of 

their late plasma samples against a panel of 26 heterologous clade B Env-pseudotyped viruses, 

derived from both laboratory adapted strains and primary isolates (Fig. 3a)49-50. Their neutralization 

pattern was compared with that of a subtype B chronically infected patient (patient 680206), 

randomly chosen among patients enrolled in the ANRS PRIMO cohort who did not belong to the 

transmission cluster49. Although plasmas of patients 1, 2 and 4 displayed poor neutralizing titers 

against most heterologous strains, they shared similar neutralization profiles as shown by the 

hierarchical clustering of neutralizing titers which grouped plasmas 1, 2 and 4 in a same cluster (Fig. 

3a). The similar neutralization profile of plasmas 1, 2 and 4 was also supported by statistically 

significant pairwise correlations between their neutralizing titers (Spearman correlations, P-values 

ranging from <0.0001 to 0.002), contrasting with the plasma of patient 680206 whose antibody titers 

did not correlate with any other plasma (P≥0.2) (Fig. 3b). This observation supported the influence 

of the viral strain in shaping antibody responses, as recently reported by Kouyos et al46. However, 



 200 

late plasma from a given individual did not (or weakly) neutralize its own late variants (Fig. 2a,b) but 

was still able to neutralize late variants from other individuals of the cluster (Fig. 2c-h), meaning that 

a part of the selective pressure was different between individuals and that some NAbs targeted the 

virus differently. 

Early viruses were more sensitive to neutralization by antibodies targeting the V3 region than 

chronic viruses  

We compared the antigenic drift of Env by measuring the sensitivity of early and chronic viruses to a 

panel of well characterized human monoclonal broadly neutralizing antibodies (HuMobNAbs) that 

target the six sites of vulnerability of HIV-1 Env, i.e the CD4 binding site51-52, the V1V2-glycan 

epitope53-54, the V3-glycan epitope54-55, the membrane proximal external region (MPER) of gp4156, 

the gp120-gp41 interface57 and the fusion peptide58-59. Except for PG9 and VRC34.01 that target the 

V1/V2 epitope and the fusion peptide, respectively, all HuMobNAbs were efficient against both 

early and chronic viruses (Table 1). An additional residue in the fusion peptide (between positions 

514 and 515 of the HXB2 envelope sequence) present in the viral quasispecies of the four patients 

should be responsible for their resistance to VRC34.0158 (see later, Fig. 6c). Concerning PG9, the 

most sensitive virus was the chronic virus of patient 2. It was the only virus that contains all key 

residues targeted by PG9, including a Tyr residue at position 173 in V2. The presence of an His 

residue in all other viruses suggested that this change may be involved in their higher resistance60 

(Supplementary Fig. S1). The most potent HuMobNAbs targeted the V3 region and the CD4 binding 

site. The evolution of neutralization profiles from the early to the chronic phase of infection was 

patient-dependent for most antibodies with a significant increase of resistance to 3BNC117 and 

NIH45-46G54W that target the CD4-binding site for patient 4 and a decrease of resistance to PG9 

that targets V1V2 for patients 2 and 4, suggesting that the selective pressure on these regions are 

different among patients. In contrast, the two HuMobNAbs that target the V3 region, 10-1074 and 

PGT121, were more potent against early than chronic viruses in three or four patients for 10-1074 

(two-way ANOVA, P=0.005, P=0.03 and P=0.02 for viruses of patient 1, 2 and 3 respectively) and 
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in the four patients for PGT121 (two-way ANOVA, P=0.001, P=0.007, P=0.01 and P=0.03 for 

viruses of patient 1 to 4 respectively) (Table 1, Fig. 4a,b). This observation suggests that the V3 

region evolved similarly in the four patients. The analysis of V3 sequences obtained by ultra-deep 

sequencing of the viral quasispecies infecting each subject during the early and chronic phases of 

infection confirmed this hypothesis (Fig. 4c). The N332 and N301 glycan sites and the 

324G(D/N)IR327 motif which are the main determinants of sensitivity to V3-targeting HuMobNAbs 

are present in both early and chronic viruses54,61-63. However, the 324G(D/N)IR327  motif evolved 

similarly in the four patients; most variants of the early quasispecies harbored an Asn residue at 

position 325 that evolved to an Asp residue during the chronic phase of infection. In close proximity 

to this motif, a Ser residue at position 321 highly conserved in the viral quasispecies of the four 

patients during the early phase of infection evolved to an Arg residue in three of them during the 

chronic phase of infection. 

Chronic viruses evolved toward a dual tropism in two patients. 

The HIV-1 envelope V3 region is the major determinant of viral tropism64-65. The presence of 

positively charged amino acids at positions 11 or 25 of the V3 loop (positions 307 or 321 in the 

HXB2 full-length envelope sequence) has been shown to be predictive of a CXCR4 co-receptor 

usage66. We determined the tropism of early and chronic viruses by measuring their ability to infect 

CD4+ U373 MAGI cells expressing either the CXCR4 or CCR5 co-receptor (Fig. 4d). As expected 

early viruses of all patients infected exclusively CD4+/CCR5+ U373 MAGI cells (RLU<100 in 

CD4+/CXCR4+ U373 MAGI cells).  In contrast, chronic viruses of patients 3 and 4 were able to 

infect both CD4+/CCR5+ and CD4+/CXCR4+ U373 MAGI cells, in accordance with the presence of 

a positively charged Arg residue at position 321 (position 25 of the V3 loop) in most variants of their 

infecting quasispecies (Fig. 4c,d). However, despite the presence of this Arg residue, viral variants of 

the chronic quaspecies of patient 2 were not able to use the CXCR4 co-receptor, probably due to the 

presence of a compensatory negatively charged Glu residue at position 32067 (Fig. 4c,d). We then 

compared the efficiency of CCR5 usage of early and chronic pseudotyped viruses by infecting TZM-
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bl cells (CD4+/CCR5+/CXCR4+ HeLa cells) in the presence of decreasing concentrations (6000 nM 

to 0.3 nM) of the CCR5 antagonist maraviroc (MVC). Both early and chronic viruses were highly 

susceptible to MVC, with IC50 values under 1.5 nM and maximal percent inhibition (MPI) values 

above 95%, except for chronic viruses of patients 3 and 4 that displayed lower MPI values of 

respectively 89.5% and 82% due to their capacity to use the alternate co-receptor CXCR4 (Fig 4e,f). 

