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Le galactosyl céramide :
un nouveau récepteur
pour le virus

de I'immunodéficience humaine
(VIH)

Le virus de I’immunodéficience humaine (VIH) infecte
des lymphocytes et des macrophages exprimant a leur
surface une glycoprotéine de 55 kDa, CD4. Cependant,
le VIH est également capable d’infecter d’autres cibles
cellulaires qui n’expriment pas cette molécule. Un
deuxiéme récepteur pour le VIH vient d’étre identifié
dans deux types cellulaires différents, les oligodendro-
cytes du cerveau et les cellules épithéliales de la
muqueuse intestinale. Il s’agit d’un glycosphingolipide,
le galactosyl céramide. Le VIH interagit avec ce glyco-
lipide par I’intermédiaire de la glycoprotéine externe de
son enveloppe, la gp120, également impliquée dans la
reconnaissance de la molécule CD4. L’infection des cel-
lules GalCer /CD4 est efficacement inhibée par des
anticorps monoclonaux anti-GalCer. Cette découverte
pourrait permettre de développer de nouvelles approches
pour lutter notamment contre la transmission et la patho-
geneése du VIH au niveau de la muqueuse intestinale.

role important dans la propagation
du virus in wwoe. L’infection des
lymphocytes et des macrophages pecut
étre bloquée in vitro par des formes

e syndrome d’immunodéfi-
cience acquise (SIDA) se
caractérise par la disparition
progressive des lymphocytes

T auxiliaires chez les indi-
vidus infectés par le VIH. Ces
lymphocytes portent a leur surface
une glycoprotéine de 55 kDa, CD4,
qui s’est révélée un récepteur de trés
haute affinité pour la glycoprotéine de
surface de I’enveloppe du VIH, la
gp120 [1]. CD#4 est également impli-
quée dans I’infection des monocytes
et des macrophages, qui jouent un

solubles de la molécule CD4, et par
certains anticorps monoclonaux
(Leu3A, OKT4A) reconnaissant le
site de fixation de la gp120 localisé
dans la région amino-terminale de
CD4 [2]. Le VIH pénetre dans la
cellule héte par un mécanisme dc
fusion entre I’enveloppe du virus et
la membrane plasmique de la cellule

cible.
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Réle de CD4
dans l’infection par le VIH

Cette étape du cycle d’infection du
virus est encore mal comprise et plu-
sieurs arguments permettent de pen-
ser que des facteurs cellulaires pour-
ralent étre indispensables a I’entrée
du virus apres I’étape de fixation. En
effet, le VIH est incapable d’entrer
dans une cellule murine transfectée
avec I’ADN complémentaire de
’ARNm codant pour CD4. En fait,
ces cellules exprimant un CD4
humain fixent le VIH avec autant
d’affinité que des cellules humaines,
mais la fusion virus-cellule n’a pas
lieu [3]. Parmi les cellules humaines

CD4-, certaines (lignée HeLa)
deviennent sensibles a I’infection
aprés introduction d’un vecteur

d’expression de CD4. Cependant,
dans certains cas (lignées U87TMG et
SCL1), I'expression induite de CD4
permet la fixation du VIH, mais pas
son entrée [4, 5]. L’ensemble de ces
résultats suggeére qu’un facteur spéci-
fique présent dans certaines cellules
humaines est nécessaire a I’entrée du
virus, sa fixation sur le récepteur
CD4 n’étant pas suffisante pour qu’il
y ait internalisation. L’équipe du Dr
Marc Alizon (Paris, ICGM, Inserm
U. 332) a récemment confirmé cette
hypothese [6]. Ces chercheurs ont mis
au point un test, fondé sur la tran-
sactivation du geéne de la f-
galactosidase bactérienne (lacZ) placé
sous le controle de la séquence LTR
du VIH-1, qui permet de visualiser
par histochimie la fusion de cellules
murines exprimant CD4 avec des cel-
lules exprimant [’enveloppe du
VIH-1, indépendamment de la répli-
cation du virus. Grice a ce test, ils
ont montré que des hétérocaryons
(cellules murines-CD4 */cellules
humaines) pouvaient fusionner avec
les cellules exprimant I’enveloppe du
virus, tandis que des hétérocaryons
(cellules murines-CD4*/cellules
simiennes) restaient résistantes a la
fusion. Le facteur d’origine humaine
nécessaire a la fusion virus-cellule,
apres fixation de la gp120 au CD4,
n’est pas identifié a ’heure actuelle.
Plusieurs co-récepteurs possibles ont
été envisagés par différentes équipes.
L’intégrine LFA-1, qui joue un role
important dans la formation des
syncitiums induits par le VIH [7], est

