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Les facteurs cellulaires

de fusion avec VIH enfin identifiés

L’identification par l’équipe d’Edward
Berger (NIH, Bethesda, MD, USA)
d’un facteur cellulaire permettant
l’entrée du virus de l’immunodéficien-
ce humaine (VIH-1) dans les cel-
lules [1], est l’aboutissement d’une
quête menée depuis dix ans, et une
avancée scientifique considérable dans
le domaine. Ce premier facteur per-
met l’entrée d’une certaine catégorie
de souches de VIH-1, dites «de labora-
toire» ou «adaptées» (aux lignées cel-
lulaires immortalisées), qui diffèrent
par de nombreuses propriétés des
souches « primaires » et/ou « macro-
phage-tropiques », responsables de
l’établissement et de la persistance de
l’infection chez les patients. Mais sa
découverte a rapidement permis au
même groupe [2] et à deux autres
équipes [3, 4] d’identifier un autre
facteur cellulaire permettant l’entrée
des souches primaires.
On sait depuis 1984 le rôle que joue
CD4 dans l’entrée de VIH-1, et cette
molécule est d’ailleurs le premier
récepteur rétroviral identifié (m/s
n°3, vol. 3, p. 180). Dès qu’un clone
moléculaire fut disponible, Maddon
et al. [5] montrèrent en 1986 que
l’expression de CD4 suffisait à rendre
les cellules humaines permissives à
l’infection par VIH-1. Les mêmes
auteurs observèrent que les cellules
murines CD4+ fixaient le virus sans
s’infecter, ni pouvoir fusionner avec
des cellules exprimant les glycopro-
téines d’enveloppe de VIH-1 (Env,
gp120/gp41). Cela suggérait que
seules les cellules humaines possé-
daient un facteur nécessaire à cette
étape de fusion membranaire, parfois
appelé « deuxième récepteur » de
VIH-1. Beaucoup d’énergie fut
dépensée au cours des dix années
suivantes pour rechercher ce ou ces
facteurs de fusion, et le rôle d’un
nombre considérable de molécules
de surface fut testé sans pouvoir obte-
nir de preuve directe. On ne revien-

dra pas sur le cas de CD26, affirmé
avec une médiatisation extrême être
le cofacteur d’entrée de VIH-1 (m/s
n°1, vol. 10, p. 117). Ce résultat repo-
sait sur des expériences technique-
ment discutables, et ne put être
confirmé par des tests directs [6].
Toutes les tentatives de complémen-
tation de cellules animales avec du
matériel génétique humain (ADN
génomique ou banques d’ADNc)
échouèrent dans différents labora-
toires. Par ailleurs, les hybrides soma-
tiques souris-homme CD4+ sont résis-
tants à VIH-1, quel que soit leur
contenu en chromosomes humains
[7]. On pouvait donc se demander si
les cellules animales n’exprimaient
pas des facteurs empêchant l’entrée
de VIH, rendant toute complémenta-
tion impossible. En testant des
hybrides cellulaires souris-homme
immédiatement après leur forma-
tion, c’est-à-dire sous forme d’hétéro-
karyons, nous avons montré que la
complémentation était possible, et
donc confirmé l’existence des fac-
teurs de fusion [8]. Nous avons obser-
vé leur présence dans différentes
lignées cellulaires humaines, et dans
les globules rouges où ils sont associés
à la membrane plasmique et appa-
remment résistants aux traitements
protéolytiques [9]. Les deux types de
VIH utiliseraient des facteurs de
fusion différents, car certaines lignées
sont permissives à VIH-2 et non à
VIH-1 [10].
La réussite de l’équipe de Berger, là
où tant d’autres avaient échoué, tient
à l’emploi d’une technologie de com-
plémentation génétique différente,
et certainement plus puissante. Il
s’agit du système d’expression consti-
tué du couple promoteur T7/ARN
polymérase du bactériophage T7
(T7pol), classiquement utilisé pour
la transcription d’ARN in vitro. En
transfectant des cellules avec un gène
placé sous contrôle du promoteur