Early viruses were more sensitive to the CD4 miniprotein M48U1 than chronic viruses 

We compared the efficiency of CD4 receptor usage of early and late viruses through their sensitivity 

to two CD4 analogs, i.e sCD4, a soluble form of CD4 composed of the four extracellular domains of 

CD4 and M48U1, a CD4 mimetic miniprotein68-69. Early and chronic viruses were highly resistant to 

sCD4 with IC50 values >10 µg/mL contrasting with their sensitivity to M48U1 with IC50 values <1 

µg/mL (Fig. 5a-d). In the four patients, early viruses were more sensitive than chronic viruses to 

M48U1, suggesting a similar evolution of the CD4 binding site towards a lower CD4 affinity of their 

envelope glycoprotein (two-way ANOVA, P=0.01, P=0.05, P=0.02 and P=0.005 for viruses of 

patients 1, 2, 3 and 4 respectively) (Fig. 5a,b). Probably due to their high resistance to sCD4, this 

evolution was not observed using this inhibitor, except for viruses of patient 4, to which early 

variants were the most sensitive (two-way ANOVA, P=0.02) (Fig. 5c,d). We compared residues of 

the Phe-43 cavity and those known to interact with CD4 and/or M48U1 in the envelope sequences of 

the viral quasispecies infecting each subject during the early and chronic phases of infection but we 

were unable to identify molecular determinants that might be responsible of these differences68,70-71 

(Supplementary Figure S2). Focusing on PNGS (including those present in constant regions), no 

major changes could be observed except for the inconstant presence of PNGS at position 341, but 

unrelated to the sensitivity level to M48U1 (Supplementary Figure S2). 

Early viruses were more resistant to the fusion inhibitor enfuvirtide than chronic viruses. 

We compared Env-pseudotyped early and chronic viruses for their sensitivity to the fusion inhibitor 

enfuvirtide (ENF). By mimicking the HR2 domain of gp41, ENF binds to the HR1 domain of gp41, 

which becomes exposed after CD4/coreceptor engagement. A higher resistance to this fusion 
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inhibitor may thus reflect a lower capacity of the molecule to interact with HR1 or indirectly faster 

conformational changes in the envelope glycoprotein that drive the membrane fusion reaction. In the 

four patients, early viruses were more resistant to ENF than chronic viruses (Fig. 6a,b). Except for 

viral variants of patient 1, these differences were statistically significant (two-way ANOVA, P=0.05, 

P=0.01 and P=0.03 for viruses of patients 2, 3 and 4 respectively) (Fig. 6a). By comparing the gp41 

amino acid sequences of the quasispecies infecting each subject during the early and chronic phases 

of infection, we observed two changes that might contribute to this difference of sensitivity (Fig. 6c). 

All variants of the early quasispecies harbored a Cys residue in the HR2 domain (position 640 in the 

HXB2 envelope sequence) that evolved more or less dramatically in the four patients to a Gly 

residue during the chronic phase of infection. Interestingly, a Thr residue in the fusion peptide 

(insertion between positions 514 and 515 of the HXB2 envelope sequence) present in the viral 

quasispecies of the four patients during the early phase of infection evolved to a Met residue in the 

three patients who presented a significant change of sensitivity to ENF during the chronic phase of 

infection.  

Early viruses were less infectious and incorporated less envelope glycoproteins 

We compared the capacity of early and chronic viruses to infect TZM-bl cells in a single round of 

infection. Infectivity level of each pseudotyped virus, whose input was normalized for p24 amount, 

was evaluated 48h post-infection by measuring the luciferase activity (RLU). In the four patients, we 

observed that early viruses were less infectious than chronic viruses (Wilcoxon test, P=0.008) (Fig. 

7a). A similar trend was observed in CD4+/CCR5+ U373 MAGI cells (Fig. 4d). This was surprising 

given their sensitivity to entry inhibitors suggesting that chronic viruses were less able to bind CD4 

and engage the fusion process than early viruses. We thus examined by ELISA whether chronic 

viruses packaged more envelope glycoproteins than early viruses. For each patient, we observed that 

early viruses harbored less gp120 than chronic viruses (Fig. 7a). This observation suggested that the 

decrease of functionality of chronic viruses might have been compensated by an increase of the 

envelope glycoprotein level into the chronic viruses. However, the Env-pseudotyped viruses used 
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were generated in a NL4-3 background from the entire env genes including the region encoding the 

cytoplasmic tail. Since the interplay between the cytoplasmic tails of gp41 and their matching matrix 

proteins (MA) might be less efficient, possibly affecting the envelope glycoproteins incorporation, 

we replaced the NL4-3 matrix of the viral background by the matrix of the variant infecting each 

patient during the early and chronic phases of infection to generate Env-MA-pseudotyped viruses 

harboring envelope glycoproteins and their matching matrix proteins. By comparing the matrix 

sequences infecting each subject during the early and chronic phases of infection, we observed at 

position 43 the evolution of a Glu residue to a His residue in three patients, the matrix of the fourth 

patient harboring already this His residue during the early phase of infection (Fig. 7b). Nevertheless, 

using Env-MA-pseudotyped viruses, we observed similarly that early viruses were less infectious 

(Wilcoxon test, P=0.008) and harbored less gp120 than chronic viruses (Fig. 7c), suggesting that the 

infectiousness characteristics were not due to a mismatch between Env and MA.  

