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INTRODUCTION



| - Le Virus de I’'lmmunodéficience Humaine ...
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1- L histoire du VIH : de ses origines a nos jours.

1981 :

1982 :

1983 :

1985 :

1986 :

1987 :

1990 :

1993 :

Le «gay syndromey, appelé ainsi car tout d’abord observé que dans la
communauté homosexuelle aux USA, est décrit pour la premiere fois. Il se
traduit par une immunodéficience séveére accompagnée d’une pneumonie rare
due a Pneumocystis carinii (Gottlieb et al., 1981).

Les premiers cas sont décrits en France. L’observation de la maladie chez des
hémophiles fait penser a la présence d’un virus ou d’un rétrovirus (1982). Les
chercheurs frangais cherchent a mettre en évidence la présence d’une activité
transcriptase inverse et observent pour la premicre fois 1’effet cytopathogene
du virus sur des cellules ganglionnaires en culture.

Dans un premier temps, aux USA, I’équipe du Pr Gallo pense que le virus
responsable du SIDA serait un mutant ou un variant du HTLV1 (Gallo et al.,
1983).

Le virus est isolé et les premiéres preuves qu’il s’agit d’un rétrovirus différent
des HTLV1 et 2 sont découvertes (Barre-Sinoussi et al., 1983). Le virus est
baptis¢ LAV (Lymphadenopathy-associated virus).

Le LAV est séquencé (Wain-Hobson et al., 1985) et le premier test de
dépistage est commercialisé¢. En France, le test est obligatoire pour tous les
donneurs de sang.

La premiére conférence internationale sur le SIDA a lieu a Atlanta aux USA.
Le LAV-2 est isolé dans un prélévement sanguin d’un malade originaire de
I’ Afrique de I’ouest (Clavel et al., 1986).

Le virus est rebaptis¢ VIH dans un souci d’homogénéisation entre les
différentes équipes qui travaillent sur le sujet et publient sous des noms
différents (LAV, HTLV-III, ARS).

L’activité antivirale de I’AZT est mise en évidence.

La séquence du VIH-2 est publiée (Franchini et al., 1987) et son test de
dépistage est développé par I’Institut Pasteur.

La multi-thérapie voit le jour afin d’éviter I’apparition de souches virales
résistantes aux médicaments.

Les premiers tests de vaccins chez I’homme sont un échec, ils ne parviennent

pas a arréter la proliféation virale.
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1995 :

1996 :

1997 :

1998 :

1999 :

2001 :

2006 :

2007 :

L’efficacité des inhibiteurs de protéases ainsi que I’effet positif sur les patients
des bi et trithérapies sont publiés (Danner et al., 1995; Markowitz et al., 1995).
L’existence des réservoirs latents dans les cellules T-CD4+ est mise en
¢vidence in vivo (Chun et al., 1995).

Les corécepteurs CCRS nécessaires a I’infection par le VIH sont découverts
(Cohen, 1996; Deng et al., 1996).

La présence de foyers d’infections persistants malgré les thérapies est mise en
¢vidence (Chun et al., 1997b; Finzi et al., 1997; Wong et al., 1997).

Le premier inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse apparait
(Genin et al., 1996).

Découverte de la précocité de la mise en place des réservoirs au cours de
I’infection (Chun et al., 1998).

Début des essais cliniques avec un inhibiteur de fusion, le T20 (1999b).

Les produits génériques sont commercialisés dans les pays en voie de
développement et des accords de réduction de prix sont signés avec les firmes
pharmaceutiques.

Découverte du VIH-1 du groupe O chez des Gorilles Sauvages pouvant
constituer un intermédiaire entre I’homme et le chimpanzé qui est un des
réservoirs permettant 1’adaptation et la transmission du SIV a I’homme sous la
forme du VIH (Van Heuverswyn et al., 2006).

Mise sur le marché du Maraviroc, bloqueur d’entrée du virus via les
corécepteurs CCRS5, c’est la premiere nouvelle classe de médicament
approuvée depuis 10 ans.

Les essais en phase II du vaccin V520, considéré comme un des plus
prometteur du moment, sont arrétés par Merck. Les sujets traités avec le
vaccin semblent plus sensibles a I’infection que ceux traités avec le placebo

(Cohen, 2007; Sekaly, 2008).

2- Le VIH aujourd’hui dans le monde.

Comme le montre ce petit historique non exhaustif, de nombreuses avancées

scientifiques ont été réalisées au cours des 25 derni¢res années, et le monde entier s’est

mobilis¢ face a I’épidémie. Malgré cela, le VIH-1 reste un probléme mondial de santé

publique.
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Lors de son dernier rapport, I’ONU faisait état de 33,2 millions de personnes vivant avec
le VIH en 2007 dans le monde soit 1% de la population (figure 1A). Si les pays
développés voient la situation se stabiliser grace aux campagnes de prévention et a I’acces
des patients aux thérapies, les pays a revenus faibles et moyens tels que ceux de I’ Afrique
Subsaharienne continuent de subir les effets dévastateurs de la maladie. Ils représentent
95% des nouveaux cas du fait du manque d’information de la population sur les dangers
de la maladie, les moyens de s’en prémunir et surtout le colt trop important des thérapies.
D’aprés un rapport de ’OMS et ONUSIDA en mars 2006, moins de 10% de la population

atteinte a acces a une thérapie en Afrique subsaharienne (figure 1B).

A] Adultes et enfants vivant avec le VIH B] L’accés aux médicaments contre le
estimation en 2007 sida dans le monde en 2005

Europe orientale &
. Asie centrale
Europe pccidentale 1,6 million
& gentrale 11,:2-2,1 milliors]

?
L

Amérique du Nord 760 000
1.2 miillion R0 900-1,1 ulion) Asie de I'Est
(480 000-1,9 million] 00 000
(620 000-960 0OO|
Moyen-Orient

Caraibes & Afrique du Nard Asie du Sud
& du Sud-Est

230 000 380 000 ud
1210 000-270 000] 1270 (00-5¢0 000] 4,0 millions
18,3-5,1 millions]
Amérique latine Afrique
1,6 million subsaharienne
1141, million] 22,5 millions L
120,5-24,3 millicrs] Preaanie
75 000
53 000-120 009 "
\\L = % de malades traités -
70 - 100 %
90-749 %
B 25-499%
B 10-249
B moins de 10 %

Total: 33,2 (30,6-36,1) millions

Figure 1 : Le VIH dans le monde.

A] Carte de répartition des personnes vivant avec le VIH dans le monde.
D’apres Unaids.

B] Carte de répartition de I'accés aux thérapies des personnes infectées dans le monde.

D’apres 'OMS.

Les pays sous développés et en voie de développement représente les pays les plus touchés par
le VIH mais sont également ceux ou I'accés aux thérapies est le plus limité.

3- Les origines du virus et son évolution

L’origine géographique du virus VIH-1 se situerait dans la république
démocratique du Congo (ex Zaire). En effet, le VIH-1 a pu étre détecté dans des
échantillons sanguins datant de 1959 et c’est également 14, que I’on observe la plus
grande variabilité génétique des souches virales. Tous les sous types connus du virus y
sont présents (M, N, O: figure 2B), ce qui traduit la présence du virus depuis de

nombreuses années et qui défini I’ Afrique Centrale comme I’épicentre de la pandémie.
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W

Adaptation a I’ homme (VIH-1) Adaptation al’ homme (VIH-1) Adaptation a I’lhomme (VIH-1)

Réservoir et Réservoir
intermédiaire actuel

Adaptation chez les chimpanzés  Adaptation chez les chimpanzés Adaptation chez les chimpanzés

actuel

VIS rcm

L’apparition du virus chez I’homme proviendrait du braconnage de chimpanzés
contaminés par le SIV (Virus Immunodéficient Simien) et plus précisément lors du
dépecage et de la consommation de la viande. (Gao et al., 1999). Le virus aurait ensuite
subit des étapes de mutation et d’adaptation jusqu’a ce que ’Homme devienne un héte
favorable a sa multiplication et a sa propagation (figure 2A).

Ces singes auraient eux mémes ¢été contaminés lors de leur consommation d’autres petits
singes atteints du SIV ou de deux virus immunodéficients différents qui se seraient
ensuite recombinés pour donner le SIV (Bailes et al., 2003; Heeney et al., 2006)

De plus, la découverte récente du VIH-1 du groupe O chez des Gorilles Sauvages montre
qu’ils pourraient constituer ¢galement un intermédiaire entre ’homme et le chimpanzé

(Van Heuverswyn et al., 20006).

ANEANIL

VIH-1, CPZ

Hote P . ,
intermédiaire VIS cpz -X réservoir et VIS cpz
2 _ [ Intermédiaire
"‘ ’\ inconnu

7

!IBHE

VIS gsn ou autre VIS rcm VIS gsn ou autre VIS rcm VIS gsn ou autre VIH-2, VISMM

Figure 2 : Les origines du VIH-1.

A] Les différentes hypothéses d'évolution du siv au VIH-1. Les singes constituent des réservoirs
et des intermédiaires qui ont permis au virus d’évoluer jusqu’a devenir pathogéne pour ’'homme.
D’aprés (Heeney et al., 2006) modifiée

rcm = mangabey a téte rousse ; gsn = cercopithéque hocheur ; cpz= chimpanzé (en captivité)

B] Arbre phylogénétique des différents types de VIH et de SIV. Ptt = Pan troglodytes troglodytes
D’aprés Kuiken et al, Los Alamos National laboratory : theoretical biology and biophysics group
ptt

Le SIV aurait trouvé chez ’homme un hote favorable a sa multiplication et a sa
propagation dans la population et aurait muté pour finalement devenir le VIH avec tous

ses types et sous types (VIH-1 : N, M, O, VIH-2) (figure 2B).
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4- Description générale du VIH.

Le virus de I'immunodéficience humaine, qui est 1’agent étiologique du SIDA, fait
partie de la famille des Retroviridea dont il posseéde les caractéristiques communes a tous
ses membres :

I) une capside en forme de cone,

IT) la présence d’une transcriptase inverse,

IIT) une bicouche lipidique semblable a la membrane plasmique de la cellule hote,

IV) une structure membrane/capside permissive a I’ancrage de protéines étrangeres.

De plus c’est un Retroviridae du genre lentivirus qui, comme son nom l’indique, peut
engendrer des maladies persistantes chroniques a évolution lente induisant des désordres

immunologiques et neurologiques.

Sa particule virale d’un diamétre de 80-120 nm, est constituée d’une enveloppe
dans laquelle sont enchassés des spicules. L’enveloppe contient une matrice et une

capside qui renferme la nucléocapside avec I’ARN et les protéines virale (figure 3).

Capsids . Protéase

Protéine de

ap120 liaison
gpd1 Transcriplass
inverse
Matrice
Mucléocapside
Copies d'ARNsb

Intégrase

Figure 3 : Schéma en coupe d’une particule virale.

D’aprés (Ott et al., 2003) modifié

La particule virale porte a sa surface les protéines gp120 et gp41 necessaire a sa fusion avec les
cellules cibles. Elle contient au sein de la capside I'ARN viral (Sb = simple brin), ainsi que
différentes protéines necessaire aux premiéres phases du cycle cellulaire

4.1- L’enveloppe.

Elle est d’origine cellulaire, composée d’une bicouche lipidique dans laquelle sont

enchassées 72 spicules constitués de trois glycoprotéines transmembranaires (gp41) liées
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a trois glycoprotéines de surfaces (gp120) (pour revue (Roux and Taylor, 2007). C’est par
I’intermédiaire de ces glycoprotéines que le virus pourra se lier a la membrane des
cellules de I’héte fusionner et y libérer son contenu (Moore et al., 1991; Moore and Nara,

1991) (cf partie I-5.1.1).

4.2- La matrice.

Elle tapisse la face interne de 1’enveloppe et est constituée de protéines pl7
oligomérisées. Elle joue différents roles au cours du cycle de réplication du virus : Elle est
nécessaire a I’import nucléaire (Haffar et al., 2000), et a I’incorporation des protéines
d’enveloppe, gp120 et gp41, dans I’enveloppe des virions matures. (Yu et al., 1992). Ces

différentes étapes seront détaillées plus loin dans ce manuscrit.

4.3- La capside.

De forme conique, elle est constituée majoritairement de la protéine CA p24 et
renferme la nucléocapside ainsi que diverses protéines virales et cellulaires nécessaires au

cycle viral (Frankel, 1996).

4.4- L _a nucléocapside.

Les protéines p7 entourent les deux brins d’ARN simple brin qui constituent le
génome viral pour former la nucléocapside (Poon et al., 1998). Elle réunit les deux brins
d’ARN entre eux et les protége de l'activité des enzymes cellulaires. Elle est également
essentielle a 1’assemblage des particules virales (Dawson and Yu, 1998; Zhang and

Barklis, 1997).

4.5- L es protéines encapsidées.

Lors de I’infection, les premieres étapes du cycle réplicatif nécessitent un certain
nombre de protéines et d’enzymes que le virus transporte dans sa capside. Certaines sont
d’origine virale : la transcriptase inverse (RT, p66 et p51), la protéase (PR, pll),
I’intégrase (IN, p32), la protéine p6, les peptides pl et p2, et les protéines dites
accessoires Vpr, Vif, Nef ; et d’autres sont des molécules de la cellule hote d’origine de la
particule virale (ARNt synthétase, actine, ARNt lys®, cyclophiline A, ubiquitine....). Les

roles de ces facteurs seront abordés lors de la description du cycle réplicatif.
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4.6- Le génome viral.

Il est composé¢ de deux brins d’ARN (+) homologues d'environ 9,4 kB chacun,
comprenant (McCune, 1991) :
= 3 geénes rétroviraux ou genes de structure qui codent des protéines du
virus (gag, pol, env),
= 6 génes codant pour des protéines régulatrices (tat, rev) et des protéines
dites auxilliaires (vif, vpr, vpu, nef).
Le génome du VIH, apres rétrotranscription, est encadré en 5° et en 3’ de deux régions
non codantes longues et répétées portant le nom de LTR pour « long terminal repeat »

(figure 4).
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Figure 4 : Représentation du genome viral.

D’aprés (Costin, 2007) modifiée

Le génome viral, entouré par deux séquences régulatrices LTR (long terminal repeat), code pour
les différents géenes de structures necessaire au virus ainsi que pour différentes protéines et
enzyme permettant sa réplication au sein des cellules. Les séquences LTR contiennent
différentes régions particuliaires non codantes : U3, R et U5.

4.6.1- Les régions non codantes du génome ARN.

4.6.1.1- La région non codante en 5.
Elle contient différentes régions caractéristiques (figure 4) (pour revue (Al-Harthi and
Roebuck, 1998)) :
e Comme les ARNm au sein de la cellule, ’extrémité 5° comporte une coiffe qui
empéche la dégradation de I’ARN par les exonucléases.
e Une région R (pour Répétée), d’une centaine de nucléotides, nécessaire a la

transcription des geénes viraux. Elle contient une région dénommée TAR
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(TransActivation Response element), qui permet la transactivation des geénes
viraux suite a I’interaction avec la protéine virale Tat (Feng and Holland, 1988).

e Une région U5

e Une région PBS (pour Primer Binding Site) de 18 nucléotides qui sert d’amorce

lors de la transcription inverse en fixant I’ARN-t3 lys cellulaire (Isel et al., 1993).

4.6.1.2- La région non codante en 3’.
Elle est constituée d’une région U3 contenant un signal de polyadénylation, AAUAAA,
permettant de stabiliser I’ARN (Valsamakis et al., 1992) et qui apres rétrotransciption
constitura un site de fixation pour des facteurs de transcription, comme par exemple AP-
1, NF-xB, NF-AT, Sp1 (pour revue (Van Lint et al., 1997)). et d’une région R identique a

celle située en 5’ (figure 4).

4.6.2- Les régions codantes.

L’ARN viral contient les séquences codant pour trois génes communs a tous les
rétrovirus (figure 4) :

e gag: il est a I’origine du précurseur p55 (Gag) des protéines structurales internes
de tous les rétrovirus. Le clivage du précurseur par la protéase virale, qui a lieu lors de la
maturation des particules virales a I’extérieur de la cellule, donne naissance a la protéine
p6 ainsi qu’aux protéines de la matrice (MA pl7), de la capside (CA p24) et de la
nucléocapside (NC p7) (Henderson et al., 1990) (cf partie [-5.2.2).

e pol: il code a partir du précurseur pl180 (gag-pol), pour les trois protéines
enzymatiques virales nécessaires au cycle réplicatif : la reverse transcriptase (RT, p66 et
p51) qui possede une activité additionnelle Rnase H, I’intégrase (IN, p32) et la protéase

(PR, p12) (Oroszlan and Luftig, 1990).

e cnv: Ce geéne code pour la gpl60 qui est le précurseur de deux protéines
différentes : la protéine de surface (gp120) et la protéine transmembranaire (gp41), toutes
deux constitutives de I’enveloppe et nécessaire a la fusion de la particule virale a la

cellule hote lors de I’infection (cf partie [-5.1.1).
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Le génome viral code également pour six protéines régulatrices essentielles a la
propagation du virus dont quatre seront encapsidées lors de la formation des particules

virales.

e Tat: Transactivator of Transcription (pl4). (ce facteur et son mode d’action
seront decrits plus en détail dans la partie III). Sa fixation a la séquence TAR de la
région 5’ de I’ARN (Berkhout et al., 1989) va permettre le recrutement de complexes
contenant des enzymes possédant une activité acétyle transférase. Elles vont conduire a la
modification de la chromatine au niveau du site d’intégration du provirus, le rendant plus
accessible a la transcription. Tat va également permettre d’ajuster l’activit¢ de la
polymérase II par le recrutement du complexe P-TEFb (Benkirane et al., 1998; Bres et al.,
2002; Marzio et al., 1998).

En plus de son rdle transcriptionnel, Tat posséde de nombreux autres effets au
niveau cellulaire : il induit la production de cytokines, provoque des effets neurotoxiques
(Buscemi et al., 2007; Neri et al., 2007; Price et al., 2005), et est a 1’origine de
phénomenes d’apoptose (Clark et al., 2000; Poggi and Zocchi, 2006).

e Vpr: Viral Protein r (pl5). (Cette protéine fera l'objet d’un chapitre a part
entiere : Partie IV) Elle agit au niveau de différentes étapes clefs du cycle réplicatif viral
dont la transcription inverse, le transport nucléaire du génome viral dans le noyau, la
transcription ainsi que le niveau de production virale en agissant sur le cycle cellulaire des

cellules infectées. (Pour revue (Le Rouzic and Benichou, 2005)

e Rev: Regulator of Expression Virion (p19). La protéine issue de ce gene régule
'épissage des ARNm viraux et permet leur transport vers le cytoplasme pour la traduction
(Fischer et al., 1994). Elle posséde un domaine de liaison a I’ARN (riche en arginine) qui
reconnait les ARNm non ¢épissés ou partiellement épissés contenant la séquence de
reconnaissance RRE (Rev-responsive elements) (Cullen, 2003; Frankel and Young,
1998). Par ailleurs, elle contient un domaine effecteur (riche en leucine) correspondant a
un signal d’export nucléaire (NES) (Weis, 2002; Wodrich and Krausslich, 2001) ainsi
qu’une séquence NLS (signal d’import nucléaire), ce qui lui confére la capacité de faire la
navette entre le noyau et le cytoplasme (Hope, 1999; Meyer and Malim, 1994; Richard et
al., 1994). Pour agir, rev nécessite la présence de cofacteurs cellulaires tels que hRIP

(human rev interacting protein) (Sanchez-Velar et al., 2004) et CRM1 (Fukuda et al.,
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1997). En effet, en leur absence, les ARNm viraux ne peuvent étre exportés hors du
noyau, ils s’accumulent a sa périphérie et aucune production virale n’est possible (Yu et

al., 2005).

e Nef': Negativ Factor (p27). Produite abondamment lors des premicres phases du
cycle de réplication virale, ¢’est une protéine trés conservée chez les lentivirus infectant
les primates. Elle joue un role fondamental dans la propagation du virus et I'évolution de
l'infection vers un SIDA installé. Elle optimise la production virale en agissant sur le
transport et la machinerie de transduction cellulaire, ce qui affecte les mécanismes de
présentation de récepteurs a la membrane tel que les CD4 (Garcia and Miller, 1991), les
molécules du CMH de classe I et II (Schindler et al., 2003; Schwartz et al., 1996) et les
récepteurs des chemokines (Michel et al., 2005). Elle module la composition en lipides de
la membrane des virions et des microdomaines sur les cellules hotes, augmentant ainsi

I’infectivité des virions (Brugger et al., 2007).

e Vif: Viral Infectivity Factor (p23). Protéine de 192 aa, exprimée en grande
quantité¢ dans le cytoplasme des cellules infectées, elle permet une meilleure maturation
des virions et la formation d’un nombre réduit de particules virales défectueuses
(Hoglund et al., 1994). Vif bloque une des lignes de défense de 1’organisme en se liant a
APOBEC 3G' (apolopoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3G).
Il induit ainsi sa dégradation par le protéasome et prévient son incorporation dans les
particules en formation (Kao et al., 2003; Marin et al., 2003; Yu et al., 2003b).

De plus, vif semble jouer un rdle de protéine chaperonne au cours de la transcription
inverse en régulant la dimérisation de I’ARN lors des premicres étapes du processus

(Henriet et al., 2007).

" APOBEC3G : Avec APOBEC 3F et 3B, ils constituent des inhibiteurs cellulaires de la réplication virale
dans les cellules non permissives. Ce sont des déaminases, elles provoquent une hypermutation du brin
d’ADN (-) nouvellement synthétisé, induisent des altérations de la morphologie des virions et déstabilisent
le complexe de transcription inverse (Doechle, B.P., Schafer, A. and Cullen, B.R. (2005) Human
APOBEC3B is a potent inhibitor of HIV-1 infectivity and is resistant to HIV-1 Vif. Virology, 339, 281-288,
Wiegand, H.L., Doehle, B.P., Bogerd, H.P. and Cullen, B.R. (2004) A second human antiretroviral factor,
APOBEC3F, is suppressed by the HIV-1 and HIV-2 Vif proteins. Embo J, 23, 2451-2458, Zheng, Y.H.,
Irwin, D., Kurosu, T., Tokunaga, K., Sata, T. and Peterlin, B.M. (2004) Human APOBEC3F is another host
factor that blocks human immunodeficiency virus type 1 replication. J Virol, 78, 6073-6076.).
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e Vpu: Viral Protein u (p16). Cette petite protéine de 9kDa n'est présente que chez
le VIH-1 (pour le VIH-2, elle est remplacée par Vpx) (Cohen et al., 1988). Elle facilite la
libération des particules virales lors du bourgeonnement (Bour and Strebel, 2003; Salim
and Ratner, 2008), permet la dégradation du CD4 par le protéasome suite a son
ubiquitination par Skpl (Binette et al., 2007; West, 2003), atténue la réponse immunitaire
de I’organisme face a I’infection en diminuant la présentation du CMH II a la surface des
cellules (Hussain et al., 2008) et le transfert de gp160 (précurseur des protéines gp120 et

gp 41) vers la membrane.
5- Le cycle réplicatif du VIH-1.

Le cycle réplicatif se divise en 2 phases : une phase pré-intégrative allant
de ’infection de la cellule jusqu’a la phase d’intégration de I’ADN proviral au génome de
la cellule hote, et une deuxiéme phase post-intégrative qui va conduire a la formation des

nouveaux virions matures.

5.1- La phase pré_—intéqrative.

Figure 5 : Le cycle viral : de I'infection a I'intégration du génome viral dans la
cellule hote.

D’aprés (Arhel et al., 2007) modifié.

Apres fusion avec la membrane de la cellule héte, la capside renfermant le génome viral est
transporté jusqu’a la membrane nucléaire (1-5), la transcription inverse a alors lieu au sein de la
capside et conduit a sa destructuration qui libére I'’ADN viral nouvellement synthétisé (6,7), il est
alors pris en charge par le complexe de préintégration (PIC) qui le transporte dans le noyau (8, 9)
pour qu’il s’intégre ou non au génome de la cellule héte.
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5.1.1- L’attachement et I’entrée du virus.

5.1.1.1- Récepteurs et co récepteurs mis en jeu.

Le VIH-1 pénétre dans les cellules hdtes par 1’intermédiaire de la glycoprotéine
virale gp120 qui se fixe au récepteur CD4. La présence du CD4 a la surface des cellules
est nécessaire mais non suffisante a ’infection de celles ci. La présence de corécepteurs
CXCR4 (Feng et al., 1996) et CCRS5 (Alkhatib et al., 1996; Deng et al., 1996) permet
I’infection productive, et détermine ainsi le tropisme du virus : les souches utilisant le
CCRS sont ainsi appelées souches RS, celles dont I’entrée nécessite CXCR4, souches X4,
et celles qui sont capables d’utiliser les deux corécepteurs X4RS5S. Les corécepteurs
présentant les motifs CXCR ou CCR sont respectivement les récepteurs naturels des alpha
et beta chimiokines. Les chimiokines sont capables d’inhiber la réplication du VIH en
provoquant leur internalisation, mais aussi en bloquant les corécepteurs du virus (Amara
et al., 1997; Aramori et al., 1997).

Des individus homozygotes pour une délétion de 32 paires de bases dans le géne
CCRS5 (A32-CCRY5) ont un phénotype CCRS- et sont de ce fait résistants a I’infection par
les virus de souche R5 du VIH-1 (Liu et al., 1996b).

L’utilisation des corécepteurs par les différents isolats du VIH a également une
influence importante sur la pathologie. En effet, ’apparition de souches X4 au cours de
I’infection chronique est associée a une augmentation de la charge virale et a la

progression vers la maladie (Connors et al., 1997; Shankarappa et al., 1999).

5.1.1.2- Les récepteurs alternatifs d attachement.

On admets généralement que I’attachement du VIH-1 a la cellules cible se fait via
I’interaction de la sous unité gp120 des glycoprotéines d’enveloppe avec le récepteur
cellulaire CD4. Cependant ['utilisation de récepteurs alternatifs pour 1’attachement du
VIH-1 sur différents types cellulaires a pu étre démontrée par de nombreux auteurs.
- Les récepteurs du mannose sur les macrophages et cellules dendritiques
(Larkin et al., 1989)
- DC-SIGN sur les cellules dendritiques (Curtis et al., 1992; Hong et al.,
2002; Wichukchinda et al., 2007).
- Les héparans sulfates sur différents types cellulaires (macrophages et
cellules dendritiques) (Vidricaire et al., 2007)
- Le Galactosylcéramide et ses dérivés (Backhed et al., 2002)
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- Les Sulfatides des cellules neuronales, gliales, épithéliales et des
macrophages (Harouse et al., 1991; Seddiki et al., 1994).

Ces différents récepteurs alternatifs peuvent étre impliqués dans I’augmentation de

I’infection de certains types cellulaires (par exemple DC-SIGN sur les cellules

dendritiques (de Witte et al., 2008))

5.1.1.3- Le mécanisme de fusion des membranes. (pour revue (Matthews et al., 2004)

La protéine virale de surface gp120 va rentrer en contact avec les récepteurs CD4
exprimés a la surface des cellules cibles (Lasky et al., 1987) (figure 6a). La liaison
gp120/CD4 va engendrer une modification de la conformation de la gpl120, qui va
permettre un déplacement du site de liaison vers le corécepteur CCRS (Wu et al., 1996)
ou CXCR4 en fonction du type cellulaire infecté (figure 6b-c). Cette nouvelle interaction
de la gp120 conduit & un réarrangement de la protéine virale transmembranaire gp41
(Wild et al., 1994) (figure 6d). Le peptide de fusion de la gp41 s’insére dans la membrane
plasmique (figure 6¢) et permet la formation du pore de fusion par déstabilisation des
membranes, suivi du transfert du matériel viral dans la cellule cible (figure 6f). Il a été
mis en évidence que la fusion de la particule virale avec la cellule cible est un mécanisme
coopératif faisant intervenir les radeaux lipidiques, qui permettent de concentrer les
récepteurs CD4 et les corécepteurs dans des zones particulieres, les rendant ainsi

accessibles dans un espace restreint (Nguyen et al., 2005).

Récepteur
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-
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Figure 6 : Mécanisme d'entrée par fusion via les protéines de I'enveloppe virale et les
récepteurs CD4 et corécepteurs présents a la surface des cellules cibles.

D’aprés (Matthews et al., 2004) modifiée

La particule virale entre en contact avec la cellule cible grace a la gp 120 qui reconnait le
récepteur CD4 exprimé a leur surface (a-b) ; la liaison gp120-CD4 conduit a un changement de
conformation de la gp41 (c-d) qui permet le rapprochement des deux membranes et leur fusion
(e-f).

Cas particluliers.

Au cours du bourgeonnement des particules virales, celles-ci emmenent a leur
surface un certain nombre de protéines cellulaires dont les récepteurs sont exprimés a la
surface des autres cellules potentiellement infectables par le virus. Ainsi, la cyclophiline,
les héparans sulfates (Saphire et al., 2000), les molécules d’adhésion I-CAM et LFA
(Fortin et al., 1997; Rizzuto and Sodroski, 1997; Tardif and Tremblay, 2003) sont
capables de permettre I’endocytose de particules virales pouvant conduire a une infection
productive. Il s’agit de mécanismes qui favorisent ’attachement du virus aux cellules
(lignée cellulaire et cellules primaires) mais les récepteurs CD4 et les corécepteurs sont

nécessaires pour la fusion de la particule a la cellule héte.

5.1.1.4 - L entrée par endocytose

Certaines cellules telles que les macrophages ou les cellules dendritiques peuvent
endocyter ou phagocyter des particules virales. La voie d’entrée par endocytose conduit
généralement a la dégradation des particules virales. Cependant il peut arriver que le virus
échappe a la dégradation, qu’il puisse fusionner grace au CD4 et a un corécepteur a
I’intérieur d’une vésicule (corps multivésiculaire) (pour revue (Conner and Schmid,

2003)).

5.1.2- La transcription inverse et la décapsidation.

Depuis de nombreuses années, les données bibliographiques font état d’un
phénomene de décapsidation ayant lieu avant la transcription inverse (pour revue,(Goff,
2001). Cependant, les derniéres études tendent a montrer que la décapsidation aurait lieu
apres la synthese de I’ADN viral, une fois le complexe de pré-intégration a proximité des

pores nucléaires. En effet, la capside intacte a été visualisé in vivo aprés 1’entrée virale
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jusqu’a ce qu’elle atteigne les pores nucléaires (McDonald et al., 2002). Ce phénomene a
¢galement été observé pour d’autres rétrovirus (Bowerman et al., 1989; Petit et al., 2003;
Saib et al., 1997). De plus, il semble que la décapsidation ne soit pas nécessaire a la
transcription inverse (Warrilow et al., 2007) et méme que cela lui soit délétere, puisque le
facteur cellulaire thTRIMSa conduit a la dégradation du complexe de pré-intégration et a
un infection non productive suite a 1’induction d’une décapsidation rapide (Stremlau et
al., 2006). La transcription inverse aurait donc lieu dans la capside, ce qui favoriserait le
phénoméne en plagant les différents « acteurs » dans un environnement confiné (Arhel et
al., 2007).
5.1.2.1- La transcription inverse.

Elle va permettre la production d’un ADN double brin encadré par les 2 séquences LTR
(pour revue (Gilboa et al., 1979).

Le complexe de transcription inverse, constitué des deux brins d’ARN, de
1‘ARNtlys’, de la transcriptase inverse, de 1’intégrase, de la matrice, de la nucléocapside
et de la protéine Vpr, est transporté dans la capside le long des microtubules jusqu’a la
surface nucléaire ou elle est immobilisée dans le réseau d’actine (Arhel et al., 2006a;
McDonald et al., 2002).

Dans un premier temps, la séquence PBS (Primer Binding Sequence) de la région
non codante située en 5’ va lier 1‘ARNtlys’ au cours du bourgeonnement et de la
maturation des particules virales (Ratner et al., 1985) afin qu’elle serve d’amorce a la
transcriptase pour la synthése du brin d’ADNc (ADN (-) Strong stop) correspondant aux
régions U5 et R (figure 7). Le rétrotranscrit est dégradé par 1’activité RNase H de la RT et
le fragment d’ADN (-) Strong Stop va s’apparier avec la région R située en 3°. L’activité
polymérase permet la formation, en aval de la séquence déja rétrotranscrite de la suite de
I’ADNCc. Le brin d’ARN servant de matrice est ensuite dégradé a 1’exception de 2 régions
particulieres, PPTc et PTT, qui restent appariées et servent d’amorces a la formation des
brins U+ et D+ d’ADNc. La dégradation de I‘ARNtlys’ libére la région pbs
complémentaire de la région PBS. Ces deux séquences vont s’apparier, provoquant la
formation d’une boucle d’ADN matrice pour la synthése des brins U+ et D+. La
production des deux brins se déroule en paralléle et conduit a la formation d’un brin
d’ADN avec une zone de recouvrement appelée ADN Flap. Le brin complémentaire
permettant la formation d’un ADN double brin est réalisé par I’activité polymérase de la

RT.
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Figure 7 : Les étapes de la transcription inverse.

Dans certains cas, dans les lymphocytes T CD4+, la transcription inverse n’a pas
lieu correctement du fait de la présence d’un stock insuffisant de nucléotides pour
produire I’ADN viral ou bien du fait de la présence de la protéine APOBEC3G (Chiu et
al., 2005). L’ARN du VIH-1 reste alors dans le cytoplasme jusqu’a sa dégradation ; mais
il peut également étre rétrotranscrit ultérieurement ce qui conduit a un phénomene de
latence pré-intégrative de courte durée, due a la faible demie-vie des ARN viraux (une

journée) (Pierson et al., 2002; Zhou et al., 2005).

5.1.2.2- La décapsidation.
La décapsidation serait le résultat d’un changement morphologique de la capside
suite aux réarrangements du complexe de transcription inverse et de la formation de

I’ADN flap qui marque la fin de la synthése de I’ADN viral (Arhel et al., 2007).

5.1.3- Le transport nucléaire.

L’ADN double brin nouvellement formé est englobé dans un complexe
multiprotéique, le complexe de préintégration (PIC) (figure 8). Cet ensemble est
compos¢ : de I’ADN double brin (ADNc flap) dont la zone flap semble indispensable a
I’import (Arhel et al., 2006b; Arhel et al., 2006¢), des protéines de la matrice (MA), de la
nucléocapside, de I’intégrase (IN), de la transcriptase inverse (RT) et de la protéine Vpr

(Miller et al., 1997).

Figure 8 : Représentation schématique du PIC.

D’aprés (Greene and Peterlin, 2002) modifié.
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Le PIC ou complexe de préintégration est composé : de ’ADN double brin (ADNc flap) dont, des
protéines de la matrice (MA), de la nucléocapside, de l'intégrase (IN), de la transcriptase inverse
(RT) et de la protéine Vpr. Il est nécessaire a I'entrée nucléaire et a l'intégration du génome viral
dans la cellule héte.

Lorsque les cellules sont en division, (par exemple, dans les lymphocytes T) 1’étape de
dissociation de la membrane nucléaire permet au complexe d’atteindre facilement I’ADN
cellulaire (Lewis et al., 1992; Roe et al., 1993). En revanche dans le cas ou les cellules ne
sont pas en phase de division comme les macrophages, le passage de 1’enveloppe pourrait
se faire via les pores nucléaires actifs (Sherman et al., 2003). La protéine de matrice p17
semble lier I’importine-a grace a ses séquences NLS (Bukrinsky and Adzhubei, 1999;
Haffar et al., 2000), et I’importine-f dirigerait ensuite le complexe vers le noyau (Fassati
et al., 2003; Gallay et al., 1996) (cf partie IV figure 47).

La protéine Vpr contient également des séquences NLS atypiques permettant de lier
I’importine et de faciliter le transport nucléaire (Gallay et al., 1997; Gallay et al., 1996;
Nitahara-Kasahara et al., 2007). Ainsi, dans le cas des cellules différentiées ou
quiescentes, la protéine Vpr pourrait ¢galement contribuer a ’entrée du complexe de
préintégration dans le noyau en provoquant des cassures de 1’enveloppe nucléaire (de
Noronha et al., 2001).

Le role de Vpr au cours des différentes phases du cycle viral fera I’objet d’une partie

détaillée par la suite (cf IV).

5.1.4- L’intégration au génome de la cellule hote.

La premicre étape nécessaire a 1’intégration du génome viral au sein de celui de la
cellule hote a lieu dans le cytoplasme, avant le transport nucléaire : I’intégrase va
supprimer le dinucléotide GT situé en 3° du LTR sur les deux brins d’ADNc
néosynthétisés (figure 9a) (Farnet and Haseltine, 1990). Dans un deuxiéme temps, une
réaction de transestérification (figure 9b) va provoquer d’une part la liaison de
groupements OH en 3’ a la place des nucléotides supprimés et d’autre part I’insertion de
I’ADN viral dans le génome via une attaque nucléophile (figure 9c) du --CA-OH 3’ sur
une liaison phosphodiester du brin d’ADN cellulaire (Van Maele et al., 2006). Une
derniére étape consiste en la réparation de I’ADN au niveau des zones d’insertion pour
ajouter les nucléotides manquants, suite a 1’attaque nucléophile de I’ADN cellulaire

(figure 9d).
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Figure 9 : Le mécanisme d’intégration du génome viral au génome cellulaire.

D’aprés (Van Maele et al., 2006) modifié.

Aprés linéarisation du génome viral l'intégrase permet suite a une attaque nucléophile d’intégrer
la séquence d’ADN double brin viral a celui de la cellule héte ; il pourra ainsi étre régulé et
exprimé comme tous les autres génes celulaires.

De plus, ’intervention de facteurs cellulaires qui sont déja présents dans le PIC, tels que
HMG-I(Y) (Farnet and Bushman, 1997), BAF (barrier to autointegration) (Lin and
Engelman, 2003) et LEDGF (Lens-epithelium-derived growth factor, p75) (Cherepanov
et al., 2003; Pandey et al., 2007; Raghavendra and Engelman, 2007; Shun et al., 2007) est

nécessaire pour faciliter I’intégration, mais leurs rdles exacts sont encore mal connus.

L’insertion ne se fait pas complétement au hasard. En effet, il a été montré que le

virus pouvait potentiellement s’intégrer dans 524 sites qui sont pour la plupart
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transcriptionnellement actifs, et plus particuliecrement dans des zones dont la transcription
est stimulée par le VIH-1. Cela a pour effet d’induire une transcription importante des
génes du VIH-1 et donc de favoriser la production de nouvelles particules virales
(Scherdin et al., 1990; Schroder et al., 2002). Cependant, ’intégration peut également se
faire dans I’hétérochromatine, transcriptionnellement inactive (Jordan et al., 2003).

On peut observer I’apparition d’un phénoméene de latence post-intégrative du virus
résultant soit de 1’environnement hétérochromatinien de son site d’intégration, soit de
modifications post intégratives de celui-ci conduisant a son inactivation transcripionnelle
(pour revue (Williams and Greene, 2007)). Les cellules ainsi infectées ne produisent pas
de particules virales, elles sont donc inaccessibles aux thérapies actuelles et constituent un

réservoir pour le virus (Chun et al., 1997b; Finzi et al., 1997; Wong et al., 1997).

Par ailleurs, une partie des ADN dans le noyau ne s’intégrent pas dans le génome de la
cellule hote. Il y a alors trois possibilités (figure 5, étape 10):
° soit, les deux brins d’ADN viraux se lient ensemble et se circularise, on
obtient dans ce cas un ADN circulaire avec deux séquences LTR,
o soit, il se passe un phénomene de recombinaison homologue et on obtient
un ADN circulaire avec une seule séquence LTR (De Silva et al., 2001),
I1 semblerait que ces deux formes du génome viral soient a 1’origine de la transcription
des génes tat et nef dans les lymphocytes T CD4+ quiescents (Wu and Marsh, 2001).
. soit, ’ADN reste sous forme linéaire dans le cytoplasme car la cellule ne
possede pas assez d’ATP pour permettre la translocation du PIC (Stevenson
et al., 1990; Wu, 2004). On assiste alors, a un phénoméne de latence pré-

intégrative (Marcello, 2006).

5.2- La phase post-intégrative.
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Figure 10 : Le cycle viral de I’intégration a la production des nouveaux virions.

D’apres (Peterlin and Trono, 2003) modifié.

Un fois le génome viral intégré, il est transcrit et traduit grace a la machinerie cellulaire. Les
nouvelles particules virales sont assemblées et libérées par bourgeonnement au niveau de la
membrane plasmique. Les virions sont ensuite maturés grace a la protéase viral encapsidée.

5.2.1- La transcription des génes viraux.