VIH
et protéines G

Le premier semestre 1996 est
exceptionnel en ce qui concerne
les connaissances sur la biologie
du VIH et les perspectives
thérapeutiques du SIDA.
L’élément pronostique le plus
important dans cette maladie est
la charge virale et son évolution,
d’où les espoirs engendrés
par les multithérapies modernes,
incluant des antiprotéases,
qui peuvent aboutir
à une quasi-disparition du virus
détectable chez les malades.
La primo-infection par le VIH
nécessite que les cellules cibles
aient d’autres déterminants
que le récepteur CD4.
Ceux-ci viennent d’être identifiés :
ce sont des récepteurs de
chimiokines (RANTES, MIPα
et MIPβ), ou de facteurs encore
non identifiés, molécules
à sept passages transmembranaires
et couplées aux protéines G.
Ces résultats expliquent l’effet
antiviral de chimiokines,
récemment rapporté : ces facteurs
entreraient en compétition
avec le virus pour la liaison
aux récepteurs dont ils induiraient
la régulation négative par
endocytose. L’importance de
ces récepteurs est attestée par
la résistance à l’infection virale
des sujets dont le gène
correspondant est muté.
Les protéines G pourraient être
impliquées dans d’autres
phénomènes où on ne les attendait
pas, par exemple la maladie
d’Alzheimer. En effet, la protéine
précurseur du peptide ß-amyloïde
pourrait être un récepteur couplé
à une protéine Go. En revanche,
le récepteur de la thrombine,
précédemment caractérisé,
couplé lui aussi à une protéine G,
n’explique en rien les effets
de cette protéase sur
la coagulation sanguine.
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T7, puis en les infectant par un virus
vaccine recombinant exprimant
T7pol, on peut exprimer ce gène à un
niveau très élevé. En effet, les hauts
titres infectieux du virus vaccine per-
mettent de toucher toutes les cellules
transfectées, et d’y synthétiser de
grandes quantités de T7pol. Les ARN
T7, produits dans le cytoplasme,
n’ont pas la coiffe 5’ nécessaire à leur
traduction, mais la machinerie du
virus vaccine permet la modification
d’une fraction suffisante de ces trans-
crits pour produire 10 à 100 fois plus
de protéines qu’avec les systèmes
d’expression usuels.
Feng et al. [1] ont donc co-transfecté
des cellules murines (lignée NIH3T3)
avec une construction T7-CD4 et une
banque d’ADNc humains, provenant
de cellules Hela, également clonée en
aval du promoteur T7. Après infec-
tion par le virus vaccine recombinant,
les cellules vont synthétiser de
grandes quantités de protéines
humaines en quelques heures. La
présence de T7pol dans les cellules
murines permet de détecter, de
façon extrêmement sensible, leur
éventuelle fusion avec des cellules
Env+, préalablement transfectées avec
un plasmide T7-lacZ. En effet, leur
fusion met en contact T7-lacZ avec
T7pol, entraînant une production
massive de β-galactosidase, facile-
ment visualisée par coloration bleue
avec le substrat X-gal. Ces événe-
ments de complémentation (syncy-
tiums bleus) ont été observés en
transfectant la banque entière. Des
fractions de moindre complexité ont
été testées, et certaines se sont mon-
trées capables de complémenter les
cellules murines, avec une efficacité
accrue. En répétant cette démarche,
un ADNc a finalement été isolé, dont
l’expression dans des cellules non-
humaines CD4+ permet la fusion avec
des cellules Env+ et l’infection par les
isolats adaptés de VIH-1. Ces expé-
riences démontrent sans ambiguïté
qu’il s’agit bien d’un cofacteur
d’entrée de VIH-1.
Feng et al. l’ont baptisé fusin, une
décision qui peut se discuter, car cet-
te molécule n’est pas à proprement
parler nouvelle. Il s’agit d’un
membre de la famille des récepteurs
à sept domaines transmembranaires
(7TM) couplés aux protéines G, sans