Given that TZM-bl cells express high levels of CD472, we further checked whether the difference in 

infectivity between early and chronic viruses was also observed in macrophages that express a low 

density of CD473. If so, this would be indicative of a common evolution of the infecting virus 

towards a lower dependence of CD4. Monocyte-derived macrophages (MDM) were infected in a 

single round of infection by early and chronic Env-pseudotyped viruses and infectivity level was 

evaluated 48h post-infection by measuring the luciferase activity (RLU). As expected, luciferase 

activity levels were lower in primary MDM than in the TZM-bl cell line. However, similarly to what 

we observed in TZM-bl cells, early viruses were less infectious than chronic viruses in the four 

patients (Wilcoxon test, P=0.008) (Fig. 7d). 

DISCUSSION 

Transmission of HIV-1 involves a bottleneck in which generally a single HIV-1 variant from a 

diverse viral population in the transmitting partner establishes infection in the new host. From the 

time of infection, HIV genetic diversity emerges rapidly. However, the persisting HIV-1 population 
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is strongly influenced by immune pressures imposed by its host. To what extent the nature of the 

virus imprints the immune response and influences its functional evolution to adapt optimally to its 

host remains unanswered. We analyzed the NAb response and its impact on the evolution of genetic, 

antigenic and functional properties of envelope glycoproteins in four HIV-1-infected patients 

belonging to a transmission cluster. This allowed us to investigate if closely related envelope 

glycoproteins induced similar NAb responses and evolved similarly in different hosts. 

We first analyzed the genetic diversity of the HIV-1 quasispecies present in early and late samples 

using an approach based on NGS. As expected we found that the HIV-1 quasispecies diversity 

increased from early to late samples in the three untreated patients, contrasting with the fourth patient 

treated 4 months before collecting the late sample in whom the quasispecies diversity remained 

stable. However, this low diversity did not mean that the virus did not evolve since the consensus 

NGS env sequence derived from its late sample, like those of the other patients, was genetically more 

distant from the hypothesized most common ancestor than that derived from its early sample. 

The envelope glycoprotein evolution coincided with the capacity of the virus to escape to the 

pressure exerted by a strong autologous neutralizing response detected in late samples. This 

evolution allowed also, to a lesser extent, to the virus of a given patient to become more resistant to 

the heterologous neutralizing responses developed by the other patients of the cluster. This suggested 

that, if the virus evolved specifically in response to the pressure exerted by its host, some common 

neutralization escape mechanisms might also be shared. This means that some region of Env may be 

under the selective pressure exerted by similar NAbs responses developed in the four patients. This 

hypothesis was supported by similar neutralization patterns of their late plasma samples against a 

panel of 26 heterologous clade B HIV-1 strains, supporting the recent notion that some viral 

infecting strain may be able to imprint a similar NAb response in different hosts46. However, the late 

plasma from a given individual was still able to neutralize chronic variants from other individuals of 

the cluster, but showed little or no neutralization of autologous chronic variants. This suggested that 
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even if patients developed shared NAbs responses, a part of the selective pressure might be different 

between individuals. 

We compared the antigenic profiles of the early and chronic envelope glycoproteins of each patient 

by measuring their sensitivity to a panel of representative HuMobNAbs targeting six regions of 

vulnerability of the HIV-1 envelope. We hypothesized that if some of these functionally important 

regions were under the pressure of a similar neutralizing response developed in each patient, their 

evolution could have a similar impact on the functionality of the envelope glycoproteins. The 

evolution of sensitivity between early and late viruses was patient-dependent for most HuMobNAbs, 

supporting the hypothesis that a part of the selective pressure might be different between individuals. 

However, those targeting V3, PGT121 and 10-1074, were slightly more potent against early viruses 

than chronic viruses in the four patients, suggesting a similar antibody pressure on this region of Env. 

Although the main determinants of sensitivity to these antibodies were present both in early and 

chronic Envs54,61, 74-76, two identical mutations, S321R and N325D were observed in the V3 region of 

chronic viruses from respectively 3 or 4 patients. These two residues, particularly S321R, were 

previously shown to be associated with the capacity to use the CXCR4 co-receptor66. Accordingly, 

we observed that all early viruses were CCR5-tropic whereas chronic viruses from 2 patients were 

able to use the CXCR4 co-receptor. As expected, chronic viruses from these two patients were less 

sensitive to the CCR5 antagonist MVC. This parallel evolution of V3 with some identical mutations 

occurring in different patients suggests that in addition to the selective pressure of neutralizing 

antibodies, the persistence of the virus into its host during late stages of disease may be subject to 

functional constraints. 

To further explore this hypothesis, we analyzed the evolution of other envelope functional properties 

focusing on cell-entry efficacy and interaction with the CD4 receptor. By comparing viruses for their 

sensitivity to the fusion inhibitor enfuvirtide, we observed that early viruses were more resistant to 

ENF than chronic viruses. Given the absence of changes in the HR1 domain of the gp41 in chronic 

Env compared to early Env, this parallel evolution towards a higher sensitivity to ENF may thus 



 207 

reflect a lower capacity of fusion. Accordingly, two mutations that may influence the fusion capacity 

of Env, C640G and T514bisM, were found respectively in the HR2 region of all chronic Env and in 

the fusion peptide of chronic Env from 3 patients. As these two residues were not described to be 

part of epitopes restricted by the HLA class I alleles expressed by the four patients77-78(Jones et al., 

2004; Sidney et al., 2003), their parallel evolution probably resulted from a selective pressure exerted 

by the neutralizing response on the Env gp41 subunit. In favor of this hypothesis, the fusion peptide 

of gp41 was recently highlighted as a new vulnerability site on the envelope glycoprotein of HIV-158. 

However, the use of bNAbs VRC34.01 and PGT51 that target the fusion peptide did not allow us to 

highlight this pressure. Probably due to the presence of an additional residue between positions 514 

and 515 in the fusion peptide, both early and chronic viruses were shown to be resistant to VRC34.01 

58. All viruses were sensitive to PGT151 but no significant evolution could be observed from the 

early to the chronic phase of infection. This suggested that the epitope specificity targeted by the 

antibody response developed in the four patients might be different from that of this bNAb. 

We also compared the sensitivity of viruses to a CD4 mimetic miniprotein (M48U1) and observed an 

increasing resistance from early to chronic viruses suggesting that viruses evolved to a lower 

capacity to bind CD4. Despite this observation, we were unable to identify molecular determinants in 

Env sequences that might be responsible of these differences.  