Le génome viral est intégré de fagon stable au sein de la cellule hote et peut étre
exprimé grace a la machinerie transcriptionnelle cellulaire comme tous les autres génes.
L’étape de transcription se déroule en deux phases. Dans un premier temps, celle ci est
sous le controle de facteurs cellulaires uniquement, puis dans un deuxiéme temps, le
facteur viral Tat vient transactiver le phénomene.

Le transcrit primaire obtenu va alors servir soit d’ARN messager aprés diverses étapes
d’excisions et d’épissages, ou bien d’ARN génomique qui sera intégré dans les nouvelles
particules virales formées (figure 10).

Les détails des mécanismes mis en jeu dans la régulation de la transcription du VIH-1

seront détaillés dans une partie spécifique.

5.2.2- La production des nouveaux virions.

5.2.2.1- L’assemblage et le bourgeonnement.
Le précurseur Gag-p55 est primordial pour I’assemblage des nouveaux virions. Il
va permettre le recrutement de tous les acteurs impliqués dans ce phénomeéne. Il contient
trois domaines fonctionnels (figure 11) qui vont régir les différentes étapes de

I’assemblage et du bourgeonnement (Bukrinskaya, 2004).
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Figure 11 : Structure et rdle des différents produits du précurseur Gag-p55.

D’aprés (Bukrinskaya, 2004) modifié.
MA=Matrice, CA=Capside, NC=Nucléocapside, p=peptide

Le domaine (M) : Myristoylé, ce groupement va permettre 1’ancrage du
précurseur a la bicouche lipidique de la membrane de la cellule hote.

Le domaine (I) : Ce domaine permet la multimérisation de Gag et la liaison
de I’ARN viral via ces deux motifs en doigt de zinc (Sandefur et al., 2000).

Le domaine (L): Il aide au détachement des virions néoformés de la

surface cellulaire en recrutant la protéine cellulaire Tsg 101 (Freed, 2003).

Lors de I’assemblage, plusieurs phénomeénes faisant intervenir ces différents domaines
vont avoir lieu de fagon simultanée :

1) la multimérisation des précurseurs Gag - pS5 (Burniston et al., 1999),

2) laliaison de I’ARN viral aux complexes Gag-p55 qui va le transporter a la
membrane pour encapsidation via probablement une interaction avec le cytosquelette
cellulaire (Bukrinskaya et al., 1998),

3) laformation de complexes Gag/Gag-Pol,

4) la formation d’un complexe de préassemblage contenant Vif (Simon et al.,
1999), Vpr (Muller et al., 2000) et les protéines cellulaires : HP68 (ATP binging protein)
fourni 1’énergie nécessaire au phénomene, APOBEC 3G (Zennou et al., 2004) et Tsg 101
(Goff et al., 2003),

5) le transport du complexe de préassemblage au niveau des radeaux
lipidiques de la membrane plasmique (Campbell et al., 2001; Nguyen and Hildreth, 2000)
ou bien au niveau de la membranes des corps multivésiculaires dans les macrophages
(Nydegger et al., 2003).

A la fin de I’étape d’assemblage, les virions immatures bourgeonnent au niveau de la
membrane plasmique ou sont libérés suite a la fusion des endosomes (MVB) grace a la
machinerie ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport) recrutée par
Gag-p55 (Gould et al., 2003), (Langelier et al., 2006). Ils vont alors faire 1’objet d’une

¢tape de maturation.

5.2.2.2- La maturation des virions.
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C’est I’étape primordiale qui rend les virus infectieux. Elle fait intervenir
les protéases virales qui vont cliver les précurseurs protéiques (Kaplan et al., 1994). Les
précurseurs Gag-p55 sont disposés de fagon radiale (figure 12), avec D'extrémité N
terminale dirigée vers I’extérieur de la particule virale. Aprés clivages successifs, les
protéines de matrice forment 1I’enveloppe externe du virus, et les protéines de capside se
condensent pour former la capside mature entourant la nucléocapside et I’ARN viral (von
Schwedler et al., 1998). A ce stade, les virus sont matures et capables d’infecter d’autres

cellules.

Membrane
(T

D

Immature Mature

Figure 12 : La maturation des particules virales

D’aprés (von Schwedler et al., 1998)

Les précurseurs Gag-p55 sont disposés de fagon radiale ; suite a I'action de la protéase virale, ils
vont conduirent a la formation de la matrice, de la capside et de la nucléocapside permettant la
maturation de la particule virale lui conférant ainsi tout son caractére infectieux.
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1- Les différentes voies d"entrée du virus dans |I"organisme.

1.1- La transmission par voie sexuelle.

Elle représente de 70 a 80 % des cas et concerne aussi bien les couples
homosexuels qu’hétérosexuels (Royce et al., 1997). Le VIH peut pénétrer au sein des
tissus par ’intermédiaire de breéches ou de tissus inflammés. Il pourrait de cette fagcon
traverser les tissus épithéliaux de I’anus ou du vagin lors des contacts sexuels pour ensuite

se propager dans le reste de I’organisme.

1.2- La transmission par le sang.

On peut distinguer trois cas de figure : la contamination des toxicomanes lors de
I"échange de seringues, la contamination accidentelle des professionnels par contact avec
des produits sanguins ou des objets contaminés, et enfin la contamination lors de
transfusion sanguine. Le dépistage systématique des dons du sang rendent cette troisiéme

possibilité quasi impossible (risque résiduel de 1/ 500 000).

1.3- La transmission materno-foetale.

Environ 20% des femmes porteuses du VIH, transmettent le virus a leur enfant.
On observe également que plus la charge virale de la mere est importante et plus le risque
augmente. Il existe trois moments clefs dans la vie du futur enfant au cours desquels les

risques de transmission mere enfant sont maximumes.

o In utero (Vidricaire and Tremblay, 2004): Au cours de la grossesse on
observe des microlésions de la barriére placentaire ainsi que son amincissement, ce qui va
favoriser le passage de cellules infectées et de virus libres (figure 13A-B) de la circulation
maternelle a la circulation feetale pour infecter les cellules sous jacentes (les lymphocytes
et macrophages). Le passage peut se faire soit par D’intermédiaire de 1’infection
productive des trophoblastes et le relarguage de nouveaux virions dans la circulation

feetale (figure 13C-D), soit par transcytose (figure 13E-F).
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Figure 13 : les mécanismes de transmission du VIH in utéro.

D’aprés (Vidricaire and Tremblay, 2004) modifié.

Au sein de l'utérus, le foetus est en contact avec la circualtion maternelle et donc avec les virus et
les cellules infectées qui y circulent. On peut assister au passage de virus libre au travers de la
barriére placentaire ou de cellules infectée.

° Pendant 1'accouchement : le bébé entre en contact avec les sécrétions

vaginales et le sang maternel contaminé lors du passage du canal utérin. Le risque de
contamination peut étre divisé par deux si 1’accouchement est réalisé par césarienne avant

le début du travail (1999a) (pour revue (Jamieson et al., 2007).

° Lors de 1’allaitement.

La possibilité de la transmission du VIH de la mére a I'enfant a été mise en évidence dés
la fin des années 80 mais les mécanismes réels de 1'infection restent encore incertains. Le
virus est présent dans le lait maternel a 1"état libre et au sein de cellules infectées (Nduati
et al.,, 1995; Ruff et al., 1994; Van de Perre et al., 1993). Lors de l'ingestion du lait
maternel, les muqueuses internes du nourrisson entrent en contact avec le virus qui peut
pénétrer dans son organisme via des lésions de la muqueuse intestinale, ou par transcytose
dans des cellules possédant les récepteurs spécifiques nécessaires (cellules M2
entérocytes). Les amygdales, qui contiennent également des cellules M, peuvent

constituer de la méme fagon une porte d’entrée pour le virus (John-Stewart et al., 2004).

“Les cellules M, ou cellules informatives sont les portes d'entrée essentielles des antigénes dans le
systeme muqueux (exemple : cellules indifférenciées des plaques de Peyer). Il en existe le long du
tube digestif, et probablement dans la sphére ORL. Dans le tube digestif, les cellules M
s'identifient grace a l'accumulation de leucocytes pres de leur pole basal. Pourvues de CMH de
classe II, d'enzymes, de glycocalyx, elles accrochent beaucoup de glucides a leur surface. Ceux-ci
captent des antigénes qui pénétrent par pinocytose dans la cellule M et migrent vers la face basale
ou ils entrent en contact avec les cellules immunocompétentes (LB, LT, macrophages, cellules
dendritiques).
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2- Les cibles cellulaires.

Une fois les barrieres franchit, le processus de dissémination au sein de

I’organisme de la personne infectée va toujours suivre le méme cheminement (figure 14).

Le virus va attaquer différents types cellulaires du systéme immunitaire et du systéme

nerveux pour affaiblir ’organisme et s’installer de fagcon profonde.
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Figure 14 : Les différentes étapes de la propagation du virus dans I'organisme.

D’aprés (Kahn and Walker, 1998) modifié.
Le processus général de dissémination du virus au sein de I'organisme est similaire d’un individu

a un autre et va permettre a I'infection de se propager rapidement.

2.1- Le systeme immunitaire.

Le systéme immunitaire constitue la premicre cible du VIH-1 dans I’organisme et

va conduire a son affaiblissement jusqu’a ce qu’il ne soit plus capable de faire face aux

attaques des pathogénes.
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2.1.1- Les cellules dendritiques.

Ce sont les activateurs de la réponse immunitaire. A [’état immature, elles
capturent et digérent les antigénes dans les tissus périphériques et génerent des peptides.
Ces cellules se transforment en cellules matures et migrent dans les organes lymphoides,
ou elles vont présenter ces peptides antigéniques aux lymphocytes T CD4 (Steinman,
2003). Elles expriment peu de récepteurs et corécepteurs nécessaires a I’infection
productive (Kawamura et al., 2003; Patterson et al., 2001), mais elles possedent toutefois
d’autres récepteurs capables de lier le VIH-1 tels que DC-SIGN (pour revue (Wu and
KewalRamani, 2006)).

Les cellules dendritiques immatures permettent la dissémination du virus dans tout
I’organisme et jouent un role crucial dans 1’étape de primo-infection (Turville et al.,
2002). En effet, elles sont capables, in vitro, de capter les virions via des récepteurs DC-
SIGN et de les internaliser dans des vésicules d’endocytose (figure 15). Une partie de ces
virions peuvent ne pas étre dégradée dans les endosomes, permettant leur libération lors
de la fusion des vésicules a la membrane plasmique. (Wiley and Gummuluru, 2006). Lors
du passage dans les organes lymphoides, les lymphocytes forment des synapses
immunologiques par lesquelles les virions libérés vont pouvoir les infecter (McDonald et

al., 2003) : on parle de phénomeéne de trans-infection (Turville et al., 2004).
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Figure 15 : L'infection des cellules dendritiques.
D’apres (Wu and KewalRamani, 2006) modifié.
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Les cellules dendritiques peuvent, soit étre infectées de fagon productive, soit intégrer les virus
grace aux recepteur DC-SIGN dans des vesicules, de fagon a les propager plus facilement aux
lymphocytes T CD4+ qui viennent interagir avec elles.

Dans les cellules dendritiques matures, 1’efficacité de transmission du virus aux
cellules T est augmentée via une augmentation de I’interaction entre les cellules et un plus
grand nombre de virions intacts dans les vésicules (Frank et al., 2002). Par contre, ces
cellules sont dix a cent fois moins productives que les cellules immatures (Granelli-
Piperno et al., 1998). Une étude montre que cette diminution de capacité a la réplication
des cellules matures ne provient pas d’une modification de la transcription inverse, ni de
I’import nucléaire et de 1’intégration, mais ils observent un blocage post-intégrationnel de

la transcription virale (Bakri et al., 2001).

2.1.2- Les lymphocytes .
2.1.2.1- Les lymphocytes T CD4".

Ils sont la principale cible du virus. Ils présentent a leur surface les récepteurs CD4
(Maddon et al., 1986) et corécepteurs (Baggiolini et al., 1997) nécessaires a la fusion de la
membrane virale avec la membrane cellulaire conduisant a un infection productive.

On peut différentier deux grands types de lymphocytes T CD4+, qui ont des sensibilités
différentes face au virus (Uittenbogaart et al., 1996) (pour revue (Stevenson, 2003).

e Les lymphocytes T CD4+ activés.
Les lymphocytes naifs issus du thymus, vont étre activés suite a leur contact avec un
antigeéne et des cytokines pro-inflammatoires, conduisant a leur prolifération (figurel6a).
Ils expriment a leur surface les récepteurs CD4 et les corécepteurs CXCR4 et CCRS
(Loetscher et al., 1998) nécessaires a leur infection. Ils présentent une réplication virale
rapide et importante qui va conduire a leur mort du fait des effets cytotoxiques. Une petite
partie de ces lymphocytes peuvent passer a un état de latence post-intégrative aprés une
période de production virale, puis étre réactivé plus tard (Arlen et al., 2006; Han et al.,
2007).

e Les lymphocytes T CD4+ quiescents.
Les cellules naives sont a I’état quiescent c'est-a-dire en phase GO du cycle cellulaire ainsi
que les cellules activées de type mémoire (figure 16c). Ils constituent la population
majoritaire chez 1’adulte et vont servir de réservoir au virus intégré (Schnittman et al.,
1989). On observe également une latence pré intégrationnelle via le blocage du cycle viral
au niveau de I’étape de transcription inverse ou de I’intégration (Zack et al., 1990). Dans

ce type cellulaire la production virale est trés faible, et ce méme apres la levée de la
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latence par la protéine Nef en activant les cascades Ras/MAPKinase (passage en phase
G1) (Fujinaga et al., 1995; Tobiume et al., 2002). Les cellules, infectées de facon latente,
pouraient également étre réactivées par la présence de protéines Vpr secrétées par les

cellules environnantes (Levy et al., 1995).

LY —— Stmmli .,
? ‘-L s t_'"j‘_@“l’ i i‘@ q‘_____é;uvmrx{f@]_ \‘,H\
& Z'“(D\ e ' O Y
( }, L% \ ‘3}4— Latence \
j ‘1)\ . r \ wré-intézrationnelle
Réplication A .. . o '. IIH SRR |
virale ——t | || = Lo I| /’
intense W T \ %.GQ'* Y, %jl \\H—_ J"J
. g \E"’ / i Provirus latent

Figure 16 : L'infection des lymphocytes CD4+.

D’apres (Stevenson, 2003) modifié.
L’infection des lymphocytesT CD4+ peut conduire, soit & une infection productive, soit & une
latence pré ou post-intégrative suivant leur état d’activation.

2.1.2.2- Les Iymphocytes T CDS+.

Le taux plasmatique de lymphocytes T CD8+ augmente fortement au cours des
premiéres semaines suivant la contamination parallelement a la chute de celui des
lymphocytes CD4+ (Miedema et al., 1990). Ils constituent la réponse immunitaire initiale
de I’organisme face aux antigénes viraux (Koup et al., 1994). Lorsque les Lymphocytes T
cytotoxiques (CTL) reconnaissent un antigéne viral sur une cellule soit, ils libérent de la
perforine qui provoque 1’explosion de la cellule par un afflux d’eau ou utilise la voie non
secretrice Fas-Fasligand pour induire la mort des cellules. Généralement, le VIH-1 infecte
peu ces cellules. Toutefois, quelques études ont montré 1’apparition de souches virales,
chez des personnes séropositives, utilisant le CD8 comme récepteur et le CXCR4 comme

corécepteur (Livingstone et al., 1996; Zerhouni et al., 2004)

2.1.2.3- Les lymphocytes B.
Les lymphocytes B sont les cellules responsables de la production des anticorps.

Ils expriment peu de CXCR4 et aucun CD4 (De Silva et al., 2001). Certaines études
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indiquent que le VIH-1 entre dans ces cellules, mais que I’ADN viral demeure non intégré
(De Silva et al., 2001; Moir et al., 2000).

2.1.3- Les monocytes/macrophages.

Ils présentent a leur surface les récepteurs CD4 et les corécepteurs CCRS et
CXCR4 ainsi que d’autres récepteurs (Gal Cer, héparane sulfate, DC-SIGN...) permettant
la fusion des particules virales, menant a une infection productive (Chehimi et al., 2003;
Nehete et al., 2002; Valentin et al., 2000; Vives et al., 2005). De plus ces cellules sont
infectables via un phénoméne de macropinocytose ne faisant intervenir aucun des
récepteurs et corécepteurs exprimés (Amyere et al., 2002); une partie des virions
endocytosés ne sont pas dégradés par les endosomes et conduisent a une infection
productive en fusionnant au niveau de leurs membranes (Marechal et al., 2001) (figure
17).

Par ailleurs, lors du cycle viral, les macrophages étant incapables de se diviser, le virus ne
peut pas profiter de la déstabilisation de la membrane nucléaire lors de la division
cellulaire afin d’atteindre ’ADN et s’y intégrer. Le virus pénetre dans le noyau grace au
PIC (complexe de préintégration) et a I’intervention de la protéine Vpr (Gallay et al.,
1997). De plus, ces cellules présentent également une autre particularité : 1’assemblage
n’a pas lieu au niveau de la membrane plasmique mais a la surface de vésicules
cytoplasmiques similaires a des endosomes, les corps multivésiculaires (MVB) (Kramer
et al., 2005; Orenstein et al., 1988). Le virus pouvant alors, soit étre libéré, dégradé ou
bien resté dans le cytoplasme, et constituant alors un réservoir viral (figure 17) (Chun et
al., 1997a).

Du fait de leur capacité migratoire, les monocytes et les macrophages vont permettre la
dissémination du virus dans D’organisme et en particulier dans les organes non
lymphoides, comme le systéme neveux central (Finzi et al., 1997; Koenig et al., 1986).
Les macrophages fixent a leur surface les particules virales grace aux récepteurs du
mannose ; ils vont ainsi pouvoir transmettre les virions aux lymphocytes T (Nguyen and
Hildreth, 2003).

L’infection de ces cellules, a la différence des lymphocytes T CD4+, n’entraine pas leur
mort car celles-ci sont moins sensibles aux effets cytopathogénes du virus (Schuitemaker
et al., 1994). Toutefois, I’infection affecte les fonctions de présentation des antigénes et
de destruction des pathogénes (pour revue (Kedzierska et al., 2003). De plus, leur
infection augmentant leur production de cytokines, elles vont ainsi alimenter

I’inflammation chronique due a I’infection et endommager les tissus (Wahl et al., 1989;
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Yeh et al.,, 2000). De méme, au niveau du systéme nerveux central, les macrophages
infiltrés vont libérer du glutamate (Jiang et al., 2001), de substances neurotoxiques, Ntox
(Giulian et al., 1996), ainsi que des protéines virales telles que Tat (Nath, 2002) et Vpr

(Sabbah and Roques, 2005) qui vont conduire a la mort neuronale.
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Figure 17 : L'infection des macrophages.

D’apres (Stevenson, 2003) modifié.

Les macropages infectés vont conduire a une réplication virale plus lente que les lymphocytes T
CDA4+ activés. Les particules virales produites présentent la particularité de ne pas fusionner au
niveau de la membrane plasmique mais de s’accumuler dans des visicules cytoplasmiques avant
d’étre libérées par exocytose dans le milieu extracellulaire.

2.2- Le systeme nerveux central.

Tous les patients présentent du virus dans le SNC dés les premiéres phases de
I’infection. Le Systéme Nerveux Central constitue la deuxieme grande cible du VIH,
ainsi, 5 a 10% des patients atteints du SIDA présentent une symptomatologie clinique
allant d’une altération progressive des fonctions motrices et cognitives jusqu’a la
paralysie et la démence (pour revue (Moulignier, 2006)). Ces manifestations
neurologiques sont regroupées sous 1’appellation de « démence associ¢ée au VIH-1 »
(Janssen et al., 1992).

Les thérapies antirétroviales (HAART) actuelles passant trés faiblement la barriére
hémato-encéphalique (Staprans et al., 1999; Taylor and Pereira, 2000), le virus peut

s’accumuler dans le SNC, qui sert ainsi de réservoir (Barber et al., 2006).
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2.2.1- L’entrée du VIH-1 dans le SNC.

Malgré une apparition tardive des complications neurologiques, I’infection du
SNC a lieu trés précocément au cours de la séroconversion. En effet, une étude a montré
la présence du virus dans le cerveau d’un patient le lendemain de la séroconversion, soit
quinze jours apres la primoinfection (Davis et al., 1992). L’entrée dans le SNC nécessite
le passage de la barriére hémato-encéphalique (BHE) par le VIH.
Différents mécanismes de passage ont pu étre mis en évidence (Figure 17) :

e  Par infiltration des monocytes (Langford et al., 2003) et lymphocytes
(Couraud, 1994) infectés (figure 18a). Les monocytes et les lymphocytes infectés sont
capables d’entrer en contact avec les cellules endothéliales qui composent la BHE via des
molécules d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1...). Cette interaction déstabilise les jonctions
serrées et permet le passage des cellules infectées entre les cellules endothéliales. Une
fois dans le systéme nerveux central, elles vont relarguer des particules virales qui
pourront a leur tour infecter les cellules environnantes.

e Par endocytose des virus libres (figure 18b). C’est la protéine gp120 qui,
en se liant aux cellules endothéliales de la BHE, va permettre au virus de traverser par un
mécanisme de transcytose (Banks et al., 2001; Banks et al., 1997).

e Par passage de virus libres entre les cellules endothéliales. (figure 18c)

e Par macropinocytose des virus libres (figure 18d). Les monocytes et
macrophages infectés produisent des facteurs de croissance et des agents promoteurs de
tumeurs qui vont pouvoir induire de facon temporaire la formation de protrusions
membranaires au niveau des cellules endothéliales de la BHE. La membrane se referme
ensuite vers la membrane plasmique de la cellule, générant ainsi de grosses vésicules
contenant de grandes quantités de fluide extracellulaire infecté par le VIH-1. La majorité
de ces vésicules vont fusionner avec les lysosomes ou les virus internalisés vont étre
dégradés. Cependant, certaines vésicules ne fusionnent pas avec les lysosomes et
traversent les cellules endothéliales pour relarguer leur contenu dans le SNC (Liu et al.,

2002).
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Figure 18 : Les modes de passage de la barriere hémato-encéphalique par le VIH.

D’aprés (Ghafouri et al., 2006) modifié.

Le VIH-1 infecte de fagon trés précoce le systéme nerveux central. L’infection peut se faire par
différents mécanismes : a) par infiltration de lymphocytes ou monocytes infectés, b) par la
transcytose de virus libre, c) par le passage de virus libre entre les cellules de la barriere hémato-
encéphalique déstabilisée , d) par un mécanisme de macropinocytose. Les virus ayant ainsi
atteint le systéme nerveux central vont pouvoir attaquer de fagon directe ou indirecte les différents
types cellulaires présents.

2.2.2- Les cibles cellulaires.

Une fois entrée dans le SNC le virus va pouvoir interagir avec différents types cellulaires

conduisant a une production virale ou tout simplement a leur mort.

2.2.2.1- Les cellules microgliales.
Elles constituent les macrophages résidents et sont les principales cibles, avec les
macrophages périvasculaires, d’une infection virale productive du systeme nerveux
central (Brew et al., 1995; Lipton, 1994). Elles présentent en effet a leur surface les

récepteurs CD4 et les corécepteurs CCRS, ainsi que d’autres corécepteurs (CCR2b,
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CX3CRI1...) nécessaires a la fusion des particules virales avec la membrane (He et al.,
1997).

Du fait de leur longue durée de vie, et de leur faible sensibilité aux effets cytopathogénes
du virus, elles sont un sanctuaire trés peu accessible par les thérapies actuelles (Aweeka et
al., 1999; Kim et al., 1998).

De plus, I’infection de ces cellules conduit a leur activation et ainsi a la production
de diverses molécules (figure 19) telles que des cytokines, des neurotoxines, ainsi que des
protéines virales (Tat, gp120) (Philippon et al., 1994) Ces molécules libérées vont agir sur
les cellules environnantes et provoquer des effets neurotoxiques (Pour revue (Kaul et al.,

2001).

Activation

Figure 19 : Les effets du VIH sur les cellules microgliales.

D’aprés (Kaul et al., 2001) modifié.

Les cellules microgliales sont majoritairement infectées de fagon productive par le virus, elles vont
donc libérer des particules virales. Cependant, le virus ainsi que différents stimuli extérieurs
conduisent a un disfonctionnement de ces cellules qui vont produire des neurotoxines et des
cytokines conduisant a la mort de cellules environnantes.

D’autre part, la présence des protéines virales gp120 et gp41 a la surface des cellules
microgliales va induire la formation de cellules géantes multinucléées via leur interaction
avec les récepteurs et corécepteurs viraux présents a la surface de cellules saines
environnantes, qui vont ainsi fusionner avec les cellules infectées (Dickson, 1986; Sharer

etal., 1985).
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Par ailleurs, elles peuvent également constituer un réservoir de cellules
transcriptionnellement latentes dans le systéme nerveux central (Barber et al., 2006).
2.2.2.2- Les astrocytes.

Ils sont présents dans la région périvasculaire et constituent 20% de la substance
grise. Ils permettent le maintient de 1’homéostasie du systéme nerveux central et
participent a I’étanchéité de la barriere hémato-encéphalique grace a leurs interactions
avec les cellules endothéliales. Ils possédent a leur surface des récepteurs capables de
répondre a toutes les substances neuroactives et régulent le niveau de certains
neurotransmetteurs tel que le glutamate. Les astrocytes modulent ainsi 1’activité cellulaire
et le transfert d’information entre les neurones (Pour revue (Bouzier-Sore et al., 2002;
Perea and Araque, 2002).

Ces cellules ne présentent pas les récepteurs CD4 nécessaires a une infection virale
productive (Sabri et al., 1999). Cependant, une infection faible a pu étre mise en évidence,
grace a des expériences de microdissection laser sur des patients (Thompson et al., 2004).
De plus, une ¢étude a montré la possibilit¢ d’une infection indépendante des récepteurs
CD4 qui passerait par la liaison de la gpl120 aux récepteur du mannose exprimés a la
surface de ces cellules (Liu et al., 2004) et la présence d’ADN viral a également été
observée suite a I’endocytose de particules virales via les récepteurs CCRS et DC-SIGN
(Deiva et al., 2006).

La faible production virale de ces cellules résulte d’un double effet: tout d’abord un
blocage de I’entrée virale, et ensuite, un disfonctionnement de la protéine virale Rev dans
ces cellules, du fait du peu d’expression constitutive de la protéine cellulaire Sam68
indispensable au bon fonctionnement de celle-ci (Li et al., 2002b; Li et al., 2002c).

Par ailleurs, les effets du VIH-1 sur les astrocytes sont essentiellement dus a des
phénoménes indirects résultant de I’infection des cellules microgliales. (Pour revue
(Gorry et al., 2003) (figure 20). Suite a leur infection, les cellules microgliales activées,
vont relarguer de nombreuses cytokines inflammatoires qui vont a leur tour activer les
astrocytes. Ces derniers vont sécréter de fortes quantités de glutamate, provoquant une
surstimulation des astrocytes via les récepteurs métaboliques au glutamate présents a leur
surface. Ces phénomenes de surexcitation vont conduire a une excitotoxicité, aboutissant
a des dommages cellulaires observés dans les cerveaux de patients infectés (Dong and
Benveniste, 2001).

De plus, les effets de I’attaque du SNC par le VIH vont augmenter la perméabilité

de la barriére hémato-encéphalique (qui n’est plus stabilisée par les astrocytes), facilitant
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ainsi I’infiltration plus importante des monocytes infectés (Gonzalez-Scarano and Martin-

Garcia, 2005; Kaul et al., 2001).

Glitamate

Activation

Figure 20 : Les effets de I'infection des astrocytes par le VIH.

D’aprés (Kaul et al., 2001) modifié.

Les astrocytes vont étre déréglés par les difféerentes cytokines produites par les cellules
microgliales infectées. lls ne vont plus assurer leur fonction de recapture du glutamate
extracellulaire provenant de I'activité neuronale. Le glutamate en s’accumulant va conduire a la
mort neuronale par excitotoxicité.

2.2.2.3- Les oligodendrocytes.

Ils produisent la gaine de myéline entourant les axones, qui facilite la transmission
de I’'information au sein du systéme nerveux. Des études de PCR in sifu ont permis de
détecter une infection rare de ces cellules in vivo (Bagasra et al., 1996). In vitro, la
fixation de la gp120 au galactosylcéramide ou autre protéoglycane présents a la surface
des oligodendrocytes entraine une diminution de la synthése de myéline ainsi qu’une
augmentation de la concentration intracellulaire de calcium et du nombre de cellules
apoptotiques (Codazzi et al.,, 1995), favorisant par ce biais les effets neurotoxiques

associés au VIH.

2.2.2.4- Les neurones.
Ils ne présentent pas de récepteurs CD4 a leur surface, mais les différents
corécepteurs viraux ont été détectés sur leur membrane (Garcia et al., 2002; Lavi et al.,

1998; van der Meer et al., 2000).
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L’infection ou non des neurones par le VIH-1 est un sujet soumis a controverse, quelques
¢tudes récentes ayant mis en évidence la présence d’ADN viral aprés des expériences de
microdissection laser (Canto-Nogues et al., 2005; Trillo-Pazos et al., 2003). Mais si
I’infection existe, il n’y a pas de production virale par les neurones; Les effets
cytopathogenes observés sont donc dus majoritairement a des effets indirects, dont le
mécanisme fait intervenir les cellules microgliales infectées et les astrocytes (figure 21).
Les cellules microgliales infectées libérent des protéines virales (gp120, Tat) qui ont une
activit¢ neurotoxique (Haughey and Mattson, 2002; Keswani et al., 2003). En effet,
plusieurs études ont montré que la mort neuronale était diminuée par addition d’anticorps
anti-gp120 (Catani et al., 2000; Zhang et al., 2003) Les astrocytes environnants, sous
I’effet de I’infection du SNC, vont libérer du glutamate ; étant donné qu’ils n’assurent
plus la recapture, ce neurotransmetteur va s’accumuler dans le milieu extracellulaire et
déclencher une hyperexcitation des cellules neuronales allant jusqu’a provoquer leur mort

par excitotoxicité (pour revue voir (Kaul et al., 2001).

Neurotoxines r“

Apoptose

Figure 21 : Les effets de I'infection des neurones par le VIH.

D’aprés (Kaul et al., 2001) modifié.
Les neurones vont étre en contact a la fois avec les neurotoxines et les cytokines pro-
inflammatoire sécrétées par les cellules microgliale qui vont conduire a I'activation de I'apoptose
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par la voie mitochondriale. De plus, le glutamate non recapté par les astrocytes provoque une
surexitation des neurones qui finissent par en mourir.

De plus, la protéine Vpr sécrétée semble €galement jouer un role majeur dans la mort
neuronale observée chez les sidéen. En effet, la mise en contact de neurones avec la
protéine Vpr secrétée conduit a un changement de la conductance ionique provoquant une
perturbation du potentiel membranaire des neurones et a un déclenchement des voies
apoptotiques (Patel et al., 2002; Sabbah and Roques, 2005). Elle peut ¢galement conduire
a une perte de la perméabilité membranaire des mitochondries neuronales, induisant une
augmentation intracellulaire de Cytochrome c responsable de I’activation de la caspase 9
et de l’apoptose du neurone (Jones et al., 2007). De méme, en agissant sur le
fonctionnement des mitochondries, Vpr peut inhiber la croissance axonale (Kitayama et

al., 2008).

3- L histoire de la maladie.

Une fois le virus au sein de 1'organisme, ses effets et donc 1'évolution de la

maladie au fil du temps va se faire en plusieurs étapes (figure 22).
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Figure 22 : Courbes moyennes d'évolution de la charge virale plasmatique et du
taux de lymphocytes T CD4+ au cours du temps apres I’infection.

D’aprés (Chen et al., 2005) modifié.

Au cours de l'infection le taux de lymphocytes T CD4+ est sujet a des variations qui vont
caractériser les différentes phase de la maladie qui sont : la primo-infection, la phase de latence
clinque et le stade SIDA.

3.1- La phase d"invasion virale ou primo-infection.
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Elle correspond a la période entre 1’infection de I’individu et 1"apparition d une
réponse immunitaire spécifique contre le virus. Chez la plupart des personnes, elle se
traduit classiquement par une symptomatologie de type grippal (fievre, fatigue, maux de
gorge, courbatures...), mais elle peut également étre totalement asymptomatique et passer
inapergue (Schacker et al., 1996).

Pendant trois a six semaines, on observe une réplication tres active du virus (jusqu’a 10
milliards de virus produits par jour) ce qui a pour effet une destruction massive des
lymphocytes CD4+ (figure 22) (Rosenberg et al., 1997). Au cours de cette période les
risques de transmission sexuelle sont accrus du fait de la présence d’un fort taux de
particules virales produites au niveau des organes génitaux (Pilcher et al., 2001).

Entre une semaine et trois mois suivant l'infection, la réponse immunitaire de 1"organisme
se met en place. Les lymphocytes cytotoxiques CD8+ (CTL) et les CD4+ agissent sur les
cellules infectées, alors que les lymphocytes B activés produisent des anticorps anti-VIH
(Yang et al., 1997). Cette réaction permet de rétablir le taux de lymphocytes CD4+ et de
faire baisser la charge virale jusqu’a un niveau résiduel, variable d"un individu a un autre
(Mellors et al., 1996).

Parallélement, les réservoirs viraux se mettent en place et vont permettre au virus de
rester inaccessible aux défenses de 1'organisme et aux thérapies; il pourra ainsi
réapparaitre, a I’arrét des thérapies, dans la circulation méme lorsque la charge virale est
devenue indétectable (Chun et al., 1998; Chun et al., 1997b; Finzi et al., 1997; Wong et
al., 1997).

3.2- La phase de latence ou asymptomatique.

Elle correspond a un état de latence clinique totalement asymptomatique durant en
moyenne de six a onze ans. Au cours de cette période, méme si la réplication virale reste
intense le renouvellement des LT CD4+ sains, permet au systéme immunitaire qui
dégrade les virus produits parallelement de maintenir 1’organisme en bonne santé.
Toutefois, la destruction progressive des cellules spécifiquement dirigées contre le VIH
permettent la multiplication libre du virus et donc 1’augmentation de la charge virale. Le
virus prend ainsi petit a petit le dessus sur le systéme immunitaire jusqu’a le submerger
(pour revue (Schwartz and Nair, 1999) (figure 22).

Chez 1 a 2 % des séropositifs mondiaux, cette phase peut étre beaucoup plus longue (15-
20 ans) : on parle alors de sujets asymptomatiques a long terme ou Long-Term Non-

Progressor (ALT ou LNTP). Les causes réelles ne sont pas encore ¢lucidées, mais il
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semble que ces sujets présentent une réponse immunitaire plus active leurs permettant de
maintenir leurs taux de cellules T stable plus longtemps (Lambotte et al., 2005; Lambotte
and Delfraissy, 2006; Rodes et al., 2004).

3.3- Le stade SIDA.

Lorsque le taux de LT descend en dessous de 200 cellules'mm’ (figure22), le
systtme immunitaire s’effondre et la virémie augmente rapidement. Les défenses de
I"organisme n’arrivent plus a faire face aux microorganismes avec lequel il est en contact,
et le sujet est confronté a des germes opportunistes tels que Pneumocystis carini,
Candida; Mycobacterium tuberculosis et/ou des tumeurs tel que des lymphomes, le
sarcome de Kaposi ...etc (pour revue voir(Fauci and Lane, 1985; Lloyd, 1996). Les
organes lymphoides secondaires sont détruits, provoquant une immunodéficience sévere,
certains sujets présentant méme des syndromes de démence dus a la destruction des
cellules neuronales. A terme, en l’absence de traitement, les maladies opportunistes

conduisent a la mort du sujet dans les trois ans.

4- Les thérapies.

A T’heure actuelle, les traitements ne sont pas capables d’éradiquer totalement le
virus de l'organisme du patient et peuvent uniquement ralentir la progression de la
maladie en diminuant la quantité de virus présent dans 1’organisme.

Les objectifs majeurs des thérapies actuelles sont donc :
¢ De maintenir en bonne santé¢ le patient aussi longtemps que possible,
e D’améliorer sa qualité de vie,
e De prévenir |"apparition de virus résistants aux médicaments,
e D’améliorer les fonctions immunitaires,
e De limiter la transmission de la mére a 1’enfant.
I1 existe plusieurs types de traitements anti-rétroviraux agissant aux différentes étapes du

cycle viral (figure 23).
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Figure 23 : Les thérapies anti VIH.

D’aprés. (Han et al., 2007) modifié

A] Les différentes cibles au cours du cycle viral. Les thérapies actuelles cibles 3 étapes clefs du
cycle viral : I'entrée des particules virale dans la cellule, la transcription inverse du génome viral
en ADN, et la maturation des nouvelles particules produites. B] Tableau récapitulatif des
différentes molécules utilisées en thérapie.

4.1- Les inhibiteurs de la transcriptase inverse

Ils ont pour objectif de bloquer le fonctionnement de la transcriptase inverse et
ainsi d’empécher la conversion de 1’ARN viral en ADN intégrable au génome de la
cellule hote. Il en existe de deux types : les inhibiteurs nucléosidiques et les inhibiteurs

non nucléosidiques (pour revue voir (Clavel and Hance, 2004)

4.1.1- Les Inhibiteurs Nucléosidiques (INTI)

Ce sont les premiers antiviraux mis sur le marché dés 1985. Ils sont actifs sur les
VIH-1 et 2. Composés de synthése, ils ressemblent aux nucléotides naturels qui
s’associent pour former les molécules d"’ADN. Sous l'action de la kinase cellulaire, les
nucléotides sont transformés en nucléotides triphosphates et entrent en compétition avec
les nucléotides cellulaires au site actif de la transcriptase virale. Une fois incorporés a la
chaine d’ADN en cours de synthése, ils bloquent 1'¢longation de celle-ci car ils ne
possédent pas le groupement hydroxyle en position 3" du désoxyribose nécessaire a la

liaison du nucléotide suivant (figure 24).
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Figure 24 : Les mécanismes d'action des Inhibiteurs Nucléosidiques (INTI) .

D’aprés (Clavel and Hance, 2004) modifié.
Les analogues nucléosidiques se fixent au niveau du site catalytique de I'enzyme, ils sont
transformés, incorporés a ’ADN en cours de synthése et bloque son élongation.

4.1.2- Les Inhibiteurs Non Nucléosidiques (INNTI)

Ils sont spécifiques de la transcriptase inverse du VIH-1. Ils se fixent sur les résidus
amino-acides situés a proximit¢é du site catalytique de l’enzyme, provoquant une

modification de la structure du site et rendant ainsi I’enzyme inactive (figure 25).
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Figure 25 : Le mécanisme d'action des Inhibiteurs Non Nucléosidiques (INNTI).

D’aprés (Clavel and Hance, 2004) modifié.
Les inhibiteurs non nucléosidique (en rouge) en se fixant a la transcriptase inverse (en jaune)
rendent inacessible le site catalytique de I'enzyme. La synthése du brin d’ADN viral est stoppée.
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4.2- Les inhibiteurs de la protéase.

Ils s’insérent dans le site catalytique de 1’enzyme et bloquent son activité protéolytique de
facon sélective (figure 26). Les précurseurs viraux ne pouvant plus €tre maturés, les
nouveaux virions ne sont plus produits ou sont non infectieux. On empéche ainsi

l"infection de nouvelles cellules au sein de 1’organisme (Pomerantz and Horn, 2003).
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Figure 26 : Le mécanisme d'action des inhibiteurs de la protéase.

D’aprés (Pomerantz and Horn, 2003) modifié.
Les inhibiteurs de protéases (en rouge) bloquent le site catalytique de I'enzyme virale
responsable de la maturation des virions. Les virions non maturés sont infectieux.

4.3- Les inhibiteurs de fusion.

Cette nouvelle classe d antirétroviraux a, comme son nom 1’indique, pour objectif
de bloquer 1'étape de fusion qui permet au virus d’infecter de nouvelles cellules
(Pomerantz and Horn, 2003). Par exemple, le T-20 est un polypeptide qui se fixe a la
gp41 et bloque son activité fusiogéne (figure 27).
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Figure 27 : Le mécanisme des inhibiteurs de fusion : exemple du T-20.

D’aprés (Pomerantz and Horn, 2003) modifié.
Le peptide T-20 (en gris) se fixe a la gp41 (en mauve) et bloque son changement de conformation
necessaire a la fusion.

4.4- Les traitements du futur.

Le VIH-1 est constamment en mutation et 1’apparition de virus résistants aux
traitements actuels encourage le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques
(Cohen and Fauci, 2001). Ainsi, des inhibiteurs de 1'intégrase et des techniques d’excision
de 1’ADN viral intégré (Sarkar et al., 2007) sont a 1"étude afin de viser d autres étapes du
cycle viral et prévenir I’apparition des résistances. De plus, le ciblage par des ARN
interférents des différentes protéines est également a 1’étude pour bloquer la production
de nouvelles particules dans les cellules infectées en induisant la dégradation des ARN
viraux (Lieberman et al., 2003). De méme, des ARN interférents ciblant les récepteurs
viraux ont permis d’inhiber I’infection des cellules traitées (Anderson and Akkina, 2005;
Li et al., 2005a), constituant une piste supplémentaire pour 1’¢laboration de nouvelles

thérapies.