un candidat potentiel. Néanmoins,
cette intégrine n’est pas exprimée par
les cellules HeLa-CD4, qui sont
pourtant sensibles a I'infection par le
VIH [8]. Plus récemment, deux
groupes ont suggéré I’implication
dans le mécanisme de fusion d’une
protéase de surface, chargée de cliver
la gp120 au niveau de la boucle
V39, 10]. En effet, en dépit de sa
grande variabilité, la boucle V3 sem-
ble conserver un site de clivage pour
des protéases de type trypsine ou
chymotrypsine [10]. La coupure pro-
téolytique de la gp120 recombinante
au niveau de ce site a été observée
dans des cellules de hamster
CHO [11]. Cependant, I'expression de
CD4 a la surface de ces cellules ne
les rend pas sensibles a I’infection [5].
Le role exact du clivage de la boucle
de V3 de la gpl20 reste donc a

déterminer.

Bien entendu, ces travaux ne remet-
tent pas en cause l'importance de
CD4 dans l’infection par le VIH. /n
vivo, les cellules infectées par le VIH
sont principalement des lymphocytes
et des macrophages exprimant
CD4 [12]. Cependant, en combinant
les techniques de détection par PCR
in situ et hybridation in situ, Embret-
son et al. [13] ont récemment démon-
tré ’existence de cellules d’adénocar-
cinomes, CD4-, infectées par le
VIH in vive. Ces résultats sont en
accord avec certaines publications fai-
sant état d’un mode d’entrée du
virus, indépendant de CD4, dans des
lignées de fibroblastes [14], de cellu-
les nerveuses [15] et de cellules épi-
théliales de colon [16, 17]. L’expres-
sion de CD4 par ces cellules n’a pas
pu étre mise en évidence, et leur
infection n’est inhibée ni par le CD4
soluble ni par les anticorps monoclo-
naux anti-CD4 (Leu3A, OKT4A) qui
bloquent I’infection CD4 dépendante
des lymphocytes T. Bien que les cel-
lules infectées dans ces expériences
soient exclusivement des cellules de
lignées, il était intéressant de recher-
cher, a 'aide de ces modeles, le ou
les récepteurs éventuellement respon-
sables de I’attachement du virus.

Le galactosyl céramide,
récepteur du VIH
dans les cellules nerveuses

A la suite de ces observations,
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I’équipe du Dr Gonzalez-Scarano
(Philadelphie, PA, USA) a entrepris
une étude systématique de I’infection
de lignées de cellules nerveuses
CD4- par le VIH. En utilisant une
panoplie d’anticorps monoclonaux
dirigés contre des molécules expri-
mées a la surface de ces cellules, ces
chercheurs ont pu caractériser ’'une
d’entre elles, le galactosyl céramide
(GalCer), comme un récepteur poten-
tiel du VIH dans le systeme ner-
veux [18]. Cette molécule, dont la
structure chimique est rappelée sur la
figure 1, est un marqueur des oligo-
dendrocytes et des cellules de
Schwann. L’équipe de Philadelphie a
montré que des anticorps monoclo-
naux et polyclonaux anti-GalCer
empéchaient ’entrée du VIH dans
les cellules nerveuses en inhibant la
fixation de la gp120 au glycolipide.
Ces expériences ont permis d’identi-
fier pour la premiére fois un récep-
teur du VIH différent de la molécule
CD#4.

intestinal du VIH

La muqueuse intestinale joue un role
fondamental dans la transmission et
la pathogenese du VIH. L’épithélium
colo-rectal représente tres certaine-
ment une voie prépondérante d’infec-
tion lors de rapports sexuels par voie
anale [19, 20]. En outre, différents
auteurs ont clairement établi la pré-
sence d’ARN messagers et de protéi-
nes du VIH dans les différents types
cellulaires de I’épithélium intestinal et
colo-rectal chez I’individu infecté :
cellules épithéliales de la crypte [21,
22], cellules entérochromaffines [23],
cellules absorbantes [24, 25], cellules
a mucus [24]. L’infection de ces cel-
lules par le VIH pourrait alors étre
a Dorigine des désordres entéropathi-
ques (malabsorption, diarrhées, amai-
grissement) chez les malades atteints
de SIDA [26-28]. Il est donc essen-
tiel de connaitre les mécanismes
impliqués dans ’entrée du VIH dans
les cellules de I’épithélium intestinal.
La lignée d’adénocarcinome de cblon
humain HT29 s’est avérée étre un
modele de choix pour aborder cette
étude (m/s n°2, vol. 8, p. 178). En
effet, les cellules HT29 peuvent étre
infectées par de nombreux isolats
(souches de référence ou isolats pri-