In contrast to the results of sensitivity to inhibitors suggesting that chronic viruses were less able to 

bind CD4 and engage the fusion process than early viruses, we observed that chronic viruses were 

more infectious than early viruses not only in TZM-bl cells expressing high CD4 levels (similarly to 

CD4+ T cells) but also in MDM expressing low CD4 levels. This observation is associated with an 

increase of the envelope glycoprotein level into the chronic viruses compared to early viruses. These 

results suggested that the decrease of functionality of Env regarding the use of CD4 might have been 

compensated or even reversed by two possible non-mutually exclusive mechanisms, i.e an increase 

of Env levels to favor the interaction with CD4 and/or a use of co-receptor(s) independently of CD4. 

In the context of viral evolution within infected individuals, this adaptation (in addition to the 
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capacity to use the co-receptor CXCR4) might reflect the need for chronic viruses to sustain their 

replication in other target cells than CD4+/CCR5+ T cells when these become limiting. 

Together, our results demonstrated for the first time the parallel evolution of functional properties of 

the envelope glycoprotein of HIV-1 in four patients infected with genetically close viruses. This 

evolution coincided with the viral escape from a strong autologous neutralizing antibody response 

developed by each patient and the occurrence of several identical mutations (S321R, N325D, 

T514bisM and C640G) in envelope glycoproteins of their infecting quasispecies. To strength the 

concept of a common evolutionary pattern of the same or a similar infecting strain in different hosts, 

it would be interesting to examine the frequency of these mutations in a control group of 4-5 subjects 

infected by subtype B viruses, followed at similar early and chronic time points, but who did not 

belong to a transmission cluster. Among available Env sequences present in databases, the best way 

to address this question was to compare the Env sequences of transmitter and recipient pairs, 

focusing on transmission events that occurred during the chronic phase of infection of transmitters. 

So, we compared Env of recipients with acute infection with Env of chronically infected transmitters 

in five previously characterized transmission pairs of the Swiss Cohort (T1-R1, T2-R2, T3-R3, T4-

R4 and T5-R5 pairs, described in the paper of Oberle et al79) and did not observe identical mutations 

in any of the pairs. Thus, the common evolutionary pattern of Env observed in the different hosts 

seems to be specific of the infecting strain. This suggests that under the selective pressure of NAbs, 

the capacity of Env to adapt to changing environments may be restricted by functional constraints 

that limit its evolutionary landscape. 

MATERIAL AND METHODS 

Study population 

Plasma samples collected were collected from four patients enrolled in the ANRS PRIMO cohort80. 

The patients were Caucasian men who have sex with men (MSM), infected by a clade B strain 

between 2006 and 2007 (Supplementary Table S1). They belong to a transmission cluster identified 
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by a strong similarity of the pol gene (genetic distance < 0.015 substitution/site) and phylogenetic 

analyses (bootstrap of the cluster 100%)81. Although we can assume that the viruses belong to a same 

transmission chain based on molecular evidences, we do not have epidemiological data suggesting 

that there are direct links such as donor/receiver pairs within them. The estimated date of infection 

was defined as the date of symptom onset minus 15 days for patients with symptomatic primary 

infection, or, for asymptomatic patients, the date of the incomplete western blot (presence of 

antibodies to gp160 and P24) minus 1 month or the midpoint between a negative and a positive 

ELISA result80. Early plasma samples were collected less than 4 months post-infection. Late plasma 

samples were collected 18 to 24 months after the first sampling of each patient. Except patient 3, 

who initiated treatment 4 months before the late sample, all patients were antiretroviral-naive at the 

time of sampling. National ethics committee approvals were obtained for the cohort [Comité 

Consultatif de Protection des Personnes dans la Recherche Biomédicale (CCPPRB) Paris-Cochin and 

Comité de Protection des Personnes (CPP) Ile de France III]. All research was performed in 

accordance with relevant guidelines and regulations and all patients gave written informed consent to 

participate.  

Human monocytes were isolated from the buffy coat collected from an HIV-1-negative blood donor 

of the regional blood transfusion center (Etablissement Français du Sang, Tours, France) according 

to the ethics rules described in the official agreement (CA-PLER-2015 162). 

Production of pseudotyped viruses, titration, and analysis of their Env content 

Env-pseudotyped viruses expressing full-length Env variants representative of the viral quasispecies 

infecting each patient were produced as described previously49. Briefly, HIV-1 RNA was extracted 

from plasma using the QIAamp viral RNA minikit (Qiagen). Full-length (gp160) env genes were 

amplified by nested reverse transcriptase PCR (RT-PCR) using group M env-specific degenerated 

primers and cloned into the mammalian expression vector pCI. The resulting pCI-env plasmids 

representing the amplified virus populations were propagated by transformation of Electromax DH5α 

electrocompetent Escherichia coli (Invitrogen). Env-pseudotyped viruses were produced by 
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cotransfecting 3 × 106 293T cells with 4 μg of each patient-derived pCI-env library and 8 μg of 

pNL4.3.LUC.R-E-82 using FuGene-6 transfection reagent (Promega). Viruses contained in 

supernatants of 293T cell cultures were harvested 72 h later, purified by filtration (0.45-μm filter), 

and stored as aliquots at −80°C. For the analysis of the Env content, viral particles were overlaid on a 

20% sucrose cushion and pelleted at 87,000 x g for 1.5 h at 4°C. Viral pellets were solubilized 

overnight at 4°C in 100 µl PBS supplemented with 1% Triton X-100 and an antiprotease cocktail. 

P24 antigen content was determined by ELISA (INNOTEST® HIV Antigen mAb; Innogenetics). 

The Env ELISA was performed in Nunc Maxisorp plates (Dutscher) as previously described72,83. A 

pool of three HuMoNAbs (PGT145, b12, PGT128) was used for the detection of Env captured on 

D7324 (Aalto Bioreagents Ltd., Dublin, Ireland)-coated microplates. Dilutions of purified gp120IIIB 

(Advanced Bioscience Laboratories) were used to construct a standard curve. 