4.5- Les limites des traitements.

Cependant, du fait de 1’apparition rapide de virus résistants a la molécule utilisée,
le traitement par un seul agent anti-rétroviral n’est pas suffisant pour controler la maladie
et induire une amélioration du statut immunitaire des malades. Il est donc nécessaire
d’avoir recours a des multithérapies qui ont une efficacité beaucoup plus importante et
durable grace a 1’action synergique des différents traitements combinés (Danner et al.,
1995; Markowitz et al., 1995).

Ainsi, les trithérapies les plus couramment utilisées sont les suivantes :
e trois inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse,
e deux inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse + un inhibiteur non
nucléosidique,
e deux inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse + un antiprotéase.
Lorsque ces combinaisons ne fonctionnent plus, on parle d’échappement thérapeutique et

1"on utilise alors 1'inhibiteur de fusion pour faire chuter la virémie des patients.

58



Par ailleurs, les trithérapies ne guérissent pas de l'infection mais permettent de
faire chuter la concentration plasmatique virale en dessous du seuil de détection. En cas
d’arrét du traitement la charge virale réaugmente rapidement et le taux de CD4 chute. La
réapparition du virus est due a la petite quantité de virus restant dans le sang mais surtout
a la présence de réservoirs viraux qui se réactivent en l’absence de traitement (Chun et al.,
1997b; Finzi et al., 1997; Wong et al., 1997). Il est donc nécessaire dans les années a
venir de trouver une nouvelle stratégie visant a purger au moins partiellement ces
réservoirs pour éradiquer le virus de 1'organisme. Afin de trouver ces nouvelles thérapies,
il est primordial de mieux comprendre les mécanismes qui conduisent a la mise en place

de ces réservoirs et donc le mécanisme de régulation de 1’expression virale.
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I11 - La transcription virale

ou



Apres infection des cellules via les mécanismes de fusion, le virus est
intégré a I’ADN de la cellule hote et son expression va €tre soumise aux meémes
régulations que le reste du génome de la cellule. On peut tout de méme diviser la
transcription des geénes viraux en plusieurs phases soumises a des phénoménes de
régulations différents.

Dans une premicre phase, que I’on nomme : phase précoce ou initiale, seuls des facteurs
d’origine cellulaire modulent la transcription des génes du VIH-1. Au cours de cette
étape, seule une petite fraction des ARN initiés est ¢longuées permettant la production des
génes précoces (Tat, nef,). Puis, lors de la phase tardive, le facteur viral Tat vient
transactiver le phénomene et permet ainsi une réplication virale beaucoup plus intense en
induisant un meilleur rendement de 1I’¢longation des transcrits viraux (Jones, 1997).

De plus, I’état chromatinien du site d’insertion du promoteur viral va jouer sur son état
d’activation et permettre les phénomenes de latence et la création de réservoirs (Jordan et

al., 2001).

1- Présentation des facteurs de transcription impliqués dans la

modulation de la transcription virale.
Différents facteurs de transcription ont été a ce jour identifiés comme interagissant

avec le promoteur viral et modulant de ce fait la production virale.

1.1- Les facteurs de transcription cellulaire.

Ils sont nécessaires a 1’initiation de la transcription des genes, soit par une action
via une liaison directe du facteur a la séquence promotrice, soit via I’interaction avec
d’autres facteurs ou I’ARN polymérase fixés a ’ADN. Les facteurs vont reconnaitre de
petites séquences d’ADN conservées situées au niveau des promoteurs des geénes qu’ils

régulent.

1.1.1- La structure des facteurs de transcription.

Les facteurs de transcription cellulaires présentent des caractéristiques structurales
communes et sont constitués d’au moins deux domaines importants :
e un domaine de fixation a I’ADN qui contient un motif particulier

permettant 1’interaction avec I’ADN (doigt de zinc, crémaillére a leucine...),
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e un domaine effecteur qui est responsable de D’activit¢ du facteur de
transcription. Il peut avoir soit un effet activateur (domaine riche en acides aminés acides,
en glutamine ou en proline) soit un effet répresseur (domaine riche en alanine, en

glutamine ou en proline) en interagissant avec la machinerie transcriptionnelle cellulaire.

1.1.2- Description des facteurs de transcription cellulaires impliqués.

Les facteurs sont classés suivant la nature de leur domaine de fixation a I’ADN.

1.1.2.1- La famille des facteurs a motif crémaillere a

leucine.
Une zone riche en acides aminés leucine permet la création de liaisons hydrophobes entre
les deux hélices alpha. Les deux extrémités chargées positivement situées en N terminal
vont alors constituer le domaine de liaison du facteur a ’ADN (Ellenberger et al., 1992;
Konig and Richmond, 1993) : on parle de motif bZIP. Le facteur va agir sous forme

d’homo- ou d’hétéro-dimeére en se liant a des séquences répétées inversées de I’ADN.

e La famille C/EBP (CCAAT/Enhancer Binding Protein)
Cette famille est constituée de six membres : a, B (=NF-IL6), v, d, €, {, qui sont exprimés
de fagon ubiquitaire. Ils sont impliqués dans la régulation de nombreux processus
cellulaires tel que le controle de la prolifération cellulaire, la différentiation, le
métabolisme et I’inflammation.
Les facteurs NF-IL6 et C/EBPy sont des activateurs de la transcription des genes du

VIH-1 (Schwartz et al., 2000).

e CREB (cAMP Response Element Binding protein)

Facteur sensible aux variations intracellulaires d’AMPc, il est impliqué dans la
modulation de la transcription de geénes impliqués dans le métabolisme, le cycle
cellulaire, la transduction du signal et le transport cellulaire. L’augmentation
intracellulaire d’AMPc va provoquer 1’activation de la PKA qui aprés migration dans le
noyau, va phosphoryler CREB. Le facteur ainsi activé va induire la transcription en
recrutant la sous unité CTD de I’ARN polymérase II puis I’ensemble de la machinerie
transcriptionnelle de base.

P53, NF-IL6, YY1 peuvent moduler I’activit¢ de CREB en interagissant avec lui pour

stimuler la transcription virale dans les cellules T (Rohr et al., 1999). De plus, des
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modifications telles que 1’acétylation, ubiquitinylation, la SUMOylation et la
glycosylation peuvent également inflencer son activité (Johannessen et al., 2004a;

Johannessen et al., 2004Db).

e Le complexe AP-1 (Activating Protein 1)

C’est un complexe dimérique (homo ou hétéro) composé des protéines Fos et Jun.
Il est activé lors de la réponse cellulaire primaire et est impliqué dans la conversion d’un
grand nombre de signaux extracellulaires tels que des facteurs de croissance, des
promoteurs tumoraux, des virus en des réponses transcriptionnelles secondaires (Shaulian
and Karin, 2002).
Au cours de I'infection par le VIH-1, AP-1 a été identifi¢é comme un facteur stimulateur
de la transcription virale dans les cellules microgliales mais pas dans les autres types

cellulaires du systéme nerveux (Canonne-Hergaux et al., 1995).

1.1.2.2- La famille des facteurs a motif Hélice-Boucle-
Hélice.

Ils ont en commun un motif (HLH) comportant deux hélices alpha interagissant via les
résidus hydrophobes qui les composent et séparées par une région de longueur variable en
forme de boucle. Le domaine basique adjacent au domaine HLH constitue le domaine de
liaison a I’ADN qui reconnait la séquence CANNTG nommée E-Box. Ces facteurs jouent
un role clef dans les fonctions cellulaires tel que I’expression tissulaire spécifique de
certains genes, la croissance cellulaire, la différentiation, le développement (Jones, 1990;

Murre et al., 1989).

e La famille USF (Upstream Stimulating Factor-1)

Facteurs ubiquitaires qui se dimérisent entre facteurs USF pour se lier a ’ADN au
niveau de la séquence CACGTG. Il contient en plus du motif Hélice-Boucle-Hélice un
domaine LZ (leucine zipper) trés important pour la liaison a I’ADN (Gregor et al., 1990;
Sirito et al., 1992).

USF-1 coopére avec TFII-I pour moduler la transcription du VIH-1 (Du et al., 1993), et le
complexe USF-1/USF-2/TFII-I régule la réactivation de la réplication dans les cellules T
(Chen et al., 2004a).

63



1.1.2.3- La famille des facteurs a motif Hélice-Tour-Hélice.

Ils contiennent deux hélices alpha de 8-10 acides aminés séparées par un coude 3
constitué de quelques résidus. La liaison a ’ADN passe par I’intermédiaire de I’hélice
situé en C terminal (Aggarwal et al., 1988).
Le seul facteur de cette famille impliqué dans la modulation transcriptionnelle du VIH-1
est : Ets-1 (E26 Transformation Specific-1).
Facteur essentiellement exprimé dans les lymphocytes T et les thymocytes, il participe a
la survie des lymphocytes T et dans la différentiation des lymphocytes T « natural killer »
(Freud et al., 2006). 11 se fixe sur I’ADN au niveau de la séquence spécifique GGA pour
activer le promoteur du gene cible. Il active de fagon synergique la transcription virale en

collaborant avec NF-kB et Spl (Pazin et al., 1996).

1.1.2.4- La famille des facteurs a motif doigt de zinc.

Le domaine en doigt de zinc est formé de 30 acides aminés repliés sur un ion zinc
central chélaté par deux cystéines et deux histidines (C2H2) ou par quatre cystéines (C4).
La partie C-terminale de chaque doigt de zinc forme des hélices a qui lient I’ADN, et la
partie N-terminale forme des feuillets . La partie non conservée en C-terminal de
chaque doigt est responsable de la reconnaissance spécifique de séquences d’ADN au
niveau des genes cibles (Pavletich and Pabo, 1991).

Les protéines comportant ce motif sont impliqués dans les phénomeénes de différenciation,
de croissance et dans la modulation des proto-oncogénes et des facteurs généraux de la

transcription (Berg, 1986; Berg, 1990; Klug and Rhodes, 1987).

e Spl (Specific Protein 1)

C’est une protéine ubiquitaire contenant 3 doigts de zinc qui vont interagir avec
les boites GC adjacentes a la séquence TATAA présente sur les promoteurs. Elle peut
former des multimeres sur le promoteur s’il présente plusieurs boites GC se traduisant par
une synergie d’activation de la transcription. Elle module ainsi ’expression des geénes
primordiaux de I’organisme (genes exprimés au cours du développement embryonnaire,
I’insuline, les hormones stéroides, p21, APOBEC3G ... (Pour revue voir (Li et al., 2004).
Spl va activer la transcription virale soit en se fixant seul directement sur I’ADN, soit en

recrutant ensuite d’autres facteurs de transcription tel que COUP-TF (Rohr et al., 1997).
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e SP3 (Specific Protein 3)
Exprimé de facon ubiquitaire et modulant également les génes qui assurent les
fonctions indispensables a la vie de tous les types de cellules. Sp3 réprime 1’activité de
Sp1 en se fixant de la méme fagon sur les boites GC (Hagen et al., 1994), agissant ainsi

comme répresseur du LTR viral (De Luca et al., 1996).

e YY1 (Ying Yang-1)

Facteur ubiquitaire qui intervient dans 1I’embryogenese, la différentiation et la
prolifération cellulaire, ainsi que dans la régulation de génes viraux (Nguyen et al., 2004).
I1 peut initier, activer ou réprimer la transcription des geénes en recrutant des cofacteurs.
Ainsi il peut diriger ’action d’histone déacétylases et d’histone acétyltransférases (Coull
et al., 2000; He and Margolis, 2002; Huang et al., 2003). Lors de I’infection par le VIH-1,
il coopére avec le facteur de transcription LSF et avec HDAC 1 pour réprimer son
expression (Coull et al., 2000; Romerio et al., 1997). De plus, des études ont également
montrés des effets sur I’expression du corécepteur CCR5 du VIH-1 (Lei et al., 2005), et

sur la maturation des particules virales (Yang et al., 1995).

e Les récepteurs nucléaires

Ils agissent sous forme de dimere et doivent €tre activés par un ligand. Leur
activité est ainsi controlée par des cofacteurs inhibiteurs et activateurs.
Ils contiennent cinq régions fonctionnelles :

A/B : Domaine d’activation indépendant du ligand,

C : Domaine de fixation de I’ADN en doigt de zinc (séquence cible AGGTCA),

D : Domaine charniére entre A/B et C,

E : Domaine de fixation du ligand, de dimérisation, d’activation dépendante du
ligand,

F : Domaine souvent absent et peu conservé.
Différents récepteurs nucléaires participe a la régulation du VIH-1 dont les récepteurs de
I’acide rétinoique (RAR, RXR) de I’hormone thyroidienne (TR) (Hsia and Shi, 2002;
Hsia et al., 2001; Ishizuka et al., 2001), des glucocorticoides (GR) (Russo et al., 1999), et
COUP-TF (récepteur dit orphelin) (Rohr et al., 1999).
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Un cofacteur cellulaire CTIP2 (COUP-TF interacting protein 2) est capable d’interagir

avec COUP-TF et d’induire une répression de la transcription et de la réplication virale

1.1.2.5- La famille des facteurs a motif NF-kB.

Cette famille joue un role clef dans la régulation des réponses immunitaires et
inflammatoires telle que ’apoptose (Jazirehi et al., 2005). Apres activation dans le
cytoplasme, ces facteurs migrent dans le noyau pour activer la transcription des genes. Ils
contiennent deux domaines activateurs, un domaine d’interaction avec AP-1, un domaine

régulateur et une séquence NLS.

e NF-AT (Nuclear Factor of Activated T Cells)

Ce facteur permet I’organisation de la réponse immunitaire en induisant
I’expression des interleukines 2, 3, 4, 5, du TNFa et du GM-CSF (Shaw et al., 1988). A
I’état inactif, NF-AT est phosphoryl¢ dans le cytoplasme. Lors d’un stress,
I’augmentation intracellulaire de calcium active la calcineurine sérine phosphatase
permettant 1’activation du facteur par sa déphosporylation. Le NF-AT, va alors entrer
dans le noyau pour stimuler la transcription en concertation avec AP-1 (Lyakh et al.,
1997).

NF-AT 1 et 2 modulent positivement la transcription du VIH-1 en se fixant aux sites
NF-«kB du promoteur viral dans les cellules T (Kinoshita et al., 1998; Macian and Rao,

1999).

e NF-xB (Nuclear Factor —«B)

Homo ou hétéro-dimere constitué des sous unités p50, p65 (RelA), p52, RelB, et
c-Rel, il est bloqué a I’état inactif par IkB (Bacuerle and Baltimore, 1988) dans le
cytoplasme des cellules. Il est inductible par de nombreux stimuli extracellulaires.

Suite a un signal pro-inflammatoire, IkB est phosphorylé puis ubiquitinilé permettant au
protéasome de le dégrader, libérerant ainsi NF-kB qui peux migrer dans le noyau
(Palombella et al., 1994).

NF-kB permet de réactiver la réplication du VIH-1 dans les lymphocytes T CD4+ latents
(Brooks et al., 2003; West et al., 2001) en induisant le recrutement de TFIIH et de ’ARN

polymérase II (Kim et al., 2006), ainsi que le recrutement de facteurs de remodelage de la
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chomatine (Henderson et al., 2004; Lusic et al., 2003; Mahmoudi et al., 2006; Treand et
al., 2006), et d’histones acéyltransférases (CBP et p300) (Gerritsen et al., 1997; Krogan et
al., 2002) sur le promoteur viral (Avram et al., 2000).

1.1.2.6- La famille des facteurs a HMG Box.

Ils ont un réle large au cours du développement, ils régulent la survie, la
prolifération et la différenciation cellulaire et 1’apoptose dans les tissus soumis a
renouvellement (peau, muqueuses intestinales, lymphocytes...). Ils se lient de facon
monomérique a I’ADN sur une séquence consensus AGATCAAAGGG via leur HMG
Box (High Mobility Group) (Travis et al., 1991). Le domaine HMG est constitu¢ de trois
hélices a et d’une longue queue acide en N terminal. La fixation du domaine HMG a
I’hélice d’ADN va induire une courbure de I’ADN permettant ainsi la fixation de grands
complexes protéiques qui servent a recruter d’autres protéines capables de moduler la

transcription (Hurlstone and Clevers, 2002).

Le facteur a HMG Box, TCF-1/LEF1 (T Cell Factor/Lymphoid Enhancer binding Factor
1), active la transcription virale via un remodelage de la chromatine (Sheridan et al.,

1995).

1.1.2.7- Famille des facteurs LSF (Late simian virus 40

Factor)
Ils sont constitués de deux domaines activateurs, d’'un domaine répresseur et d’un
domaine de dimérisation. Facteurs ubiquitaires, ils sont impliqués dans les processus
biologiques généraux tel que le cycle cellulaire, la croissance et I’apoptose (Powell et al.,

2000). Ils peuvent s’associer a d’autres facteurs pour réguler la transcription.

LSF-CP2 (LSF-CCAAT binging Protein 2) se fixe sur I’ADN sous forme de tétrameéres
sur la séquence (G) CTGG répétées deux fois. Ce facteur réprime la transcription virale
(Kim et al., 1987) par I’intermédiaire d’un complexe contenant LSF et YY1 afin de
recruter HDACI sur le promoteur du VIH-1 dans les lymphocytes (Romerio et al., 1997).
Il contribue ainsi a 1’établissement et au maintient de la latence virale (ce point sera

abord¢ dans la discussion de ce manuscrit).
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1.1.2.8- La famille des facteurs CSL (CBF-1, Su(H) and
Lag-1).

Tous les membres de cette famille posseédent un site de liaison a I’ADN identique.
I1s constituent les premiers effecteurs nucléaires de la voie Notch® et sont indispensables a
de nombreux processus du développement chez les vertébrés (CBF-1), la drosophile
(Su(H)) et C-elegans (lag-1) (division et prolifération cellulaire...) (Pour revue

(Artavanis-Tsakonas et al., 1999)).
CBF-1 a un effet represseur sur la transcription de genes cellulaires (Dou et al., 1994;
Waltzer et al., 1995) mais également sur le promoteur du VIH-1. En effet, en présence ou
en absence de Tat dans les cellules T, CBF-1 permet le recrutement d’HDACs qui
déacétylent le promoteur et 1’inhibe, contribuant ainsi a la mise en place de la latence

dans ces cellules (Tyagi and Karn, 2007).

1.2- Le facteur de transcription viral : Tat.

Tat est essentiel a la réplication virale (Ruben et al., 1989). Il agit comme un
transactivateur de la transcription virale en se fixant a la séquence TAR (Transactivating
Responsive) formant un motif tige-boucle a I’extrémité 5’ des nouveaux transcrits (Feng

and Holland, 1988) (Figure 28B]).

La protéine comporte cinq domaines (figure 28 A]) dont deux essentiels :

e le domaine 20-40, riche en cystéine qui va permettre la formation de pont
disulfure au sein de la molécule et lui conférant ainsi sa configuration tridimensionnelle,

e le domaine 48-72, riche en acides aminés basiques (arginine), il contient
une séquence NLS autorisant le passage de la protéine dans le noyau et constitue le site de
fixation sur la TAR au niveau de la séquence UCU (figure 28 B]) (Calnan et al., 1991;
Dingwall et al., 1989).

? Allumée, la protéine Notch déclenche une cascade de réactions a l'intérieur de la cellule. Cette voie de
signalisation est essentielle au développement de tous les tissus quelque soit I'organisme, mais elle est aussi
connue pour son role dans la différenciation lors du développement embryonnaire. Le géne Notch semble
également impliqué dans le développement tumoral, en tant qu'oncogéne.
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Figure 28 : L’interaction Tat/TAR

A] La protéine virale Tat, elle contient 2 domaines essentiels : un domaine necessaire a sa
configuration tridimensionnel (en jaune) et un domaine lui permetant son interaction avec la TAR
(en rouge) B] d’aprés (Gottfredsson and Bohjanen, 1997) modifié. La TAR : c’est une structure
d’ARN en épingle a cheveux qui correspond a la transcription des 50 premieres bases du génome
viral. Tat interagit avec la TAR via sa séquence UCU.

La présence de cofacteurs est nécessaire pour I’interaction avec la TAR. Ainsi, la cyclin
T1 est indispensable a la reconnaissance de la TAR par Tat (Wei et al., 1998) et va
contribuer a 1’augmentation de la processivité de ’ARN polymérase Il en recrutant la
kinase cellulaire CDK9 du complexe P-TEFb (Zhu et al., 1997).

La liaison entre la protéine Tat et la TAR est un processus dynamique. Dans un premier
temps, Tat est acétylé sur sa lysine 28 pour lier la TAR et la cyclin T1. Puis, I’acétylation
de sa lysine 50 par p300 va provoquer sa dissociation de la TAR et sa fixation aux TAKs
(Tat Associated Kinases), p300/CBP, PCAF (p300/CEBP Associating Factor) qui vont
moduler la processivité de I’ARN polymérase II sur le promoteur viral (Benkirane et al.,
1998; Bres et al., 2002; Kiernan et al., 1999). La boucle TAR sert donc de site de fixation
aux facteurs cellulaires coopérant avec Tat dans 1’activation du LTR (Sheline et al., 1991;
Wu et al., 1991).

De plus, la protéine Tat peut subir une ubiquitination ne conduisant pas a sa dégradation
mais a une stimulation de son activité (Bres et al., 2003).

Par ailleurs, ce facteur peut également agir sur le niveau d’expression de tous les génes
viraux mais également sur certains génes cellulaires tel que le TNFa (Brother et al., 1996)

et le TGFal (Rasty et al., 1996).
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1.3- Les protéines virales impliquées dans la régulation de la transcription.
1.3.1- Vpr (Viral protein r).

Les détails du role de Vpr dans la modulation de la transcription virale seront

développés dans la partie IV de ce manuscrit.

1.3.2- Nef.

La protéine Nef ne présente pas d’effet direct sur la transcription. Son action passe
par P’activation de facteurs de transcription NF-AT (Manninen et al., 2000), STAT-1
(Federico et al., 2001), CDK9 (Simmons et al., 2001), NF-xB et AP-1 (Varin et al., 2003)

lors de la phase tardive de la transcription virale.

2- Les modifications de la chromatine influencant la transcription

cellulaire.

2-1- Structure de la chromatine.

2.1.1- Les différents niveaux de compaction de I’ADN

La chromatine constitue 1’organisation structurale de base du matériel génétique.
Elle permet de compacter les deux metres d’ADN d’une cellule dans un noyau de 6-8 pm
de diametre et comprend différents niveaux de compaction de I’ADN (Grunstein, 1992)
(Figure 29).
En microscopie ¢électronique, la chromatine ressemble a un chapelet de perles, chacune
des perles étant un nucléosome qui constitue 1’unité fondamentale de la chromatine. C’est
un complexe octamérique protéique, chargé positivement, et comprenant deux histones
H2A, deux histones H2B, deux histones H3 et deux histones H4. Ce complexe protéique
est entouré par 147 paires de bases qui en font 1,65 fois le tour (Arents et al., 1991). Ce
motif est répété toutes les 20 a 90 paires de bases, condensant ainsi I’ADN au stade de
nucléofilament.
A un niveau de compaction supérieur, les nucléosomes se pontent entre eux grace a

I’histone H1 (Blank and Becker, 1995; Zlatanova et al., 2000) conduisant a la formation
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d’une hélice régulicre dite hélice solénoide, ou fibre chromatinienne, contenant six
nucléosomes par tour (Luger et al., 1997). La fibre chromatinienne va alors former des
boucles en se fixant a la matrice nucléaire afin de donner naissance au chromosome.
L’¢état de la chromatine va varier de fagon locale en fonction du contexte cellulaire. Les
zones transcriptionnellement actives se trouvent dans un état relaxé, appelé euchromatine.
L’ADN est dans ce cas accessible pour les facteurs d’initiation et la machinerie
transcriptionnelle.

A Dinverse, les zones non transcrites sont fortement condensées et constituent
hétérochromatine. Dans ce cas, la chromatine forme une barriére a I’accessibilité de
I’ADN et un frein a 1’¢longation des transcrits. Le remodelage de la chromatine d’un état

a un autre va donc constituer une étape essentielle dans la régulation de la transcription.

Double hélice d’ADN

DOMAINE
DISTAL

11400 nm

Figure 29 : Les différents niveaux de compaction de I'’ADN cellulaire.

D’apres (Grunstein, 1992) modifié.

Au sein des chromosomes, I'ADN est trés fortement compacté. il est associé a un complexe
d'histones (2 histones H2A, 2 histones H2B, 2 histones H3 et 2 histones H4 = nucléosome) pour
constituer la chromatine. La chromatine s’enroule 1,65 autour du nucléosome, chaque
nucléosome étant séparé par 20 a 90 paires de bases: cet ensemble constituant le
nucléofilament. Les nucléosomes se pontent entre eux grace a I'histone H1 conduisant a la
formation d’'une hélie réguliere (hélice solénoide ou fibre chromatinienne), contenant 6
nucléosomes par tour. La fibre chromatinienne va alors former des boucles en se fixant a la
matrice nucléaire afin de donner naissance au chromosome.

2.1.1- Les variants d’histones
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Les histones sont donc indispensables pour la compaction et la structure de ’ADN. En
plus des quatre histones classiques que sont H2A, H2B, H3, et H4, il existe des variants
d’histones. Chacun de ces variants d’histones posséde un role spécialisé dans la structure
ou la fonction de la chromatine.
e Les variants H3

Le variant de H3, nommé CENP-A (CENtromérique Protein A) est associé exclusivement
dans les nucléosomes situés au niveau des centromeres ou il marque 1’emplacement des
kinétochore’ (Choo, 2000). Il posséde une extrémité N terminale trés différente de H3 qui
joue un role essentiel pour la structure et la fonction des nucléosomes centromériques
(Ahmad and Henikoff, 2001). Par ailleurs, le variant H3.3 posséde une séquence
ressemblant énormément a celle de H3 et est déposé sur I’ADN par des protéines
chaperones (Tagami et al., 2004). Il a été proposé que ce dépot provoque une activation
immédiate du gene situé a proximité du nucléosome d’incorporation (Ahmad and
Henikoff, 2002b). Le variant H3.1 peut étre a la fois présent dans des zones actives et
inactive de la chromatine, il ne posseéde qu’un seul acide aminé de différence avec le
variant H3.2 qui lui est impliqué dans les phénomenes de « silencing » des geénes (pour

revue (Ahmad and Henikoff, 2002a)).

e Les variants H2
H2A posséde au moins quatre variants : H2A-Z, H2A-X, H2A-Bbd et Macro-H2A. Le
variant H2A-Z joue un role dans la formation de 1’euchromatine en empéchant, lorsqu’il
est incorporé, la propagation de I’hétérochromatine (Meneghini et al., 2003).
H2A-X possede une extrémité C terminale qui peut étre spécifiquement phosphorylée en
réponse a certains types de cassures dans ’ADN (Rogakou et al., 1998) et il est donc
requis pour la réparation de I’ADN.
H2A-Bbd est associé aux régions transcriptionnellement actives (Chadwick and Willard,
2001).
Enfin, Macro-H2A est un variant possédant une extrémit¢ C terminale globulaire de
25 kDa. Il est spécifiquement incorporé dans le chromosome X inactif chez les

mammiferes (pour revue (Ladurner, 2003)) .

2-2- Les mécanismes de remodelage de la chromatine.

* Le kinétochore, est un complexe protéique assemblé a chaque centromére servant de point d'ancrage pour
les microtubules du fuseau mitotique.

72



2-2-1- Les modifications post-traductionnelles des histones : le code histone.

Un ensemble de modifications post-traductionnelles peuvent affecter les histones.
Les différentes combinaisons possibles constituent le Code Histone (figure 30) qui sera
«lu» et interprété par des complexes protéiques afin de moduler la transcription des
genes (Jenuwein and Allis, 2001; Strahl and Allis, 2000). Les modifications qui vont

avoir lieu aux extrémités N terminales des histones peuvent étre de différente nature et

vont faire intervenir des enzymes spécifiques.

type de modification enzymes responsables Sites ciblés Effet transcriptionnel
Acétylation des lysines HAT H3 (9, 14, 18, 56), Activation
H4 (5,8,13, 16),
H2A (5),
déacétylation des lysines HDAC H2B (5, 12, 15, 20) Répression
Phosphorylation des .. .. H3 (3, 10, 28), N
sérines et thréonines sérines/thréonines HK H2A (1), H2B (14) Activation
Méthylation des arginines PRMT H3 (17, 23), H4 (3) Activation
H3 (4, 36, 79) Activation
Méthylation des lysines HMT/KHMT
H3 (9, 27), H4 (20) Répression
Démeéthylation des lysines LSD1/BHC110//jumoniji  |H3 (4, 9, 36) Activation/Répression
H2B (120) Activation
Ubiquitination des lysines cascade d'ubiquitination
H2A (119) Répression
Déubiquitination des Bmi/ring1A H2A (119) Activation
lysines RNF20/RNF40 H2B (120) Répression
Sumoylation des lysines cascade de SUMOylation |H2B (6/7), H2A (126) Répression
Isomérisation des prolines scFPR4 H3 (30-38) Activation / Répression

Figure 30 : Les difféerentes modifications des histones : Le code histone.

D’aprés (Berger, 2007) modifié.

Chaque type de modifications, ainsi que le résidu touché va conduire a une activation ou une
répression de la transcription. Chaque réaction est sous le contréle d’enzymes spécifiques.

3-2-1-1- L acétylation des histones.
L’état d’acétylation des histones va traduire 1’état d’activation de la chromatine.
Ainsi, une région transcriptionnellement active sera hyperacétylée, alors qu’a 1‘inverse
une région silencieuse transcriptionnellement inactive sera hypoacétylée (Hebbes et al.,

1994) (Figure 31).
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Figure 31 : Le mécanisme d'acétylation et de déacétylation des histones.

D’apres (Kuo and Allis, 1998) modifié.

L’acéyl-coenzyme A transfert son groupement acétyle sur la lysine d’'une histone suite a I'action
d’'une histone acétyl-transférase (HAT). L'acétylation des histones conduit a un phénomene de
relachement de la chromatine permettant la transcription des génes. La réaction inverse sous le
contrble de l'histone déacétylase (HDAC) conduit a un état condensé de la chromatine ne
permettant pas la fixation des complexes d’initiation de la transcription.

C’est un processus réversible qui consiste en un transfert d’un groupement acétyle porté
par une molécule d’acétyl coenzyme A sur le groupement € aminé d’un résidu lysine
(Kuo et al., 1996).

L’acétylation perturbe la structure du nucléosome en neutralisant les charges positives des
lysines des histones, diminuant de ce fait leur affinité pour I’ADN chargé négativement
(Grunstein, 1997; Luger and Richmond, 1998). La chromatine se relache, permettant
I’accessibilité des complexes d’initiation de la transcription. Par ailleurs, 1’acétylation
pourrait également constituer un marquage pour le recrutement d’autres protéines, tel que

les protéines a bromodomaines comme HP1 (Hassan et al., 2007).

Cette réaction est sous le contrdle de deux types d’enzymes (figure 31) :
a)- Les HAT : histones acétyltranferases.
Les histones acétyltransférases nucléaires vont agir sur les histones déja engagées
dans les nucléosomes, alors que les acétyltransférases cytoplasmiques vont agir sur les

histones nouvellement formées.
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Les histones acétyltransférases nucléaires sont divisées en 3 catégories :

e GNAT, elles sont retrouvées dans des grands complexes multiprotéiques
tels que SAGA (Spt-Ada-GenS-Acetyltransferase) et ADA. Elles peuvent agir sur des
cibles non histones comme les facteurs de transcription (p53, (Liu et al., 2000)) et des
protéines structurales (Hubbert et al., 2002).

e MYST, famille de HAT trés conservée chez les eucaryotes, ces différents
membres (Tip60, HBO1, Moz, MORF) sont impliqués dans de nombreux phénoménes
liés au cycle cellulaire et a la réplication de I’ADN (Berns et al., 2004; lizuka et al.,
2006). Leur mauvais fonctionnement est observé dans de nombreux cancer (pour revue
voir (Avvakumov and Cote, 2007).

e p300/CBP. Elles sont impliquées dans différents processus biologiques tels
que la prolifération, la différentiation et I’apoptose cellulaire (Chan and La Thangue,
2001) ; La PKA qui phosphoryle CREB sur ’ADN pour I’activer, permet ainsi le

recrutement de p300/CBP et I’activation de la transcription.

b)- Les HDAC : histones déacétylases

Les HDAC sont impliquées de fagcon générale dans les mécanismes de régulation
des geénes au cours du développement, la différentiation et le cycle cellulaire. Les
traitements a I’aide d’inhibiteurs de HDAC ont permis de montrer dans des cellules
cancéreuses un arrét de la croissance et de la différentiation de ces cellules conduisant a
leur apoptose, ainsi qu’un arrét en phase G2 du cycle cellulaire des cellules non
cancéreuses (Grozinger and Schreiber, 2002) relié¢ a une augmentation de I’expression de
I’expression de p21 (Sambucetti et al., 1999), montrant la capacit¢ des HDAC a bloquer

I’expression des génes suppresseurs de tumeurs

On distingue 4 classes d’HDAC possédant des caractéristiques différentes.

La classe 1: (HDAC 1, 2, 3, 8) Elles sont ubiquitaires, essentiellement
nucléaires et sensibles & la TSA’ (trichostatine A). Leur domaine catalytique constitue la
majorité de la protéine (Kao et al., 2000; Li et al., 2002a). HDAC 1 et 2 présentent une
forte homologie (82%) et sont connues pour appartenir a trois grands complexes : Sin 3

(Hassig et al., 1997), NurD (Tong et al., 1998; Xue et al., 1998).et CoRest (Humphrey et

> TSA est un acide organique hydroxamique chiral qui est un antifongique naturel provenant de la
souche de champignons Streptomyces- hygroscopicus. Elle est également connue pour son effet
inhibiteur des HDAC:s.
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al., 2001). Elles peuvent interagir avec des facteurs de transcription cellulaires tel que Sp1
etYYI.

HDACI, en agissant sur le niveau d’expression de différents régulateurs joue un role
important dans le contrdle du cycle cellulaire (Lagger et al., 2002).

HDACS3 présente une homologie de séquence beaucoup plus faible avec HDAC 1 et 2, et
nécessite le recrutement des complexes SMRT et N-CoR pour exercer son activité
(Guenther et al., 2001).

Les caractéristiques fonctionnelles de HDAC8 (homologue de Rpd3 chez la levure) sont
encore peu connues du fait de sa découverte récente. C’est une enzyme exclusivement
nucléaire qui semble avoir un rdle répresseur de la transcription (Hu et al., 2000) en
jouant sur le niveau d’acétylation des histones H3 et H4 (Lee et al., 2004).

La classe II : Elles sont exprimées différemment d’un type cellulaire a ’autre et
ont la particularité¢ de réaliser la navette entre le noyau et le cytoplasme en fonction de
I’état de phosphorylation de la CaMK (calcium/calmodulin-dependent protein kinases).
La classe II est subdivisée en deux sous classes : HDAC 4, 5, 7, 9 constituent les HDAC
de type Ila, qui possédent un site catalytique en C terminal et une séquence NLS en N
terminal (Bertos et al., 2001). Elles sont capables d’interagir avec HDAC3 dans les
complexes SMRT et N-CoR (Fischle et al., 2001) (Fischle et al., 2002). Les HDAC IIb
(HDAC 6, 10) présentent la particularité de posséder 2 domaines catalytiques en tandem
et sont capables d’interagir avec de nombreuses autres HDAC (Verdin et al., 2003).

La classe III (SIRT 1 a 7): Elles ne possédent aucune homologie de
séquence avec les autres HDAC et leur activité est dépendante du NAD". Ces HDAC
agissent essentiellement sur des protéines non histones comme par exemple p53 (Luo et
al., 2001; Vaziri et al., 2001) ou la voie NF-kB (Yeung et al., 2004).

La classe IV : elle est constituée de la seule HDAC 11 qui n’appartient a
aucun complexe d’HDAC connu pour le moment. Elle possede les mémes
caractéristiques que les HDAC de Classe I mais ne présente qu’une faible homologie de
séquence ce qui explique son classement dans une catégorie particuliere (Gao et al.,

2002).

2-2-1-2- La méthylation des histones.
L’effet sur la transcription sera différent en fonction du résidu touché.

Ainsi, la méthylation des résidus arginines de I’histone H3 conduit a une activation de la
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transcription (Santos-Rosa et al., 2002; Wang et al., 2001), alors que la méthylation des
résidus lysines est associée a une répression (Kouzarides, 2002).

Cette réaction est réalisée grace a des histones méthyltransférases (HMT) qui vont étre
spécifiques d’un résidu et qui vont pouvoir méthyler sur 3 niveaux. Ainsi, les histones
peuvent étre mono- et di-méthylés sur les lysines et les arginines, les lysines pouvant étre
triméthylées (Steward et al., 2006).

Les histones méthyltransférases vont permettre le transfert du groupement méthyle porté
par une molécules de S-Adénosyl-Méthionine (SAM) sur le groupement £ aminé d’un
résidu lysine ou arginine. Cette modification des histones n’altére pas leur charge, ce qui
ne modifie pas leur affinité pour I’ADN et donc ne touche pas directement son état de

compaction (Zhang and Reinberg, 2001).
Les HMT font partie de trois familles :

e Les PRMT (protein arginine methyltransferase)
Elles sont au nombre de onze mais seules les PRMT 1 et 4 présentent une activité
histone méthyltransférase in vivo. Elles vont méthyler spécifiquement les arginines (figure

32).

La PRMT 1 agit sur I’arginine 3 de I’histone H4, elle est trés conservée au cours de
I’évolution et semble jouer un réle dans I’activation transcriptionnelle (Wang et al.,

2001).

La PRMT 4 (ou CARMI : Coactivator associated arginine methyltransferase 1) agit sur
les arginines 2, 17, 26 de 1’histone H3 mais également sur d’autres protéines non histones
comme CBP (Xu et al., 2001). Son activité est synergisée par CBP, pCAF et p300 qui
sont impliquées dans 1’acétylation des histones (Daujat et al., 2002; Lee et al., 2002).

Les PRMT 1 et 4 jouent un rdle dans le contréle du cycle cellulaire ainsi que dans
I’apoptose, en effet PRMT4 est surexprimée dans les tumeurs (E1 Messaoudi et al., 2006;
Hong et al., 2004).
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Figure 32 : Les réactions de méthylation des histones.
D’aprés (Shilatifard, 2006) modifié.

e Les protéines a domaine SET : HMT (histone methyltransferase)

Elles n’agissent que sur les lysines 4, 9, 27, et 36 de I’histone H3 et la lysine 20 de
I’histone H4 (figure 33). Cette famille contient notamment la méthyltransférase
SUV39H1 qui méthyle spécifiquement la lysine 9 de I’histone H3 (Lachner et al., 2001),
permettant ainsi 1’établissement et le maintien de 1’hétérochromatine (Nakayama et al.,
2001). En effet, elle créée un site d’interaction de haute affinité pour la protéine HP1
impliquée dans la formation de 1’hétérochromatine (Bannister et al., 2001; Fischle et al.,
2005; Loyola et al., 2001; Nowak and Corces, 2004). Cependant, la méthylation de la
lysine 9 n’est pas toujours associée a un environnement répressif. En effet, des régions
trés actives du génome ont été identifiées comme étant tri-méthylées sur la lysine 9 de

I’histone H3 associé a la présence de HP1y (Vakoc et al., 2005).

e Les protéines sans domaine SET: KHMT (lysine histone
methyltransferase)
Seule protéine de cette catégorie connue pour le moment: Dot 1 (disruptor of

telomeric silencing 1). Elle di- et tri-méthyle uniquement la lysine 79 de I’histone H3
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(Singer et al., 1998) située dans un domaine globulaire (Khan and Hampsey, 2002) et

induit la repression des teloméres® (Fingerman et al., 2007).
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Figure 33 : Réaction de méthylation des lysines
D’apres (Shilatifard, 2006) modifié.

La méthylation est un phénomeéne considéré comme moins dynamique que les autres
modifications observées car il n’existe que deux familles de déméthylases identifiées a ce
jour agissant uniquement sur les lysines :

LSD1/BHC110 qui agit sur les mono- et diméthylations de la lysine 4 de
I’histone H3 (Lee et al., 2005; Shi et al., 2004).

La famille jumonji qui agit sur les diméthylations et triméthylation des
lysines 4, 9 et 36 de I’histone H3 (Christensen et al., 2007; Cloos et al., 2006; Iwase et al.,
2007).