I Le GalCer, récepteur
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Figure 1. Structure du galactosyl céramide (GalCer).

maires) du VIH, et dans certains cas
(VIH-1 [IIIB], VIH-1 [NDK],
VIH-2 [MEN]), le virus peut se
répliquer activement dans ces cellu-
les. Trois jours apres ’infection, on
détecte une activité transcriptase
inverse, témoin de la réplication du
virus, dans les surnageants de culture
des cellules. Cette activité transcrip-
tase inverse augmente progressive-
ment au fur a mesure des passages
successifs pour atteindre une valeur
plateau environ trois mois apres
I'infection dans le cas du virus VIH-1
(NDK*). Une évolution comparable
est observée par dosage de ’antigene
viral p248% pour les virus VIH-1
(IIIB) et VIH-1 (NDK), la produc-
tion maximale du virus se stabilisant
aux alentours de 150 ng de p24#3%/ml
de surnageant de culture/24 heures.
Le titre infectieux du virus produit
par les cellules HT29 est alors de
10> TCIDs/ml (test d’infectivité sur
cellules lymphocytaires MT4 et
CEM). L’augmentation de I’activité
transcriptase inverse et de la concen-
tration de I’antigéne p24%*¢ rend pro-
bablement compte d’une amplifica-
tion de I'infection due aux virus pro-
duits par les cellules HT29. Le pour-
centage de cellules infectées a pu étre
déterminé par immunofluorescence
indirecte a I’aide d’un anticorps
monoclonal anti-p248% (figure 2). Une
semaine apres I’infection, une faible
proportion de cellules (inférieure a
5 % de la population globale) est
marquée avec cet anticorps (figure
24). Cette proportion augmente pro-
gressivement pour atteindre environ
20 % wun mois apreés I’infection
(figure 2B). Elle se stabilise a 50 %
des cellules a partir de trois mois
apres l'infection et au-dela (figure 2C).

* NDK : nom d’un isolat du VIH, au méme titre

que LAV, IIIB, etc.

Les données de la microscopie élec-
tronique et le fait que I’infection des
cellules HT29 soit insensible aux
agents lysosomotropes, tels que chlo-
roquine ou NH,CI, permettent d’éli-
miner la possibilité d’un mécanisme
d’endocytose pour I’entrée du VIH
dans ces cellules. Le virus doit donc
pénétrer a l'intérieur des cellules
HT29 par un mécanisme de fusion
apres avoir interagi avec un récepteur
membranaire. Ce récepteur est diffé-
rent de CD4, puisque l’infection des
cellules HT29 n’est inhibée par
aucun anticorps monoclonal anti-
CD4 [16, 17]. En outre, apres trai-
tement de la surface cellulaire par de
fortes doses de trypsine (qui clive la
molécule CD4 et abolit la sensibilité
des lymphocytes T a I’infection), les
cellules HT?29 sont toujours infecta-
bles par le VIH (N. Yahi et J. Fan-
tini, manuscrit en préparation). Ces
résultats nous ont incités a rechercher
la présence du GalCer a la surface
des cellules HT29 [29]. Le marquage
immunocytochimique présenté dans
la figure 3 montre qu’environ 50 %
des cellules HT29 expriment un anti-
gene de surface reconnu par un anti-
corps monoclonal anti-GalCer. Ce
pourcentage correspond a la propor-
tion de cellules infectées par le VIH.
Afin de confirmer la nature du glyco-
lipide reconnu par cet anticorps, nous
avons analysé des extraits lipidiques
de cellules HT29 par chromatogra-
phie sur couche mince [30]. II appa-
rait que le GalCer est un glycolipide
abondamment représenté dans les cel-
lules HT?29 (figure 4, ligne B2). Parmi
les glycolipides présents dans les cel-
lules HT29, il est le seul a étre
reconnu par la gp 120 du VIH, dans
un test de fixation sur plaque de
chromatographie (figure 4, ligne A2).
L’anticorps monoclonal anti-GalCer

que nous avons utilisé inhibe ’'infec- p—
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tion des cellules HT29 [29, 30] en
bloquant !’internalisation du VIH
(figure 5).