Part of the gag gene encoding the matrix protein (MA) of the viral quasisecies infecting each patient 

at the early and late phases of infection were amplified by nested RT-PCR and cloned to replace 

NL4-3 matrix of the pNL4.3.LUC.R-E backbone, as previously described84.  For each patient, one 

early- and one late- MA clone whose sequence was identical to that obtained by sequencing the bulk 

gag PCR products by the Sanger method were selected. Env-MA-pseudotyped viruses were 

produced by co-transfecting 293T cells with patient-derived pCI-env and patient matrix 

pNL4.3.LUC.R-E- modified, as described previously49. 

Titration of viral productions was performed by infecting 1×104 TZM-bl cells, with serial fivefold 

dilutions of viral supernatants in quadruplicate, in the presence of 30 µg/ml DEAE-dextran85. 

Infection levels were determined after 48 h by measuring the luciferase activity of cell lysates using 

the Bright-Glo luciferase assay (Promega) and a Centro LB 960 luminometer (Berthold 

Technologies). Wells producing relative luminescence units (RLU) >2,5 times the background were 

scored as positive. The TCID50 was calculated according the Reed and Muench formula86 using the 

Excel macro found at https://www.hiv.lanl.gov/content/nab-reference-strains/html/home.htm. 

Viral infectivity in TZM-bl cells 
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Viral infectivity was determined in quadruplicate in TZM-bl cells. Samples of 100 µL virus stock, 

normalized to 25 ng P24 were added to 100 µL culture medium. Aliquots of 1 x 104 TZM-bl cells 

were added to viruses in the presence of 30 µg/mL DEAE-dextran. Infection levels were determined 

after 48 h by measuring the luciferase activity of cell lysates using the Bright-Glo luciferase assay 

(Promega) and a Centro LB 960 luminometer (Berthold Technologies). 

Viral infectivity in monocyte-derived macrophages 

Monocytes were isolated from peripheral blood mononuclear cells by negative selection using the 

EasySep™ Human Monocyte Enrichment Kit without CD16 Depletion (Stemcell technologies, Inc). 

Monocyte-derived macrophages (MDM) were obtained by allowing harvested monocytes to 

differentiate into macrophages for 7 days in RPMI 1640 medium supplemented with 10 ng/mL 

human M-CSF (Miltenyi Biotec). Viral infectivity was determined in eight replicates in MDM. 

Aliquots of 1.5 × 105 cells were plated the day prior to infection. Cells contained in 100 µL culture 

medium were infected with samples of 100 µL virus stock, normalized to 25 ng P24. Infection levels 

were determined after 48 h by measuring the luciferase activity of cell lysates using the Bright-Glo 

luciferase assay (Promega) and a Centro LB 960 luminometer (Berthold Technologies). 

Neutralization assay  

The sensitivity to neutralization of pseudotyped viruses was assessed in TZM-bl cells in two 

independent experiments performed in duplicate, as described previously49,83,85. After titration, 

pseudotyped virus stocks were diluted to obtain 400 TCID50/mL in growth medium. Aliquots of 50 

µL were then incubated for 1 h at 37°C with 50 µL of three-fold serial dilutions of either heat 

inactivated serum samples or HuMoNAbs PG9, PGT145, NIH45-46G54W, 3BNC117, 10-1074, 

PGT121, 10E8, 8ANC195 and VRC34.01 (IAVI, NIH AIDS Reagent Program and VRC). The virus-

antibody mixture was then used to infect 1 x 104 TZM-bl cells in the presence of 30 µg/mL DEAE-

dextran. Infection levels were determined after 48 h by measuring the luciferase activities of cell 

lysates. Results were expressed as mean values. ID50 or IC50 values were respectively defined as the 

reciprocal of the serum dilution or the antibody concentration required to reduce RLUs by 50%. 
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These 50% inhibitory dilution or 50% inhibitory concentration values were calculated by linear 

interpolation, taking into account two observations (i.e., the last serum dilution or HuMoNAb 

concentration resulting in a decrease in viral infectivity of at least 50% and the first dilution resulting 

in a decrease in viral infectivity of less than 50%).  

Determination of co-receptor usage  

Co-receptor usage was determined using U373 MAGI cells (NIH AIDS Reagent Program) stably 

expressing CD4 and either CCR5 or CXCR4, as described previously87. 

Inhibition of entry by Enfuvirtide, CCR5 antagonists, and CD4 analogs 

TZM-bl cells were used in duplicate to assess the sensitivity of pseudotyped viruses to the fusion 

inhibitor enfuvirtide (T20), the CCR5 antagonist maraviroc (MVC), and the CD4 inhibitors sCD4 

and M48U1 (provided by L. Martin, CEA, Gif sur Yvette, France), as previously described75. After 

titration, pseudotyped virus stocks were diluted to obtain 400 TCID50/mL in growth medium. 

Aliquots of 50 µL were then incubated for 1 h at 37°C with 50 µL of three-fold serial dilutions of 

T20, sCD4 or M48U1 (10 µg/mL to 0.0046 µg/mL). The virus-inhibitor mixture was then used to 

infect 1 x 104 TZM-bl cells in the presence of 30 µg/mL DEAE-dextran. Infection levels were 

determined after 48 h by measuring the luciferase activities of cell lysates. IC50 values were defined 

as the inhibitor concentration reducing RLUs by 50%. Results were expressed as mean duplicate 

values. 

For MVC, 8 x 103 TZM-bl cells per well were plated the day before infection. Cells were first treated 

for 1 h at 37°C with 150 µL three-fold serial dilutions of MVC (6 µM to 0.3 nM) before adding 50 

µL pseudotyped viruses normalized to 400 TCID50/mL. One hundred microliters DMEM medium, 

supplemented with 30 µg/mL DEAE-dextran, were then added to the cells. Luciferase activity was 

measured 48 h after infection as described above. CCR5 antagonist susceptibility was expressed as 

the maximal percent inhibition (MPI) and IC50 values. 