Un mécanisme de déimination a été mis en évidence comme pouvant permettre la
L, . .. . . .7 . ..
déméthylation des arginine en les convertissant en citrulline” par la peptidylarginine

deiminase 4 (PADI4) (Cuthbert et al., 2004; Zhang et al., 2004)

2-2-1-3- La phosphorylation des histones.
Le phénomene a été observé pour la premicre fois dans les années 60 (Gutierrez
and Hnilica, 1967) et depuis, de nombreuses sérine/thréonine kinases (HK : histones
kinases) responsables ont ¢été identifiées (ATM, Mstl, snfl, Ipll/Aurora). La

phosphorylation des histones va conduire aussi bien a des phénomenes de condensation

® Un télomére est une région hautement répétitive, donc non codante, ' ADN a I'extrémité d'un
chromosome.

7 La citrulline est un acide aminé non essentiel c'est-a-dire qu’il peut étre fabriqué a partir d’autres acides
amingés présents dans le corps. Cet acide aminé n'est donc pas codé par le code génétique dans 'ARN et ce
titre, n'entre pas dans la composition des protéines.
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que de relachement de la chromatine en fonction du résidu touché (figure 30). La réaction
consiste en un transfert d’un groupement phosphate porté par une molécule d’ATP sur le
groupement e—aminé d’un résidu sérine ou thréonine qui conduit & un changement de
charge des histones.

Le niveau de phosphorylation des histones varie beaucoup au cours du cycle
cellulaire et entre en jeu dans de nombreux éveénements cellulaires qui lui sont liés telles
que la condensation des chromosomes lors de la mitose (Wei et al., 1999), la réparation
de I'ADN (Celeste et al., 2003), 1'apoptose (Ahn et al., 2005; Cheung et al., 2003) et
l'activation de la transcription (Fischle et al., 2005; Nowak and Corces, 2004).

La phosphorylation du variant H2AX de I’histone constitue un marqueur des zones
d’ADN a réparer et permet le recrutement de complexe de réparation via un remodelage
de la chromatine (Fillingham et al., 2006). Ainsi, ’acétyltransférase GCNS5 reconnait
I’histone H3 phosphorylée sur la sérine 10 (Clements et al., 2003) et le complexe INOS0
dépendant de I’ATP vient remodeler ’ADN pour le rendre accessible aux réparations

(van Attikum et al., 2004).

2-2-1-4- Les autres modifications des histones.
e [ ‘ubiquitination.

L'ubiquitination est principalement connue pour provoquer, suite a 1’attachement
de quatre ubiquitines (76aa) ou plus a des protéines solubles, leur protéolyse sélective par
le protéasome 26S. Dans le cas des histones, on observe une mono-ubiquitination qui ne
conduit pas a la protéolyse mais a I’association ou la dissociation de complexes
multiprotéiques sur I’ADN. La réaction d’ubiquitination est réalisée par une cascade de

réactions enzymatiques (figure 34).
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Figure 34 : La cascade réactionnelle d'ubiquitination des histones

Trois familles d'enzymes sont requises pour ubiquitiner les protéines (E1 a E3). Les membres des
familles E2 et E3 forment des complexes qui s'associent avec la protéine-cible; E3 fournit
l'association a la cible et E2 fournit I'ubiquitine. L'enzyme E1 est d'abord conjuguée a l'ubiquitine
(sur un résidu cystéine), qu'elle transfére a lI'enzyme E2, également sur un résidu cystéine. E3, le
partenaire de E2, permet de recruter I'histone et de transferer I'ubiquitine sur cette derniére.
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Elle a un effet activateur ou répresseur en fonction du résidu touché et du contexte. Ainsi,
lorsque H3K4 et H3K79 sont méthylées, on pourra observer I’ubiquitination de
I’extrémité N terminale de I’histone H2B, qui conduira a une activation de la transcription
par perturbation de la structure nucléosomale, permettant la fixation des facteurs de
transcription (Xiao et al., 2005). Elle aura par contre, un effet répresseur au niveau de
I’histone 2A sur la lysine 119 en permettant 1’inactivation du chromosome X chez les
mammiferes (de Napoles et al., 2004).

L’ubiquitynation des histones H3 et H4 participe quant a elle a la réponse cellulaire du
dommage a I’ADN en contribuant au recrutement des protéines de réparation de I’ADN
endommagé via le complexe Cul4-DDB1-ROCI (ubiquitin ligase complex) (Wang et al.,
20006).

Cette modification exerce donc une fonction dans différents mécanismes telles que la
spermatogeneése, la réponse au stress, ainsi que dans la formation de 1’hétérochromatine et

la régulation de la transcription.

e La SUMOylation.

Les quatre histones peuvent étre SUMOylées in vivo, aboutissant a la liaison
covalente d’une ou de plusieurs protéines SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier : petites
protéines d’une centaine d’acides aminés) sur un résidu lysine. Cette modification
interfére avec les phénomenes d’acétylation et d’ubiquitilation et conduit a un effet
répresseur de la transcription en recrutant des histones déacétylases et la protéine
hétérochromatinienne HP1 (Nathan et al., 2006; Shiio and Eisenman, 2003).

La réaction de SUMOylation fait intervenir une cascade de réactions enzymatiques

similaire a I’ubiquitylation (figure 35).
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Figure 35 : Cascade réactionnelle de SUMOylation des histones

Le groupement SUMO se lie au complexe enzymatique d'activation Aos1/Uba2 a la suite d'une
étape nécessitant la présence d'ATP. SUMO est ensuite transféré sur I'enzyme de conjugaison
Ubc9 avant de se lier a I'histone grace a l'intervention d'une ligase.
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e L’isomérisation.
Les queues des histones existent dans différentes conformations qui jouent un role
sur la liaison entre les histones et I’ADN (White et al., 2001). Ainsi, lorsque la proline 38
située a la base de I’histone H3 est en conformation cis, cela place la queue a proximité de
I’ADN ce qui favorise les liaisons histone/ADN par cette zone (figure 36A), et stabilise la
conformation (Luger et al., 1997). Il semble que la conformation de la P38H3 soit
importante pour le bon fonctionnement de la méthylase Set2 sur K36H3 et le passage a

une transcription active (figure 36B) (Nelson et al., 2006).

A] B]

Izomerisation

Figure 36 : L'isomérisation des histones

D’aprés (Nelson et al., 2006) modifié

A] La proline 38 est localisée a proximité du site de liaison entre I'ADN et la queue de H3. Fpr4
catalyses l'interconversion entre les conformations trans P38 et cis P38. Les deux formes cis et
trans de la queue de H3 sont présentées sur le méme nucléosome. B] Fpr4 régule la méthylation
de H3 en K36 et l'activité du géne. En conformation cis, la queue de I'histone ne peut étre
méthylée et la chromatine reste dans un état inactif. En conformation trans, la méthylation peut
avoir lieu par la méthyltransférase (set2), permettant I'activation du géne.

2.2.2- Les facteurs de remodelage de la chromatine ATP dépendants.

Le remodelage de la chromatine par les facteurs ATP dépendants co-existe avec
les modifications post traductionnelles des histones. Les deux phénomenes coopérent
pour moduler I’état d’accessibilité de la chromatine a la machinerie transcriptionnelle
(Flaus and Owen-Hughes, 2004). Les facteurs de remodelage ont tous en commun une
sous-unité catalytique ATPase ayant un domaine hélicase. L’activit¢ ATPase permet au
complexe de modifier la structure nucléosomique, en partie grace a I’énergie libérée par
I’hydrolyse de ’ATP (Travers, 1999).

Il existe quatre grandes familles de complexes remodelant la chromatines classées selon

la similarité de leur sous unité ATPase (figure 37).
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Figure 37 : Les mécanismes d'action des facteurs de remodelage de la chromatine
ATP dépendants.

D’apres (Taddei A, médecine/sciences 2000) modifié.

Il existe quatre grandes familles de facteurs de remodelage de la chromatine ATP dépendant qui
en modifiant la position des nucléosomes rendent la chromatine accessible aux facteurs de
transcription et a la machinerie cellulaire. Les complexes SWI/SNF et Ino provoquent une
dissociation des nucléosomes. Dans le cas du complexe Mi2/NuRD cette dissociation
s’accompagne d’'une déacétylation des histones par les HDACs qu'il contient, et enfin, le
complexe ISWI conduit & un glissement des nucléosomes.

2.2.2.1- La famille SWI/SNF (switch/ sucro non fermenting).

C’est un tres gros complexe constitué de onze sous-unités dont certaines vont étre
spécifiques du tissu dans lequel elles se trouvent (Wang, 2003). Leur sous-unité
catalytique est constituée des facteurs BRG1 ou BRM. Ces complexes sont impliqués
dans les programmes de développement des muscles, du sang, du squelette, des neurones,
du systtme immunitaire, dans la ségrégation chromosomique, le contrdle du cycle
cellulaire, la différentiation ... (Becker and Horz, 2002; de la Serna et al., 2006; Li et al.,
2007b; Peterson, 2002). Ils provoquent la dissociation des nucléosomes de fagon a libérer
I’ADN et de le rendre accessible a la machinerie transcriptionnelle (Gutierrez et al., 2007,
Korber et al., 2006; Liu et al., 2006). Ils sont généralement recrutés sur les promoteurs par
des facteurs de transcription, ainsi le facteur C/EBPJ peut induire la liaison du complexe
SWI/SNF afin de permettre la transcription du geéne de I’ostéocalcine® chez le rat
(Villagra et al., 2006). Cependant, ils peuvent également contenir un bromodomaine C

terminal leur permettant de reconnaitre les lysines acétylées sur les histones ; le complexe

¥ L’ostéocalcine est une protéine spécifique des tissus osseux favorisant la fixation du
calcium a la substance fondamentale
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aura dans ce cas une action directe sur la chromatine au niveau du promoteur activé

(Dhalluin et al., 1999; Marmorstein and Berger, 2001; Zeng and Zhou, 2002).

2.2.2.2- La famille ISWI (Imitation of switchl).

Ce sont des complexes de plus petite taille (300-800 kDa) contenant de deux a
quatre sous unités. Chez I’homme, les complexes RSF (Remodeling and Spacing Factor)
et WCRF (WSTF related Chromatin Remodeling Factor) ont été identifiés. Ils jouent un
role dans la structuration et la maintenance des chromosomes (Deuring et al., 2000),
I’espacement régulier des nucléosomes (Loyola et al., 2003), ainsi que dans I’initiation et
la régulation de la transcription.

Contrairement aux complexes SWI/SNF, ils ne possédent pas la capacité de briser les
nucléosomes mais vont les faire glisser sur I’ADN de facon a modifier leur espacement
permettant ainsi la fixation de la machinerie transcriptionnelle (Fazzio and Tsukiyama,
2003; Saha et al., 2006; Zofall et al., 2006). En effet, 1’activit¢ ATPase permet au
complexe de modifier la structure nucléosomale grace a 1’énergie libérée par 1’hydrolyse
de I’ATP en altérant les liens entre I’ADN et les histones. Ils sont ainsi impliqués dans la
formation d’environnements chromatiniens répressifs. La liaison de ces complexes a
I’ADN ne se fait pas via un bromodomaine mais un domaine SANT (Swi3, ADA2, N-
CoR, TFIIIB) capable de reconnaitre les queues d’histones non acétylées pour les

présenter aux autres enzymes du complexe (Boyer et al., 2004; Yu et al., 2003a).

2.2.2.3- La famille MI2/NuRD

Le nombre de sous unités varie d’un complexe a 1’autre dans la famille mais il
peut en compter jusqu’a dix-huit. Leur sous-unit¢ ATPasique est constituée de Mi2 ou
CHD (Chromodomain-Helicase ATPase DNA Binding Protein). (Pour revue voir
(Denslow and Wade, 2007). Les membres de cette famille sont capables de lier I’ADN
méthylé via les sous unit¢ MDB2 (Methyl CpG Binding protein) (Hendrich and Bird,
1998) et p66 du complexe (Brackertz et al., 2006; Feng and Zhang, 2001). Le complexe
NuRD possede la particularité d’avoir en plus de son activité ATPasique une activité
déacétylase du fait de la présence d’HDAC 1 et 2 qui vont réprimer la transcription en

parallele du remodelage (Tong et al., 1998; Xue et al., 1998).
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2.2.2.4- La famille Ino (Inositol).

Elle est constituée de gros complexes de quatorze a quinze sous unités impliqués
dans I’activation de la transcription et la réparation de I’ADN (van Attikum et al., 2004).
Ils contiennent un domaine ATPase/Hélicase leur permettant de briser les nucléosomes et
possedent deux sites conservés : TELY en N terminal et GTIE en C terminal (Shen et al.,
2000).
Le mécanisme d’action de cette famille de complexes est pour le moment encore
méconnu, mais elle posseéde la capacité aussi bien d’activer que d’inhiber certains génes
(Jonsson et al., 2004) et le complexe SWRI1 est capable de remplacer le dimére H2A-H2B
par le variant H2AZ-H2B modifiant ainsi la structure de la chromatine (Henikoff et al.,

2004).

2.2.3- Les méthylations de I’ADN.
2.2.3.1- Géneralités.

La méthylation de I’ADN est une modification épigénétique, c'est-a-dire qu’elle

module Pactivité du génome sans en affecter directement la séquence. Elle est héritable,
mise en place et reproduite aprés chaque division cellulaire ; elle peut étre créée ou
modifiée en réponse a un facteur environnemental.
Théoriquement, toutes les bases de I’ADN peuvent étre méthylées, mais chez 1’homme,
seule la cytosine peut subir cette modification. Elle consiste en un transfert d’un
groupement méthyle (-CH3) d’un groupement donneur SAM (S-Adenosyl Methionine),
sur le carbone 5 de la cytosine (figure 38) (Bestor, 2000).

NH,

H
Cytosine
(]
SAM-CH5 )
SAM

NHz

CH,
5-Methylcytosing
Qo

Figure 38 : Les mécanismes de méthylation de I'’ADN.
(Strathdee and Brown, 2002)
La méthylation touche les cytosines de 'ADN. Le groupement SAM transfert un groupement
méthyle sur le carbone 5 de la cytosine suite a I'action d’'une DNMT.

-— DNMT
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Les cytosines touchées par la méthylation sont celles qui précédent un résidu Guanine (G)
(Gruenbaum et al., 1981). Les dinucléotides CpG ne sont pas répartis également sur tout
le génome mais forment ce que l’on appelle des ilots CpG qui se regroupent
essentiellement au niveau des régions proximales d’environ 60% des promoteurs
(Robertson and Jones, 2000).

Chez ’homme, la méthylation de I’ADN est le plus souvent associée a une répression
transcriptionnelle, car ’ADN méthylé est spécifiquement reconnu par différentes
protéines qui répriment la transcription et favorisent la formation de 1’hétérochromatine.
Ainsi, le répresseur a domaine MDB (Methyl CpG Binding protein) se fixe sur I’ADN
méthylé et est capable de recruter des HDAC qui, en déacétylant les histones, vont

permettre de maintenir la chromatine dans un état condensé (Jones et al., 1998; Nan et al.,

1998).

2.2.3.2- Les ADN méthyltransférases.
I1 existe trois familles d’ADN méthyltransférases identifiées a ce jour.

e DNMT 1: elles sont impliquées dans le maintient des profils de
méthylation au cours des divisions cellulaires (Pradhan and Esteve, 2003; Robertson et
al., 1999). Elles agissent sur les sites hémiméthylés lors de la réplication de I’ADN pour
maintenir la méthylation dans les deux cellules aprés division (Hermann et al., 2004b).
Elles peuvent interagir via leur domaine N terminal avec des protéines telles que PCNA
(proliferating cell nuclear antigen), hSNF2H, p21, HDACI1 et HDAC2 pour moduler
I’expression des geénes (Hermann et al., 2004a; Ng and Bird, 1999; Robertson et al.,
2004). De plus, les DNMT1 sont également impliquées dans les mécanismes de
réparation « mismatch » (Pradhan and Esteve, 2003).

e DNMT 2: elles présentent une forte homologie de séquence avec les
DNMTI1. Elles sont impliquées dans la reconnaissance de I’ADN endommagé, des
recombinaisons et dans la réparation des mutations (Okano et al., 1998; Pradhan and
Esteve, 2003).

e DNMT3
Les DNMT 3a et 2b présentent des fortes homologies de séquences mais sont codés par
deux genes différents et I’une ne peut se substituer a 1’autre (Xie et al., 1999). D’un point
de vue structural, elles possédent un domaine PWWP (Qiu et al., 2002), permettant leur

interaction avec I’ADN et des régions régulatrices pouvant fixer des facteurs répresseurs
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de la transcription. Ainsi, DNMT 3a peut lier le corépresseur RP58, le facteur
oncogénique PML-RAR et HPI1 ; alors que DNMT 3b s’associe a Sin 3a, SUMOLI :
Ubc9 et h\SNF2H (Geiman et al., 2004; Pradhan and Esteve, 2003). Ces deux DNMT sont
capables d’interagir avec DNMT 1 et d’activer HDACI1 (Deplus et al., 2002). Du fait de
leurs différentes interactions, elles sont impliquées dans le remodelage de la chromatine
associé¢ a la modulation de la transcription des genes.

DNMT 3a est une méthyltransférase ubiquitaire alors que DNMT 3b présente une
expression différentielle en fonction des tissus. Ainsi elle sera trés faiblement exprimée,
sauf dans les testicules, la thyroide et la meelle osseuse (Xie et al., 1999).

DNMT 31 (DNMT 3 like) constitue une sous catégorie a part puis qu’elle présente la
particularité de ne pas posséder d’activité catalytique propre. Elle contribue a I’effet de
DNMT 3a et 3b, en liant leurs extrémités C terminales, elle induit un changement de
conformation du site de fixation du substrat augmentant ainsi leur niveau d’activité

(Gowher et al., 2005; Suetake et al., 2004).

2.2.3.3- La déméthylation.

Au cours du développement et lors des tumeurs on observe des déméthylations de
I’ADN (Baylin and Herman, 2000; Jones and Takai, 2001). Les mécanismes de la
déméthylation sont encore inconnus mais il semble évident que des déméthylases existent
(Patra et al., 2008). A partir d’extraits de cellules, une 5-Methylcytosine déméthylase a pu
étre isolée: elle permettrait d’éliminer le groupement méthyle de la cytosine,
(Ramchandani et al., 1999) (figure 39A).

Par ailleurs, une autre hypothese avait ét¢ émise pour expliquer la déméthylation de
I’ADN, faisant intervenir une glycosylase de fagon a exciser la base méthylée qui est
ensuite remplacée par les endonucléases de réparation de I’ADN (Jost et al., 1997; Jost et
al., 1995) (figure 39B).

Enfin, un troisieme mécanisme a ¢ét¢ mis en avant pour expliquer la perte des
méthylations au cours des divisions cellulaires (pour revue (Wolffe et al., 1999)). Des
facteurs se fixeraient sur la chromatine lors de la séparation de I’hélice d’ADN de telle
sorte que les DNMTT ne puissent plus accéder a I’ADN pour le reméthyler les cytosines.

Les méthylations seraient donc diluées au cours des divisions successives.



A. 5-Methylcytosine demethylase
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Figure 39 : Mécanismes hypothétiques de déméthylation de I'’ADN.

D’aprés (Wolffe et al., 1999) modifié.

A] Laction d’'une démethylase qui agit spécifiquement sur les lysines. B] L’action d’'une
glycosylase qui excise la base méthylée de I'ADN, ADN est ensuite réparé par des
endonucléases

3- Les mécanismes de modulation de I’expression du VIH-1.

Le génome viral, a I’instar du reste de I’ADN cellulaire est compacté (Pomerantz
et al., 1990). L’intégration du LTR a lieu entre deux nucléosomes particuliers Nuc 0 et
Nuc 1 (Jordan et al., 2003; Verdin, 1991; Verdin et al., 1993). Ces nucléosomes
délimitent une région ouverte ou les facteurs de transcription (NF-kb, Spl...) peuvent
venir se fixer (el Kharroubi and Verdin, 1994) (Figure 40). Cependant, Nuc 1 est situé sur
le site de départ de la transcription, ce qui nécessite son déplacement pour que le
complexe de préinitiation puisse avancer sur I’ADN (Henderson et al., 2004; Verdin et

al., 1993) : il joue donc un réle important dans le maintient du blocage de la transcription.

Nuc 0 Nuc 1 Nuc 2 Nuc 3 Nuc 4
-4:,.0..0.:0-50':#:”:,‘ = _,‘.p‘.,o‘ofon',,-‘.ﬁ.

---------------------------------- 1 us R [us]

Figure 40 : L'insertion particuliére du promoteur viral.
Redessiné d’aprés (Verdin et al., 1993).

La séquence promotrice du VIH-1 est insérée entre les nucléosomes nucO et nuc1 qui délimitent
une zone ouverte accessible aux facteurs de transcription. Le nucléosome 1 (en rouge) est situé
sur le site d’initiation de la transcription empéchant la liaison de I'ARN polymérase Il, un
remodelage de la chromatine est donc nécessaire pour permettre la transcription virale.
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Le remodelage de la chromatine au cours de I’infection par le VIH-1 joue un role
dans les modulations de la latence virale (Marcello, 2006) et modifie, comme pour les

genes cellulaires, I’accessibilité des enzymes a I’ADN viral (Jordan et al., 2001).

3.1- Les mécanismes de régulation de la phase initiale (ou phase précoce).

La régulation a lieu au niveau de la région U3 ouverte du promoteur viral (située
entre les deux nucléosomes nucO et nucl) et dépend du type cellulaire et de 1’¢état
physiologique des cellules infectées. En effet, le promoteur viral contient de nombreux
sites de fixation pour des facteurs de transcription mais seuls quelques sites sont utilisés
en méme temps. Ainsi, les combinaisons de facteurs vont étre différentes d’un type
cellulaire a un autre pour moduler la transcription virale (pour revue voir (Rohr et al.,
2003b).

De plus, au cours de la phase précoce, le niveau de la transcription est faible, il va étre
modulé par la présence de cytokines (IFN vy, IL-1p, TNFa...) (Pour revue voir (Copeland,
2005) et par I’état de différentiation des cellules. La voie NF-kB et la maturation

cellulaire vont ainsi faciliter la réplication virale.

Nous ne nous intéresserons ici en détails qu’aux cellules microgliales qui
constituent notre modéle d’étude.

Des facteurs a la fois activateurs et répresseurs agissent sur le promoteur viral pour
réguler sa transcription, mais de facon générale 1’effet résultant est activateur.

Dans les cellules microgliales, le facteur de transcription Spl joue un réle majeur
dans D’activation des génes viraux (figure 41). En effet, il va servir de point d’ancrage
pour la fixation d’autres facteurs de transcription activateurs au niveau du promoteur
viral 2 proximité¢ de la séquence TATAA (-68/+29) : COUP-TF via son domaine de
liaison a I’ADN (Rohr et al., 1997) et NF-IL6 (Schwartz et al., 2000).

Par ailleurs, le facteur de transcription Sp3 se fixe également aux boites GC (Majello et
al., 1994) mais pour induire une répression de la transcription (Rohr et al., 1997) via le
recrutement de C/EBPy qui va contrer une partie de I’effet activateur induit par NF-IL6

(Schwartz et al., 2000).
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Figure 41 : Les facteurs de transcription liés au promoteur viral dans les cellules
microgliales.

Le promoteur viral présente de nombreux sites de fixation pour des facteurs de transcription.
Dans les cellules microgliales, les facteurs COUP-TF, NF-KB, Sp1 et NF-IL6 ont été identifiés
comme des activateurs de la transcription virale, alors que Sp3 et C/EBPy sont des répresseurs.

Au cours de la phase précoce, quelque soit le type cellulaire, la majorité
des transcrits sont uniquement initiés par I’ARN polymérase II recrutée par NF-kB sur le
promoteur viral (Kim et al., 2006) et seule une faible proportion sera élonguée en
I’absence de Tat (Kao et al., 1987). Par ailleurs, un certain nombre de brins d’ADN viraux
non intégrés vont également Etre transcrits et élongués au cours de cette phase, permettant
la production de la protéine Tat nécessaire a la phase tardive et la transcription de génes

précoces.

3.2- Les mécanismes de régulation de la phase tardive.
La phase tardive commence lorsque le facteur viral Tat est produit en assez grande
quantité dans la cellule infectée : il va alors pouvoir influencer la transcription virale en la

transactivant.

3.2.1- Initiation de la transcription.

Apres activation du promoteur via la recrutement de facteurs de transcription cellulaires,
Tat va se fixer au complexe de préinitiation déja en place et interagir avec TFIIIH (Cujec
et al., 1997; Parada and Roeder, 1996) et TBP (Majello et al., 1998). Tat va ainsi faciliter
la phosphorylation du domaine CTD (Garcia-Martinez et al., 1997) et augmenter le
nombre de démarrages (100x) de la transcription par ’ARN pol II en augmentant la
processivité de I’enzyme (Jones and Peterlin, 1994). Celle-ci va alors transcrire les
cinquantes premicres bases qui contiennent la région TAR et faire une pause du fait de la

présence des facteurs négatifs d’élongation, DSIF (DRB Sensitivity Inducing Factor) et
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NELF (Negative Elongation Factor) qui stabilisent sa structure (Peterlin and Price, 2006;
Wu et al., 2003).

3.2.2- Elongation.

Apres la transcription des cinquantes premicres bases, le complexe TFIIH se
dissocie de I’ARN pol II (Zawel et al., 1995), et la protéine Tat, activée suite a
I’acétylation de la lysine 28 par PCAF (p300/CREB-binding protein-associated factor)
(Benkirane et al., 1998) se fixe a la TAR nouvellement formée via son domaine riche en
arginine (figure 42).

Tat recrute ensuite le complexe P-TEFb, composé de la cyclin T1 et de CDK9 (Li et al.,
2005b; Wei et al., 1998) via la cycline T1 qui se fixe a la boucle de la TAR (Fong and
Zhou, 2000). Le complexe formé repositionne ainsi la kinase du complexe P-TEFb sur le
domaine CTD de I’ARN pol II de facon a I’hyperphosphoryler sur la sérine 2 afin
d’augmenter sa processivité (Isel and Karn, 1999). De plus, le complexe P-TEFb
phosphoryle les facteurs négatifs d’élongation, DSIF et NELF (Fujinaga et al., 2004; Ping
et al., 2004; Ping and Rana, 2001), libérant la polymérase qui pourra alors poursuivre la
transcription au-dela des cinquantes premieres bases (Peterlin and Price, 2006).

Tat acétylée sur la lysine 50 par p300 et GCNS (general control of amino acid synthesis
5) se détache de la TAR (Col et al., 2001; Kiernan et al., 1999) mais reste liée avec P-
TEFb au complexe d’¢longation jusqu’a la fin de la transcription du génome viral (Molle
et al., 2007). Enfin, Tat est désacétylée par SIRT1 et se trouve a nouveau disponible afin

de transactiver la transcription de nouveaux transcrits viraux (Pagans et al., 2005).

e
o

Figure 42 : La transcription virale en présence de Tat

(Kaehlcke et al., 2003)

En présence de Tat, le complexe CDK9/CyclinT (P-TEFb) hyperphosphoryle le domaine CTD de
'ARNpol I, puis Tat est acétylée sur la lysine 28 par l'acétyltransférase p300, entrainant la
dissociation du complexe P-TEFb de la TAR. Tat est ensuite acétylée sur la lysine 50 par PCAF

qui recrute Tat sur '’'ARNpol Il qui poursuit I'élongation transactivée par Tat.
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3.3- L’impact des modifications de la chromatine au cours de la transcription virale.

3.3.1- Les modifications des histones influencant la transcription virale.

La modification des histones remodele la chromatine du promoteur viral mais
régule aussi les propriétés cellulaires et la liaison des facteurs de transcription (Van Lint,
2000; Ylisastigui et al., 2004). Ainsi les HDAC et HAT interviennent dans la modulation
de la transcription des génes viraux (Benkirane et al., 1998; Lusic et al., 2003).

Des études récentes ont montrés que différents facteurs de transcription tel que Spl, YY1
LSF et NF-kB p50 étaient capables de recruter des HDAC qui vont remodeler la
chromatine au niveau du promoteur viral afin de le maintenir dans un état quiescent
(Coull et al., 2000; Jiang et al., 2007; Williams et al., 2006). Des inhibiteurs d’HDAC tel
que I’acide Valproique sont capables, a court terme, de diminuer le stock de cellules
infectées de fagon latente in vivo en réactivant leur transcription, ce qui les rendent
accessibles a la trithérapie (Lehrman et al., 2005) mais ces résultats, a long terme, sur la
réelle possibilité d’éradiquer les réservoirs sont sujets a controverse (Siliciano et al.,
2007).

Il semble tout de méme que I’utilisation d’inhibiteurs de HDAC soit une possibilité
thérapeutique dans 1’avenir afin de purger les réservoirs viraux et éradiquer le virus de
I’organisme. En effet des études réalisées sur des cellules en culture ont montré qu’un
blocage du recrutement de HDAC 1 sur le promoteur viral permettait de réactiver la
transcription dans des lymphocytes infectés de fagon latente, les rendant ainsi accessible

aux thérapies (Ylisastigui et al., 2004).

3.3.2- Les facteurs de remodelage de la chromatine dépendants de I’ATP.

Le complexe de remodelage SWI/SNF a été mis en évidence comme le
principal acteur du déplacement du nucléosome Nuc 1, aprés son recrutement par Tat
acétylée. En effet, différents composants de ce complexe, tels que BRGI et INI-1, ont été
retrouvés liés au LTR transcriptionnellement actif (Agbottah et al., 2006; Yung et al.,
2004).

De plus, Tat acétylée sur la lysine 28 est capable d’interagir via son motif riche en
arginine (ARM) avec la sous-unité enzymatique du complexe SWI/SNF, conduisant ainsi
a DPactivation du promoteur intégré (Henderson et al., 2004; Mahmoudi et al., 2006;

Treand et al., 2006) (figure 43).
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Figure 43 : modele de I'activation du promoteur du VIH-1 par la protéine virale Tat.
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1] Aprés linitiation de la transcription, Tat fixée a la TAR recrute le complexe de remodelage de la
chromatine dépendant de 'ATP : SWI/SNF. 2] Le complexe va provoquer la dissociation du
nucléosome 1 (nuc-1) qui bloque la progression de 'ARN poll. 3] Le site d'initiation de la
transcription étant libéré, le promoteur actif permet I'expression du génome viral.

3.3.3- Les méthylations de I’ADN.

Les effets de la méthylation de I’ADN sur la transcription virale sont controversés.
Mais il semble y avoir un lien entre I’état d’activation du génome virale et le niveau de
méthylation. Dans les cellules infectées de maniére latentes, I’extrémité 5’ est
hyperméthylée alors que I’extrémité 3’ est hypométhylée. Lors de la réactivation des
cellules, on observe une diminution de la méthylation en 5’ ; la forte méthylation semble
donc aller de pair avec un état répressif du génome viral. (pour revue voir (Yedavalli and

Jeang, 2007).

3.4- Le mécanisme d’action des ARNSs interférents : des régulateurs post-
transcriptionnelle inducteurs de latence.
3.4.1- L’origine des ARN interférents.

Les ARN interférents peuvent réguler post-transcriptionnellement le niveau d’expression
des génes, en régulant le transfert et la stabilité des ARN messagers dans le cytoplasme
(Jackson and Standart, 2007; Pillai et al., 2007). Présents naturellement dans les cellules,
ils ont deux origines possibles :
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e Les miARN (microARN) sont impliqués dans la régulation de processus
biologiques et des modifications de leur expression ont été observées dans de nombreuses
pathologies telle que le cancer (Bushati and Cohen, 2007; Chang and Mendell, 2007,
Kloosterman and Plasterk, 2006). Ils proviennent de geénes cellulaires ou viraux codant
spécifiquement pour des ARN interférents (Lecellier et al., 2005) (figure 44). Les ARN
simples brins correspondants synthétisés adoptent une structure secondaire en épingle a
cheveux du fait de leur séquence (pri-miARN). Cette structure est réduite a 70-100
nucléotides (pre-miARN) par une ribonucléase de type III (Drosha) (Lee et al., 2003)
associée a un cofacteur (DGCRS) (Han et al., 2004). Elle est ensuite exportée vers le
cytoplasme par I’exportine 5 (Y1 et al., 2003) ou elle va s’associer avec la protéine Dicer.
Le pre-miARN est processé en un ARN double brin linéaire de 20 a 31 nucléotides
possédant des extrémités 5°-P et 3’-OH libres, avec 2-3 nucléotides non appariés en 3’
(miARN double brin) (Elbashir et al., 2001). Un des brins du miARN, dit passager, est
¢liminé tandis que l'autre (appelé « guide ») est transféré par a un gros complexe
multiprotéique, le complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex) constitué de :
TRBP (HIV-1 TAR RNA-binding protein), PACT et Ago2 (Argonaute 2)(Chendrimada
et al., 2005; Lee et al., 2006). Le miARN « guide », entraine le complexe RISC vers les
ARNm possédant une séquence partiellement complémentaire a la sienne : la traduction

de I’ARNm cible est alors inhibée (Du and Zamore, 2007; Saxena et al., 2003).

e Les siARN ou petits ARNs interférents (small interfering RNA)
proviennent de deux sources, exogéne ou endogeéne. La source exogene correspond soit a
I'apport extérieur dun ARN double brin de fagon expérimentale, soit a un apport en
provenance de génomes a ARN comme ceux de certains virus a8 ARN tel que le VIH-1
(Bennasser et al., 2005). La source endogéne correspond a une production naturelle par
utilisation des parties exoniques (codantes ou non codantes) d'un geéne plus étendu
(Slotkin and Martienssen, 2007).

Le mécanisme d’action des siARN est similaire a celui des miARN, la différence réside
essentiellement & 1’étape de liaison des siARN aux ARNs messagers. Dans le cas des
siARN, la complémentarité est parfaite ce qui conduit a la dégradation de ’ARNm cible

par I’intermédiaire de la nucléase Ago2 (Hammond et al., 2001).

94



Virus a Source
ARN exogéne

Génome viral
Pold intégré

Transcription

] Pri-miARN

Drosha

Exportin
v

noyau |
~J b 2 ARN
double brin ARN en épingle
cytoplasme e

a cheveux
pre-miAR \ Dricer
i N o ol

70nt - T = - P
= ~
¥ Svcer = . -
miARN 1 Dicer '
double brin %I L . SiARN
20-31nt p, i £ double brin
= TRBP |
Brin :4"““
passage’r_ \\ .r_ll e Dicer = ' Brin
B = Ago2 -nu..:\ passager
Dégradation -— RISC - .
- (~550 kDa) 1 Dégradation

ARNM TRBP ARNM TRBP
5 3 5 3
Ago2 Ago2

Inhibition de la Dégradation de
traduction I’ARNmM

Figure 44 : Origine et mécanismes d‘action des ARN interférents.

Adaptée de (Yeung et al., 2005)

Les miARN synthétisés a partir de genes cellulaires ainsi que les siARN obtenus a partir de
sources exogenes (expérimentateur ou virus) conduisent a un blocage de la traduction des ARN
messager dans le cas d’'une complémentarité partielle ou a une dégradation si la complémentarité
est totale.

3.4.2- ARN interférents et VIH-1.

La présence de nombreux ARNs épissés ou semi-€pissés dans les cellules latentes
(Furtado et al., 1999; Lassen et al., 2006) met en évidence que le blocage transcriptionnel
n’est pas la seule origine possible de la latence. Ainsi, des études réalisées sur des
lymphocytes T CD4+ latents ont permis de mettre en évidence le role des miARNs
cellulaires dans la latence. En effet, cinq miARNs (miR-28, miR-125b, miR-150, miR-

382, miR-223) dirigés contre les ARNm viraux sont plus exprimés dans les cellules

95



latentes que dans les cellules actives (Huang et al., 2007). De plus, la diminution de
I’expression de facteurs controlant la voie de synthése des miARNs (Dicer et Drosha)
permettent de lever la latence dans les lymphocytes T CD4+ (Triboulet et al., 2007).

De plus, le génome du VIH-1 code également pour des siARNs capables de cibler les
ARNm des régions : TAR, U3-R, gag, gag-pol, nef et R (Bennasser et al., 2004), il peut
ainsi induire sa propre latence mais possede ensuite un systeme d’échappement (pour
revue voir (Yeung et al., 2005). En effet, le génome viral code également pour un
suppresseur de « silencing » des ARN qui entre en compétition avec le complexe RISC
pour lier les siARN, empéchant ainsi leur activité (Bennasser et al., 2005). Par ailleurs, la
TAR est capable d’induire la séquestration du facteur TRBP qui n’étant plus disponible
rend le complexe RISC inactif (Bennasser et al., 2006), de méme Tat est capable

d’inhiber I’activité de Dicer (Bennasser and Jeang, 2006).
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IV - La protéine Vpr : une protéine virale

particuliere aux activitées multiples.
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1- Géneralites.

Vpr est indispensable au virus puisqu’en son absence, la pathologie ne se
développe pas et que trés peu de virus sont produits par les cellules infectées (Balliet et
al., 1994; Wang et al., 1996). Elle est retrouvée sous forme libre dans les virions mais
aussi dans le sérum et le liquide cérébrospinal des patients sidéens suite a sa sécrétion par
les cellules infectées (Levy et al., 1994; Tungaturthi et al., 2003).

Cette protéine est trés conservée chez le VIH-1, le VIH-2 et le SIV (Tristem et al., 1990)
montrant ainsi sont importance pour le virus. De multiples réles lui sont attribués au cours
des différentes phases du cycle viral favorisant la réplication. Encapsidée associée dans
les virions (275 molécules de Vpr / virions, (Muller et al., 2000)), elle est présente dés les
premiéres phases de 1’infection des cellules cibles et va participer aux premicres étapes de
I’infection conduisant a la production virale (Yuan et al., 1990). Vpr va ainsi participer a
la transcription inverse, I’import nucléaire du PIC, la transactivation du promoteur viral,
ainsi qu’au blocage du cycle cellulaire observé dans les cellules infectées et au
phénomene d’apoptose induit par le virus (chacun de ces effets sera détaillé
ultérieurement).

Du fait de ses actions a la fois cytoplasmiques et nucléaires et la nécessit¢ de sa
réencapsidation, la protéine Vpr est sujette au phénoméne de navette (Sherman et al.,

2003; Sherman et al., 2001).

2- Structure.
C’est une petite protéine basique d’environ 14kDa composée de 96 acides aminés.
Sa structure tridimensionnelle a été mise en évidence par analyse RMN de la protéine
soluble (Morellet et al., 2003; Wecker et al., 2002). Elle est constituée d’un coeur
hydrophobe entouré de trois hélices alpha reliées par des motifs « boucle » (figure 45).
On distingue trois régions majeures :
e Larégion 17-33 : elle est importante pour la localisation nucléaire (Yao et
al., 1995).
e La région 38-50 : elle est responsable de I’oligomérisation de Vpr (Engler
et al., 2002).
e Larégion 55-77 : elle permet la dimérisation de Vpr (Schuler et al., 1999),

sa liaison a la nucléocapside (NCp7), son interaction avec I’ARN viral (de Rocquigny et
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al., 1997) et elle est impliquée dans la localisation nucléaire de Vpr et dans les fonctions
d’arrét du cycle cellulaire au cours de I’infection (Zhou et al., 1998).

Les extrémités N et C terminales sont flexibles et chargées respectivement négativement
et positivement. Les résidus prolines 14 et 35 en N terminal vont permettre I’interaction
avec la cyclophiline A (Zander et al., 2003), alors que la région C terminale va permettre
I’interaction avec la bicouche lipidique de la membrane cellulaire via le domaine PTD

(Protein Transduction Domain).

(17-33)Vpr

Figure 45 : Structure tridimensionnelle de la protéine Vpr .

(Le Rouzic and Benichou, 2005)
La protéine Vpr est constituée de trois hélices alpha (en rouge), qui correspondent aux trois
domaines fonctionnels identifiés, séparées par des motifs « boucle » (en vert).

3- Les différents effets de Vpr au cours du cycle viral.

Au cours du cycle viral, Vpr va agir sur différentes étapes clefs en interagissant a

la fois avec des protéines virales et cellulaires.

3.1- Les effets au cours de la transcription inverse.

Vpr fait partie du complexe de préintégration avec la transcriptase inverse, la
matrice, I’intégrase, la protéine p7 de la nucléocapside et I’ARN viral. La protéine Vpr
reste fixée a I’ADNc nouvellement formé avec I’intégrase et la matrice d’ARN pendant 4
a 16h aprés I’infection (Fassati and Goff, 2001).