La démonstration formelle qu’unc
molécule cellulaire donnée joue le role
de récepteur pour un virus nécessite
un certain nombre d’arguments expé-
rimentaux permettant de satisfaire 2
au moins trois criteres : (1) la mise
en évidence d’une interaction physi-
que entre le virus (ou l'un de ses
constituants) et cette molécule ; (2) le
fait que des anticorps, dirigés contre
le récepteur potentiel, soient capables
de bloquer la fixation et/ou I’entrée
du virus dans la cellule cible ; (3) la
présence du récepteur doit étre une
condition sine qua non de la fixation
du virus a la cellule cible et donc de
I’infection ; a I'inverse, 1’absence du
récepteur doit étre associée a la résis-
tance des cellules a I’infection.
Nous avons montré que le GalCer
remplissait les deux premiéres condi-
tions : interaction GalCer-gp120 et
blocage de I’infection par des anti-
corps anti-GalCer. Pour satisfaire au
troisitme critéere, deux approches
expérimentales étaient a priori envisa-
geables : (1) induire I’expression du
GalCer dans une cellule non infecta-
ble afin de la rendre sensible a
I'infection par le VIH ; (2) obtenir
des clones dérivés de lignées hétéro-
génes pour ’expression du GalCer,
afin d’établir une corrélation entre
cette expression et la sensibilité de
chacun de ces clones a I’infection par
le VIH. La premiére approche était
délicate car elle nécessitait la réacti-
vation d’une voie métabolique com-
plexe. Nous avons donc opté pour la
seconde, c’est-a-dire le clonage de
deux lignées intestinales, HT29 et
Figure 3. Mise en évidence du GalCer a la surface des cellules HT29. Caco-2 [30]. Il ressort de cette étude
L’anticorps monoclonal anti-GalCer (une IgG3 de souris) [40] reconnait envi- que tous les clones exprimant le Gal-
ron 50 % des cellules HT29 (A). La fraction IgG3 d’'un sérum de souris, utili- Cer sont infectables par plusieurs iso-
sée comme contréle de I'expérience d’immunocytochimie (marquage a la |45 du VIH-1, alors que les clones
peroxydase), ne réagit pas avec les cellules HT29 (B).

qui ne I’expriment pas ne sont pas
infectables. La présence du GalCer
apparait donc nécessaire a I’infection
des cellules épithéliales du colon in
vitro. D’autres auteurs ont établi que
le GalCer était le glycolipide princi-

1 llul épithélial 1
Figure 2. Détection de I'antigéne viral p24929 dans les cellules HT29 pajidesiicciniosiepithclalesidelyla

infectées. Les cellules HT 29 infectées par l'isolat VIH-1 (NDK) sont fixées dans rr:lllqueli]se df.: l mtestmL grele, etl oI
un mélange éthanol/acide acétique une semaine (A), un mois (B) ou deux ans coon  nemans [?1]; o8 mesu tf’ls
(C) aprés l'infection. Le marquage fluorescent obtenu & I'aide d’un anticorps OE’EC“US in witro a Taide de lignées
monoclonal spécifique de I'antigéne viral p24929 permet de visualiser les cel- T €tant pas toujours ext.rapolabl_es in
lules infectées en jaune/vert dans la population uniformément colorée en rouge vivo, nous avons entrepris la purifica-
par le bleu d’Evans [30]. tion du GalCer a partir de 'épithé- e
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Figure 4. Analyse des glycolipides des cellules HT29 par chromatogra-
phie sur couche mince. (A) Fixation de la gp120. Aprés chromatographie,
les plaques sont successivement incubées avec la gp120 puis des anticorps
de lapin anti-gp 120 et enfin des anticorps de chévre anti-lgG de lapin radio-
iodés. Le document présenté est une photographie de I'autoradiogramme
obtenu. (B) Visualisation des glycolipides par coloration a l’orcinol. Ligne 1 :
glycolipides standard : galactosyl céramide (GalCer), galactosyl! sulfatide (Gal-
Sulf) et ganglioside GM1 de cerveau de bceuf. Noter les deux formes (hydroxy-
lée ou non) du GalCer du cerveau de beeuf (ligne B1). Seule la forme hydroxylée
(marquée d’une fléche) est reconnue par la gp120 (ligne A1). Ligne 2 : glyco-
lipides neutres des cellules HT 29 obtenus aprés extraction de Folch (phase infé-
rieure). La gp120 reconnait exclusivement le GalCer parmi ces glycolipides
(ligne A2). (Les détails techniques relatifs & ces expériences sont décrits dans

[301.)

lium intestinal d’individus non infec-
tés et nous avons ainsi pu montrer
qu’il était capable, comme le GalCer
des cellules HT29, de fixer la
gp120 [30]. Nous pouvons donc con-
clure que le GalCer permet treés pro-
bablement la fixation du VIH a la
surface des cellules de I'épithélium
intestinal.