Sequence analysis 
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To analyze the env diversity of the viral population in each sample, paired-end sequencing was 

performed on a MiSeq platform (Illumina), as previously described88. 1ng of DNA per sample was 

necessary to build the sequencing library according to the Nextera XT DNA sample preparation kit 

(Illumina, San Diego, USA). Illumina sequencer output files matching 151 base-pair sequencing 

reads were processed using the “Biomina Galaxy platform”89 after verifying read quality (FastQC 

algorithm). De novo assembly was performed using the Trinity program and reads were mapped with 

“Burrows-Wheeler Aligner” (BWA). Finally, nucleotide analyses were done using the Mpileup 

program. The Shannon entropy was defined as the mean nucleotide diversity at each position of the 

entire population, excluding gaps. All sequences have been submitted to GenBank and assigned 

accession numbers SRX6979911 to SRX6979918. NGS Consensus Nucleotide sequences were 

aligned using CLUSTALW and manually edited. Potential N-linked glycosylation sites (PNGS) were 

identified using the N-Glycosite tool at the HIV LANL database website (http://www.hiv.lanl.gov) 

and amino acid positions were identified by the use of standard HXB2 numbering. An env maximum 

likelihood tree was computed with RAxML using a GTRGAMMA model of nucleotide substitutions 

with 1,000 bootstrap replicates. For each sequence, we conducted a BLAST search to identify the 

most closely related sequences available in the HIV database (http://www.hiv.lanl.gov/). After 

excluding duplicate sequences, these sequences were downloaded and included in the phylogenetic 

analysis. 

All matrix PCR products were sequenced according to the Dye Terminator cycle sequencing protocol 

(Applied Biosystems, Foster City, Calif.). All sequences have been submitted to GenBank and 

assigned accession numbers MN565580 to MN565587. Nucleotide sequences were aligned using 

CLUSTALW and manually edited. Amino acid positions were identified by the use of standard 

HXB2 numbering.  
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FIGURE LEGENDS 

Fig. 1. Midpoint-rooted maximum likelihood phylogenetic tree of full-length env sequences. The 

consensus env representative to the viral population infecting each patient of the cluster was 

generated by NGS analysis. The eight env sequences included in our study were aligned with the 

most closely related sequences (subtype B) available in GenBank. Two more distant sequences of 

subtype CRF02-AG were used to outgroup root the tree. Bootstrap values are indicated on the nodes 

(%) and branch lengths correspond to nucleotide substitutions per site, as indicated in the scale. SE 

indicates the Shannon entropy measures of NGS-generated sequences. 

Fig. 2. Neutralization sensitivity of early and chronic Env-pseudotyped viruses to autologous (panels 

a and b) and heterologous plasmas (panels c to h). Each virus stock was diluted to 400 TCID50/mL 

and incubated for 1h at 37°C with serial dilutions of the late plasma sample before infecting TZM-bl 

cells. Infection levels were determined 48h later by measuring luciferase activity (RLU). (a,c,e,g) 

Results are expressed as percent inhibition of infection of early (dashed lines) and chronic (solid 

lines) viruses as a function of plasma concentrations. The late plasma sample of patient 3 was not 

tested due to its contamination by antiretroviral drugs. The data shown are mean results obtained 

from two independent experiments performed in triplicate. The statistical significance of differences 

between early and chronic neutralization curves was evaluated using a two-way ANOVA test. 

(b,d,f,h) Histograms represent the neutralizing titers (ID50 values derived from neutralization curves) 

of late plasma samples against early (dashed bars) and chronic (solid bars) viruses. 

Fig. 3. Neutralizing activity of late plasma samples against heterologous strains. (a) The heatmap 

shows the neutralizing titers (ID50) of late plasma samples against heterologous strains. All 

heterologous strains are tier 2 viruses, except NL4-3 and Bal1 that are respectively tier 1A and tier 

1B viruses. Increasing darker colors indicate increasing neutralizing titers. Plasmas were clustered 
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according to their neutralization profile, using the Heatmap hierarchical clustering tool of the HIV 

Los Alamos database (www.hiv.lanl.gov). (b) Comparison of pairwise correlations of neutralizing 

titers (ID50) of late plasma samples. 

Fig. 4. Antigenicity, functional properties and sequence diversity of the V3 region. (a-b) 

Neutralization sensitivity of early and late Env-pseudotyped viruses to bNabs targeting the V3 loop. 

Each virus stock was diluted to 400 TCID50/mL and incubated for 1h at 37°C with serial dilutions of 

bNAbs PGT121 or 10-1074 before infecting TZM-bl cells. Infection levels were determined 48h 

later by measuring luciferase activity (RLU). Results are expressed as percent inhibition of infection 

as a function of PGT121 (panel a) or 10-1074 (panel b) concentrations. The data shown are mean 

results obtained from two independent experiments performed in triplicate. The statistical 

significance of differences between early and chronic neutralization curves was evaluated using a 

two-way ANOVA test. (c) Sequence Logo of the V3 regions were generated from NGS sequences. 

The logo plots denote the conservation of individual amino acids within the viral population of 

patient samples, the height of each letter indicating the proportion of viral sequences that contain the 

residue. (d) Comparison of co-receptor use of early and chronic viruses. (e) Sensitivity of early and 

late Env-pseudotyped viruses to Maraviroc. TZM-bl cells were incubated for 1h at 37° with serial 

dilution of Maraviroc. Each virus stock was diluted to 400 TCID50/mL and incubated with TZM-bl 

cells. Infection levels were determined 48h later by measuring luciferase activity (RLU). Results are 

expressed as percent inhibition of infection as a function of Maraviroc concentrations. Inhibition 

curves of viruses from a same patient were represented by a same color, the early virus by a dashed 

line and the late virus by a solid line. The data shown are mean results obtained from two 

independent experiments. The statistical significance of differences between early and chronic 

inhibition curves was evaluated using a two-way ANOVA test. (f) Histograms represent the 

Maraviroc IC50 values (derived from inhibition curves) of late plasma samples against early (solid 

bars) and chronic (dashed bars) viruses. 