La transcriptase inverse induit un taux de mutation naturellement élevé lors de la
transcription inverse du génome du VIH-1 car elle ne posséde pas d’activité¢ de détection
et de réparation des erreurs. Ces mutations contribuent a la diversité génétique des virus

(Temin, 1993). A chaque cycle réplicatif, il y a de 3x10” & 4x10™ mutations par paire de
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base, avec le plus fréquemment une substitution de G en A ou de C en T ou bien des
décalages du cadre de lecture.

In vivo, Vpr va influencer ce taux de mutation (Mansky, 1996) en interagissant avec une
enzyme cellulaire, UNG2 (Uracyle DNA glycosylase), capable de réparer 1’ADN
(Mansky et al., 2000). L’incorporation 1étale d’un uracile dans I’ADN cellulaire peut étre
la conséquence d’une incorporation erronée de dUTP a la place d’un dTTP. Dans la
cellule, I'intégrit¢ de ’ADN génomique est conservée grice a la mise en place de
différentes voies de reconnaissance et de réparation de I’ADN endommagé. UNG est un
acteur majeur de la voie BER (Base Excision Repair) qui répare les mésappariements U:A
et U:G (Selig et al., 1997).

Vpr interagit, grace au résidu Trp en position 54, avec I’extrémité C terminale de UNG2
(motif WXXF) sans perturber son activité enzymatique et la recrute au sein des particules
virales. Cette association est critique pour I’infection des cellules en phase terminale de
différentiation, telles que les macrophages qui sont riches en dUTP et pauvres en UNG2
(Chen et al., 2004b). Vpr va ainsi permettre de diminuer le taux de mutations létales dans
I’ADNCc viral.

Par ailleurs, Vpr en déstabilise la membrane de la mitochondrie (cf partie 1V-3.3.3)
permet la libération de la tRNA-lysil synthétase (LysRS) mitochondriale (Kaminska et al.,
2007). L’ARNt lys, qui sert d’amorce a la transcription inverse, forme un complexe
LysRS :ARNtlys, se liant a un dimére Gag-GagPol (Javanbakht et al., 2003) et a Vpr
(Stark and Hay, 1998) pour étre incorporé dans les particules virales (Jiang et al., 1993).

3.2- Les effets sur I’entrée nucléaire du virus.

Le PIC (Complexe de Pré-Intégration) qui va permettre I’entrée nucléaire de
I’ADNCc viral et de la machinerie protéique nécessaire au virus est composé a la fois de
facteurs viraux et cellulaires ; toutefois, sa composition exacte est toujours soumise a
débat. Il est pour le moment établi qu’il contient : Les protéines de la matrice (MA), la
transcriptase inverse (RT), I’intégrase (IN), Vpr, les protéines de la nucléocapside (NC),
des protéines a domaine HMG (Farnet and Bushman, 1997), le polypeptide 2 a associé a
la lamine (Lamina Associated Polypeptide 2 = LAP2a) (Suzuki et al., 2004), le facteur
LEDGF/p75 (Lens Epithelium Derived Growth Factor) (Llano et al., 2004b; Vandegraaff
et al., 20006) et le facteur limitant d’auto-intégration (Barrier to Autointegration Factor =

BAF) (Lin and Engelman, 2003).
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Le PIC a pour role de protéger ’ADNc viral et I’intégrase de la dégradation apres la
transcription inverse (Llano et al., 2004a), de permettre son transport jusqu’au noyau, et
son intégration par I’intégrase dans le génome. De ce fait, sa composition va varier au
cours du temps (Fassati and Goff, 2001).

Dans les cellules actives (en division), le virus va profiter de la rupture de 1’enveloppe
nucléaire lors de la mitose pour pénétrer dans le noyau et accéder a I’ADN génomique
cellulaire (Roe et al., 1993). Mais le VIH infecte aussi des cellules qui ne se divisent plus
(en phase GO du cycle cellulaire), dans ce cas, un autre mécanisme d’entrée nucléaire est
donc nécessaire (Heinzinger et al., 1994). Ces cellules, tel que les macrophages,
constituent des cibles du virus lors des premiers temps de I’infection et contribuent a la
mise en place des réservoirs viraux (Crowe et al., 2003; Yamashita and Emerman, 2006).

Vpr constitue donc un facteur favorisant la persistance virale malgré les thérapies.

3.2.1- L’entrée par les pores nucléaires.

L’entrée nucléaire peut se faire grace aux complexes de pores nucléaires (NPC) de
facon passive lorsque les molécules ou complexes qui souhaitent passer font moins de
60kDa, soit environ 9nm de diamétre. Or, le PIC fait plus de 50nm de diameétre (Miller et
al., 1997). 1l est donc trop gros pour passer de facon passive et nécessite un transport actif
pour pénétrer le noyau par 1’intermédiaire des NPC. Pour ce faire, dans un premier temps,
Vpr semble permettre le recrutement du PIC a la membrane nucléaire a proximité des
NPC (Vodicka et al., 1998) par I’intermédiaire d’une interaction avec les nucléoporines
Nup54, Nup58 (Popov et al., 1998a) et POM 121 (Fouchier et al., 1998) via le motif
Phénylalanine-Glycine (FG) répété, ainsi que par son interaction avec hCG1 (Le Rouzic
et al.,, 2002) (figure 46). On observe ainsi une accumulation de Vpr et du PIC a la

membrane nucléaire (Popov et al., 1998b).
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Figure 46 : Le passage du PIC par le complexe de pore nucléaire.
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D’aprés (Suzuki and Craigie, 2007) modifié. En interagissant avec les nucléoporines, Vpr permet
le recrutement du PIC au niveau du complexe de pore nucléaire. L'intégrase et la matrice vont
ensuite permettre le passage du PIC par le pore en se liant a I'importine.

La translocation nucléaire aurait ensuite lieu grace a l’intégrase et la matrice, qui
possedent des séquences NLS (Nuclear Localisation Signal) constituées d'acides aminés
basiques (lysine et arginine) qui s'arrangent en une séquence continue —phe—lys—lys—lys—
arg—lys—val- ou en une séquence interrompue —lys—arg—phe—ala—ala—thr—lys—lys—ala—
gly—gln—ala—lys—lys—lys—lys—.

Les séquences NLS leurs permettent d’interagir avec 1’importine o, qui reconnait son
récepteur I’importine P : cette interaction permettrait d’activer leur transport et celui des

protéines qui leurs sont associées au niveau du pore nucléaire (figure 47).
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Figure 47 : Le mécanisme général d'action du pore nucléaire.

D’apres (Faustino et al., 2007) modifié.

La séquence NLS des protéines est reconnue par I'importine a (Imp-a)qui lie alors I'importine
(Imp-B). L'ensemble est alors transporté dans le port nucléaire. Une fois dans le noyau les
importines sont dissociées et retransportées du coté cytoplasmique afin d’étre disponible pour un
autre transport.

Par ailleurs, Vpr ne posséde pas de véritable séquence NLS mais une séquence atypique
(Karni et al., 1998) qui va lui permettre d’interagir avec I’importine o (Gallay et al.,

1996). 1l semblerait que cette interaction soit indispensable pour le passage du pore par le
102



PIC en renforgant la liaison ¢établie entre l’intégrase, la matrice et I’importine o
(Bukrinsky and Adzhubei, 1999).

3.2.2- Autre mécanisme d’entrée dans les cellules quiescentes ou différenciées.

Il semble que Vpr soit également capable de permettre le passage du PIC dans les
cellules inactives en déstabilisant la membrane nucléaire.
Ainsi, ’entrée de protéines Vpr libres par le pore nucléaire (figure 48A) pourrait conduire
a une altération de I’architecture de 1’enveloppe nucléaire (figure 48 B-C), permettant le
passage du PIC dans le noyau (figure 48D). En effet il a été¢ observé la formation
d’hernies et de trous dans I’enveloppe nucléaire, facilitant 1’entrée du virus par
déstabilisation de la lamine nucléaire (Chang et al., 2004; de Noronha et al., 2001;

Segura-Totten and Wilson, 2001).

cytoplasme

Figure 48 : L'entrée du PIC par déstabilisation de I'enveloppe nucléaire par Vpr.

D’apres (Segura-Totten and Wilson, 2001) modifié.

Vpr entre dans le noyau par le pore nucléaire grace a sa séquence NLS atypique et vient
déstabiliser la lamine située sous la membrane nucléaire (A), celle-ci est déstabilisée (B) ce qui
provoque sa rupture permettant ainsi I'entrée du PIC (C). La membrane nucléaire retrouve
ensuite son intégrité et ’ADN viral peut rejoindre celui de la cellule héte pour y étre intégré (D).

Dans les cellules quiescentes ou différenciées, Vpr a donc un réle essentiel pour 1’entrée

nucléaire.

3.3- Les effets sur le cycle cellulaire et I’apoptose.

Chez les patients infectés, Vpr est a ’origine d’une accumulation de cellules en
phase G2 du cycle cellulaire, permettant une production virale optimale (Goh et al.,
1998).

Les effets observés de Vpr sur le cycle cellulaire sont dus aux protéines encapsidées et

non nouvellement formées, car le phénomeéne de blocage a lieu avant la phase
103



d’intégration du génome viral a celui de la cellule héte. De plus, I’effet de blocage induit
par Vpr est conservé dans de nombreux virus immunodéficients simiens, ce qui suggere

un rdle important pour le virus (Planelles et al., 1996).

3.3.1- Généralités sur le cycle cellulaire.

Le cycle cellulaire est divisé en différentes phases (figure 49) et les transitions
entre chaque phase sont sous le contrdle de différents complexes et cascades protéiques.
De cette fagon, la cellule peut adapter sa progression dans le cycle en fonction des
événements extérieurs (stress oxydatif, UV...) et intérieurs (dommage, réplication

incompléte de I’ADN...).

Figure 49 : Représentation schématique du cycle cellulaire.

Le cycle cellulaire est composée de 4 grandes phases : La phase G1 qui constitue la phase de
croissance cellulaire, la phase S au cours de laquelle 'ADN cellulaire est dupliqué, la phase G2
qui est une deuxiéme phase de croissance et enfin la phase M qui correspond a la mitose, c'est-
a-dire a la phase de division cellulaire a proprement parler. Certaines cellules, comme les cellules
dites quiescentes, sont dans une phase en dehors du cycle : la phase GO au cours de laquelle
aucune modification de I’ADN ni de la cellule n’a lieu.

Les complexes Cdk/Cycline (cyclin dependent kinase/cyclin) sont les complexes majeurs
de controle du passage d’une phase a une autre (figure 50). En cas de probléme mettant en
jeu la survie et I’intégrité de la cellule, ces complexes peuvent bloquer la progression du
cycle jusqu’a ce que le probléme soit résolu ou induire la mort de la cellule si aucune

réparation n’est possible ou si le blocage dure trop longtemps.
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Lors du cycle cellulaire, le passage d'une phase a l'autre est sous le contrble de différents
complexes protéiques qui permettent ou non la poursuite du cycle en fonction des anomalies
éventuellement détectées. Chaque passage posséde un complexe spécifique de controle
composé d’'une cycline et d’'une kinase associée. Les taux de ceux-ci vont donc varier au cours
du cycle.

3.3.2- Vpr et les voies de régulation du cycle cellulaire.

Vpr agit principalement sur les voies de régulation du cycle cellulaire mises en jeu
lors des phénomeénes de dommage a I’ADN qui provoque un arrét du cycle en phase G2.
De facon générale, Vpr va inhiber I’activité¢ du complexe Cdc2/Cycline B (MPF=Mitosis
Promoting Factor) qui régule le passage G2/M (He et al., 1995; Re et al., 1995) et induire
la phosphorylation du variant X de I’histone 2A (H2A-X) qui marque les zones de I’ADN
endommagé nécessitant une réparation par les endonucéases (Lai et al., 2005).
L’inhibition du cycle cellulaire se fait de fagon indirecte, en agissant sur les différentes

cascades liées au complexe Cdc2/ Cyclin B (figure 51).

3.3.2.1- Les effets sur la voie ATR (Rad3-related protein.)

Vpr active la voie ATR (Roshal et al., 2003) et induit DI’activation, par
phosphorylation, de la protéine Chkl (Checkpoint Kinase 1) (Li et al., 2007a), qui va
inactiver la protéine CDC25 en la déphosphorylant. Le complexe MPF (Cdc2/Cyclin B)
reste inactif et les cellules sont bloquées en phase G2.
La protéine Chkl active également, en temps normal, la protéine Weel (Raleigh and
O'Connell, 2000), ce qui provoque la phosphorylation du MPF sur la thréonine 14 et la
tyrosine 15, bloquant I’acces au site de fixation de I’ATP sur le complexe et donc son

inactivation.
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Vpr va agir sur Weel de différentes facons :
1- en activant Chk1 (Zhu et al., 2003b),
2- en provoquant son autophosphorylation et donc un emballement du
phénomene,
3- en recrutant une kinase intermédiaire encore inconnue et qui induirait son
activation (Matsuda et al., 20006),
4- en relocalisant, dans le noyau, la sous unit¢ B55a de la phosphatase PP2A de

facon a bloquer I’inactivation de Weel (Hrimech et al., 2000).

3.3.2.2- Les effets directs sur CDC25.

En temps normal, 1’activité de CDC25 est régulée par son état de phosphorylation
mais aussi par sa localisation cellulaire qui est sous le contrdle de la protéine 14-3-3. La
protéine 14-3-3 est capable d’interagir avec la forme phosphorylée (active) de CDC25
pour ’emmener dans le cytoplasme et I’inactiver (Peng et al., 1997). Vpr sert de pont
entre la forme non phosphorylée de CDC25 et la protéine 14-3-3 de facon a maintenir le
pool de CDC25 activable non disponible, séquestré dans le cytoplasme et de maintenir les
cellules en phase G2 (Goh et al., 2004; Kino et al., 2005).

De plus, en relocalisant la phosphatase PP2A dans le noyau, Vpr potentialise son effet
d’inactivation sur CDC25 (Hrimech et al., 2000).

Par ailleurs, en interagissant avec MK2 (MAPKAP kinase-2), Vpr est capable de bloquer
son activité kinase sur CDC25 (Huard et al., 2007) et ainsi d’induire sa séquesration dans
le noyau le rendant indisponible pour activer le complexe MPF (Manke et al., 2005).

Ainsi, Vpr posseéde une voie d’action supplémentaire pour bloquer le cycle en G2/M.

3.3.2.3- Les effets transcriptionnels sur les modulateurs du
cycle cellulaire.
Le complexe MPF peut également étre inhibé par la protéine p21 qui se lie a la
cycline B et bloque le site de fixation de I’ATP rendant le complexe inactivable.
C’est le niveau d’expression de la protéine qui va déterminer si le cycle subit un blocage
ou non, c’est donc en agissant sur son niveau d’expression que Vpr va agir sur le point de
contrdle G2/M (Chowdhury et al., 2003). Le geéne de p21 posséde deux types de sites de

fixation important sur son promoteur :
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1- Six boites GC : elles permettent 1’activation du géne via la fixation du facteur
de transcription Sp1.

2- Trois sites de fixation du facteur p53, qui est activé lors du dommage a I’ADN.
Or, nous avons vu précédemment que Vpr est capable d’interagir avec ces 2 facteurs de
transcription. Vpr va donc coopérer avec Spl et également avec p53 pour augmenter le
niveau d’activation du géne de p21 (Amini et al., 2004; Jayadev et al., 2007).
De plus, certains auteurs ont montré que Vpr était capable d’activer la voie ATM (Ataxia
Telagiectascia Mutated) de réponse aux dommages de I’ADN, conduisant a la répression
de I’expression des protéines du complexe cdc2/cyclineB par p53. Toutefois, ces résultats

sont sujets a controverse (Nakai-Murakami et al., 2007).
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Figure 51 : Les différentes voies de régulation de la transition G2/M et les différentes
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3.3.3- Vpr, un facteur apoptotique ?

L’induction de I’apoptose par Vpr peut étre directement dépendante de 1’arrét du
cycle cellulaire (Andersen et al., 2006) mais pas obligatoirement (Bolton and Lenardo,
2007). Elle est induite aussi bien dans des cellules infectées que dans les cellules saines
environnantes via I’effet « bystander » (Levy et al., 1994; Levy et al., 1995). Cependant,
dans les cellules infectées de fagon productive, Vpr semble présenter également des effets
anti-apoptotiques suivant le niveau de production des protéines virales (pour revue,
(Moon and Yang, 2006)). Ainsi, lorsque le niveau d’expression de Vpr est faible, comme
par exemple dans les premiers temps qui suivent 1’infection, la cellule est protégée de
I’apoptose par Vpr. Par contre, lorsque le niveau d’expression est ¢levé, Vpr favorise

I’apoptose (Conti et al., 2000).

3.3.3.1-Les effets pro-apoptotiques de Vpr.

De nombreuses études montrent que la protéine Vpr est capable de provoquer
I’apoptose des cellules, méme non infectées. L’effet résulte essenticllement d’une
perturbation du fonctionnement des mitochondries conduisant a 1’activation de la voie des
caspases par la protéine libre pouvant provenir du milieu extracellulaire (Chang et al.,
2000; Muthumani et al., 2002b; Roumier et al., 2002; Watanabe et al., 2000). Comme
pour le blocage du cycle cellulaire, Vpr semble posséder différents mécanismes
d’actions (figure 53) :

e Une action directe sur les voies apoptotiques mitochondriales.

L’extrémité C terminale de Vpr (52-96) (Macreadie et al., 1997) est capable de lier
I’ ANT® mitochondriale (Jacotot et al., 2000). Cette interaction conduit a la formation d’un
canal perturbant la perméabilité membranaire de la mitochondrie et induisant la libération

de Cytochrome c et I’activation de la caspase 9 (Muthumani et al., 2002a).

e Une action indirecte sur les voies apoptotiques mitochondriales.
En agissant sur le niveau de transcription de certains genes cellulaires, Vpr peut
moduler les effets apoptotiques. Ainsi, Vpr induit une augmentation de 1’expression de la

caspase 9, favorisant I’apoptose (Muthumani et al., 2002a). De plus, le facteur NF-kB est

’ La translocase des nucléotides adényliques (ANT) permet 1’échange ATP/ ADP entre le
cytoplasme et la mitochondrie.
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connu pour ces effets anti-apoptotiques en stimulant I’expression de génes favorables a la
survie de la cellule (TRAF-1, TRAF-2, C-IAP-1, CIAP-2, les membres de la famille
Bcl2) (Beg and Baltimore, 1996; Beg et al., 1995; Chen et al., 2000). Vpr, en ayant une
activité glucocorticoide-like (Kino et al., 2002) supprime 1’effet de NF-kB en activant la
synthése de Ik-B (Auphan et al.,, 1997), diminuant ainsi 1’expression des facteurs
favorables a la survie cellulaire.

Par ailleurs, en jouant sur les voies de dommages a ’ADN lors de 1’arrét du cycle
cellulaire, Vpr induit une augmentation de p53 qui conduit également a 1’activation de la

voie des caspases (Schuler and Green, 2001).

e Un effet via les voies de réparation du dommage a I’ADN.

Vpr interagit de fagon directe avec I’enzyme responsable de I’excision des
nucléotides lors de la réparation de I’ADN, ainsi qu’avec I’enzyme de réparation, I’uracile
DNA glycosylase (UDG) (Bouhamdan et al., 1996; Selig et al., 1997). Cette interaction
conduit au déclenchement de 1’apoptose, mais les mécanismes exactes sont encore
inconnus (Gaynor and Chen, 2001).

Par ailleurs, Vpr interagit avec le complexe DDB1-DCAF1-E3 ligase (figure 52a),
via. DCAF1, qui permet 1’ubiquitination et la dégradation de protéines cellulaires
régulatrice du cycle par le protéasome conduisant a 1’activation du point de controle G2 et
a I’apoptose des cellules (Dehart and Planelles, 2007; Le Rouzic et al., 2007; Wen et al.,
2007). Le complexe, pour étre activé, nécessite une étape de neddylation' sur I’extrémité
C terminale de Cul4A (Wu et al., 2000). Vpr est capable d’induire 1’activation de la
neddylation, permettant ainsi la polyubiquitination de Cul4A (Dehart and Planelles, 2008;
Hrecka et al., 2007). Ce mécanisme serait responsable de la dégradation rapide des uracil
DNA glycosylases, UNG2 et SMUG, par Vpr, empéchant le fonctionnement normal de la
voie de réparation de I’ADN endommagé¢ (figure 57b).

De plus, Vpr empéche la translocation nucléaire de DDB1 (Damage spécific DNA
Binding protein) en réponse a I’irradiation UV (figure 52b), ce qui diminue le taux de
réparation dans les cellules infectées ; les erreurs, en s’accumulant, entrainent le blocage
du cycle cellulaire et par la suite I’apoptose de la cellule (Dehart and Planelles, 2008;
Schrofelbauer et al., 2007).

1 La neddylation est une modification post-traductionnelle des protéines par un polypeptide appelé NEDDS
en suivant un mécanisme trés semblable a celui de 1'ubiquitination.
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Figure 52 : Le complexe DDB1- DCAF1-E3 ligase.

D’apres (Dehart and Planelles, 2008) modifié.

A] DCAF-1 peut interagir, via son motif WDXR, avec Vpr et la protéine a dégrader qui constitue le
substrat (S) du complexe. Cela conduit a la polyubiquitination du substrat qui est ensuite dégradé
par le protéasome. B] En interagissant avec DDB1, Vpr bloque son interaction avec DDB2
empéchant ainsi les mécanisme de réparation de 'ADN.

3.3.3.1-Les effets anti-apoptotiques de Vpr.
Lors des premiers temps de I’infection, aprés avoir induit I’arrét du cycle cellulaire en
G2/M, Vpr agit sur le promoteur de la survivin (membre de la famille des IAP) pour
augmenter son expression et inhiber ’apoptose induite par les facteurs extérieurs et
I’infection (Zhu et al., 2003b). De plus, Vpr permet d’inhiber 1’augmentation de
I’expression de Bcl2 et Bax induite par les signaux apoptotiques, bloquant ainsi
¢galement une autre voie d’activation des phénomenes d’apoptose (Conti et al., 1998;

Fukumori et al., 1998).

110



Vpr Effet anti-

extracellulaire - Apoptose apoptotique
ave — :=
Lokt PTPC Al 1{5] (1) 2]
Formation < "‘: ! s . '¢|"P I 2o
de ca — ; Expressmn précoce
ioni Expresswn

Mort &r\
tardive
cellulaire o &S
'i-nlarfﬂl;\.Bl ’
- " % wpase 9§
ppl - . ‘\
it
maxyt \ [caspase 9
'|‘ i ﬁactive] r"\
(10] Activation p53 %.
IAPE ——
I u- WFFA4S P —
e a
= o0 I'’ADN

" RHRZIA-V
N\

(0]
. - f'AD'DF -lﬂ
;@E »r
/—- /
_/X‘ ‘Bp a1) } — Apoptose
e
Condensation dela on]

chromatine et fragmentation
de ’ADN

Figure 53 : Les différents mécanismes d'action de Vpr sur les voies apoptotiques

D’aprés (Moon and Yang, 2006) modifié

[1] un haut niveau d’expression de Vpr affecte le fonctionnement de la mitochondrie et induit
'apoptose de la cellule. [2] a l'inverse un faible niveau d’expression prévient les cellules de
I'apoptose. [3] La protéine Vpr extracellulaire forme des cannaux ioniques qui induise la mort de
la cellule, ou bien, permettent I'entrée de Vpr dans la cellule, [4] Vpr interagit directement avec
ANT et induit une variation du potentiel de membrane (AWm), [5] Vpr induit une destabilisation de
la mitochondrie qui conduit a la mort cellulaire, [6] la liberation de cyt-c active la voie des
caspases, [7] AIF induit une apoptose nucléaire. [8] Vpr affecte également la mitochondrie de
fagon indirecte en augmentant le niveau d’expression de la caspase 9, [9] ou en ciblant le
récepteur des glucocorticoides et en supprimant NF-kB. [10] Les effets sur la voie de la protéine
p53 et de I'apotose est incertaine.

3.4- Les Effets de Vpr sur la transcription virale.

Vpr est un transactivateur modéré du LTR viral via des effets indirects. Il est
capable de faciliter la réplication dans les cellules en division (Eckstein et al., 2001). En
effet, Vpr peut moduler I’activit¢é du LTR en interagissant avec des facteurs liés a la

transcription virale et & sa machinerie transcriptionnelle.
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Tout d’abord, Vpr est capable d’interagir via son domaine basique C terminal avec
I’extrémité N terminale de TFIIB'! (Agostini et al., 1999). Cette interaction conduit & un
changement de conformation de TFIIB qui facilite son assemblage avec I’ARN
polymérase II (Kino and Pavlakis, 2004), conduisant a la stimulation de la transcription
(Roberts and Green, 1994). De plus, outre 1’effet qualitatif de ’interaction entre Vpr et
TFIIB, un effet quantitatif est observé puisque le recrutement par Vpr permet
d’augmenter la quantité de TFIIB recruté dans le complexe de pré-initiation favorisant
ainsi la transcription virale (Kino and Pavlakis, 2004). Par ce mécanisme, vpr facilite
I’expression rapide de la protéine Tat, permettant rapidement une production virale
intense dans les cellules actives.

Le complexe ternaire Vpr-p21-p300 régule également I’expression du VIH-1. En
effet, Vpr en se liant a Sp1, sur les sites correspondant du promoteur (Wang et al., 1995),
peut également recruter la protéine p21 qui en interagissant avec p300 va favoriser la
transcription virale (Cui et al., 2006), cet effet pouvant étre modulé par une interaction
avec p53 (Sawaya et al., 1998).

De plus, une étude a montré un effet direct de la protéine p21 qui en se fixant sur
les sites NF-kB par I’intermédiaire de p65 peut activer la transcription virale (Parker et
al., 1996). Vpr étant responsable d’une augmentation de 1’expression de cette protéine
(Chowdhury et al., 2003), il favorise son effet direct sur le promoteur (Cui et al., 2006).

Enfin, Vpr stimule D’activité des facteurs de transcription NF-kB et NF-IL6
impliqués dans I’activation de la transcription virale (Agostini et al., 1996; Forget et al.,
2004; Roux et al., 2000). Vpr est capable d’induire en activant AP-1 la phosphorylation
de IkB, conduisant a la libération de NF-xB, stimulant ainsi de facon indirecte la
transcription (Varin et al., 2005).

De facon générale, les différentes études menées sur les effets de Vpr ont permis de
mettre en évidence son importance dans la phase précoce de la transcription virale, en
permettant son activation plus rapide et plus élevée, via le recrutement de facteurs
activateurs sur le promoteur. De plus, la protéine Vpr libre secrétée au niveau
extracellulaire permet la réactivation des cellules infectées de facon latentes (Levy et al.,

1994; Levy et al., 1995; Nakamura et al., 2002; Varin et al., 2005).

1 e facteur de transcription 11B (TFIIB) est un composant essentiel pour la formation d'un complexe
d'initiation de la transcription lors de la transcription eucaryote et procaryote. TFIIB interragit avec le
complexe promoteur contenant la TBP (TATA binding protein) pour faciliter l'interaction avec I'ARN
polymérasell et faciliter 'association de TFIIF.
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Vpr posseéde donc de nombreux effets sur les différentes étapes du cycle viral et
sur les modifications cellulaires permettant au virus d’infecter les cellules et de se
répliquer dans les meilleures conditions et a un rythme soutenu. Elle est donc une des

protéines virales les plus importantes et il est primordial de mieux comprendre ses

mécanismes d’action pour pouvoir mieux les contrer.
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Présentation du projet
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En 2000, Avram. et collaborateurs mettaient en évidence deux protéines, CTIP1
(Bcllla) et CTIP2 (Bclllb), capables d’interagir avec les membres de la famille des
facteurs de transcription COUP-TF (Avram et al., 2000) connus pour &tre impliqués dans
la modulation de la transcription du VIH-1 (Rohr et al., 1999; Rohr et al., 2000). Elles ont
la particularité de posséder plusieurs motifs en doigt de zinc dans leurs séquences (figure
54).
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Figure 54 : Représentation schématique des protéines CTIP1 et CTIP2

D’apres (Avram et al., 2000) modifié.

Les protéines CTIP1 et CTIP2 (COUP-TF Interacting Protein 1-2) présentent de fortes
homologies de séquences. Elles sont caractérisées par la présence de motifs en doigts de zinc
permettant leur interaction avec 'ADN.

Ces deux protéines sont fortement exprimées dans le cerveau et le systeme
immunitaire, ainsi que dans le systéme nerveux (Avram et al., 2000; Leid et al., 2004;
Satterwhite et al., 2001). CTIP2 permet le développement des projections axonales des
motoneurones cortico-spinaux (Arlotta et al., 2005) et agit, dans le systéme immunitaire,
sur la différentiation et la survie des thymocytes (Wakabayashi et al., 2003b), alors que
CTIP1 agit sur le développement des lymphocytes B (Liu et al., 2003).

Les travaux antérieurs de 1’équipe ont permis de mettre en lumicre, dans les
cellules microgliales, un effet répresseur de CTIP2 sur la réplication virale et un effet de
relocalisation de la protéine virale Tat dans des structures nucléaires sphériques associées
a la protéine HP1a (Rohr et al., 2003a). Or, la protéine HP1a est généralement liée a un

¢tat inactif de la chromatine, il semblerait donc que I’action de CTIP2 induise la
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relocalisation de Tat dans des zones hétérochromatiniennes, ce qui favoriserait
I’inhibition de la transcription (Rohr et al., 2003a).
Dans un premier temps, mon travail a donc consist¢ en 1’é¢tude des mécanismes

moléculaires qui régissent 1’inhibition de la transcription virale par CTIP2.

D’autre part, Les CTIPs ont également un impact sur le développement tumoral et
I’apoptose. Ainsi, dans les souris KO pour CTIP2, les thymocytes semblent plus touchées
par ’apoptose (Wakabayashi et al., 2003b), ce qui tend a démontrer un effet anti-
apoptotique de ce facteur. Cet effet est également observé dans des lignées de cellules T
(Grabarczyk et al., 2007; Kamimura et al., 2007b). De plus, des mutation ponctuelles et
des délétions du gene de CTIP2 induisent des lymphomes, indiquant une fonction
suppresseur de tumeur (Wakabayashi et al., 2003a). CTIP1, au contraire, serait a 1’origine
du déclenchement de leucémies myéloides (Nakamura et al., 2000). Les CTIPs semblent

donc avoir un impact sur le cycle cellulaire.

Par ailleurs, des études ont montrées que le virus VIH-1 conduit, grace a la
protéine virale Vpr, a des modification du cycle cellulaire, dans les lymphocytes, de fagon
a optimiser la production virale (Goh et al., 1998).

La protéine Vpr est capable, en interagissant avec le facteur de transcription Spl lié au
promoteur du géne de p21, d’agir sur le niveau d’expression de cette protéine qui controle

les points de passage du cycle cellulaire, (Amini et al., 2004; Vazquez et al., 2005).

L’étude des mécanismes moléculaires de CTIP2 sur le LTR ont permis de mettre
en évidence I’interaction de CTIP2 avec le facteur de transcription Spl (figure 55). Le
promoteur de p21 contenant également des sites de fixation pour ce facteur, nous avons

cherché a déterminé si :

e CTIP2 était capable de moduler I’expression de p21 via les sites Spl

de son promoteur, et si oui, quels sont les mécanismes mis en jeu.

e Et si CTIP2 avait un effet sur la surexpression de p21 induite par Vpr

via les sites Sp1.
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Figure 55 : Représentation des promoteurs du virus et du gene de p21, interaction
via les sites Sp1l ?

Le facteur CTIP2 (en rouge) est recruté par Sp1 (en jaune) sur ses sites de fixation présent sur le
promoteur pour induire une inhibition de la transcription virale (Marban et al., 2005). Le promoteur
de p21 contient six sites de liaison pour Sp1dans sa région proximal permettant la liaison de Vpr
(en vert) et I'induction de la transcription de ce géne conduisant a I'arrét du cycle celluaire en
G2/M. CTIP2 est il capable d’interagir avec le promoteur de p21 et a t-il un effet sur I'induction de
la transcription par Vpr.
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Publication 1

CTIP2 (COUP-TF Interacting Protein 2) réprime la phase initiale de la

transcription des génes du VIH-1 dans les cellules microgliales.

Au cours de la phase initiale régie uniquement par les facteurs cellulaire, Sp1 sert
de point d’ancrage pour les facteurs COUP-TF (Rohr et al., 1997) et NF-IL6 (Schwartz et

al., 2000) sur le promoteur viral pour activer la transcription.

Dans cet article, nous mettons en évidence le rdle inhibiteur de CTIP2 (COUP-TF
Interacting Protein 2) sur la transcription et la réplication du VIH-1 : CTIP2 est capable
d’inhiber I’activité stimulatrice de COUP-TF et de SP1.

Des expériences de GST Pull down nous ont permis de montrer que la région
centrale de CTIP2 (145-434) (figure 58) pouvait former un complexe ternaire en
s’associant avec les régions C terminale de SP1 et N terminale de COUP-TF. Ce
complexe conduirait a une inhibition de D’activité stimulatrice induite par COUP-TF
recruté par Spl sur le promoteur viral.

Ce complexe est visualisé en microscopie confocale dans des structures nucléaires
sphériques associées a la protéine HP1 a qui est un marqueur de 1’hétérochomatine.
COUP-TF et SP1 semblent donc étre relocalisés dans des zones transcriptionnellement
inactives dans les cellules microgliales.

Dans un contexte cellulaire, des expériences d’immunoprécipitation
chromatinienne (ChIP) et de retard sur gel montrent, que SP1 permet le recrutement de
CTIP2 sur le promoteur proximal au niveau des boites GC et qu’il n’y a pas de
compétition entre COUP-TF et CTIP2 pour la fixation a SP1. Ces résultats confirment la
présence d’un complexe ternaire : SP1-CTIP2-COUP-TF sur le promoteur viral.

De plus, la protéine HP1 o mise en évidence au niveau des structures sphériques

interagit avec I’extrémité C terminale de CTIP2.

Tous ces résultats montrent donc que SP1 permet de recruter CTIP2 sur le

promoteur proximal, pour inhiber la transcription virale.
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ABSTRACT

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) gene
transcription is characterized by two temporally dis-
tinct phases. While the initial phase relies solely on
cellulartranscription factors,the subsequent phaseis
activated by the viral Tat transactivator. We have pre-
viously reporited that the subsequent phase of viral
gene transcription can be repressed by the chicken
ovalbumin upstream promoter transcription factor
(COUP-TF)-interacting protein 2 (CTIP2) in human
microglial cells [O. Rohr, D. Lecestre, S. Chasserot-
Golaz, C. Marban, D. Avram, D. Aunis, M. Leid and
E. Schaeffer (2003), J. Virol., 77, 5415-5427). Here,
we demonstrate that CTIP proteins also repress the
initial phase of HIV-1 gene transcription, mainly sup-
ported by the cellular transcription factors Sp1 and
COUP-TF in microglial cells. We report that CTIP2
represses Sp1- and COUP-TF-mediated activation of
HIV-1 gene transcription and viral replication as a
result of physical interactions with COUP-TF and
Sp1 in microglial nuclei. Using laser confocal
microscopy CTIP2 was found to colocalize with
Sp1, COUP-TF and the heterochromatin-associated
protein Hp1a, which is mainly detected in transcrip-
tionally repressed heterochromatic region. Moreover,
we describe that CTIP2 can be recruited to the HIV-1
promoter via its association with Sp1 bound to the

GC-box sequences of the long terminal repeat
(LTR). Since our findings demonstrate that CTIP2
interacts with the HIV-1 proximal promoter, it is likely
that CTIP2 promotes HIV-1 gene silencing by fore-
ing transcriptionally repressed heterochromatic
environment to the viral LTR region.

INTRODUCTION

Infection of the central nervous system (CNS) by the human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) is associated with a
spectrum of neurclogical damage, ranging from acute enceph
alopathies to AIDS dementia (1,2). The CNS constitutes a
sanctuary and a reservoir for the virus despite antiretroviral
therapies (3). Microglial cells, the CNS resident macrophages,
may be particularly suitable for this purpose because they are
long lived. HIV productive for several weeks and relatively
immune to virus-induced cytopathology [reviewed in (4)].
Since microglial cells are the primary targets of HIV-]
productive infection within the CNS (5,6), investigation on
HIWV-1 repression in these cells are important for the global
understanding of HIV pathogenesis and for the development of
anti-HIV strategies.

HIV-1 gene ranscription is a key step in the control of the
virus life cycle [reviewed in (7)]. Viral gene transcription is
characterized by two temporally distinet phases. The initial
phase occurs immediately after integration and relies solely on
cellular transcription factors. Most of the transcripts cannot
elongate efficiently and terminate rapidly after initiation.
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However, a few transcripts elongate throughout the genome,
resulting in ranseription and expression of the viral ransactiv
ator Tat. The subsequent phase of transcription occurs when
enough Tat protein has accumulated. Tat hinds to TAR,
recruits PTEFb complex and dramatically stimulates HIV-1
gene transcription [reviewed in (8.9)].

We have previously studied some of the cellular transerip
tion  factors that impact HIV-1 gene transcription  in
microglial cells. Chicken ovalbumin upstream promoter tran
seription factor T (COUP-TFIWEar?, Arpl/COUP-TFIT and
EarZ/COUP-TFII proteins are the three members of the
COUP-TF orphan nuclear receptors superfamily. We have
deseribed that the orphan nuclear receptor COUP-TFI/Ear3
(10,11} is expressed in numerous human CNS cell lineages,
including microglial cells. COUP-TFI is an activator of HIV
| gene transcription in oligodendrocytes (12), microglia (13)
and T lymphocytes (14). Moreover, we have revealed the
importance of functional interactions between the nuclear
factor for interleukin 6 (NF-Il6), Spl and COUP-TFI in
the regulation of the initial phase of HIV-1 gene transcription
in brain cells (15). The transcription factor Spl is one of the
crucial cellular proteins for efficient HIV-1 gene transcription
(16-18). A number of studies have reported that Spl can
serve as an anchor for indirect binding of other transcription
factors to the HIV-1 long terminal repeat (LTR) region. In all
cell types, an interaction between Spl and Tat is required for
optimal HIV-enhancer activation (19). Moreover, Spl is able
to recruit the Cyelin T1 subunit of P-TEFD o the LTR, which
helps to bypass a requirement for TARTat and promotes
processive  transcription without Tat (20). In microglial
cells, the main HIV-1 target cells in the brain (6), Spl
anchors COUP-TF (13} and NF-IL6 (15) to the three GC
boxes adjacent to the viral CATA box. The CATA box is
used instead of the TATAA box for optimal HIV-1 gene
transcription  and replication (21). We have shown that
Spl and COUP-TF interact and cooperate in the transcrip
tional activation of HIV-1 gene transcription (13). Moreover,
COUP-TF can substitute to Spl association with the viral Tat
protein to restore Tat function and HIV-1 replication in
microglial cells (22). These results highlight the key roles
of Spl and COUP-TF proteins in HIV-1 expression in
microglial cells.

Members of the COUP-TF family have been shown to bind
related zinc finger proteins named COUP-TF-interacting
protein 1 (CTIP1) and 2 (CTIP2) that are highly expressed
in brain and immune systems (23,24). Recent results support
the selective contribution of these proteins in the development
and function of the pervous and immune systems (24). We
recently described that the nuclear cofactor CTIP2 inhibits the
subsequent phase of HIV-1 gene transcription and viral rep
lication by relocating the viral wansactivator Tat protein to
transcriptionally inactive regions of chromatin via Hplea (25).
In the present work, CTIP2 overexpression leads to the repres
sion of HIV-1 replication. In contrast, CTIP] was unable to
affect Tat function. Using confocal microscopy to visualize
Tat subcellular distribution in the presence of each CTIP
proteins, we found that CTIP2, but not CTIPL, leads to the
disruption of Tat nuclear localization and to its recruitment
within CTIP2-induced nuclear ball-like structures, In addition,
we showed that CTIP2 and Hploo associate with Tat to form
a three-protein complex. These findings suggest that the
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inhibition of HIV-1 expression by CTIP? correlates with
the recruitment of Tat within CTIP2-induced structures and
its relocalization within inactive regions of chromatin,

On line with this study, we noticed that CTIP proteins also
affect HIV-1 gene transcription in the absence of Tat, which
means that CTIP proteins may also impair endogenous cellular
transcription factor functions of importance for the initial
phase of HIV-1 gene transcription.