I Métabolisme du GalCer

Le GalCer appartient au groupe des
glycosphingolipides, qui sont les prin-
cipaux glycolipides des tissus ani-
maux. On les trouve essentiellement
dans le feuillet externe de la mem-
brane plasmique ou ils contribuent
abondamment aux motifs glucidiques
des surfaces cellulaires. Les glyco-
sphingolipides sont constitués de
I’association d’une molécule de sphin-
gosine, d’un acide gras et d’un ou

plusieurs oses (figure 6). L’acide gras,
de longueur variable (16 a 26 atomes
de carbone), est lié a la sphingosine
par une liaison amide pour constituer
le céramide. Le céramide correspond
a la partie hydrophobe du glyco-
sphingolipide, ancrée dans la mem-
brane plasmique. Le cérébroside est
défini comme étant une céramide
monohexoside, I’hexose étant lié au
C1 du céramide par une liaison B-
glycosidique. Cet hexose est soit du
D-glucose (glucocérébroside ou glu-
cosyl céramide, GluGer), soit du D-
galactose (galactocérébroside ou galac-
tosyl céramide, GalCer). Le glucose
et le galactose sont dans une confi-
guration 3, ce qui implique que la
liaison entre le sucre et le céramide
est de type (1-glycosidique. Le Gal-
Cer peut étre converti en sulfogalac-
tosyl céramide (galactosyl sulfatide,
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Figure 5. L’anticorps monoclonal
anti-GalCer bloque I'internalisation
du VIH-THT29. Les cellules HT29
sont prétraitées a 4 °C pendant
1 heure par les anticorps anti-GalCer
(+), ou par des IgG3 de souris (—),
puis sont exposées au VIH-1 (isolat
NDK) pendant 1 heure toujours a
4°C . Une partie des cultures est
alors maintenue & 4 °C tandis qu’une
autre est placée 4 37 °C pendant
1 heure. L’internalisation du virus
n‘ayant lieu qu'a 37 °C, I’expérience
a4 4°C est donc une expérience de
contréle. Les cellules sont ensuite
lavées et traitées par de la trypsine
pour détruire les particules virales non
internalisées. La présence du virus &
I'intérieur des cellules est mesurée par
dosage de Il’antigéne p249:9 apreés
solubilisation des cellules.

GalSulf) présent en grande quantité
dans la myéline. Les voies métaboli-
ques de synthése de ces composés
sont schématisées sur la figure 7.

La sphingosine est amidifiée par un
acylcoenzyme A (acylCoA) formant
un céramide, précurseur des autres
sphingolipides. La fonction alcool pri-
maire d’un céramide peut étre subs-
tituée par des oses activés pour for-
mer les deux types de cérébrosides,
puis des sulfatides ou des ganglio-
sides. La biosynthese du GalCer
nécessite un transfert du groupement
sucré de I’'UDP-galactose sur une
molécule de céramide (figure 6). Cette
réaction est catalysée par une galac-
tosyl transférase spécifique dont la
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Figure 7. Voies métaboliques de synthése des sulfatides et des ganglio-

sides.

présence est indispensable pour la for-
mation de GalCer dans une cellule.

Polarité de l’infection
des cellules épithéliales

La principale caractéristique d’une
cellule épithéliale est la séparation de
sa membrane plasmique en deux
domaines distincts : la membrane
apicale, constituée de microvillosités,
interagit avec le milieu extérieur (la
lumiére intestinale par exemple), et la
membrane basolatérale fait face au
milieu intérieur. Ces deux domaines,
séparés par des jonctions de type
étroit, ont une ultrastructure et une
composition biochimique spécifiques

qui permettent aux cellules épithélia-
les d’exercer des fonctions polarisées.
Les cellules HT29 (ou des clones
dérivés de ces cellules) acquierent in
vitro une différenciation de ce type
lorsqu’on les cultive dans un milieu
carencé en glucose [32]. Les cellules
forment alors une monocouche épi-
théliale qui représente un modele
intéressant de I’épithélium intestinal.
Le VIH est capable d’infecter les
deux faces de cette monocouche pola-
risée (m/s n°2, wvol. 8, p. 178). La
répartition ubiquitairc du GalCer
dans les domaines apical et basolaté-
ral de la membrane plasmique des
cellules HT29 différenciées permet de
comprendre pourquoi I’'infection n’est m——
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pas polarisée [29]. Une observation
analogue a récemment été décrite par
Svensson et al. [33] : la souche SA11
du rotavirus, qui interagit avec le
ganglioside GAl (ou asialo-GM1),
est capable d’infecter les deux pdles
des cellules Caco-2. Ce récepteur
glycolipidique est donc tres probable-
ment présent dans les deux domai-
ncs membranaires de ces cellules
polarisées. Mais ce cas n’est pas
général. Beaucoup de virus infectant
des cellules épithéliales se fixent sur
un récepteur dont I’expression est
restreinte a2 1'un des poles de la
monocouche (SV40, parvovirus, virus
de la stomatite vésiculaire, virus de
la forét de Semliki, virus de
I’influenza).