 223 

Fig. 5. Sensitivity of early and late Env-pseudotyped viruses to CD4 inhibitors. (a,c) Each virus 

stock was diluted to 400 TCID50/mL and incubated for 1h at 37°C with serial dilutions of M48U1 or 

sCD4 before infecting TZM-bl cells. Infection levels were determined 48h later by measuring 

luciferase activity (RLU). Results are expressed as percent inhibition of infection as a function of 

M48U1 (panel a) or sCD4 (panel c) concentrations. Inhibition curves of viruses from a same patient 

were represented by a same color, the early virus by a dashed line and the late virus by a solid line. 

The data shown are mean results obtained from two independent experiments performed in triplicate. 

The statistical significance of differences between early and chronic inhibition curves was evaluated 

using a two-way ANOVA test. (b,d) Histograms represent the M48U1 (panel b) and sCD4 (panel d) 

IC50 values (derived from inhibition curves) of late plasma samples against early (dashed bars) and 

chronic (solid bars) viruses. 

Fig. 6. Fusion properties and diversity of gp41. (a) Sensitivity of early and late Env-pseudotyped 

viruses to T20. Each virus stock was diluted to 400 TCID50/mL and incubated for 1h at 37°C with 

serial dilutions of T20 before infecting TZM-bl cells. Infection levels were determined 48h later by 

measuring luciferase activity (RLU). Results are expressed as percent inhibition of infection as a 

function of T20 concentrations. Inhibition curves of viruses from a same patient were represented by 

a same color, the early virus by a dashed line and the late virus by a solid line. The data shown are 

mean results obtained from two independent experiments performed in triplicate. The statistical 

significance of differences between early and chronic inhibition curves was evaluated using a two-

way ANOVA test. (b) Histograms represent the T20 IC50 values (derived from inhibition curves) of 

late plasma samples against early (dashed bars) and chronic (solid bars) viruses. (c) Sequence Logo 

of fusion peptide and HR2 region of gp41 were generated from NGS sequences. The logo plots 

denote the conservation of individual amino acids within the viral population of patient samples, with 

the height of each letter indicating the proportion of viral sequences that contain the residue. 

Fig. 7. Infectivity and Env content (a) Infectivity in TZM-bl cells and Env content of Env-

pseudotyped viruses. The infectivity of early (spotted bars) and chronic (solid bars) viruses, with 
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inputs normalized for 25ng of p24, was evaluated 48h post-infection by assaying luciferase activity 

(reported as relative luminescence units or RLU, left axis). Env content of Env-pseudotyped viruses 

(diamonds) was determined by ELISA, with inputs normalized for 1000ng of p24, using a pool of 

three HuMoNabs for gp120 detection. Values of Env content were reported as ng of gp120 for 25ng 

of p24 (right axis). (b) Early and late matrix sequences of viruses infecting each patient. The matrix 

sequences of viruses were aligned with HXB2 reference sequence. Non-conserved residues are in 

red. (c) Infectivity in TZM-bl cells and Env content of Env-MA-pseudotyped viruses. The infectivity 

and the Env content of Env-MA-pseudotyped viruses were determined as in (a). (d) Infectivity in 

MDM and Env-content of Env-pseudotyped viruses The infectivity and the Env content of Env-

pseudotyped viruses were determined as in (a) except that MDM were used as target cells. 
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Table 1: Antigenic profile of early and chronic viruses. 

Pseudotyped 
viruses 

 Neutralizing antibodies titers: IC50 (g/mL)  

CD4 binding site V1V2 V3 MPER 
gp120/gp41 

interface 
Fusion peptide 

3BN
C117 

NIH 45-46 
G54W 

PG9 
PGT 
145 

10-1074 PGT121 10E8 8ANC195 
VRC 
34.01 

PGT
151 

Patient 
1 

Early 0.06 0.03 >10.0 0.23 < 0.005 < 0.005 0.39 1.72 >10.0 0.05 

Chronic 0.05 0.07 9.84 0.07 0.09 0.03 0.72 2.83 >10.0 0.13 

Patient 
2 

Early 0.10 0.12 8.13 0.08 0.01 < 0.005 0.49 0.83 >10.0 0.20 

Chronic 0.09 0.08 0.96 0.06 0.04 0.01 0.32 0.74 >10.0 0.18 

Patient 
3 

Early 0.09 0.11 7.66 0.12 0.01 < 0.005 0.90 1.28 >10.0 0.07 

Chronic 0.04 0.09 7.39 0.18 0.04 0.02 0.48 1.01 >10.0 0.03 

Patient 
4 

Early 0.05 0.08 >10.0 0.14 0.03 0.02 0.74 1.76 >10.0 0.06 

Chronic 2.77 0.72 2.57 0.09 0.03 0.07 0.81 3.11 >10.0 0.12 
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Common evolutionary features of the envelope glycoprotein of HIV-1 in patients 

belonging to a transmission chain 

Maxime BERETTA, Julie MIGRAINE, Alain MOREAU, Asma ESSAT, Cécile GOUJARD, Marie-

Laure CHAIX, Aurélie DROUIN, Mélanie BOUVIN-PLEY, Laurence MEYER, Francis BARIN and 

Martine BRAIBANT. 

 
 
Supplementary Table S1: Characteristics of selected patients at time of blood sample collection 

Patient 
(identification 

number) 

HLA class I alleles Estimated 
date of 

infection 

Date of 
plasma 
samples 

Number of 
days after 
infection 

CD4+ 
cells/m

m3 

Plasma 
viral load 

(log10) 

Treatment 

A           B C  

1 (FHY01223832) 
ND B*14 CW*4 

29/01/2006 
13/04/2006 74 600 4.44 No 

ND B*35 CW*8 06/12/2007 676 432 5.19 No 

2 (MAA39190018) 
A*02 B*44 CW*6 

23/12/2006 
22/03/2007 89 843 4.33 No 

A*23 B*50 CW*16 12/03/2009 810 658 4.56 No 

3 (BDV23265724) 
ND B*44 CW*5 

31/12/2006 
19/04/2007 109 664 4.58 No 

ND B*44 CW*16 26/03/2009 816 613 2.27 Yes  

4 (EKT55884155) 
A*02 B*44 CW*4 

28/04/2007 
06/07/2007 69 539 4.40 No 

A*29 B*45 CW*6 11/12/2008 593 246 4.52 No 

ND: not determined 

 

Supplementary Table S2: Length and number of PNGS of gp120 variable regions. 