Here, we report that CTIP proteins repress HIV-1 gene
transcription via the proximal LTR region which binds
Spl and COUP-TF transactivators. Since COUP-TF and
Spl cellular transeription factors are two of the major con
tributors to HIV-1 gene transcription in microglial cells, we
have postulated that Spl- and COUP-TF-mediated LTR
driven activation may be impaired by CTIPl and CTIP2.
We report here that both CTIP] and CTIP2 repress Spl
and COUP-TF-mediated stimulation of HIV-1 gene expres
sion. Since the CTIP2 repressive activity is much stronger
than the CTIP]-mediated inhibition of HIV-1 replication, we
focused our study on CTIP2. CTIP2-mediated repression of
Spl and COUP-TF functions results from direct physical
interactions  of these cellular transcription factors  with
CTIP2. Association with CTIP2 forces Spl and COUP-TF
relocation to CTIPZ-induced subnuclear structures containing
the heterochromatin-associated  protein Hplo, Moreover,
CTIPZ can be recruited to the HIV-1 promoter by a physical
association with Spl bound to the GC-box regions of the
LTR. Since Spl or COUP-TF transcription factors are neces
sary for the Tat function in microglial cells (22), CTIPZ
mediated repression of COUP-TF and Spl functions may
largely contribute to the previously described CTIP2
mediated impairment of Tat activity and viral replication
in microglial cells (235).

MATERIALS AND METHODS

Plasmids

Maost of the constructs used in our assays were described
previoushy: HIV-1(LAT) 5 LTR chloramphenicol acetyltrans
ferase (pLTR-CAT) (22), pGC-WAP-CAT (26), pLTR-LUC
287-535(13), pLTR-CAT mutGC and pLTR-CAT AGC (22),
peDNA3Z, full-length constructs HA-CTIPI, Flag-CTIP2 and
GST-CTIP2 (23), deletions constructs Flag-CTIP2 (25), RSV
COUP-TF, CMV-Spl. GST-COUP-TFl. GST-COUP-TF2
and GST-COUP-TE3 (13).

Several plasmids were kindly provided by the following
investigators:  GST-Spl  constructs  were  provided by
H. Ratheneder (Vienna, Austria) (27) and pLTR-LUC by
C. Van Lint (Gosselies, Belgium ). pNL4-3 (28) was obtained
through the AIDS Research and Reference Reagent Program,
division of AIDS, National Institute of Allergy and Infectious
Diseases (NIAID), NIH.

To construct REP-CTIPZ, the expression vector Flag-CTIP2
was digested with EcoRI and the CTIP2 insert was subcloned
into the EcoRI site of the pDSRed vector (Clontech). The
GFP-5pl was constructed by isolating the Xhol-HindIIl
Spl insert from the GST-5p] expression vector and subcloned
into the Xhol-Hindlll sites of the pEGFP-Cl wvector
(Clontech).
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Cell culture

The human microglial (provided by M. Tardieu, Paris, France)
(29), the TZM-bl (30-32) and the HEK 293T cell lines were
maintained in DMEM containing 10% fetal calf serum and
100 Uiml penicillin-streptomycin.

Viral replication

Microglial cells cultured in 12-well plates were transfected
using the calcium phosphate coprecipitation method with
HIV-1 pNL4-3 (1.5 pg), CMV-5pl (1 pg) or RSV-COUP
TF (1 pg) plasmids and the indicated HA-CTIP1 or Flag
CTIP2 expression vectors (0.1, 0.5 or 1 png). Total amounts
of DNA were identical in each experiment. Compensations
were made by adding the corresponding empty vectors. Each
transfection was carried out in duplicate and repeated a
minimum of three separate times with two different plasmid
preparations. HIV-1 replication was monitored as described
previously (25).

CAT assays

Microglial cells cultured in 12-well plates were transfected
using the calcium phosphate coprecipitation method with
pLTR-CAT (3 pg). pGC-WAP-CAT (3 pg) or pLTR-CAT
AGC (3 pg), CMV-5pl (1 png) or RSV-COUP-TF (1 ng)
plasmids and the indicated HA-CTIP| or Flag-CTIP2 (0.1,
05 or | pg) expression vectors, Total amounts of DNA
were identical in each experiments. Compensations were
made by adding the corresponding empty vectors. Each trans
fection was carried out in duplicate and repeated aminimum of
three separate times with two different plasmid preparations.
CAT assays were carried out using standard techmigues.

Co-immunoprecipitation assays

Microglial cells cultured in 100 mm diameter dishes were
transfected using Lipofectamine™ 2000 Reagent (Invitrogen)
with the indicated Flag-CTIP2 (30 pg). Twenty four hours
post-transfection, the cells were washed twice with cold
phosphate-buffered saline, harvested and prepared for nuclear
extracts (12). Nuclear proteins were first diluted in TNE buffer
[0 mM Trs, pH & 1% Nonidet, 2 mM EDTA, protease
inhibitors cocktail (Roche)], cleared with Protein A/G Plus
Agarose (Santa Cruz Biotechnology) and finally incubated
overnight with primary antibodies: anti-Spl (Sigma), anti
COUP-TF (kindly provided by J. E. Mertz, Madison, WT)
or anti-Hplee (kindly provided by R. Losson, IGBMC,
Strashourg, France). The extracts were then immunoprecipit
ated by the addition of Protein A/G Plus- Agarose (Santa Cruz
Biotechnology). After extensive washing with TNE huffer, the
immunoprecipitates were processed for SDS-PAGE  and
western blot analysis.

Glutathione S-transferase (GST) pull-down assays

Production of GST fusion proteins was described previously
(13) and visualized by Coomassie blue staining. The 5
labeled proteins were prepared by in vitre transcription and
translation using the TNT® T7T Coupled Wheat Germ Extract
System (Promega). GST pull-down assays were performed as
described previously (25).

SDS-PAGE and western blot analysis

SDS-PAGE was performed using  standard  technigues.
Proteins were detected using antibodies directed against the
Flag epitope (M2 mouse monoclonal; Sigma), against the
COUP-TF protein (kindly provided by J. E. Mertz) and against
the Spl protein (Sigma). Proteins were visualized by chemi
luminescence using the Super Signal Chemiluminescence
Detection System (Pierce).

Electrophoretic mobility shift assays (EMSA)

The probe used in our experiments has been described previ
ously (13) and corresponds to the three Spl binding sites of the
HIV-1 proximal LTR region. Once produced, GST fusion
proteins were eluted in glutathione buffer (50 mM Tris,
pH &, 20 mM reduced glutathione). Purified Spl men'u%Ea}
and GST fusion proteins were then incubated with the ™P
labeled probe in binding buffer 20 mM HEPES, pH 7.9, 1 mM
MgCl12, 60 mM KCL 0.5 mM EDTA, 1 mM DTT and 10%
glycerol) at 4°C for 15 min. For supershift experiments, GST
fusion proteins were incubated with the primary antibodies:
anti-COUP-TF (kindly provided by J. E. Mertz), anti-CTIP2Z
and anti-Spl (Santa Cruz Biotechnology) for ~16 h before
adding the probe. EMSA assays were performed as described
previously (25).

Indirect immunofluorescence and confocal microscopy

Microglial cells cultured in 48-well plates were transfected or
not using Lipofectamine™ 2000 Reagent (Invitrogen) with
Flag-CTIP2, RFP-CTIP2 and/or GFP-5p ] expression vectors.
Cells were fixed and permeabilized as described previously
(25). The coverslips were then incubated for 1 h at room
temperature  with  primary  antibodies  directed  against
COUP-TF (Santa Cruz Biotechnology or kindly provided
by I. E. Mertz), Spl (sigma) and Hpl o proteins and/or against
the Flag epitope (M2 mouse monoclonal; Sigma). The primary
immunocomplexes were revealed by CY2- or CY 3-labeled
secondary anti-species antibodies. The stained cells were ana
lyzed by confocal microscopy using a Zeiss laser scanning
microscope (model 510 invert) equipped with a Planapo oil
(63x) immersion lens (numerical aperture = 1.4).

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays

TZM-bl and HEK 293T cells cultured in 100 mm diameter
dishes were transfected using the calcium phosphate coprecip
itatiom method with the indicated pLTR-LUC, pLTR-CAT
mutGC and Flag-CTIP2Z (30 ug) expression vector. ChIP
assays were performed using the ChIP Assay Kit (Upstate)
48 h posttransfection. The primary antibodies used for the
ChIP were anti-Spl (Upstate), anti-Hploe (Upstate), anti
COUP-TF (Santa Cruz Biotechnology) and anti-Flag M2
mouse monoclonal (Sigma). DNA was subjected w PCR
amplification using a 5" primer (5 -GATAAGGTAGAA
GAGGCC-3") corresponding to the LTR sequence located
293 nt downstream of the transcriptional start site and a 3
primer  (3-CTAACCAGAGAGACCCAGTAC-3")  corres
ponding to a region just upstream of the transcriptional start
site. The resulting PCR product (307 bp) was analyzed by
agarose gel electrophoresis and ethidium bromide staining.
Three separate experiments were performed.



RESULTS

CTIP1 and CTIP2 proteins repress HIV-1 gene
transcription via the LTR proximal region

As previously shown, CTIP] and CTIP2 proteins inhibited the
LTR-driven transcription in transient transfection assays
(Figure 1, lanes 2 and 3) (25). To delineate the LTR region
responsible for CTIP] - and CTIP2-mediated HI'V-1 gene tran
scriptional repression. microglial cells were transfected with a
5" deleted pLTR-CAT reporter plasmid in the presence or
absence of CTIPl and CTIP2 expression vectors. Deletion
of the 5 region downstream of the two proximal GC-box
sequences did not affect CTIP] and CTIP2 ahility to repress
LTR-driven CAT activity (Figure 1, lanes 5 and 6), indicating
that CTIP proteins repressive function can be mediated by the
proximal region of the LTR encompassing two GC-box
sequences, the CATA sequence (21) and the TAR region.
We have previously cbserved that the cellular transcription
factors, Spl and Sp3, are directly bound to the LTR GC-box
sequences in microglial cells (13). Moreover, the orphan
nuclear receptor COUP-TF is indirectly anchored to this
region via its association with Spl (13). We have largely
described that Spl and COUP-TF transcription factors are
two of the major contributors to the initial phase of HIV-1
gene  transcription in microglial cells (9.13.22). Taken
together, these findings strongly suggest that CTIP repressive
activity may result from imparment of endogenous Spl and
COUP-TF protein functions.

CTIP1 and CTIP2 cofactors inhibit Spl- and
COUP-TF-mediated activation of HIV-1 gene
transcription and related viral replication

To decipher the mechanism whereby CTIP proteins affect the
initial phase of HI'V-1 gene transcription, we investigated the
impacts of CTIP proteins on Spl and COUP-TF functions.
Microglial cells were transfected with pLTR-CAT plasmid
together with the vectors expressing COUP-TF (Figure 2A)
or 5pl (Figure 2B) proteins and with increasing amounts of
HA-CTIP] or Flag-CTIP2 expression vectors, The two pro
teins were able to repress COUP-TF- and Spl-mediated
stimulations of CAT activity. As a control, we performed
western blot experiments, indicating that COUP-TF and Spl
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expressions were not downregulated but slightly upregulated
by the cofactors. Since overexpression of COUP-TF and Spl
stimulates HIV-1 gene expression, this modest upregulation
could not be responsible for the CTIPs repressive function. To
correlate CTIP ] and CTIP2 repressive activity on LTR-driven
transcription W the level of HIV-1 replication, we studied
their impacts on Spl- and COUP-TF-mediated stimulations
of viral replication. Cells were transfected with HI'V- 1 pNL4-
3 and COUP-TF (Figure 2C) or Spl (Figure 2D} expression
vectors in the presence of increasing amounts of CTIP] or
CTIP2 expression vectors. The level of viral replication was
investigated by quantifying p24 Gag expression in the culture
supernatants 2 days after transfection. While both CTIPI and
CTIP2 inhibited COUP-TF (Figure 2C) and Spl (Figure 2D)
activation of HIV-1 NL4-3 replication. the strongest repres
sion was ohserved with CTIP2 (Figure 2C and D, lanes 6-8),
indicating that the repressing activity of CTIPZ on HIV-]
replication cannot be explaned only by its previously
described capacity to repress the viral Tat protein (25).
These results strongly suggest that CTIP1 and CTIP2 repress
the initial phase of HIV-1 gene transcription through direct or
indirect interactions with endogenous Spl and COUP-TF
proteins.

The HIV-1 Tat function and the subsequent phase of the
HIV-1 gene transcription also depend on Tat association with
Spl or COUP-TF in microglial cells (22). Since CTIPZ-
mediated repressive activities are much stronger than those
observed for CTIP1 and since CTIP2, but not CTIP], inhibits
the subsequent phase of the HIV-1 gene transcription, we
focused our mechanistic investigation on CTIP2.

CTIP2 interacts with COUP-TF and Spl in vifro
by two inferfaces

To decipher the mechanism whereby CTIP2 represses COUP
TF and Spl stimulatory activities, we first examined whether
these proteins were able w interact in virro, GST pull-down
assays were performed with in e translated 355-labeled
CTIP2 and equal amounts of full-length or truncated GST-
COUP-TF and GST-5p! fusion proteins (Figure 3A). Results
show that CTIP2 bound specifically to GST-COUP-TF and
GST-5pl (Figure 3A. lanes 3 and & respectively ) but not to the
control GST protein (Figure 3A, lanes 2 and 7, respectively).
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Figure LCTIF] and CTIFZ proteins repress HIV-1 gene tanscription viathe proximal LTRregion, Microglial cells were transfected with 3 g of pLTR-CATor Jug
of pLTR-CAT{Z47-5135) in the presence or absence of | pg of HA-CTIP1 ar Flag-CTIPL Two days post-tmnsfection, C AT activities were measured and expressed
relative to the CAT activity obtained with pLTR-CAT alone with the standard deviations indicated { values comespond to an average of at least three independent

experiments performed in duplicate ),
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Figure 2. CTIP] and CTIFZ inhibit Spl- and OOUP-TF-mediated activation of HIV-1 gene transcription and melated viml replication. Microglial cells were
cotranstected with 3 ug of pLTR-CAT (A and B) or 3 pg of pNL4-3 (C and ID), 1 pg of REV-COUP-TF (A and C) or CMV-5pl (B and I} expression vectors and
increasing amountsof HA-CTIP] or Flag-CTIFZ (0.1, 0.5 or 1 pg). (A and B) Two days post-transfection, CAT activities were measured and expressed relative to the
walue obtained with pLTR-CAT alone with the standard deviation indicated { values cormspond to an average of at least three independent experiments pertormed in
duplicate). Western blotex periments were performed on nuclear extracts with antibpdies directed against COUP-TFor Spl proteins asindicated. (C and D) Two days
post-transfection, culture supernatants were analy zed for p24 Gag contents and expressed relative to the value obtained with pNL4-3 alone mken as 1. Depending on
the cell confluency, this value varied between 500 and 5000 pg/ml. Valwes comespond to an average of at least three independent experiments performed in duplicate.

Approximately 2-5% and 1-2% of the ¥S-labeled CTIP2
interacted with GST-COUP-TF and GST-5pl, respectively.
Moreover, the 49-148 region of COUP-TF (Figure 3A, lane
5) and the 622-T8E region of Spl (Figure 3A, lane 11) were
still able to mediate association with CTIP2, indicating that
CTIP? interacted with the N-terminal region of COUP-TF and
the C-terminal region of Spl, both of which include zinc finger
domains.

To precisely delineate the region of CTIP2 protein that
associates with Spl and COUP-TF, GST pull-down assays
were performed with full-length GST-COUP-TFor GST-5p1

fusion proteins and a series of in viro-translated *75-labeled
full-length and deletion mutants of CTIP2 (Figure 3B). The
full-length as well as deletion mutants starting at position 350,
G610 and 717 did mediate interaction with GST-COUP-TF
(Figure 3B, lane 6) and GST-Spl (Figure 3B, lane 3) but
not with the control GST protein (Figure 3B, lanes 2 and
5). These results show that CTIPZ is able to interact with
Spl and COUP-TF wia its C-terminal zinc finger domain
region. We have previously shown that CTIP2 harbors two
independent interaction domains with the viral Tat protein
(25). This prompted us to determine whether an additional
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Figure 3. CTIPZ interacts ir vitre with COUP-TF and Spl by two interfaces. {A) Upper panels: schematic representation of the COUP-TF and Spl proteins; lower
panels: GET pull-down assay swerne performed with g laheled CTIP? incubated with GST (lanes 2and 71 or GRT fusion proteinsof the indicated COUP-TF domains
{lanes 3-5)or Spl domains {lanes 8-11). Approximately 1% of the total *g labeled CTIP? obtained was loaded as input control {lanes 1 and &), (B) GST pull-down
assays were performed with g labeled full-length or truncated CTIP? proteins incubated with GST {lanes 2 and 5), GET-COUP-TF (lane &) or GST-5pl {lane 3)
fusion proteins, Approximately 1% of the total ¥35-labeled proteins wsed were loaded as input control {lanes 1 and 4 ). Representative Coomassie stainings of GST,

GET-5p1 and GET-COUP-TF proteins were presented (B lower panels).

interaction interface was located in the N-terminal or the
central region of CTIP2. To this end, GST pull-down experi
ments were performed with additional deletion constructs. As
expected, the deletion mutant 350-7 16 was not able to interact
with COUP-TF and Spl, confirming that the C-terminal region
of CTIP? containing residues 717-813 mediates binding to
these ranscription factors. However, the 1-354 and the 145

434 constructs appeared to be able to restore interactions,
suggesting that the central region of CTIP2 located between
the residues 145 and 354 might be sufficient for COUP-TF and
Spl association.

Thus, these findings indicate that CTIP2 interacts in virre
with the zinc finger domains of COUP-TF and 5pl by two
interfaces located in the central region (residues 145-354) and
the C-terminal region (residues T17-813).

"TIP2 colocalizes with Spl and COUP-TF within
Hp la-associated structures
To visualize the association of CTIP2 with Spl and COUP-TF
within the nucleus, Flag-CTIPZ transfected microglial
cells were observed by immunofluorescence confocal laser

LLo
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microscopy (Figure 4A). As previously described (25), anti

Flag immunostaining of Flag-CTIP2 revealed the formation of
CTIP2-induced nuclear ball-like structures in microglial cells
nuclei (Figure 4A, images 3, 8 and 13). Flag-CTIP2 appeared
as concentrated at the periphery but absent within the struc

tures. Interestingly, observations of RFP-CTIP2 (Figure 4B,
images | and 5) fusion protein revealed the presence of
CTIP2 at the periphery but also within the previously

described nuclear structures, suggesting that the Flag epitopes
within these ball-like structures were probahly not accessible
to the anti-Flag antibodies. To control the nuclear location of
RFP-CTIP2 expression, cells were transfected with RFP
CTIP2 and GFP-Lamin B expression vectors. As previously
described (25), CTIP2-induced nuclear structures were located
in the nucleus of microglia cells (C. Marban and O. Rohr,
unpublished data). In the absence of CTIP2, endogenous

- Flag-CTIP2 + Flag-CTIP2

COUP-TF COUP-TF WERGE

Flag-CTIP2

Figure 4. CTIP2 colocalizes with Spl and COUP-TF within Hplat-associaed structures. (A) Microglial cells were transtected or not with Flag-CTIP? as indicated.
Afterbeing treated, endogenous Spl, COUP-TFand Hpla proteins were immunod etected with primary anti-COUP-TF{ Santa Cruz Biotechnolog y) {images 1 and 2),
anti- 5p 1 {images & and T) and anti- Hpla antibodies (images 11 and 12). Chverexpressed Flag-CTIP2 was detocted with antibodies directed against the Flag epitope
(images 3, §and 13). The primary immunocomplexes were revealed by OY 2- or Y 3-labelod anti-species secondary antibodies (green or red staining). Mask column
(images 5, | 0and 15) shows the colocalized CY2 and CY 3 staining s. { B) Microglial cells expressing RFP-CTIPZ (image 1) and GFP-5p 1 {image 3 ) were subjected to
endogenous COUP-TFimmunodetection with anti-OOUP-TF antibodies { kindly provided by 1. E. Mertz), COUP-TFimmunocom plexes were stained by O 5- (hlue
staining ) labeled anti-species secondary antibodies (image 2). Pattern of RFP-CTIP? and GFP-5p] expressed alone are presented on images 5 and 6, respectively.
{Aand B) Coverslips were subjected o confocal microscopy analysis. Bar, 10 pm.




COUP-TF and Spl proteins were expressed in the nucleo
plasm with a speckled and diffused staining pattem (images
| and 6). Moreover, in the presence of Flag-CTIP2, these
transcription  factors were at least partially located to
CTIP2-induced nuclear structures (Figure 4A, images 2 and
7). Endogenous Spl (Figure 4A, images 9 and 10) and COUP
TF (Figure 4A, images 4 and 5) proteins colocalized with
CTIPZ at the periphery of the immunostained structures. Up
to BT and 70% of endogenous COUP-TF and Spl proteins
colocalized with CTIP2, respectively. Mo staining  was
observed inside the ball-like structures. We have reported
that CTIP2 relocates the wiral Tat transactivator to the
heterochromatin-associated protein Hpla (25). Endogenous
Hplee exhibited a diffused and speckled nuclear distribution
in the absence of CTIP2 (Figure 4A, image 11). To visualize
the presence of Hplo in CTIP2-induced structures in the
absence of Tat, we performed immunodetection of endogen
ous Hplo in microglial cells expressing Flag-CTIP2. As
shown in Figure 4A (images 14 and 15), endogenous Hpl
colocalized with CTIPZ, suggesting that endogenous COUP
TF, Spl and Hp lee proteins are relocated to the same CTIP2
induced nuclear structures. To address whether COUP-TF and
Spl also colocalized with CTIP2Z inside the ball-like structures,
we performed immunodetection of the endogenous COUP-TF
protein with other differemt polyclonal antibodies (kindly
provided by J. E. Mertz) in the presence of RFP-CTIP2 and
GFP-5pl fusion proteins. As shown in Figure 4B (image 2),
endogenous COUP-TF was observed inside the structures,
confirming that the epitope accessibility to the antibodies is
determinant to COUP-TF immunodetection. Since RFP
CTIP2 was expressed in ball-like structures (Figure 4B,
images | and 5), GFP-5pl expressed alone was localized in
the nucleoplasm with a diffused staining pattermn (Figure 4B,
image 6). Moreover, in the presence of RFP-CTIP2, GFP-5pl
is relocated to CTIP2-induced structures (Figure 4B, image 3).
COUP-TF and GFP-5pl relocation was not restricted to the
periphery of the CTIP2-induced nuclear structures, since they
were also detected inside the structures as shown by the pres
ence of white staining resulting from colocalized red, blue and
green staining (Figure 4B, image 4). Thus, endogenous Spl
proteins were probably relocated within the heterochromatic
structures too. However, they remained unaccessible to the
currently used antibodies (Figure 4A, images 7 and 9).
These results strongly suggest that the cellular transcription
factors, Spl and COUP-TF, associate with CTIP2Z in
microglial cells.

CTIP2 interacts with Spl, COUP-TF and Hplea in
microglial cells

Wehave observed that CTIP2 colocalizes with Spl, COUP-TF
and the heterochromatin-associated  protein. HPlee  in
microglial cells. To test whether Spl, COUP-TF, CTIP2 and
Hplo are present in the same complex, we performed co
immunoprecipitation  experiments on microglial - muclear
extracts expressing or not the Flag-CTIP2 protein (Figure 5A).
Anti-Flag westermn blot immunodetections performed on anti
COUP-TF (lanes 3 and 4), anti-Spl (lanes 6 and 7) and anti
Hple (lanes 9 and 10) immunoprecipitated nuclear extracts
indicated that CTIP2 interacted with COUP-TF (lane 4), Spl
(lane 7) and Hple (lane 10) in microglial cells. As a control,
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experiments performed on CTIP2 non-expressing extracts
(lanes 3, 6 and 9 or on non-immune serum (NIS) immuno
precipitated nuclear extracts (lanes 2, 5 and &) confirmed the
specificity of the Flag immunodetection and the specificity of
the COUP-TF, Spl and Hplo immunoprecipitation experi
ments, respectively. Thus, CTIP2 may be able to recruit a
protein complex, including the three proteins in the nucleus
of microglial cells. To address how CTIP2 links COUP-TF and
Spl to Hple, we performed competition pull-down assays
(Figure 5B). GST-COUP-TE and GST-Spl fusion proteins
were incubated with both **S-labeled CTIP2 145-434 and
CTIP2 717-813 in the presence of increasing amounts of
*35 Hplo. Results clearly show that CTIP2 145-434 remained
bound to GST-COUP-TF and GST-Spl, while CTIP2 717813
was displaced by Hple. This displacement increased the
amount of GST fusion proteins available for the CTIP2Z
145-434 binding. Hplo competed for COUP-TF and Spl
binding to the C-terminal domain of CTIP2, These findings
indicate that the 145-434 region of CTIP2 has a stronger
binding affinity for COUP-TF and Spl than the 717-813
domain, which preferentially binds Hplo. Thus, CTIP2Z
may link COUP-TF and Spl bound to the 145-434 domain
and Hpleo bound to the 717-813 domain. To precisely exam
ine the formation of a ternary complex between Spl, COUP
TF and CTIP2, we performed GST pull-down experiments of
mixed S-labeled-Spl and -COUP-TF proteins with GST
CTIP2. As shown in Figure 5C, Spl and COUP-TF interacted
together with CTIP2. Moreover, addition of increasing
amounts of 145-434 CTIP2 or COUP-TF proteins did not com
pete each other for Spl binding (Figure 5D). Thus, COUP-TF
and CTIP2 do not compete for Spl binding in vitro. Taken
together, those findings strongly suggest the formation of a
temary complex occurring between Spl, COUP-TF and CTIPZ.

CTIP2 is anchored to the HIV-1 LTR by
direct interactions with Spl bound to the LTR
proximal region

CTIP proteins are DMA-binding proteins, which bind a
consensus sequence related to the canonical GC-box (33).
Moreover, we have previously described that COUP-TF activ

ates HIV- 1 transcription by direct protein-protein interactions
with Spl bound to the proximal region of HIV-1 LTR (13).
The association of CTIP2 with Spl and COUP-TF (Figure 5)
led us to examine how CTIP2 interacts with the HIV-1 LTR to
promote viral repression. To do that, we performed EMSA
experiments with pure Spl proteins and bacterially produced
GST-CTIP? and GST-COUP-TF proteins that were incubated
with a *P-labeled probe corresponding to the three Spl bind

ing sites (GC-box) of the HIV-1 LTR proximal region. As
expected, Spl bound to the probe to form a shifted mucleo

proteic complex (Figure 64, lanes | and 7). Interestingly,
addition of GST-CTIP2? (lane 2) or GST-COUP (lane 3) but
not GST (lane 4) separately promoted the formation of super
shifted complexes, indicating that, as previously reported for
COUP-TF(13), CTTP2 was anchored to the LTR by a physical
interaction with Spl. As a control, GST-COUP-TF and
GST-CTIP? proteins, incubated alone, were unable to directly
interact with the probe (lanes 5 and 6). To confirm whether
COUP-TF, CTIPZ and Spl form a temary complex, we per
formed additional gel shift experiments in which increasing
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Figure 5 CTIP2 interacts with OOUP-TF, 5p 1 and Hpl @in microglial cells. { A) Nuclearextracts of microglial cells expressing (lanes 2,4, 5,7, Eand 1) ornot{lanes
3,6 and 9) Flag-CTIF2 were immunoprecipitated with antibodies directed against OOUP-TF (lanes 3 and 4), Spl (lanes 6 and 7)or Hpl i (lanes 9 and 10) proteins.
Proteins were separated by SD5-PAGE and western blot analysis with anti-Flag antibodies were performed. { B) GET pull-down competition ass ay s were performed
with equal amountsof 5-labeled 145-43 4 and 71 7-81 3 CTIPZ proteins and increasing amounts of ¥5-labeled Hp ik, Proteins were incubated with GET-COUP-TF
or GST-5pl fusion proteins as indicated, (C) GST pull-down assays were performed with equal amounts of *5_ lahelad Spl and COUP-TF proteins and GST or GST-
CTIPZ fusion proteins as indicated. (1) GST pull-down competition assays were performed with the indicated amoun s of ¥5abeled 145434 CTIP2 and COUP-TF
proteins and GET-5pl. (A-D) Approximately 1% of the total *5 labeled proteins wsed were loaded as input control.

amounts of CTIPZ proteins were added to the binary
Spl/ACOUP-TF complex (lanes 9 and 10). As shown, the shif
ted complex formed by COUP-TF and Spl bound to the tem
plate (lane 8) was supershifted by increasing the amount of
CTIPZ in adose-dependent manner. Moreover, the intensity of
the supershifted complexes also increased with CTIP2 guant
ity. Those findings are in favor of the formation of a temary
complex anchored to the HIV-1 Spl binding sites. To precisely
examine this complex, the mixed three proteins were incub
ated with their respective antibody, EMSA  experiments
demonstrated that the complex observed in the presence of
the three proteins (Figure 6A, lane 10 and Figure 6B, lane 1)
was supershifted by the antibodies directed against CTIP2
(Figure 6B, lane 2) and COUP-TF (Figure 6B, lane 3) but
not by non-immune serum (Figure 6B, lane 5) confirming
the presence of the two proteins in the complex. Moreover,

incubation of the mixed three proteins with the anti-Spl anti

bodies (Figure 6B, lane 4) inhibited the formation of the nuc

leoprotein complex. Thus, impairing Spl binding o the
proxixmal region of the HIV-1 LTR results in the total aboli

tion of the CTIP2 and COUP-TF ability to bind this region of
the wviral promaoter. These results confirm that both CTIP2 and
COUP-TF interact with Spl bound to the LTR in wviro.
Previously published EMSA experiments performed with nuc

lear extracts of microglial cells have revealed that this region
of the viral promaoter binds the cellular transcription factors,
Spl and Sp3, in microglial cells (13). EMSA experiments
performed with nuclear extracts of microglial cells expressing
CTIP2 could not allow us to observe CTIP2 indirect hinding
to the LTR (C. Marban and Q. Rohr, unpublished data). To
bypass this techmical issue and to address whether CTIP2
interacts with the viral promoter in vive, ChIP assays were
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immunoprecipitated with the antibodies directed against Spl
and COUP-TF in the context of the integrated LTR (Figure 6C,
row 2). The same observations were made with the antibodies
directed against Spl in the transiently transfected LTR context
(Figure 6D, left panel). As shown in Figure 6C and D (left
panel), CTIP? interacted with the proximal region of the viral
promoter. In addition, mutation of the Spl binding sites abol
ished the interaction of Spl, COUP-TF and CTIP2 with this
region of the viral LTR (Figure 6D, right panel). Taken
together, our in vitre and in vive findings suggest that the
Spl-mediated recruitment of CTIP2 o the LTR occurs in a
cellular context. We could not detect Hpla interactions with
the proximal region of the LTR in the absence of CTIPZ,
suggesting that CTIP2 significantly increase the recruitment
of Hpla to the HIV-1 proximal promaoter (Figure 6D, left
panel). In addition, mutation of the Spl binding sites also
abolished CTIP2-mediated recruitment of Hplo (Figure 60,
right panel). Since Hploe associates with heterochromatic
regions, it is likely that CTIP2 promotes transcriptionally
repressed  heterochromatic environment to the viral LTR
region.

Spl binding sites are dominant and sufficient but not
absolutely necessary for transcriptional repression
mediated by CTIP2

To address the importance of the HIV-1 LTR GC-box
sequence for CTIP2 repressive function, we have transfected
microglial cells with the pGC-WAP-CAT reporter plasmid in
the presence of Spl and CTIP2 expression vectors {Figure TA ).
Asexpected, this heterologous promoter, containing three con
sensus binding sites for Spl, was highly inducible by ectopic
Spl overexpression (lane 3). Interestingly, overexpression of
CTIP2? also repressed Spl-mediated transeriptional stimula
tion in the context of the GC-WAP promoter (lane 4,

A B
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indicating that Spl binding sites were sufficient for CTIP2
activity. These results also suggest that CTIP2 may be able
to repress transcription of other Spl-sensitive cellular genes.

To  decipher whether CTIP2 repressive function is
exclusively mediated by the Spl binding sites, we have further
examined the LTE sequences responsible for CTIP2-mediated
transcriptional repression. To do that, we have transfected
microglal cells with pLTRE-CAT wvectors containing mutated
or deleted GC-boxes in the presence or absence of CTIP2. As
previously shown, CTIP2 expression resulted in a strong
repression of the basal LTR-driven CAT activity (Figure 7B,
lane 2). Mutation (lane 3) or deletion (lane 5) of the Spl
binding sites resulted in a =90% impairment of the LTR tran
seriptional activity, confirming the importance of endogenous
Spl and COUP-TF proteins, which bind to this region and
stimulate the initial phase of LTR-driven transcription in
microghal cells (13). Surprisingly, CTIP2 was still able to
repress the low remaining transcriptional  activity of the
mutated (lane 4) and of the deleted (lane 6) LTR. suggesting
that CTIP2 may also affect HIV-1 gene transcription via
association with some other cellular transcription factors vet
to be characterized.

DISCUSSION

In a recent work, we have revealed the importance of the
cellular transeription factors, Spl and COUP-TFI/Ear3, in
the regulation of HIV-1 gene transcription and replication
in microglial cells (13). We have shown that the orphan nuc
lear receptor COUP-TF associates and cooperates with Spl in
the activation of LTR-driven transcription. CTIPL (Bellla,
Evi9) and CTIP2 (Bell Ib, Ritlp) are related transcriptional
regulatory proteins that have been shown to bind members of
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Figure 7. 5pl hinding sites are dominant and sufficient but not absolutely necessary for transcriptional repression mediated by CTIFZ. { A) Micm glial cells wene
transtfected with 3 g of pGC-WAP-CAT reporter vectorand 1 g of expression vectors as indicated. {B) Microglial cells were trans fected with 3 ug of pLTR-CAT,
PLTR-CAT mantGE or pLTR-CAT AGC and 1 ug of the indicated Flag-CTIPZ vector, Two days post-trans fection, CAT activities were measured and expressed
relative to the value obtained with the reponter plasmids plC-WAP-CAT orpLTR-CAT alone with the standard deviations indicated| values comespondto an average

of a least three independent experiments camied owt in duplicate).



the COUP-TF family (23). In a more recent work, we have
described that the nuclear cofactor CTIPZ  inhibits the
subseguent phase of HIV-1 gene transcription by relocating
the viral Tat protein to transcriptionally inactive regions of
chromatin via Hplo (25).

Here, we addressed the mechanism wherehy CTIP2 impairs
the initial phase (prior to Tat expression) of HIV-1 gene
transcription in microglial cells.

We report that CTIP proteins inhibit Spl- and COUP-TF
mediated activation of HIV-1 gene transcription and replica
tion in microglial cells. To decipher the mechanism whereby
CTIP? alters COUP-TF and Spl functions, we examined
whether these proteins interact in vire and in cells. GST
pull-down experiments revealed that CTIP2 associates with
the N-erminal region of COUP-TF and with the C-terminal
region of Spl in vitre. In this way, CTIP2 presents two inter
faces for Spl and COUP-TF interactions. COUP-TF and Spl
proteins bind the central and the C-terminal region of CTIP2 in
vitro. These results are consistent with the previously reported
interface domains of Arpl (COUP-TFI) with CTIPL (23).
Confocal microscopy observations of COUP-TF and Spl loca
tion in the presence or absence of CTIP2 reveal that CTIP2
colocalizes with COUP-TF and Spl within nuclear ball-like
structures. Moreover, the heterochromatin- associated protein
Hplo is also present in these structures. There are three Hpl
protein family members in mammals, Hple, Hpl B and Hply.
The Hplo isoform is mainly detected in transcriptionally
repressed heterochromatic region (36). Thus, the colocaliza
tion of CTIPZ with endogenous Spl, COUP-TF and Hplo
proteins as reported here strongly suggests that these proteins
are relocated  to  transcriptionally  inactive regions  of
heterochromatin in microglial cells. Those CTIP2-induced
structures may represent a new class of nuclear structures
(25). Moreover, our observations may favor the hypothesis,
suggesting that the formation of nuclear bodies inhibits HIV -1
gene transcription by sequestering a varety of factors required
for transcriptional activation [reviewed in (37)].

Co-immunoprecipitation data indicate that the described
subnuclear colocalization results from physical interactions
between Spl, COUP-TF, Hpla and CTIP2 in the nucleus
of microglial cells. Since Hple, Spl and COUP-TF proteins
associate with CTIP2 in microglial cells, we address their
respective imteraction interfaces in vitro. Our findings show
that the central zinc finger domain of CTIP2 may preferen
tially bind Spl and COUP-TF proteins, while the C-terminal
region may bind to Hplo. In the presence of the wviral Tat
transactivator, CTIP2 also associates with Hploe via its
Cterminal region. Taken together, these findings suggest a
permanent association of CTIP2 with Hplo via its C-terminal
region. The central domain of CTIP2 may be reserved for the
interactions  with the functionally repressed transcription
factors. Our observations indicate that COUP-TF and Spl
could bind together to CTIPZ and that COUP-TF and
CTIP2 do notcompete for Spl binding. Those findings suggest
the formation of a temary complex, including COUP-TF, 5pl
and CTIP2 proteins. Thereby, CTIP2 links these transcrip
tional activators to transcriptionally repressed heterochromatic
region. CTIP1 and CTIP? proteins have been described as
sequence-specific DNA-binding proteins (33). The core
binding site identified in this study is highly related to the
canonical GC-box sequence. Since Spl anchors COUP-TF
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to the GC-box sequence of the wviral LTR region (12), we
addressed how CTIP2 interacts with the HIV-1 promaoter.
Our findings demonstrate that CTIP2 is not able to directly
bind the three viral GC-box sequences i owvitro. CTIP2 is
recruited to the HIV-1 LTR wia its association with Spl
bound to this region. Moreover, CTIP2 is not in competition
with COUP-TF for Spl-mediated anchorage to the vira pro

moter, indicating that the three proteins are linked together to
the LTR in vitro. The ChlP expenments conducted in a cellular
context confirm that CTIP2, Spl and COUP-TF proteins do
bind the proximal region of the HIV-1 promoter in chromatin

integrated and non-integrated contexts.

The surprising reduction of Spl or COUP-TF binding to the
viral promoter in the presence of CTIP2 apparently does not
agree with the in vitre observations. We show that Spl anchors
CTIP2 and COUP-TF to the HIV-1 LTR and that Spl binding
tothe GC-box sequence is necessary for CTIP2 recruitment to
this region. Nevertheless, since Spl and COUP-TF proteins
are not accessible to their related antibodies in the CTIP2
induced nuclear structures, one wonders whether the observa
tion of reduced binding to the LTR may result from protein
sequestration andfor chromatin environment. ChIP experi
ments also indicate that CTIP2 promotes Hploe recruitment
to the LTR encompassing the Spl binding sequences. Muta
tion of the Spl binding sites abolished this recruitment. Taken
together, these results suggest that the Spl-mediated anchor
age of CTIP2 to the HIV-1 LTR region may recruit a large
complex that promaotes Hploe association, heterochromatin
environment and viral gene transcriptional silencing. In Jurkat
cells, CTIP2 associates with the histone deacetylase SirT lin a
large complex. CTIPZ-mediated recruitment of SirT1 to pro
moter template results in a deacetylation of the bound histones
H? and H4 and in a transcriptional repression (35). The chro
mutin structure close to the HIV-1 gene promaoter is involved
in viral postintegration latency phenomenon (38). Further
studies will be necessary to examine the CTIP2-recruited
complex that promotes HIV-1 gene silencing.

To control whether the CTIP2 repressive function is medi
ated by Spl binding sites, we have examined its ability to
repress a heterologous promoter containing three consensus
GC-boxes. Our findings reveal that GC-box sequences are
sufficient for CTIP2-mediated repression of 5pl stimulation,
suggesting that CTIP2 may impact the transcriptional activity
of other GC-box containing promoters. In agreement with
these observations, CTIP2 is still able to repress LTR
driven transcriptional activity of a LTR deleted downstream
of the GC-box sequences. Recruitment of CTIP] tw the tem
plate by a COUP-TF family member has been found to result
in a transcriptional repression of a reporter gene harboring a
COUP-TF binding site (23). In the context of the HIV-1
promoter, deletion of the previously described COUP-TF
binding site did not impact CTIP2 repressive function. More
over, EMSA and ChIP experiments demonstrate that CTIP2
interacts with the proximal region of the LTR excluding the
COUP-TF binding sequence. Taken together, these findings
indicate that the COUP-TF hinding sequence, located down
stream to the GC-box region, might not be implicated in the
CTIP2 repressive functions. As widely reported, deletion of
the LTR GC-box region results in a drastic (>90%) reduction
of the LTR-drniven transcriptional activity (13-15,22). These
observations confirm the crucial contribution of Spl and
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COUP-TF transcription factors to support viral gene transcrip
tion in microglial cells. Moreover, they highlight the import
ance of CTIPZ-mediated repression of Spl and COUP-TF
protein functions. Most of the 80% CTIPZ-mediated reduction
of the basal transcriptional level may be charged on to this
repressive activity. Surprisingly, CTIP2 is still able to repress
the 10% remaining transcriptional activity driven by a GC-box
deleted LTR, suggesting that CTIP2 may also be able to
repress the expression of mutated strains of virus. This remain
ing activity represents <10% of the global CTIP2-mediated
repressive activity.