Bases structurales
de [l'interaction
GalCer-gp 120

Ces derniéres années, de nombreux
glycolipides membranaires ont été
caractérisés en tant que sites récep-
teurs pour divers agents patho-
geénes [34], principalement des bacté-
ries ct des virus (7ableau I). Certains
glycolipides interagissent aussi avec
des toxines bactériennes ou méme
des hormones. Le GalCer et son
dérivé sulfaté, le galactosyl sulfatide
(GalSulf), sont eux-mémes responsa-
bles de la fixation de mycoplasmes
(Mycoplasma hominis, M. pneumoniae) et
de bactéries (Borrelia burgdorfers, Tre-
ponema phagedenis). La reconnaissance
de motifs de nature glycolipidique
par des ligands et des organismes
aussi variés n’est pas surprenante, si
I'on considére que les glycolipides
membranaires constituent une part
importante des glycoconjugués de la
membrane plasmique, aux c6tés des
glycoprotéines et des protéoglycanes.
La surface d’une cellule est recou-
verte d’une trés grande variété de
motifs glucidiques qui représentent
autant de structures potentielles pour
I’interaction avec les agents pathoge-
nes. La composition membranaire en
glycolipides varie d’un tissu a ’autre,
ce qui rend bien compte de la spé-
cificité de l'infection pour certains
types cellulaires. Ainsi, les cellules
épithéliales de D’intestin sont riches
en lactosyl céramide (LacCer), un
glycosphingolipide de type Gal-Glc-
Cer qui est reconnu par de nom-

breuses bactéries telles que Neisseria
gonorrhoeae, 1’agent causal de la blen-
noragic (Tableau I). 1l est intéressant
de constater que la gp120 du VIH-1
n’est pas capable de reconnaitre cc
récepteur. Cette propriété est
d’autant plus remarquable que cer-
tains anticorps monoclonaux anti-
GalCer se fixent indifféremment au
GalCer et au LacCer (J. Fantini,
résultats non publiés). L’interaction
GalCer-gp120 revét donc des carac-
téristiques bien spécifiques que I'on
peut analyser a I’aide de molécules
dérivées du GalCer dans un test de
fixation de la gp120 sur des plaques
de chromatographie sur couche
mince [35]. La chaine d’acide gras
ne semble pas importante pour
Pinteraction puisque la gp120 se fixe
de maniere similaire sur des molécu-
les de GalCer contenant du palmi-
tate, du stéaratc ou du nervonate.
En revanche, la présence du galac-
tose est indispensable, puisque !’inte-
raction n’a pas lieu lorsque le sucre
est un résidu de glucose (GluCer) ou
en abscnce de sucre (céramide). La
substitution du groupement OH sur
I’atome de carbone n°® 3 du galactosc
(groupement 3’0OH) par un groupe-
ment sulfate (GalSulf) ou un acide
neuraminique (ganglioside GM4) n’a
pas d’effet sur 'interaction. On peut
donc conclure que la gp120 reconnait
la liaison [1-glycosidique entre la
galactose et le céramide, ainsi qu’unc
partie de la molécule de galactose ne
comprenant pas le groupement 3’OH
du sucre. La position du groupement
4’0OH, qui détermine la différence
entre les deux épimeres glucose ct
galactose, est bien cntendu essentielle
pour l’interaction. En outre, les cel-
lules de 1’épithélium intestinal sont
riches en glycolipides de forme
hydroxylée. L’hydroxylation de la
chaine d’acide gras des glycosyl céra-
mides détermine la conformation et
I’orientation de la partie glycanique
au niveau de la membrane plasmi-
que [34]. En ce qui concerne le Gal-
Cer, seule la forme hydroxylée (celle
que l'on trouve dans les cellules
HT?29) est capable de reconnaitre la
gpl20 du VIH-1 (figure 4). Cela sug-
gére que la forme non hydroxyléc
possede une conformation qui n’est
pas compatible avec I’interaction du
glycolipide avec la glycoprotéine
virale.
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Tableau |

EXEMPLES DE GLYCOLIPIDES RECEPTEURS D’AGENTS PATHOGENES, DE TOXINES OU D'HORMONES
Glycolipide Structure Agent pathogéne ou ligand Référence

Galactosyl céramide Galp1-Cer Mycoplasma hominis [43]

Mycoplasma pneumoniae [45]

Treponema phagedenis [46]

Borrelia burgdorferi [46]

gp120 du VIH [18]