Env sequences 
V1 V2 V3 V4 V5 

PNGS Length PNGS Length PNGS Length PNGS Length PNGS Length 

Patient 
1 

Early 7 38 2 40 1 35 4 33 2 14 

Chronic 6 35 2 43 1 35 5 33 2 14 

Patient 
2 

Early 4 31 2 40 1 35 5 33 2 14 

Chronic 4 28 2 43 1 35 4 32 2 14 

Patient 
3 

Early 4 31 2 40 1 35 5 33 2 14 

Chronic 7 34 2 40 1 35 3 29 2 14 

Patient 
4 

Early 6 38 2 40 1 35 5 33 2 14 

Chronic 4 32 2 40 1 35 4 30 2 16 

 HxB2 2 27 2 40 1 36 4 34 1 14 
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Supplementary Figure S1: Alignment of sequences encompassing the PG9 epitope 
Sequence Logo of part of V1V2 regions encompassing the PG9 epitope were generated from NGS sequences. 
The logo plots denote the conservation of individual amino acids within the viral population of patient 
samples, the height of each letter indicating the proportion of viral sequences that contain the residue. 
Residues making contacts with PG9 are denoted by dots.  
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Supplementary Figure S2: Alignment of C3 regions encompassing the CD4 binding loop 
Sequence Logo of C3 regions encompassing the CD4 binding loop epitope were generated from NGS 
sequences. The logo plots denote the conservation of individual amino acids within the viral population of 
patient samples, the height of each letter indicating the proportion of viral sequences that contain the residue.  
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Aurélie DROUIN 
Etude de la capacité d’échappement de la glycoprotéine d’enveloppe 
du VIH-1 à la restriction de l’infection médiée par la protéine IFITM3 

 
 

Résumé  

Les protéines IFITM (InterFeron-Induced TransMembrane proteins) bloquent l’entrée de nombreux virus 
dans la cellule hôte non infectée. Dans le cas du VIH-1, il a été montré qu’elles agissent également dans la 
cellule infectée en s’incorporant au sein des virions lors de leur formation, diminuant ainsi leur capacité à 
infecter de nouvelles cellules. Plusieurs travaux récents suggèrent que la glycoprotéine d’enveloppe (Env) 
pourrait jouer un rôle fondamental dans la restriction de l’infection du VIH-1 par les protéines IFITM, en 
particulier par la protéine IFITM3. Néanmoins la capacité de Env à y échapper n’a été que peu explorée et 
aucun consensus quant aux mécanismes mis en jeu n’a pu être établi.  
Au cours de mes travaux de thèse, nous avons montré que des virus qui ne différaient que par l’Env exprimée 
à leur surface présentaient des sensibilités variables à la protéine IFITM3. Par l’étude des propriétés 
antigéniques et fonctionnelles de ces Env et la mise en œuvre de techniques d’immunoprécipitation et de 
microscopie confocale, nous avons pu mettre en évidence des différences conformationnelles et d’interaction 
avec la protéine IFITM3 entre les Env sensibles et résistantes. Nos résultats suggèrent que la protéine IFITM3 
interagit avec les trimères d’Env matures des virus sensibles à IFITM3, les stabilisant dans un état 
conformationnel exposant les boucles variables V1V2, empêchant ainsi les changements conformationnels 
requis pour la fusion des membranes virales et cellulaires. En revanche, les modifications post-
traductionnelles subies par les trimères d’Env des virus résistants à IFITM3, bloqueraient l'accès de la protéine 
IFITM3 à son site de liaison, rendant le trimère d’Env fonctionnel. 
En conclusion, nos résultats soulignent l’importance de Env dans la modulation de la sensibilité du VIH-1 à 
l'inhibition de l'infection par la protéine IFITM3. Ils apportent un éclairage nouveau quant au mécanisme par 
lequel Env peut échapper à ce facteur de restriction. 
Mot clés : VIH-1, glycoprotéines d’enveloppe, IFITM3, facteur de restriction 

Abstract 
IFITM proteins (InterFeron-Induced TransMembrane proteins) block the entry of many viruses into the 
uninfected host cell. In the case of HIV-1, it has been shown that they are also present in the infected cell and 
are able to be incorporated into the nascent virions, thus reducing their ability to infect new cells. Several 
recent works suggest that the envelope glycoprotein (Env) could play a fundamental role in the restriction of 
the infection of HIV-1 by the IFITM proteins, in particular by the IFITM3 protein. However, the ability of 
Env to escape this restriction remains poorly explored and no consensus about the mechanisms involved have 
been established. 
In our study, we showed that viruses that differed only in the Env expressed on their surface presented 
variable sensitivities to the IFITM3 protein. By studying the antigenic and functional properties of these Env 
and by performing immunoprecipitation and confocal microscopy experiments, we showed differences 
between sensitive and resistant Envs both in their conformation and their capacity to interact with the IFITM3 
protein. Our results suggest that the IFITM3 protein interacts with the mature Env trimer of IFITM3-sensitive 
viruses, stabilizing a conformational state in which the V1V2 loops are exposed, thereby preventing the 
conformational changes required for fusion of viral and cell membranes. By contrast, post-translational 
changes undergone by the Env trimer of IFITM3-resistant viruses would block the access of the IFITM3 
protein to its binding site, rendering the Env trimer functional. 
In conclusion, our data highlight the important role of Env in modulating the sensitivity of HIV-1 to the 
inhibition of infection by IFITM3. They provide new information about the mechanism by which Env may 
escape this restriction factor.  
Keyword: HIV-1, envelope glycoprotein, IFITM3, restriction factor 
  