Mevertheless, we have previously suggested that COUP-TF
restores the viral Tat function in the context of a GC-box
mutated LTR by anchoring Tat to the basal transcriptional
machinery (22). Interestingly, we observed that CTIP2 is
also able to repress this functional cooperation (C. Marban
and O. Rohr, unpublished data). These results suggest that, in
this context, COUP-TF may bind CTIP2 via its N-terminal
region and the general transcription factor TFIIB via its C
terminal part as described previously (39). Thus, in the
absence of Spl-mediated linkage to the GC-box region of
the HIV-1 LTR, CTIP2 may bypass Spl association by a
COUP-TF-mediated  linkage to the basal transcriptional
machinery. Moreover, this proposed indirect linkage might
be weak since it appeared undetectable by ChIP experiments.
Along this line, CTIP2 might also associate to some other
cellular transeription factors vet to be characterized.

These studies fully complete those reporting CTIP2
mediated repression of the viral Tat function (25). Since
Spl or COUP-TF association is necessary for Tat function
in microglial cells (22), it can be postulated that CTIP2
mediated impairment of Spl and COUP-TF function contrib
utes to the previously observed repression of Tat function.

The chromatin structure at the site of provirus integration
15 reminiscent to post-integration latency phenomenon (38),
In wvitro, latent T-cell clones frequently contain HIV-1 genome
integrated in heterochromatin structures. This is in contrast to
a productive infection where integration in or near heterochro
matin is disfavored (40). No antiretroviral drugs that are cur
rently available can inhibit transcription of HIV RNA from the
integrated HI'V proviral DNA in infected cells, MNevertheless,
HDAC inhibitors are able to induce quiescent provirus, sug
gesting that derepression of heterochromatin structures may
force viral expression from latently infected reservoirs (41,42,
Thus, investigation on factors that may promote heterochro
matin structures to the viral gene promoter, such as CTIPZ,
appears crucial for understanding these phenomena and for the
development of new anti-HI'V strategies. At this stage, further
studies will be necessary to precisely examine the CTIP2
associated enzymatic activities that promote transcriptional
silencing. In addition, since our invest gations were restricted
to the transcriptional step of the viral life cycle, it cannot be
excluded that CTIP2 also counteracts other critical steps
necessary to optimal viral replication. This possibility needs
further clarification.
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Publication 2

Le recrutement par CTIP2 d’enzymes de modification de I’ADN permet
de reprimer transcriptionnellement le VIH-1 dans les cellules

microgliales.

Au cours de I’infection des cellules, le génome du VIH-1 est intégré dans le
génome de la cellule hote. Cette intégration peut avoir lieu dans des zones
transcriptionnellement actives, donnant lieu a une production virale. Mais, elle peut
¢galement se faire dans des zones transcriptionnellement inactives, conduisant alors a un
phénoméne de latence post-intégrative.

Les cellules microgliales, qui sont la principale cible du VIH-1 dans le systéme nerveux

central, constituent un réservoir pour le virus.

Les différents travaux présentés ici, ont pour objectif de mettre en évidence le mode

d’action utilisé par CTIP2 pour réprimer la transcription virale.

Une interaction physique entre CTIP2 et les HDACs 1 et 2 a été visualisée in vivo
détectée grace a des expériences d’immunoprécipitation. Les deux HDACs interagissent
¢galement d’un point de vue fonctionnel pour réprimer la transcription avec CTIP2.

Des expériences d’immunoprécipitation chromatinienne ont permis de mettre en
¢vidence que la liaison de CTIP2 sur le promoteur viral via le recrutement de Sp1 conduit
a une augmentation du recrutement des HDACs let 2 sur le promoteur proximal et que ce
recrutement induit une diminution du niveau d’acétylation de I’histone H3 au niveau du
nucléosome 1 se qui induit un environnement répressif.

Cependant, aucun des complexes de remodelage de la chromatine connus contenant
HDAC 1 et 2 n’a pu étre identifi¢ comme interagissant avec CTIP2.

En revanche, CTIP2 est capable d’interagir avec I’histone méthyltransférase SUV39H]1,
responsable de la méthylation de la lysine 9 de I’histone H3, qui permet 1’association des
protéines HP1 pour réprimer la transcription virale.

Les expériences de ChIP ont permis de démontrer le recrutement par CTIP2 d’un
complexe multienzymatique sur le promoteur viral. Ainsi, en se fixant a SP1, CTIP2

recrute HDACI et 2 qui déacétylent I’histone H3 au niveau du nucléosome 1. CTIP2 va
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ensuite recruter SUV39H1, qui méthyle le méme site de I’histone H3, permettant ainsi la

liaison des protéines HP1 et la formation de I’hétérochromatine.
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Publication 3 (non encore soumise a publication)

CTIP2 et SUV39HL1 répriment transcriptionnellement le gene p21.

CTIP2 est connu pour avoir un impact sur le développement tumoral et I’apoptose, et de
facon générale sur le cycle cellulaire.

La protéine p21 est un acteur clef du cycle cellulaire. Il est régulé au niveau
transcriptionnel par des facteurs de transcription et des modifications de la structure
chromatinienne.

Tout comme le LTR du VIH-1, le promoteur du gene de la protéine p21 contient plusieurs
sites Spl ; il constitue donc un site d’action potentiel pour CTIP2 qui est capable de se
lier aux sites Spl en interagissant avec Spl. L’objectif de ce travail a donc été de
déterminer si les effets observés de CTIP2 sur le cycle cellulaire pouvaient s’expliquer
par un recrutement de CTIP2 sur le promoteur de p21 a I’instar de ce qui a été observé

pour le VIH-1.

Dans un premier temps, nous avons mis en évidence un effet répresseur de CTIP2
sur le gene de p21 via son recrutement sur le promoteur proximal visualisé en ChIP. De
plus, les tests d’activité transcriptionnelle ont permis de montrer une coopération entre
CTIP2 et des HDACs sensibles a la TSA (comme dans le cas du LTR viral), ainsi qu’avec
la méthyltransférase SUV39H1. CTIP2 semble donc a I'origine de la création d’un
environnement hétérochromatinien au niveau du promoteur du gene p21, qui conduit a

une répression de la transcription et de 1’expression de la protéine.

Par ailleurs, la protéine virale Vpr est a I’origine du blocage du cycle cellulaire en phase
G2-M lors de I’infection par le VIH-1, pour favoriser la production virale. Ce blocage
passe par une augmentation de I’expression de la protéine p21 induite notament par
I’interaction de Vpr avec Spl sur le promoteur du gene.

Nous avons mis en évidence le recrutement de Vpr sur les sites Spl du promoteur par des
expériences de ChIP, qui est a I’origine de I’augmentation de la transcription de p21.

Des expériences de cytométrie en flux et des tests transcriptionnels ont permis de montrer
que CTIP2 est capable de contre-carrer les effets de Vpr sur le cycle cellulaire et d’induire
un déplacement de Vpr du promoteur en le relocalisant dans des structures nucléaires

visualisées en microscopie confocale.
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Ces différents résultats ont permis de mettre en évidence que 1’établissement de la latence
transcriptionnelle dans les cellules microgliales ne se résume sans doute pas seulement a
une répression de la transcription virale, mais que CTIP2 agit a différents niveaux au
cours de Dinfection par le VIH-1. CTIP2 favoriserait également la latence par
I’établissement d’un contexte cellulaire défavorable a I’expression virale se qui contribue

d’autant plus a la mise en place de la latence dans les cellules microgliales.
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ABSTRACT

Mainly regulated at the transcriptional level, the cellular cyclin-dependent kinase inhibitor
CDKNIA/p21Y*" (p21) is a major cell cycle controler involved in the DNA damage response,
senescence, and tumor suppression. We report that COUP-TF-interacting protein 2 (CTIP2),
recruited to the p21 gene promoter, silences p21 gene transcription throught interactions with
histones deacetylases and methyltransferases. Inhibitors of CTIP2-associated histone deacetylase
and methyltransferase activities strongly stimulated p21 gene promoter. Importantly, treatments
with Chaetocin, a specific SUV39H1 inhibitor, repressed histone H3 lysine 9 trimethylation at the
p21 gene promoter, stimulated p21 gene expression and induced cell cycle arrest. In addition,
CTIP2 and SUV39H1 were shown to be recruited to the silenced p21 gene promoter to
cooperatively inhibit p21 gene transcription. Whereas CTIP2 directly favors HIV-1 transcriptional

latency by silencing the HIV-1 promoter, induction of p21“A"

gene upon HIV-1 infection
benefits to viral expression. Here, we report that CTIP2 further abolishes Vpr-mediated
stimulation of p21 and thereby indirectly contribute to HIV-1 latency. Altogether, our results
demonstrate that CTIP2 is a constitutive p21 gene supressor that prevent cells from apoptosis in
cooperation with SUV39HI1 and histone methylation. In addition, these results also revealed that

CTIP2 counteracts HIV-1 Vpr and thereby indirectly contribute to HIV-1 transcriptional latency.
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INTRODUCTION

The cyclin-dependent kinase inhibitor CDKNI1A/ pZIWAFl (p21) is a key cell cycle
controler that is mainly regulated at the transcriptional level (Gartel and Radhakrishnan, 2005).
Induction of p21 results in G1-, G2- (Niculescu et al., 1998) or S-phase arrest (Ogryzko et al.,
1997; Radhakrishnan et al., 2004). Both positive and negative regulation modulate p21 gene
expression. A variety of cellular transcription factors such as p53, Sp1 or C/EBP stimulate the p21
gene promoter (for review (Gartel and Tyner, 1999)). Somewhat less is known about the negative
regulation of p21 (Gartel and Radhakrishnan, 2005). Studies have identified direct negative
regulatory effects exerted by Myc to the p21 gene promoter (Claassen and Hann, 2000; Gartel et
al., 2001) and indirect effects throught inhibition of p53. Epigenetic modifications such as DNA
methylations and histone acetylations are crutial for p21 gene expression (Gartel and
Radhakrishnan, 2005; Gartel and Tyner, 2002; Lagger et al., 2003; Suzuki et al., 2000) but the
mechanism throught wich the epigenetic enzymes are recruited to the p21 gene promoter remains
unclear. While p21 has been known for some time to play an important part in cell cycle
regulation and the pathogenesis of several disorders including several cancers, recently, p21 has
been described as a pivotal facilitator of the HIV-1 life cycle in macrophages, a key cell type in
HIV disease pathogenesis. HIV-1 infection activates p21 expression, forcing a cell cycle arrest
that is highly permissive for viral transcription (Thierry et al., 2004; Vazquez et al., 2005). HIV-1-
induced p21 overexpression has been attributed to HIV-1 Vpr protein. Vpr stimulates p21 gene
transcription in cooperation with the cellular transcription factor Sp1 which binds to the p21 gene
promoter (Amini et al., 2004). Vpr has many other cellular effects (for review see : (Moon and
Yang, 2006)) including indirect DNA damage, that also favor G2 arrest and apoptosis
(Schrofelbauer et al., 2007). p21 is required to sustain G2 arrest after DNA damage (Bunz et al.,
1998).

We have previously reported that the cellular cofactor COUP-TF-Interacting Protein 2
(CTIP2) represses HIV-1 gene transcription in microglial cells, the Central Nervous System
(CNS) resident macrophages. In microglial cells, CTIP2 binds the HIV-1 promoter via Spl and
recruits histone deacetylase (HDAC) and histone methyl transferase (HMT) activities to promote
a heterochromatic environment and HIV-1 transcriptional silencing (Marban et al., 2005; Marban
et al., 2007). The observation that CTIP2 can affect gene expression via HDAC and HMT
recruitments to the viral promoter suggested that other genes might be target by similar
mechanisms. CTIP2 has been observed to have many, sometimes apparently disparate effects in a
variety of cell types and biological systems, but little unifying mechanistic data has been
developed. CTIP2 is expressed in the brain and the immune system (Leid et al., 2004), CTIP2
plays a major role in the development of corticospinal motor neuron axonal projections to the

spinal cord (Arlotta et al., 2005). In the SK-N-MC neuronal cell line, CTIP2 inhibits transcription

158



of the cdk inhibitor pS7KIP2 transcription (Topark-Ngarm et al., 2006). Mostly described as a
corepressor, CTIP2 participates to the activation of IL2 gene expression in CD4+ T lymphocytes
(Cismasiu et al., 2006). CTIP2 regulates both differentiation and survival of thymocytes and is
required for T-lymphocyte development. Thymocytes from CTIP2 KO mice are highly
susceptible to apoptosis (Wakabayashi et al., 2003b), but CTIP2 gene deletions or point mutations
induce thymic lymphomas in gamma-irradiated mice (Wakabayashi et al., 2003a). Recent studies
confirmed that CTIP2 exerts anti-apoptotic activities in T cell lines (Grabarczyk et al., 2007;
Kamimura et al., 2007b). All these convergent data prompted us to investigate the impact of
CTIP2 on the cell cycle, specifically in HIV-1-infected macrophages and microglial cells.

Here, we report that CTIP2 is a key transcriptional regulator of p21 gene expression. Associated
to the Sp1 binding sites of the p21 promoter, CTIP2 transcriptionally represses constitutive p21
gene expression in cooperation with HDAC and HMT activities. Treatment with trichostatin A
(TSA, a class-I and —II HDAC inhibitor) and with chaetocin (a specific inhibitor of the HMT
SUV39H]1) activated p21 gene promoter activity. Whereas SUV39H1 cooperated with CTIP2 to
repress p21 gene transcription, chaetocin treatments induced cell cycle arrest. Interestingly, since
p21 gene expression was enhanced upon HIV infection, CTIP2 counteracts this Vpr-mediated
effect and the subsequent cell cycle arrest. CTIP2 and Vpr were shown to be recruited to the p21
promoter in vivo. However, CTIP2 overexpression displaced Vpr from the p21 gene promoter
thereby promoting p21 gene transcriptional silencing. Altogether, our results reveal histone
methylation as an epigenetic modification involved in p21 transcriptional silencing, and suggest
that CTIP2-mediated anti-HIV activity is a bimodal phenomenon. CTIP2 both recruits a
repressive chromatin-modifying enzymatic complex to the HIV-1 promoter as previously
demonstrated by our laboratory, and has an indirect effect on the cell cycle through p21 promoter

repression.
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RESULTS

CTIP2 impairs constitutive p21 gene transcription

To examine CTIP2-mediated transcriptional activity on the p21 gene promoter, we first
transfected microglial cells with a full length p21 promoter-luciferase construct (p21-LUC) in the
presence or not of CTIP2. Whereas overexpression of CTIP2 downregulated p21 gene
transcription up to 80% (Figure 1A), knocking-down CTIP2 strongly stimulated (up to 6 fold) p21
promoter activity (Figure 1B). To evaluate p21 expression at the protein level, we performed
immunodetection experiments using extracts from CTIP2 knocked-down cells (Figure 1C, column
2) and control cellular extracts (Figure 1C, column 1). The p21 protein was barely detectable in
the control cell extracts, but was strongly increased in CTIP2-knocked down cells (Figure 1C,
columns 1 and 2).

These results demonstrate that CTIP2 constitutively represses p21 gene transcription and the

subsquent protein expression.

CTIP?2 is recruited to the p21 gene proximal promoter in vivo to inhibit p21 gene transcription

To demonstrate the presence of CTIP2 on the p21 gene promoter in vivo, we performed ChIP
experiments using microglial cells and a set of primers flanking the proximal Sp1 binding sites of
the endogenous p21 promoter. As shown in figure 1D, CTIP2 as well as Spl associated with the
proximal region of the p21 promoter. We recently reported that Sp1 protein acts as an anchor for
CTIP2 to the HIV-1 promoter (Marban et al., 2005; Marban et al., 2007). Since the p21 gene
promoter habors six Spl binding sites, we mapped the Spl sites involved in CTIP2-mediated
transcriptional repression by transfecting progressive 5'-deleted p21 reporter constructs. As shown
in figure 1E, 5' truncations of the p21 promoter up to the Spl binding site region did not
significantly impair CTIP2-mediated repression (Figure 1E, lanes 2 to 6). However, further
deletion of the —246/-93 Spl binding sites (sites 1 and 2) not only abolished this repressive
activity, but even caused an 4.5 fold increase in luciferase activity (Figure 1E, compare lane 7 to
lane 2-6). Further mutations in the —93/+1 Spl binding sites (sites 3 to 6) did not change the
CTIP2-mediated transcriptional effects observed with the —93 p21 promoter construct (data not
shown). In addition, while CTIP2 knock-down activated of the full length P21 promoter activity,
5" deletion of the promoter region including the Spl sites 1 and 2, abrogated this activation
(Figure 1F, lane 3).

Altogether, these results demonstrate both by ectopic expression and knock-down experiments

that the CTIP2 cofactor negatively regulates p21 gene promoter activity and that deletion of only

160



the Spl sites located between bp —119 and —93 are required for the CTIP2-mediated repression.
Furthermore, these data suggest that Spl proteins bound to sites 1 and 2 are involved in the

recruitment of CTIP2 to the p21 gene promoter.

CTIP2 cooperates with TSA sensitive HDAC and
SUV39H1 to repress p21 expression

We have recently shown that CTIP2 is associated with a chromatin-modifying multienzymatic
complex that includes HDACI1, HDAC2 and SUV39H1 (Marban et al., 2007). To assess the
potential role of these enzymes in p21 gene transcription, we first transfected microglial cells with
the full length p21-LUC reporter plasmid. At 24h post-transfection, cells were treated or not with
TSA (Figure 2A). TSA treatment stimulated p21 gene promoter activity up to 4 fold (Figure 2A
column 2) in agreement with the previously reported involvement of TSA sensitive HDAC:s in the
constitutive repression of p21 gene transcription (Murphy et al., 1999; Sowa et al.,, 1999).
Furthermore, CTIP2 knock-down and TSA treatment synergistically activated p21 gene promoter
activity up to 18 fold (Figure 2A column 4). These data also agree with the associations between
CTIP2 and HDACI1 and 2 that we described (Marban et al.,, 2007) and with the previously
described HDACI recruitment to the p21 promoter through Sp1 association (Lagger et al., 2003).
We next focused on the potential role of SUV39H1 in p21 gene transcription. Treatments with
increasing concentrations of chaetocin, a specific inhibitor of SUV39HI1, activated p21 gene
promoter activity in a dose dependent manner (Figure 2B) and produced cell cycle arrest (Figure
2D). Importantly, the level of trimethylation of histone H3 lysine 9 in the p21 promoter region
decreased upon chaetocin treatment (Figure 2C), confirming, in the context of the p21 promoter,
the inhibitory effect of chaetocin on SUV39H1-mediated trimethylation. To further address the
role of SUV39H1 in p2l gene repression, we investigated, the recruitment of this histone
methyltransferase to the p21 gene promoter using ChIP assays. As shown in figure 3A, SUV39H1
was constitutively associated with the p21 promoter in vivo. Functionally, SUV39H1 knock-down
strongly activated the p21 promoter activity in a dose-dependent manner (Figure 3B). We have
recently reported that CTIP2 interacts with SUV39H1 and favors its recruitment to the HIV-1
promoter (Marban et al., 2007). To examine whether SUV39H1 cooperates with CTIP2 in p21
promoter repression, we performed CTIP2 and SUV39H1 knock-down and overexpression
experiments in microglial cells expressing p2l-promoter reporter constructs (Figure 3C).
Knoking-down SUV39H1 expression caused a 3-fold stimulation of p21 gene promoter activity
(Figure 3C, column 2), and the combined knock-down of both SUV39H1 and CTIP2 cooperated
to stimulate p21 gene promoter activity up to 9 fold (Figure 3C, column 4). Moreover, while
overexpression of SUV39H1 alone only slightly repressed p21 gene promoter activity in a dose
dependent manner (Figure 3D, columns 2 to 4), the combined overexpression of both CTIP2 and
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SUV39H1 synergistically repressed p21 promoter activity up to 80% (Figure 3D, columns 6 to 8).
This functional repressive cooperation supports the model that CTIP2 mediates recruitment of
SUV39H1 to the p21 promoter, as we have observed in the context of the HIV-1 promoter
(Marban et al., 2007). Altogether, these results demonstrate the involvement of SUV39H1 and the
cooperation of CTIP2 and SUV39HI in p21 gene transcriptional silencing and in cell cycle

control.

P21 gene transcription is upregulated upon HIV-1 infection in primary "microglial like" cells
Infection of macrophages by HIV-1 activates p21 mRNA production and promotes G2/M cell
cycle arrest that is highly permissive for viral transcription. (Thierry et al., 2004; Vazquez et al.,
2005). To examine whether p21 expression is modified in microglial cells, we infected human
primary macrophages and "microglial like" cells with the HIV-1 Bal isolate and quantified p21
mRNA by quantitative RT-PCR (Figure 4A). p21 mRNA production was stimulated by HIV-1
infection in primary macrophages as previously described (Vazquez et al., 2005). Interestingly,
the same range of activation was observed in infected primary "microglial like" cells suggesting
the need for p2l-induced events for efficient HIV-1 expression in microglial cells too. More
importantly, these results suggest that p21 induction may be a good target for transcriptional
silencing factors involved in HIV-1 latency. Thus, we logically looked at CTIP2-mediated activity
in both HIV-1 infected primary monocytic-derived cell types.

CTIP2 represses HIV-1 replication in human primary macrophages and "microglial like" cells

To investigate CTIP2 function in HIV-1 infected primary cells, we transfected primary
macrophages and primary macrophage-derived "microglial like" cells with a complete HIV-1
infectious provirus (pNL4-3) in the presence or not of the CTIP2 expression. As shown in figure
4B, CTIP2 overexpression repressed HIV-1 replication up to 70% in both human primary cell
types tested. These results confirm, in cultured primary cells, the previously observed repressive
activity of CTIP2 in a microglial cell line. Moreover, these results also prompt us to investigate
the impact of CTIP2 on p21 gene expression and the resulted cell cycle status in the context of

HIV-1 infection.

CTIP2 impairs Vpr-mediated stimulation of p21 gene transcription and the resulted cell cycle
arrest.

To determine whether CTIP2 impacts Vpr-induced cell cycle arrest, we examined the cell cycle
status of doxycycline-inducible Vpr-expressing cells (Yoshizuka et al., 2005) with or without
CTIP2 overexpression. Quantification of DNA content by flow cytometry confirmed the ability of

Vpr to induce G2/M cell cycle arrest (Figure 5A, panel 3). Whereas the cell cycle status was
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slightly impacted by CTIP2 overexpression in the absence of Vpr (Figure 5A, panel 2), Vpr-
induced G2/M block was completely abolished (Figure SA, panel 4). Vpr and CTIP2 expression
were verified by western blot experiments (Figure 5A, lower panels). Vpr-induced cell cycle
arrest could be a consequence of p21 gene transcriptional activation. As shown on figure 5B and
5C, Vpr expression stimulated p21 gene promoter activity and subsequent p21 protein expression.
To examine whether Vpr directly affects p21 gene promoter activity in vivo, we performed ChIP
experiments targeting the proximal region of the promoter. As shown in figure 5D, Vpr was found
associated with the p21 gene proximal promoter in vivo. Interestingly, overexpression of CTIP2
repressed Vpr-induced p21 gene transcription (Figure S5E, columns 3 to 5) and p21 protein
expression (Figure 5F), as suggested by the ability of CTIP2 to impair Vpr-mediated cell cycle
arrest. To examine the recruitment of CTIP2 and Vpr to the p21 promoter, we performed
additional ChIP experiments. As shown in figure 5G, since Vpr expression slightly affected
CTIP2 recruitment to the p2l1 promoter proximal region (Figure 5G column 8), CTIP2
overexpression impaired Vpr association with the same region (Figure 5G, column 12). As a
control, expression of Vpr and CTIP2 did not significantly modify Spl binding to the GC-rich
regions of the p21 promoter (Figure 5G, columns 2 to 4). To assess CTIP2-mediated relocation of
Vpr in microglial cells, we observed CTIP2 and Vpr cellular localizations by confocal
microscopy. Since Vpr-GFP alone localized in the nucleus and the cytoplasm of the cells (Figure
6A, panels 1 and 2), coexpression of RFP-CTIP2 with Vpr-GFP relocated Vpr in characteristic
CTIP2-induced ball like structures (Figure 6A, panels 5 to 7). To visualize microglial cells nuclei,
genomic DNA was stained with Topro 3 (Figure 6A, panels 2 to 7). As shown, CTIP2 and Vpr
colocalized in the same structures (Figure 6A, panels 7), suggesting that CTIP2 can displace Vpr
from the p21 promoter to subnuclear structures. Recent studies reported that Vpr-mediated cell
cycle arrest resulted from impairement of DNA damage response events. To examine whether
CTIP2 also affects this Vpr function, we assessed histone H2AX phophorylation in nuclear
extracts from cells expressing or not Vpr and CTIP2 (Figure 6B). Since Vpr strongly induced
H2AX immunodetection (Figure 6B, lane2), CTIP2 overexpression completely abolished this
effect (Figure 6B, lane 3) indicating that CTIP2-mediated anti-Vpr activity is not limited to
repression of p21 gene transcription.

Altogether, these results revealed CTIP2 as a major p21 gene transcriptional silencer and a potent

anti-Vpr cellular factor.

163



DISCUSSION

In addition to its role in DNA damage response, p21 is involved in differentiation, senescence,
tumor suppression and HIV-1 expression (Gartel and Tyner, 2002; Thierry et al., 2004; Vazquez
et al., 2005).
Here we demonstrate that CTIP2 is a constitutive transcriptional repressor of p21 gene
transcription. The observed presence of endogenous CTIP2 at the p21 gene promoter in vivo is
fully consistent with the undetectable level of the p21 protein in untreated condition. Moreover,
the activation of p21 expression in CTIP2 knocked down cells provide further evidences for the
constitutive repressive activity of CTIP2. Since we have previously demonstrated that CTIP2 is
recruited to the HIV-1 promoter via Spl (Marban et al., 2005), we decided to determine the Sp1
binding regions involved in CTIP2-mediated repression. The —119/-93 binding sites (site 1 and 2)
appeared necessary for CTIP2-mediated repression. The association of CTIP2 with HDAC1 and
HDAC?2 has been well documented (Marban et al., 2007) (Cismasiu et al., 2005; Topark-Ngarm et
al., 2006). Thus, the surprising stimulation of the —93/+1 construct mediated by CTIP2
overexpression may be explained by an artificial titration of HDACI1 that would favor p53-
mediated transactivation of p21 expression, as suggested by Lagger et al. (Lagger et al., 2003).
The fact that CTIP2 knock-down did not affect the —93/+1 transcriptional activity further supports
this hypothesis. Of note, we did not observe significant CTIP2-mediated modification of p53
expression or p53 acetylation (data not shown). To extend our investigations, we focused on
CTIP2-associated enzymatic activities. Since, HDAC activities have been previously shown to
favor p21 expression (for review see (Ocker and Schneider-Stock, 2007)), we have limited our
investigations in this field. Howerver, we observed that CTIP2 knock-down cooperates with TSA
treatment to stimulate the p21 promoter, as previously described for the HIV-1 promoter (Marban
et al., 2007). These results revealed that the functional cooperation of CTIP2 with TSA-senstive
HDAC (here HDACI1 and HDAC?2) is not limited to the HIV-1 promoter (Marban et al., 2007)
and confirmed the CTIP2-mediated recruitment of the enzymes to the targeted promoters. More
interesting was the stimulation observed after Chaetocin treatment. The SUV39HI inhibitor
(Greiner et al., 2005) strongly stimulated p21 gene transcription and G2 cell cycle arrest. These
observations were consistent with an observed decrease in methylation of the histone H3 lysine 9
at the p21 promoter confirming an effective inhibition of endogenous SUV39H1 activity. In the
line, we found endogenous SUV39HI1 associated with the p21 promoter in vivo and we
demonstrated its functional cooperation with CTIP2 in p21 gene transcriptional silencing. These
results provide the first evidence of SUV39HI1 involvement in p21 gene transcriptional silencing.
In addition, they also suggest that chaetocin could be used as an anti-proliferative
pharmacological tool. Recently, chaetocin has been proposed as a promising antimyeloma agent
(Isham et al., 2007). As previously suggested for HDAC inhibitors, chaetocin anti-meyloma
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activity has been linked to oxydative stress (Pei et al., 2004). Our results suggest that at least a
part of chaetocin's pro-apoptotic activity may be mediated by inhibition of SUV39H1 HMT
activity at the p21 gene promoter and thus by induction of p21-mediated cell cycle arrest. We
report that SUV39H1 and CTIP2 cooperate to silence p21 gene transcription and thereby favor
cell cycle progression. The previously reported anti-apoptotic activities of CTIP2 have been
attributed to its involvement in the maintenance of genomic integrity (Kamimura et al., 2007a)
and in the modulation of intrinsic apoptotic pathways (Grabarczyk et al., 2007). Our results
further demonstrate that a least a part of CTIP2-mediated anti-apoptotic activity may be attributed
to p21 gene transcriptional silencing. HIV-1 infection of macrophages stimulates p21 expression
and induces cell cycle arrest (Vazquez et al., 2005). Interestingly, G2 arrest favors HIV-1
expression as a result of NF-kB, C-Jun and CBP recruitment to the viral promoter (Thierry et al.,
2004). Mechanistically, HIV-1-induced p21 expression and cell cycle arrest have been attributed
to HIV-1 Vpr functions. Apart from CTIP2 repression of HIV-1 replication in human primary
macrophage and microglial cells, our results demonstrated that CTIP2 abrogates Vpr-induced cell
cycle arrest, suggesting an impact of CTIP2 on Vpr-mediated transcriptional activation of the p21
gene. Vpr has been described to collaborate with the cellular Sp1 transcription factor to stimulate
p21 promoter in human astrocyte (Amini et al., 2004). In microglial cells, we observed a Vpr-
mediated transcriptional stimulation of p21 gene expression as a result of Vpr recruitment at the
endogenous p21 gene promoter in vivo. However, CTIP2 repressed Vpr-mediated transcriptional
activation of p21 expression. Our ChIP assays suggest that CTIP2 antagonises Vpr binding to the
p21 gene promoter and thereby counteracts Vpr function. Recently, Vpr-mediated cell cycle arrest
has been described as a consequence of DNA damage events. Surprisingly, CTIP2 overexpression
also abrogates Vpr-mediated DNA damage events. These results further highlight that since Vpr
affects the p21 signaling pathway at different levels, CTIP2-mediated inhibition of Vpr is also a

multimodal process.
Altogether, CTIP2 appears as a constitutive p21 gene repressor that counteracts HIV-1 Vpr and

prevents cells from apoptosis by cooperating with chromatin modifying enzymes, specifically

SUV39HI1.
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MATERIALS AND METHODS
Plasmids

Most of the constructs used in our assays have been described previously: pcDNA3, pFLAG-
CTIP2, pNL4.3, pVSV.G and; pRFP-CTIP2 in (Marban et al., 2005) pMyc-SUV39H1, pshRNA-
SUV39H1 in (Schotta et al., 2004). pshRNA-CTIP2 in (Marban et al., 2007); pHA-Vpr and the
different deletions mutant of p21-LUC in (Amini et al., 2004)

Cell culture

The human microglial cell line (Janabi et al., 1995) and HEK 293T cell lines were maintained in
Dulbecco modified Eagle medium (DMEM) containing 10% fetal calf serum and 100 U/ml
penicillin—streptomycin. Primary macrophages and monocyte-derived microglia-like cells were
isolated, prepared and cultured as described in (Leone et al., 2006). Inducible Vpr expressing

HEK cells were described in (Yoshizuka et al., 2005).

Cell cycle analysis.

Cell cycle status has been accessed by propidium iodide (PI) DNA staining and flow cytometry
analysis. Briefly, trypsinized cells were washed and resuspended in PI staining solution for 30
min. Flow cytometric analysis was performed in a FACScalibur instrument (Becton Dickinson,

San Jose, CA). Cell cycle analysis was performed using CellQuest software (Becton Dickinson).

SDS-PAGE and western blot analysis

SDS—-PAGE were performed using standard techniques. Proteins were detected using antibodies
directed against the FLAG epitope (M2 mouse monoclonal from Sigma), CTIP2 (Santa Cruz),
p21 (Santa Cruz), the HA epitope (Covance) and B—actin (Sigma). Proteins were visualized by

chemiluminescence using the Super Signal Chemiluminescence Detection System (Pierce).

Luciferase assays

Microglial cells cultured in 48-well plates were transfected with the indicated vectors using the
calcium phosphate co-precipitation method. Two days later, cells were collected and luciferase
activity was determined using the Dual-Glo™ Luciferase Assay System (Promega). Values

correspond to an average of at least three independent experiments performed in duplicate.

HIV-1 infection and viral replication
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Macrophages and Microglial like cells were cultured and prepared as previously described (Leone
et al., 2006). Cultured in 24-well plates, cells were transfected using lipofectamine 2000 with
HIV-1 pNL4-3 and the expression plasmids as indicated. Total amounts of DNA were normalized
with the corresponding empty vector. For infection experiments, cells were infected with HIV-1
Bal. HIV-1 replication was monitored as described previously (Leone et al., 2006). Values

correspond to an average of at least three independent experiments carried out in duplicate.
Immunofluorescence staining and confocal microscopy observation

Microglial cells cultured in 24-well plates were transfected using Lipofectamine™ 2000 Reagent
(Invitrogen) with pRFP-CTIP2 and pVpr-GFP expression vectors. Cells were fixed and
permeabilized as previously described (Marban et al., 2005). The coverslips were then incubated
for 10min at room temperature with TOPRO3 (Molecular Probes). The stained cells were
analyzed by confocal microscopy using a Zeiss laser scanning microscope (model 510 inverted)

equipped with a Planapo oil (63X) immersion lens (numerical aperture = 1,4).

Chromatin immunoprecipitation assays

HEK 293T and Microglial cells cultured in 100-mm-diameter dishes were transfected (or not as
indicated) using the calcium phosphate co-precipitation method with the indicated vectors. ChIP
assays were performed using the ChIP assay kit (Upstate) 48 h post-transfection. The primary
antibodies used for ChIP were as follows: anti-CTIP2 (Abcam), anti-Spl (Upstate), anti-HA
(Convance), anti-triMeK9/H3, anti-SUV39H1 (Abcam). Treatments with chaetocin were
performed at a final concentration of 200nM for 24 h. Immunoprecipitated DNA was subjected to

real-time PCR quantification and normalized to the non specific GAPDH promoter enrichment.
MRNA Quantification

RNAs from HIV-1 Bal infected cells were extracted with RNeasy”™ Plus Mini Kit (QIAGEN) and
retrotranscription was performed with Superscript III (Invitrogen). cDNA were quantified and

normalised to the BActin mRNA level.
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Titles and legends to Figures

Figure 1

Figure 2

Figure 3

Figure 4

Associated with the p21 proximal promoter region in vivo, CTIP2 impairs
constitutive p21 gene transcription via the proximal —246/-93 Spl binding
sites

Microglial cells (A, B) and 293T cells (C) were transfected with the indicated
amounts of vectors in the presence of the p21-Luc plasmid. Luciferase activities
(A, B) are presented relative to the activity of the p21-LUC cotranfected with the
control empty vector. The protein levels (C) were accessed by western blot with
the indicated antibodies 48h post- transfection. (D) To detect association of
CTIP2 and Spl with the p21 promoter, ChIP experiments were perfomed in
microglial cells with the indicated antibodies. Immunoprecipitated DNA was
subjected to real-time PCR quantification with primers targeting the endogenous
p21 promoter proximal region. Specific enrichments of the p21 promoter in the
immunoprecipitated material were normalized to enrichments in non specific
GAPDH DNA and presented relative to the control. (E,F) Microglial cells were
transfected with the p21-LUC constructs in the presence or absence of the pFlag-
CTIP2 or the pShRNA-CTIP2 plasmids as indicated. Luciferase assays were
performed 48h post transfection. Results are presented relative to the basal level
of each p21-LUC contructs taken as one.

TSA and chaetocin stimulate p21 gene transcription

(A, B) Microglial cells were transfected with the p21-LUC reporter plasmid in the
presence or absence of the pSuper-shRNA-CTIP2 as indicated. 24h post-
transfection, cells were treated with 450uM TSA or the indicated amount of
chaetocin for 24 h and assessed for LUC activity. (C) Microglial cells were
treated or not with 200nM of chaetocin and subjected to ChIP experiments with
anti-H3 trimethylated lysine 9. Immunoprecipitated DNA was subjected to real-
time PCR quantification with primers targeting the endogenous p21 promoter
proximal region. Specific enrichment of the p2l1 promoter in the
immunoprecipitated material were normalized to enrichments in non-specific
GAPDH DNA and presented relative to the control. (D) 293T cells were treated
with the indicated amount of chaetocin for 24h before being assessed for cell
cycle status by flow cytometry.

CTIP2 cooperates with SUV39H1 to repress p21 gene transcription

(A) ChIP experiments were perfomed in microglial cells with the indicated
antibodies. Immunoprecipitated DNA was subjected to real-time PCR
quantification with primers targeting the endogenous p21 promoter proximal
region. Specific enrichment of the p21 promoter in the immunoprecipitated
material were normalized to enrichments in non specific GAPDH DNA and
presented relative to the control. (B, C, D, ) Microglial cells were transfected with
the p21-LUC reporter plasmid in the presence or absence of the indicated vectors.
LUC assays were performed 48h post-transfection and results presented relative
to the basal level.

Since P21 gene expression is upregulated by HIV-1 infection, CTIP2 inhibits
HIV-1 replication in human primary macrophages and in human primary
microglial like cells

(A) RNAs from HIV-1/Bal infected cells were extracted and assessed for p2l
mRNA expression. Inductions at each time points are presented relative to the
control GAPDH level. (B) Cells were transfected with HIV-1 pNL4-3 in the
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Figure 5

Figure 6

presence or absence (control cells) of the Flag-CTIP2 expression vector. HIV-1
Reverse transcriptase activity was assessed 24, 48 and 72h post-transfection.
Inhibition of HIV-1 replication is presented relative to the activity detected with
the HIV-1-infected control cells. RT activity in control cells (without Flag-
CTIP2) varied between 0 to 197 pg/ml

CTIP2 impairs Vpr-mediated stimulation of p21 gene transcription and the
resulted cell cycle arrest

(A) 293T cells inducible for HIV-1 Vpr expression, were transfected with the
Flag-CTIP2 expression vector or the control vector 24h before being treated with
Doxiccyclin. Cell cycle stuatus were accessed by flow cytometry. Controls of Vpr
and CTIP2 expressions are presented. Microglial cells (B and E) and 293T cells
(C and F) were transfected with the indicated amounts of expression vectors in the
presence of the p21-Luc plasmid. Lucyferase activities (B and E) are presented
relative to the activity of the p21-LUC complemented by the control empty
vector. The protein levels (C and F) were accessed by western blot with the
indicated antibodies 48h post- transfection. (D and G) 293T cells were
transfected or not with the HA-Vpr and the Flag-CTIP2 expression vectors 48h
before being processed for ChIP assays. Immunoprecipitated DNA was subjected
to real-time PCR quantification with primers targeting the endogenous p21
promoter proximal region. Specific enrichment of the p21 promoter in the
immunoprecipitated material were normalized to enrichments in non specific
GAPDH DNA and presented relative to the control.

CTIP2 relocates Vpr to subnuclear stuctures and inhibits Vpr-induced
DNA-damages

(A) Microglial cells were transfected with pVpr-GFP alone (panels 1, 2 and 3) or
together with pRFP-CTIP2 plasmid(panels 4 to 10). Cells were fixed 24h post-
transfection and confocal analysis were performed. (B) nuclear extracts from
293T cells expressing HA-Vpr or/and Flag-CTIP2 were assessed for H2AX
expression by western blot experiments. B-actine immunodectection is presented
as a control.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Discussion



Lors de I’infection, la particule virale fusionne avec la cellule cible, le génome
viral est rétrotranscrit en ADN et il peut s’intégrer au génome de la cellule hote. Cette
insertion a lieu en majorit¢é dans des zones transcriptionnellement actives de la
chromatine, mais elle se fait aussi parfois dans 1’hétérochromatine inactive, ou nous
observons un phénomene de latence post-intégrative. Tant que [’environnement
chromatinien du provirus n’est pas modifié, le génome viral ne s’exprimera pas. Or, les
thérapies actuelles ciblent les cellules dans lesquelles la réplication virale est active ; les
cellules infectées de facon latente sont donc inaccessibles aux thérapies et constituent un
sanctuaire pour le virus, permettant ainsi la recolonisation de I’organisme lors de ’arrét
des traitements méme lorsque la virémie est indétectable (Chun et al., 1997b; Finzi et al.,
1997; Wong et al., 1997). Ce phénomene est d’autant plus accentué¢ au niveau du systéme
nerveux central que le passage au travers de la barriére hémato-encéphalique des
différentes molécules thérapeutiques est faible (Staprans et al., 1999; Taylor and Pereira,
2000).