Lactosyl céramide GalB1-4GlcB1-Cer Neisseria gonorrhoeae [47]

Campylobacter jejunii [34]

Shigella dysenteriae [34]

Clostridium botulinum [34]

Candida albicans [34]

GM1 GalB1-3GalNacB1-4GalB81-4GlcB1-Cer Thyrotropine (48]

Toxine cholérique (34]

NeuAca2-3
Asialo GM1 GalB1-3GalNacB1-4GalB1-4GalcB1-Cer | Bordetella pertussis [49]
Rotavirus [50]

Réles possibles du GalCer
dans la pathogenése
du VIH

Un dysfonctionnement gastro-
intestinal est fréquemment observé
chez les individus infectés par le
VIH [26, 27]. La diarrhéc constitue
le symptome le plus fréquemment
rencontré, survenant dans 30 a 80 %
des cas au cours de l’infection. Elle
est parfois associée a des douleurs
abdominales, a de la fiévre ou a une
perte de poids, qui est I’'un des cri-
teres du stade évolutif de ’ARC* qui
précede le SIDA. Cette diarrhée peut
aussi s’accompagner d’une mal-
absorption intestinale qui sc traduit
par une réduction des taux sanguins
d’albumine, d’acide folique, de vita-
mine B12, de calcium, de zinc et par-
fois par une anémic qui peut étre
chronique. Sur le plan biochimique,
cette malabsorption se manifeste par
un déficit de certaines enzymes de la
membrane apicale des entérocytes.
L’origine de ces déréglements est cer-
tainement complexe [36]. Ils peuvent
étre causés par des infections oppor-
tunistes : champignons (Candida alb:-
cans), virus (cytomégalovirus, virus de
I’herpes), bactéries (Mycobacterium

* ARC : AIDS (acquired immune deficiency syn-
drome) related complex.
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avium) ou protozoaires (Cryptospori-
dium). Mais souvent, il est impossi-
ble de détecter, dans l’intestin des
patients, un agent infectieux autre
que le VIH pouvant rendre compte
de ces dysfonctionnements. Ce cons-
tat a conduit certains autcurs [27] a
postuler que le virus lui-méme pou-
vait étre a ’origine de ce syndrome
entéropathique (entéropathie induite
par le VIH). Cette hypothese a été
confortée par la mise en évidence
d’ARN et de protéines du virus dans
certaines cellules de [I’épithélium
intestinal in vivo [21-25]. Par ailleurs,
I’ARN viral est souvent détecté dans
les feces d’enfants infectés par le VIH
lorsqu’ils sont atteints du syndrome
de diarrhée peristante [28]. 11 est
donc envisageable que la réplication
du VIH dans la muqueuse intestinale
soit en partie responsable du défaut
de maturation entérocytaire. En effet,
dans les cellules HT29 infectées in
vitro, la production de particules vira-
les est associée a d’importantes modi-
fications ultrastructurales : hypertro-
phie de I’appareil de Golgi, accumu-
lation de grains de sécrétion, différen-
ciation abortive de la membrane api-
cale (m/s n° 2, wvol. 8, p. 178). Chez
les patients traités par I’AZT, on
constate généralement une améliora-
tion des fonctions d’absorption due 2
une augmentation des activités enzy-

matiques des cntérocytes (lactasc/(-
glucosidase, phosphatase alcaline)
[37].

Les atteintes du systéme nerveux cen-
tral sont égalcment tres fréquentes au
cours de I'infection par le VIH. 1l est
communément admis que le virus ecst
introduit dans les tissus cérébraux par
I'intermédiaire de macrophages infec-
tés qui franchissent la barricre
hémato-encéphalique. La présence du
VIH dans le systeme nerveux central
est associée a de nombreuses lésions :
encéphalite, méningite, troubles
neuropsychologiques. Les causes de
ces lésions sont la encorc trés com-
plexes. Des réactions immunopatho-
logiques provoquées par le VIH y
participent probablement [38].
L’identification d’un récepteur pour
la gp120 du VIH-1 dans le systéme
nerveux central et I’épithélium intes-
tinal permet de formuler de nouvel-
les hypothéses pour expliquer les
désordres causés localement par le
virus. Plusieurs équipes ont montré
I'importance du GalCer (ou de son
dérivé GalSulf) dans les mécanismes
accompagnant la différenciation des
oligodendrocytes. Cultivées en pré-
sence d’anticorps anti-GalCer, ces
cellules sont incapables de se différen-
cier et restent bloquées a un stade
précoce de leur développement tant