ligand connu et donc dit « orphelin »
[11], mais relativement proche des
récepteurs de l’interleukine 8 (IL-8).
Cette parenté avait d’ailleurs permis
le clonage de ce récepteur orphelin
par plusieurs groupes en 1993-1994,
et celui de l’homologue bovin, dési-
gné LCR1 pour locus coeruleus receptor,
en 1991 [12]. Outre que le nom fusin
ignore ces travaux antérieurs, il met
en avant l’entrée de VIH, qui n’est
évidemment pas la fonction première
de cette molécule.
La parenté de fusin/LCR1 avec les
récepteurs de l’IL-8 a permis l’identi-
fication d’un facteur de fusion utilisé
par les VIH-1 primaires. L’Il-8 est une
cytokine chimiotactique, ou chimio-
kine, participant au recrutement de
polynucléaires neutrophiles sur le
site de la réponse inflammatoire
(pour revue voir [13]). C’est une chi-
miokine de type α , ou C-X-C (les
deux cystéines de la partie NH2 ter-
minale sont non adjacentes). Il existe
également des chimiokines de type β,
ou C-C (cystéines adjacentes), moins
spécifiques car elles attirent plusieurs
types de cellules (macrophages, éosi-
nophiles etc.)*. Le groupe de P. Lusso
a récemment montré que trois β-chi-
miokines, RANTES, MIP-1α, et MIP-1β
ont un effet antiviral sur VIH-1, et en
particulier sur les souches primaires
[14] (m/s n°3, vol. 12, p. 423). Il était
donc naturel de tester le rôle de
leurs récepteurs comme facteurs de
fusion, et les six types connus de
récepteurs des β- ou CC-chimiokines
ont donc été exprimés dans diffé-
rentes lignées cellulaires CD4+,
humaines ou non. Seul CC-CKR5, en
présence de CD4, s’est révélé per-
mettre l’entrée des VIH-1 primaires
[2-4]. L’entrée est bloquée par
RANTES et MIP-1β.
Les principaux phénotypes d’entrée
de VIH-1 seraient donc expliqués par
l’utilisation, soit de fusin/LCR1
(virus adaptés), soit de CC-CKR5
(virus primaires) comme facteur de
fusion. On ne peut toutefois exclure

que d’autres molécules soient utili-
sées, en particulier pour l’infection
des macrophages, car les β-chimio-
kines n’ont pas d’effet antiviral pour
ces cellules [4]. La situation semble
également plus complexe pour VIH-2,
les mêmes isolats pouvant utiliser
fusin/LCR1, mais aussi infecter des
lignées ne synthétisant pas cette
molécule, et comme telles réfrac-
taires à VIH-1 (nos observations).
La découverte des facteurs de fusion
est une avancée considérable pour la
virologie fondamentale. Notre vision
de l’entrée de VIH et de la fusion
membranaire risque d’évoluer consi-
dérablement une fois que seront défi-
nis le mécanisme de l’interaction de
l’enveloppe virale avec les facteurs de
fusion, et ses conséquences éventuelles
pour la cellule, via le couplage aux
protéines G. Ces travaux peuvent aus-
si avoir des retombées pratiques. On
sait depuis quelques années que cer-
tains sujets sont apparemment résis-
tants à l’infection par VIH-1, et que
cette résistance s’observe aussi ex vivo
quand leurs lymphocytes sont expo-
sés à des isolats VIH-1 primaires
(mais non à des isolats adaptés). Dra-
gic et al. suggèrent que ces individus
pourraient avoir un allèle de CC-
CKR5 non fonctionnel [4]. Si ce
point est confirmé, il devrait être en
théorie possible de bloquer ce récep-
teur, et donc d’exercer une action
antivirale, sans affecter la réponse
aux β-chimiokines. On restera cepen-
dant prudent sur ces perspectives
thérapeutiques, surtout si les chimio-
kines n’ont pas d’effet antiviral pour
les macrophages, cibles principales
du virus au début de l’infection. De
même, la découverte des facteurs de
fusion ouvre théoriquement la possi-
bilité d’obtenir des souris transgé-
niques infectables. Mais la faible
expression de VIH-1 dans les cellules
murines risque d’empêcher d’établir
une infection productive chez ces
animaux, même si le bloc d’entrée
est surmonté. L’expression de VIH-1
semble relativement plus efficace
dans les cellules de lapin, et cet ani-
mal pourrait être un meilleur modè-
le transgénique.
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* La famille des cytokines apparentées à l’IL-8 est divi-
sée en deux classes sur la base de la présence de deux ré-
sidus cystéine conservés, soit ajacents (CC), soit séparés
par un acide aminé quelconque (CXC).
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