que les anticorps nc sont pas reti- ——
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rés [39]. Des expériences similaires,
réalisées sur des cellules de Schwann,
ont montré I’'importance du GalCer
et du GalSulf dans la formation de
la gaine de myéline dont dépend la
croissance de I’axone [40]. Les anti-
corps anti-GalCer agissent en indui-
sant un influx de calcium, qui va
entrainer a son tour une dépolymé-
risation des microtubules [41]. La
conséquence de cette stimulation est
un phénomene de dé-différenciation
cellulaire, qui présente des analogies
avec la démyélinisation des cellules
nerveuses chez les patients infectés
par le VIH. Dans le systéme nerveux
central, la stimulation du GalCer par
la gp120, libre ou associée a des par-
ticules virales, pourrait induire une
réponse de ce type. Ce mécanisme
peut aussi €tre envisagé dans les
entérocytes exposés au VIH. La fixa-
tion de la gp120 sur le GalCer, en
modifiant les concentrations intracel-
lulaires de calcium, pourrait provo-
quer une dépolymérisation des élé-
ments cytosquelettiques nécessaires a
la maturation de la membrane apicale
des entérocytes. Il faut insister sur le
fait que les mécanismes évoqués ne
nécessitent pas forcément !’infection
des cellules, intestinales ou nerveuses,
par le VIH. La production de gp120
par les macrophages dans le cerveau,
ou par les lymphocytes et les macro-
phages dans la muqueuse intestinale,
pourrait a elle seule perturber le fonc-
tionnement des cellules GalCer-
positives dans ces tissus [35]. L’étude
de ces mécanismes est en cours dans
notre laboratoire. La répartition tis-
sulaire du GalCer et des glycolipides
apparentés est encore mal connue.
Pendant longtemps, on a pensé que
ces structures étaient spécifiques du
systtme nerveux central [42]. La
démonstration de I’expression du Gal-
Cer dans la muqueuse intestinale et
de sa capacité a fixer la gp120 du
VIH-1 devrait stimuler de nouvelles
recherches pour identifier les types
cellulaires exprimant des glycolipides
de ce type. A cet égard, des travaux
récents faisant état de la présence du
GalSulf dans les spermatozoides [43]
et les cellules endométriales de 1’uté-
rus [44] sont compatibles avec le role
potentiel de ces cellules dans la trans-
mission hétérosexuelle du VIH [19,
20]. En ce qui concerne les

s lymphocytes CD4*, ils ne semblent
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pas exprimer de GalCer [29], ce qui
permet a priori d’écarter un réle
potentiel de ce glycolipide comme co-
récepteur de CD4 dans ces cellules.

I Conclusion

Les travaux consacrés au VIH ont
montré que ce rétrovirus pouvait
infecter des tissus variés en utilisant
des récepteurs différents, dont deux
au moins (CD4 et GalCer) ont été
caractérisés. D’autres structures
membranaires impliquées dans
I'interaction du VIH avec les surfa-
ces cellulaires seront peut-étre iden-
tifiées prochainement. Il pourra s’agir
de co-récepteurs liés a CD4 (intégri-
nes de type LFA-1, protéases assu-
rant le clivage de la boucle V3 de la
gp120, glycolipides ou protéoglycanes)
et nécessaires a la fusion virus-cellule,
ou bien de récepteurs a part entiere
permettant la fixation du virus sur un
type cellulaire donné. Nous pourrons
alors peut-étre développer de nouvel-
les stratégies anti virales qui, prenant
en compte la nature des cellules
cibles, permettront de limiter la dis-
sémination du virus dans I’organisme
et de prévenir les pathologies spécifi-
quement induites par le VIH dans
chaque tissu infecté W
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Summary

Galactosyl ceramide : a new
receptor for the human im-
munodeficiency virus (HIV)

HIV infects lymphocytes and mac-
rophages that express CD4, a
55 kDa cell surface glycoprotein.
However, the ability of HIV to in-
fect CD4-negative cells suggests
the existence of an alternate, non-
CD4 receptor for the virus. Re-
cently, a glycosphingolipid called
galactocerebroside or galactosyl
ceramide (GalCer) was proposed
as a candidate HIV-1 receptor in
neural cells and in colon epitheli-
al cells. Gp120, the external enve-
lope glycoprotein of HIV-1 that
recognizes CD4, is involved in the
interaction with GalCer. The viral
glycoprotein binds also to the sul-
fated derivative of GalCer, but to-
tally ignores closely related
molecules such as glucosyl and lac-
tosyl ceramide. HIV infection of
GalCer*/CD4- cells is efficiently
inhibited by anti-GalCer
monoclonal antibodies. These find-
ings should be important in view
of the development of new anti-
HIV strategies, especially for the
prevention of HIV transmission
and pathogenesis in the gastro-
intestinal mucosa.
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