Il a été montré récemment que les cellules microgliales, qui sont la principale cible du
VIH-1 au niveau du systéme nerveux central, constituent le réservoir du VIH-1 (Barber et
al., 2006). Il est donc important de mieux comprendre les mécanismes d’action du virus
dans ce type cellulaire afin de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques capables
supprimer ou au moins de réduire les réservoirs permettant a terme d’éradiquer totalement

le virus (Pomerantz, 2002).

Des premicéres études réalisées au laboratoire ont mis en évidence le potentiel
répresseur du cofacteur nucléaire CTIP2 (COUP-TF Interacting Protein 2) sur la phase
tardive de la transcription virale (sous le contrdle de Tat) via la formation de structures
hétérochromatiniennes associées a HPla (Rohr et al., 2003a). Du fait de son effet
répresseur de la transcription et de la mise en place paralléle de structures
transcriptionnellement inactives, CTIP2 pourrait étre responsable de I’apparition de la
latence dans les cellules microgliales. Il était donc important d’étudier les mécanismes
moléculaires de la mise en place de ce phénomeéne dans ce type cellulaire.

La latence se mettant en place au cours de la phase précoce de la transcription
virale (en absence de Tat), nous nous sommes intéressés aux effets de CTIP2 a ce

moment précis.
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CTIP2 : un répresseur de la phase précoce de la transcription virale

dans les cellules microgliales.

1- CTIP2 réprime la phase précoce de la transcription virale via le promoteur

proximal.

Des expériences de quantification de la réplication virale dans des cellules microgliales
« like » primaires en présence de CTIP2 ont permis de confirmer les résultats obtenus
précédemment au sein du laboratoire sur les lignées cellulaires : CTIP2 étant donc un
répresseur de la production virale dans les lignées et dans les cellules primaires, nous
avons ainsi validé notre modele d’étude. (Publication 3).

Par ailleurs, des tests d’activité transcriptionnelle réalisés en absence de Tat dans notre
lignée ont mis en évidence I’importance de la région proximale contenant des boites GC
dans D’activité inhibitrice de CTIP2 sur la transcription virale au cours de la phase
précoce. Ces résultats montrent que les effets de CTIP2 ne sont pas médiés par une
fixation sur les sites de COUP-TF situé en N terminal du promoteur (Publication 1)
comme pouvait le laisser suggérer la capacité de cette protéine a interagir avec COUP-TF
(Avram et al., 2000). Le promoteur proximal est donc suffisant pour permettre 1’action de
CTIP2 au cours de la phase précoce de la transcription virale dans les cellules
microgliales.

De plus, dans ces cellules, des études précédentes ont permis d’identifier le
promoteur proximal comme étant une zone de fixation pour les facteurs de transcription
Spl, Sp3, COUP-TF et NF-IL6 sur les boites GC. Cette séquence permet également la
coopération de Spl et COUP-TF pour transactiver la transcription virale (Rohr et al.,
1997; Schwartz et al., 2000). Ainsi, d’autres tests, réalisés sur le promoteur total en
présence de la surexpression de COUP-TF et Spl, montrent que CTIP2 est capable
d’inhiber D’activation due a la coopération de ces deux facteurs mise en évidence

précédemment (Publication 1).

2- CTIP2 forme un complexe ternaire avec COUP-TF et Spl sur le

promoteur proximal.

Des expériences de co-immunoprécipitation ont permis d’identifier la zone
centrale de CTIP2 [145-434] et la zone N-terminale [717-813] comme étant les zones

d’interaction avec les motifs en doigt de zinc des protéines COUP-TF [49-418] et Spl
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[622-788]. Nous n’observons pas de phénomeéne de compétition entre les différents
facteurs, ce qui suggere la présence d’un complexe ternaire (Publication 1). D'autre part,
il a ét¢ montré que CTIP2 est capable de fixer I’ADN sur les boites GC (Avram et al.,
2002) mais nos travaux sur le promoteur viral n'ont pas confirmé ces résultats. Nous
avons mis en ¢vidence par ailleurs que le facteur Spl sert de point d’ancrage au complexe
sur le promoteur au niveau des boites GC. Il semblerait donc qu'en formant ce complexe
ternaire sur le promoteur, CTIP2 bloque I’effet transactivateur des facteurs Sp1 et COUP-

TF sur la transcription virale.

CTIP2 est a [Ilorigine de la formation de structures

hétérochromatiniennes dans les cellules microgliales.

A Dinstar des études sur la transcription lors de la phase tardive (Rohr et al.,
2000), nous observons en microscopie confocale une colocalisation des facteurs Spl,
COUP-TF et CTIP2 dans des structures nucléaires sphériques associés a la protéine HP1
a lors de la phase précoce de la transcription (c'est-a-dire en absence de Tat) (Publication
1).

La protéine HP1 a est recrutée sur 1’histone H3 méthylé sur la lysine 9 lors du processus
de formation de 1’hétérochromatine et du « silencing » des génes cellulaires (Bannister et
al., 2001; Grewal and Moazed, 2003; Lachner et al., 2001). Il semble donc que CTIP2
induise la formation de structures hétérochromatiniennes dans les cellules microgliales
parallélement a son activité répressive de la transcription virale. Nous avons donc émis
I’hypothéese que les structures pouvaient étre dii @ un remodelage de la chromatine induite
par CTIP2 au niveau du promoteur viral.
L’intégration du LTR au sein du génome cellulaire a lieu entre 2 nucléosomes particuliers
Nuc 0 et Nuc 1 (Jordan et al., 2003; Verdin, 1991; Verdin et al., 1993), ou Nuc 1 bloque
le site de départ de la transcription. L’initiation de la transcription nécessite un
remodelage de la chromatine pour que le complexe de préinitiation puisse avancer sur
I’ADN (Henderson et al., 2004; Verdin et al., 1993). Par ailleurs, la modulation de 1’état
de la chromatine et de son accessibilité pour la machinerie transcriptionnelle est sous le
contrdle de différentes réactions de modification des histones telle que l’acétylation
(Hebbes et al., 1994). 11 a déja été fait état de recrutement d’activités enzymatiques
histone déacytylase sur le promoteur viral pour moduler son activité. En effet, les facteurs
de transcription YY1, LSF, NF-kB p50 et les récepteurs aux hormones thyroidiennes
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recrutent HDACI sur le promoteur viral pour réprimer sa transcription dans les cellules T
(Coull et al., 2000; He and Margolis, 2002; Hsia and Shi, 2002; Williams et al., 2006).

Nous avons donc cherché a déterminer si dans les cellules microgliales, CTIP2 était
capable de recruter des facteurs tels que les HDAC afin d’induire un remodelage de la
chromatine provoquant une répression de la transcription et a long terme, une latence

post-intégrative.

1- CTIP2 interagit avec HDAC 1 et 2.

Un complexe multiprotéique de 1 a 2 MDa a été identifié associé a CTIP2 dans
des extraits de cellules T (Jurkat). Les auteurs ont fait état d’une interaction physique et
fonctionnelle entre CTIP2 et SIRT1, une HDAC de classe III insensible a la TSA, au sein
de ce complexe (Senawong et al., 2003). Nous avons réalisé¢ des dosages d’activité
enzymatique qui ont montré que CTIP2 est associ¢ a des HDAC de classe I et/ou II qui
sont sensibles a la TSA; toutefois, nous n'avons pas pu mettre en évidence une association
avec les HDAC de classe III (Publication 2). Des expériences de co-immunoprécipitation
nous ont permis d’affiner nos résultats et de montrer une interaction physique entre
CTIP2 et les HDAC 1 et 2 (HDAC de classe I), confortant ainsi les résultats obtenus par
dosages enzymatiques mais allant a I’encontre des résultats publiés par Senawong et
collaborateurs. Cependant, cette équipe a identifié la séquence [171-350] comme étant la
zone d’interaction entre CTIP2 et SIRTI ; or, dans notre contexte cellulaire, nous avons
précédemment mis en évidence que le domaine [145-434] de CTIP2 interagit avec Spl,
COUP-TF et Tat, alors que le domaine [717-813] permettrait I’interaction avec HPla
(Publication 1). Ainsi, il semble peu probable que SIRT1 puisse se fixer également sur la
méme séquence que Spl; en effet, CTIP2 ne pouvant lier seul le promoteur, il nécessite la
fixation a Spl afin d’agir et ne peut donc interagir avec SIRT1. De plus, nous avons
identifi¢ la séquence [1-145] de CTIP2 comme étant le site de liaison des HDAC 1 et 2
(Publication 2). De ce fait, nous pouvons envisager que les complexes mis en jeu vont
étre différents d’un type cellulaire a un autre, a l'instar des facteurs de transcription
impliqués(Rohr et al., 2003b).

Par ailleurs, toutes les interactions ayant lieu sur des sites différents, nous avons €mis
I’hypothese que le recrutement de ces différents partenaires sur le promoteur viral pouvait

étre di a la fixation de CTIP2 a Spl. En se liant au promoteur, CTIP2 induirait ainsi le
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recrutement d’une activité histone déacétylase, connue pour étre impliquée dans les
mécanismes de répression de la chromatine (Hassan et al., 2007; Hebbes et al., 1994).

Des tests transcriptionnels montrent en effet, une action répressive dose dépendante et
coopérative des 2 HDAC avec CTIP2 sur I’activit¢ du promoteur viral sous forme
intégrée et épisomal. Ces résultats sont confirmés au niveau de la réplication du virus
dans les cellules microgliales mettant en évidence ’effet coopératif de CTIP2 et des
HDAC sur la transcription virale et confortent 1’idée de la formation d’un complexe li¢

via Sp1 sur le promoteur viral pour réprimer son activité (Publication 2).

2- CTIP2 recrute les HDACs 1 et 2 sur le promoteur viral et induit une
déacétylation locale de I’histone H3.

Des expériences d’immunoprécipitation réalisées sur des cellules microgliales infectées
confirment cette hypothése en mettant en avant un recrutement de CTIP2, HDAC 1 et 2
sur le promoteur viral intégré (Publication 2). Dans un premier temps, nous avons
identifié les sites SP1 comme lieu de recrutement de ce complexe. Nous avons également
mis en évidence la présence de HDAC 1 et 2 au niveau du nucléosome 1, qui bloque le
site d’initiation de la transcription du VIH-1. De plus, ce recrutement est corrélé a une
déacétylation locale de 1’histone H3 au niveau du nucléosome 1.

Par la suite, apres infection de cellules knock-out pour CTIP2 et quantification des
transcrits initiés et élongués, nous avons constaté que CTIP2 inhibe I’étape d’initiation,
nous donnant ainsi un argument de plus en faveur d’un blocage de I’initiation de la
transcription virale par CTIP2 via le recrutement de facteurs de remodelage de la
chromatine. Nous remarquons aussi que lors du Knock-down de CTIP2, le recrutement de
HDACI est augmenté sur le promoteur, ce qui semble en contradiction avec la nécessité
de la présence de CTIP2 pour recruter HDACI sur le promoteur (Publication 2). Ceci
peut s’expliquer par la présence d’autres partenaires de HDAC1 pouvant permettre son
recrutement sur le promoteur viral via les sites SP1 en 1’absence de CTIP2, comme par
exemple les facteurs YY1 et LSF, connus pour favoriser la liaison d’HDACI au
promoteur dans les lymphocytes T (Coull et al., 2000; Doetzlhofer et al., 1999).

D'autre part, des résultats obtenus dans des lymphocytes T CD4+ quiescents insensibles
aux trithérapies montrent que si I’on bloque les HDAC par un traitement a ’acide
Valproique (inhibiteur des HDAC de classe I et II), nous observons un réduction de leur

nombre (Lehrman et al., 2005). Les travaux de Ylisastigui et collaborateurs ont mis en
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évidence un blocage du recrutement de HDAC 1 dans des LTCD4 quiescents, permettant
une reprise de la réplication (Ylisastigui et al., 2004). Il semble donc que la présence des
HDAC joue un rdle primordial dans la mise en place et le maintien de la latence dans ces
cellules. Enfin, nos résultats préliminaires font également état d’un rdle capital des
HDAC recrutées par CTIP2 dans la répression de la transcription virale dans les cellules
microgliales. Cet ensemble de données nous laisse donc supposer que CTIP2 recruterait
les HDAC afin d'induire un remodelage de la chromatine conduisant a l'extinction du

promoteur viral.

3-CTIP2 recrute un complexe de remodelage de la chromatine sur le

promoteur viral pour bloquer son activité.

Les HDAC 1 et 2 sont connues comme faisant parti de plusieurs complexes de
remodelage de la chromatine. Ainsi, les complexes sin3, NuRD et Co-Rest sont recrutés
par les histones méthylées via leurs sous-unités MDB2 et p66 afin de modifier la position
des nucléosomes et activer la transcription des genes (de Ruijter et al., 2003; Flaus and
Owen-Hughes, 2004). Or, nous n’avons pu identifier aucun de ces complexes liés a
CTIP2 (résultats non publiés). Il semble donc que CTIP2 soit capable de moduler 1’état de
la chromatine par I’intermédiaire d’un complexe non encore identifi€ mais contenant
toutefois HDAC 1 et 2.

Les phénomenes d’acétylation et de méthylation des histones sont fortement liés dans le
controle de la transcription des genes. Ainsi des interactions physiques et fonctionnelles
ont ¢t¢ mises en évidence entre des HDAC et SUV39H1 (Reed-Inderbitzin et al., 2006;
Vaute et al., 2002). L’activation ou la répression de la transcription des génes secondaire
a la méthylation des histones va étre fonction de la nature du site touché (Kouzarides,
2002). La méthylation des résidus arginines de 1’histone H3 conduit a une activation de la
transcription, alors que la méthylation des résidus lysines est associée a une répression.

Le résidu K9/H3 méthylé conduit a une répression de la transcription et constitue un site
de fixation spécifique pour les protéines de la famille HP1 (Bannister et al., 2001;
Lachner et al., 2001) qui sont les marqueurs de 1’hétérochromatine.

Nous avons mis en évidence la présence de la protéine HPla dans les structures
nucléaires induites par CTIP2 (Publication 1), nous laissant ainsi supposer la présence

d’une méthyltransférase au sein du complexe.
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Dans les cellules eucaryotes le résidu K9/H3 est spécifiquement méthylé par SUV39H1
(Rea et al., 2000), et cette méthyltransférase semble la seule capable de permettre le
recrutement de HP1 via son chromodomaine (Stewart et al., 2005).

Nos expériences de ChIP nous ont permis de mettre en évidence la capacité de CTIP2 a
recruter SUV39HI1 et les différentes formes de HP1 sur le promoteur viral (Publication
2). Ce recrutement est corrélé a une augmentation du niveau de méthylation de la lysine 9
de I’histone H3 au niveau du nucléosome 1.

De plus, SUV39HI1 ne semble pas isolement avoir d’effet sur la transcription et la
réplication virale. La présence de CTIP2 est ainsi indispensable afin de visualiser un effet
coopératif de SUV39H1 sur le promoteur viral.

Ce recrutement conduisant & un « silencing » des geénes viraux semble donc résulter des
interactions physiques entre SUV39H1 et le domaine [145-434] de CTIP2 visualisées lors
des expériences d’immunoprécipitation et entre le domaine [717-813] de CTIP2 et HP1a
mises en évidence précédemment (Publications 1 et 2).

Le domaine [145-434] de CTIP2 est donc impliqué dans I’interaction avec les facteurs de
transcription cellulaires Spl et COUP-TF, mais également avec SUV39H]1.

Une interaction physique entre SUV39H1 et HPla est indispensable a 1’établissement
d’une structure hétérochromatinienne stable (Stewart et al., 2005). Nous pouvons ainsi,
émettre I’hypothése d’un recrutement du facteur répresseur HPla sur le promoteur du
VIH-1 par [lintermédiaire de SUV39H1 afin de stabiliser la structure
hétéochromatinienne dans le but de maintenir 1’état de latence.

Par ailleurs, lors des expériences de Knock-Down, nous diminuons le recrutement de
SUV qui est correlé a une diminution de la triméthylation de H3/K9 et & une diminution
du recrutement de HP1 B et y. Par contre, nous n’observons pas de diminution du
recrutement de HPla sur le promoteur viral. Par ailleurs, la stimulation des cellules Ul
infectées de facon latente par le PMA ne s’accompagne pas d’une diminution du
recrutement de HP 1o (Publication 2).

Ces résultats suggerent que les mécanismes moléculaires de mise en place de la latence
induite par CTIP2 sont différents de ceux mis en jeu pour la levée de celle-ci et que les
différentes protéines HP1 ont des rdles différents.

Le role de SUV39HI et de la protéine HP1ly dans la mise en place de la latence a
¢galement été identifi¢ dans des lymphocytes (du Chene et al., 2007), confortant les
résultats présentés précédemment dans les cellules microgliales. Cela montre également

que, le complexe recruté par CTIP2 que nous avons décrit pourrait étre généralisé.
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Ainsi les différentes études réalisées ont permis de montrer la capacité¢ de CTIP2 a
inhiber la transcription virale en recrutant sur le promoteur intégré un complexe capable
d’induire une structure hétérochromatinienne répressive.

CTIP2 recrute 2 enzymes, HDAC1 et HDAC2, qui déacétylent I’histone H3 du
nucléosome 1 situé sur le site d’initiation du promoteur stabilisant le nucléosome dans sa
position. Ce facteur bloque ainsi I’initiation de la transcription, il recrute également
I’histone méthyltransférase, SUV39HI1, qui conduit a la méthylation de la lysine 9 de
I’histone H3 permettant ainsi la liaison des protéines HP1 et la formation de
I’hétérochromatine qui place le promoteur viral dans un environnement transcriptionnel

inactif.

CTIP2 contribue donc a la mise en place de la latence post-intégrative dans les cellules

microgliales et ainsi a la formation de réservoirs insensibles aux thérapies actuelles.

Les sites Spl sont-ils indispensables a I’effet répresseur de CTIP2 sur la

transcription virale ?...

Au cours de notre étude nous avons étudié la capacité de CTIP2 a réprimer un
promoteur ne contenant que les 3 boites GC consensus de fagon a déterminer le role
primordial de Spl dans le recrutement de CTIP2 sur le promoteur viral. Nous avons ainsi
pu observé que les sites Spl sont suffisants pour permettre 1’activité répressive de CTIP2
sur le promoteur viral. De plus, lors de tests transcriptionnels, la délétion ou la mutation
des sites Sp1 conduit & une diminution drastique (90%) de 1’activité transcriptionnelle du
LTR, montrant I’importance des sites Spl dans la stimulation du promoteur viral. Mais,
CTIP2 reste tout de méme capable d’inhiber les 10% d’activité du promoteur viral restant.
I1 semblerait donc que les trois boites GC du promoteur minimal soient suffisantes mais
pas absolument nécessaires a I’activité répressive de CTIP2 (Publication 1). CTIP2 serait
donc capable de réprimer la transcription des génes du VIH-1 par un autre mécanisme,
indépendant des sites Spl1.

Par ailleurs, les travaux de Cucciolla et collaborateurs ont mis en évidence que
CTIP2 régule I’expression du facteur p57kipz en agissant sur sa région promotrice [-87/-
113], laquelle contient deux sites Spl (Cucciolla et al., 2008). Les auteurs ont émis
I’hypothése d’un mécanisme d’action de CTIP2 di soit & son recrutement direct sur le
promoteur, soit a un recrutement de CTIP2 associé au complexe de remodelage de la
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chromatine NuRD (contenant des HDAC de classe I) (Topark-Ngarm et al., 2006). Nos
résultats, ainsi que les données de la littérature, montrent donc que CTIP2 pourrait agir
sur d’autres promoteurs via une interaction avec les sites Sp1, ainsi que par le recrutement

d’activités histones déacétylases.

Un autre effet possible de CTIP2 ?

Exprimé dans le cerveau et le systéme immunitaire (Leid et al., 2004), CTIP2
permet le développement des projections des neurones corticospinaux (Arlotta et al.,
2005). Par ailleurs, CTIP2 est connu pour avoir un impact sur le développement des
lymphocytes T et comme étant un facteur anti-apoptotique (Grabarczyk et al., 2007;
Wakabayashi et al., 2003b). Ces résultats suggerent un effet de CTIP2 sur le cycle
cellulaire, mais son mécanisme d’action est encore inconnu.

Une des protéines régulatrices clé du cycle cellulaire, p21, est modulée au niveau
transcriptionnel ; son promoteur posseéde de nombreux sites Spl que nous avons identifié
précédemment comme des sites d’action potentiel de CTIP2. L’activation de sa
transcription par des facteurs tels que par exemple la protéine p53, Rb, le TGFp ou encore
les récepteurs des glucocorticoides va conduire a un arrét du cycle cellulaire lorsque la
cellule est en contact avec des stimuli de stress et lors de détériorations de 'ADN (Li et
al., 1998; Liu et al.,, 1996a; Zhu et al., 2003a). La protéine p2l, en provoquant la
phosphorylation du complexe p34cdc2/cyclin B, conduit a son inactivation et au blocage
du cycle cellulaire en G2/M (figure 51) (pour revue,(Gartel and Radhakrishnan, 2005)).
Par ailleurs, les HDAC (et plus particuliecrement HDAC1) ont été identifiées comme
interagissant avec le promoteur de p21 afin d'induire sa répression (Lagger et al., 2003;
Lagger et al., 2002).

Toutes ces données nous ont encouragé a étudier 1I’impact que pouvait avoir CTIP2 sur le
cycle cellulaire dans les cellules microgliales via la modulation de 1’expression de cette

protéine.

1- CTIP2 réprime la transcription du gene de p21 via son recrutement sur les
boites GC.

Une premicre série de tests transcriptionnels nous ont permis de mettre en
¢vidence une inhibition de la transcription du promoteur de p21 par CTIP2 in vivo. Ce

résultat a ensuite été confirmé par I’observation d’une augmentation de 1’expression de la
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protéine p21 lors d’un Knock-Down dirigé contre la protéine CTIP2 endogene
(Publication 3). CTIP2 a donc un effet répresseur constitutif sur le promoteur endogeéne
de p21 ce qui peut expliquer le faible niveau d’expression de cette protéine en 1’absence
de toute stimulation : CTIP2 permettrait ainsi la progression du cycle cellulaire.

Nos expériences de ChIP nous ont permis de visualiser in vivo, le recrutement de CTIP2
sur le promoteur du gene de p21 au niveau des boites GC correspondant aux sites de
liaison de Sp1. Des tests transcriptionnels réalisés sur des promoteurs tronqués ont montré
I’importance des sites 1 et 2 [-119/-93] pour I’effet répresseur de CTIP2 (Publication 3).
En effet, en I’absence de ces sites, nous observons une forte stimulation de I’activité
transcriptionnelle malgré 1’expression de CTIP2.

Dans la littérature, HDAC]1 est décrite comme entrant en compétition avec la protéine
activatrice p53 pour sa fixation a Spl afin de réprimer la transcription de p21. Lors d’un
stress cellulaire HDAC1 se détache de Spl favorisant 1’activité stimulatrice de p53
(Lagger et al., 2003). Une hypothese pourrait de ce fait expliquer notre résultat : CTIP2
surexprimé dans le cytoplasme en 1’absence des sites de fixation nécessaires, peut lier
HDACI, diminuant ainsi sa fraction entrant en compétition avec p53 pour le site Spl
numéro 3 [-82/-77]. De ce fait, pS3 peut se fixer plus facilement et induire une
transactivation de p21. Cette hypothése est vérifiée par I’absence d’effet du Knock-Down
de CTIP2 sur le promoteur tronqué [-93/+1] (Publication 3). Dans ce contexte, HDACI1
n’est plus recruté par CTIP2 : elle peut donc entrer en compétition avec pS3 pour le site
de fixation et bloquer son effet activateur. Nous n’avons par ailleurs observé aucune
modification du niveau d’expression de p53 induite par CTIP2 (Données non publiées)
qui aurait pu également étre a ’origine de la stimulation transcriptionnelle plus
importante de p21 en ’absence des sites permettant la repression par CTIP2. En effet,
I’augmentation du niveau d’expression de p53 peut conduire a un arrét du cycle cellulaire
en G2/M via une stimulation du promoteur de p21 (Taylor et al., 1999). CTIP2 réprime
donc de fagon ubiquitaire le niveau transcriptionnel de p21 par I’intermédiaire des deux
premiers sites Spl de son promoteur [-119/-93].

Nous nous sommes alors intéress¢ aux complexes enzymatiques associé¢ a CTIP2 sur ce

promoteur.
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2- CTIP2 recrute un complexe de remodelage de la chromatine sur le
promoteur de p21 pour réprimer son activité de facon constitutive.

De nombreuses études ont mis en évidence que lors de 1’application d’inhibiteurs
de HDAC (TSA, butyrate...), qu’on observait un effet stimulateur sur 1’expression de la
protéine p21, conduisant a un arrét du cycle cellulaire (pour revue voir (Ocker and
Schneider-Stock, 2007). De plus, CTIP2 est connu pour interagir avec les HDAC 1 et 2
sensibles a la TSA (Cismasiu et al., 2005; Topark-Ngarm et al., 2006). CTIP2 pourrait
donc constituer un intermédiaire entre les HDAC et le promoteur de p21, facilitant ainsi
leur recrutement sur le promoteur de fagon a induire une répression de son expression. Ce
phénomene, en plus de I’effet précédemment décrit concernant la compétition entre p53 et
HDAC 1, pourrait expliquer une partie de la stimulation de 1’expression de p2l
provoquée par les inhibiteurs de HDAC.

Le traitement de cellules Knock-Down pour CTIP2 avec un inhibiteur des HDAC des
classes I et II (TSA) montre un effet coopératif de CTIP2 et des HDAC sensibles a la
TSA sur I’activité transcriptionnelle de p21 (Publication 3). Ces résultats sont en accord
avec nos observations précédentes sur le promoteur viral. CTIP2 semble donc également
agir avec les HDAC 1 et 2 afin d’induire la répression constitutive de ce gene.

Afin de confirmer la présence d‘un complexe identique a celui mis en évidence dans
I’extinction de la transcription du génome viral (Publications 1 et 2), nous avons voulu
déterminer si la méthyltransférase SUV39HI agissait également sur le promoteur de p21.
Ainsi, le traitement a la Chaetocine, un inhibiteur sélectif de SUV39H1 (Greiner et al.,
2005), induit une activation transcriptionnelle de p21 concomitante a une diminution de la
méthylation de la lysine 9 de I’histone H3 et au blocage du cycle cellulaire en G2/M de
facon dose dépendante. Cela confirme donc I’implication de la méthylation des histones
dans la modulation du cycle cellulaire et plus particulicrement celle de la
méthyltransférase SUV39HI.

Nous avons confirmé ces résultats par des tests transcriptionnels dans des cellules
surexprimant ou présentant un Knock-Down de SUV39HI1 et de CTIP2. On observe alors
un effet coopératif de ces deux protéines sur la transcription du geéne de p21, et des
expériences de ChIP nous ont permis de visualiser le recrutement de SUV39H1 sur le
promoteur proximal (Publication 3).

Il semble donc que CTIP2 recrute sur le promoteur du géne de p21 des partenaires

enzymatiques identique a ceux recrutés sur le promoteur viral. Nous pouvons donc
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émettre I’hypotheése que CTIP2 induit une répression transcriptionnelle de p21 via la

formation d’un environnement hétérochromatinien au niveau de son promoteur.

3- L’ implication de p21 dans I’infection par le VIH-1.

Au cours de I’'infection par le VIH-1, la protéine virale Vpr agit sur le cycle
cellulaire de fagon a optimiser la production virale (Goh et al., 1998). Pour se faire Vpr
active la transcription de p21 pour induire un blocage du cycle en G2/M dans les
macrophages (Vazquez et al., 2005) comparable a celui induit par la Chaétocine dans les
cellules microgliales (Publication 3). Cette activation de p21 a été attribuée a une action
transcriptionnelle de Vpr via sa fixation a Spl sur les boites GC du promoteur de p21
dans les astrocytes (Amini et al., 2004). Nous nous sommes donc intéressé a 1’action
possible de CTIP2 sur I’effet de Vpr via les sites Spl.

Dans un premier temps, nous avons confirmé dans des cellules microgliales
« like » primaires obtenus a partir de macrophages différentiés que I’infection par le VIH-
1 induisait bien une augmentation de I’expression de p21, a I'instar de ce qui a été
précédemment décrit dans les macrophages (Vazquez et al., 2005) et les lymphocytes
(Bartz et al., 1996) (Publication 3). Ces différents résultats nous confortent dans 1’idée
que notre lignée cellulaire constitue un bon modéle d’étude de I’infection des cellules

microgliales par le VIH-1.

4- Des effets multiples de CTIP2 contrecarrent les effets de la protéine virale

Vpr sur le cycle cellulaire.

Dans les cellules microgliales, nous avons observé grace a la technique de ChIP,
la liaison de Vpr sur le promoteur proximal de p21 permettant ainsi de montrer son
recrutement sur les sites Spl du promoteur de p21 pour la premiére fois. En effet les
données bibliographiques laissaient supposer sa liaison sans pour autant la démontrer
formellement (Amini et al., 2004; Chowdhury et al., 2003; Vazquez et al., 2005). De plus,
nos expériences montrent que CTIP2 est capable de réprimer 1’augmentation de
I’expression de p21 en agissant directement sur le niveau de fixation de Vpr sur le
promoteur, conduisant a un déblocage du cycle cellulaire visualisé en cytométrie de flux
(Publication 3).

De plus, CTIP2 semble affecter la localisation cellulaire de Vpr. En effet, en

I'absence de CTIP2, la protéine Vpr est présente en microscopie confocale dans

192



I’ensemble de la cellule avec marquage plus important au niveau de la membrane
nucléaire. En présence de CTIP2, nous observons une relocalisation de Vpr au niveau
nucléaire au sein de structures denses qui colocalisent avec CTIP2 (Publication 3). Nous
avons par ailleurs mis en évidence une interaction physique entre CTIP2 et Vpr par co-
immunoprécipitation (données non publiées), ce qui pourrait expliquer la relocalisation de
Vpr.

Nous pouvons émettre I’hypothése qu’en plus de 1’effet sur la transcription de p21,
CTIP2 contre-carre les effets de Vpr en bloquant ses différentes fonctions au sein de la
cellule au cours de I’infection. En effet, en relocalisant Vpr au niveau nucléaire, CTIP2
pourrait perturber I’entrée nucléaire du génome viral, le blocage du cycle cellulaire
nécessaire a [’expression virale ainsi que la stimulation de la transcription virale induite

par Vpr. CTIP2 agit donc de fagon multimodale sur les différentes fonctions de Vpr.

Par ailleurs, les différentes études publiées montrent que Vpr agit sur les voies de
dommages a ’ADN (Chowdhury et al., 2003; Roshal et al., 2003) et les voies
apoptotiques mitochondriales (Chang et al., 2000; Muthumani et al., 2002b; Roumier et
al., 2002; Watanabe et al., 2000) ; d’autre part, les effets anti-apoptotiques de CTIP2 ont
été précédemment attribués a sa capacité a maintenir I’intégrité génique (Kamimura et al.,
2007a) et a moduler les voies apoptotiques (Grabarczyk et al., 2007).

Vpr provoque un augmentation de la quantité du variant d’histone H2AX phosphorylé
(Lai et al., 2005), correspondant a un marquage des zones de I’ADN endommagé
nécessitant une réparation. Lors de la surexpression de CTIP2, nos résultats montrent une
diminution de la forme phosphorylée de cette protéine induite par Vpr. Ces données
confirment donc, que CTIP2 est capable de moduler les effets de Vpr a différents niveaux

et pas seulement d’un point de vue du blocage du cycle cellulaire via p21 (Publication 3).

Nos études ont ainsi permis de mettre en évidence que 1’établissement de la
latence transcriptionnelle dans les cellules microgliales ne se résume sans doute pas
seulement a une répression de la transcription virale, mais que CTIP2 agit a différents
niveaux au cours de I’infection par le VIH-1. En effet, en réprimant I’expression de p21 et
les effets de Vpr sur le cycle viral et les voies de dommage a I’ADN, CTIP2 favoriserait
¢galement la latence par 1’établissement d’un contexte cellulaire défavorable a

I’expression virale.
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perspectives



Dans un premier temps, les différentes études réalisées ont permis de montrer la
capacité de CTIP2 a inhiber la transcription virale, au cours de la phase précoce, en
recrutant sur le promoteur intégré un complexe capable d’induire une structure
hétérochromatinienne.

En effet, en interagissant avec des cofacteurs cellulaires, CTIP2 induit un remodelage de
la chromatine au niveau du promoteur viral afin d’inhiber sa transcription dans les
cellules microgliales. Nous avons ainsi pu déterminer que le domaine N-terminal [1-354]
de CTIP2 est responsable du recrutement des enzymes HDAC1 et HDAC2 sur le
promoteur du VIH-1; le domaine [145-434] permet a CTIP2 d’étre recruté par
I’intermédiaire des facteurs de transcription cellulaires Spl et COUP-TF fixés sur les
boites GC de la séquence LTR et de recruter la méthyltransférase SUV39HI1; et le
domaine C-terminal [717-813] intervient dans le recrutement de HP1la sur le promoteur
viral.

Grace a ces différentes interactions, une fois CTIP2 ancré au promoteur par
I’intermédiaire de Spl, il recrute HDAC 1 et HDAC 2 grace a son domaine N-terminal
provoquant la déacétylation de I’histone H3 sur la lysine 9. Le domaine central de CTIP2
recrute ¢galement SUV39H1 permettant la méthylation du résidu K9/H3 et créant de cette

facon un site de fixation pour les protéines HP1 (figure 56).

_A —d SUVaER

NUC1

Figure 56 : les différentes étapes de la mise en place d'un environnement
hétérochromatinien autours du promoteur viral grace a CTIP2

(Marban et al., 2007)

CTIP2 recrute sur le promoteur viral, via Sp1, un complexe contenant HDAC 1, HDAC 2,
SUV39H1 et HP1 conduisant a la formation d’'une structure hétérochromatinienne autour du
promoteur permettant la mise en place d’une latence post-intégrative.

La polymérisation de HPla le long du provirus va ainsi générer un domaine

hétérochromatinien inaccessible pour les facteurs cellulaires et viraux impliqués dans la

régulation de la transcription des génes du VIH-1. CTIP2 contribue donc a la mise en
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place de la latence post-intégrative dans les cellules microgliales et ainsi a la formation de
réservoirs insensibles aux thérapies actuelles.

I1 reste donc maintenant a déterminer si ce mécanisme peut se généraliser a d’autres types
cellulaires tels que les lymphocytes T CD4+. Le but a long terme est de développer des
thérapies visant CTIP2 et/ou les enzymes du complexe qui lui est associ¢, afin de lever

I’¢état de latence et rendre ces cellules accessibles aux thérapies ciblant les cellules actives.

Dans un deuxieéme temps, CTIP2 étant capable d’interagir avec Spl, nous avons
¢galement mis en évidence un effet répresseur constitutif de ce facteur sur I’expression de
la protéine régulatrice du cycle cellulaire : p21.

Sur son promoteur, contenant également des boites GC, CTIP2 est recruté via Spl sur la
séquence [-119/-93]. Tout comme pour le promoteur viral, CTIP2 recrutent ensuite des
HDAC:Ss sensibles a la TSA ainsi que la méthyltransférase SUV39H1 conduisant a une

extinction de I’expression du gene (figure 57).

p353

Promoteur p21 m
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Figure 57 : L'extinction de I'expression de p21 par CTIP2

CTIP2 recrute par lintermédiaire des deux premiers sites Sp1 du promoteur un complexe
enzymatique conduisant a I'inhibition de la transcription su géne de p21. La présence de HP1 n’a
pas encore été confirmée.

Par ailleurs, nous avons montré que la protéine virale Vpr est capable d’interagir
avec le promoteur du géne de p21 pour induire son expression afin de bloquer le cycle
cellulaire en phase G2/M et de permettre une réplication virale optimale lors de
I’infection des cellules microgliales.

Cependant, CTIP2 est capable de réprimer ’effet de Vpr en diminuant son recrutement
sur le promoteur et en induisant sa relocalisation nucléaire dans des structures denses
(figure 58).

CTIP2 peut ainsi réprimer I’expression de p21 et ainsi de contre-carrer ses effets sur le

cycle cellulaire qui se retrouve débloqué.
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Figure 58 : CTIP2 contre-carre les effets de Vpr sur le promoteur de p21

En présence de Vpr, CTIP2 induit sa relocalisation cellulaire dans des structures nucléaires
denses et diminue son recrutement sur le promoteur.

La poursuite du projet va consister a déterminer la nature des différents facteurs du
complexe. Ainsi, il faudrait confirmer que les HDACs sensibles a la TSA présentent sont
bien HDAC 1 et HDAC 2, que SUV39HI1 induit bien le recrutement de protéines HP1 sur
le promoteur de p21 et enfin que les effets observés suite au traitement a la chaétocine
résultent bien d’un effet sur p21 via SUV39HI et non pas uniquement d’un impact du
traitement sur les voies du stress oxydatif induisant le blocage du cycle. Pour cela nous
envisageons I’utilisation d’une lignée cellulaire mutée pour le géne de p21 et de comparer
les effets de la chaétocine dans ces cellulles avec celui précédement observé dans les
cellules sauvages.

Nous chercherons ¢galement a déterminer si les phénoménes de méthylation de I’ADN
peuvent étre impliqués dans les mécanismes de modulation par CTIP2 de la transcription
du geéne de p21. En effet, CTIP2 est capable d’interagir avec les Dnmt et pourait donc

ainsi en les recrutant sur le promoteur moduler le niveau trancritionnel du géne de p21.

Ces résultats ont permis de mettre en évidence que CTIP2 agit a différents niveaux
au cours de I’infection par le VIH-1 afin de favoriser la latence : premiérement, au niveau
de la transcription virale en induisant la formation d’un environnement chromatinien

répresseur ; et, deuxiémement, en réprimant 1’expression de p21, CTIP2 favorise
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¢galement la latence par 1’établissement d’un contexte cellulaire défavorable a
I’expression virale.

Il n’est donc pas a exclure que CTIP2 puisse moduler la transcription d’autres genes pour
induire la latence transcriptionnelle post-intégrative dans ce type cellulaire. Ainsi son
ciblage par les thérapies pourait permettre de bloquer plusieurs effets cellulaires et
transcriptionnels induits par I’infection permettant la latence virale et donc de permettre

un meilleur effet des thérapies actuelles.
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Annexe 1 : Nouvelle nomenclature des enzymes de

modification de la chromatine chez I’'Homme

Démeéthylases

Methyltransférases

Ancienne Nouvelle Ancienne Nouvelle
nomenclature nomenclature nomenclature nomenclature

LSD1/BHC KDMI1 SUV39H1 KMTI1A
JHDM1a/FBXL11 KDM2A SUV39H2 KMTI1B
JHDM1b/FBXL10 KDM2B G9a KMTI1C
JHGM2a KDM3A EuHMTase/GLP KMT1D
JHDM2b KDM3B ESET/SETDB1 KMTIE
JIMID2A/JHDM3A KDM4A CLL8 KMTI1F
JMID2B KDM4B MLLI1 KMT2A
JIMID2C/GASCI1 KDM4C MLL2 KMT2B
JMID2D KDM4D MLL3 KMT2C
JARID1A/RBP2 KDMS5A MLLA4 KMT2D
JARIDI1B/PLU-1 KDMS5B MLL5 KMT2E
JARID1C/SMCX KDM5C hSETI1A KMT2F
JARID1D/SMCY KDM5D hSETI1B KMT2G
UTX KDM6A ASH1 KMT2H
JIMID3 KDM6B SET2 KMT3A
NSDI KMT3B
SYMD?2 KMT3C

DOTIL KMT4
Pr-SET7/8 KMTS5A
SUV4-20H1 KMT5B
SUV4-20H2 KMTS5C

EZH?2 KMT6

SET7/9 KMT7

RIZ1 KMT8
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Acétyltransferases

Ancienne Nouvelle
nomenclature nomenclature

HATI1 KATI
hGCNS5S KAT2A
PAF KAT2B
CBP KAT3A
P300 KAT3B
TAF1 KAT4
TIP60/PLIP KATS
MOZ/MYST3 KAT6A
MORF/MYST4 KAT6B
HBO1/MYST2 KAT7
HMOF/MYST1 KATS8
ELP3 KAT9
TFIIIC90 KATI12
SRC1 KATI13A
ACTR KATI13B
P160 KATI13C
CLOCK KATI13D

Adapté d’apres (Allis et al., 2007).
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CTIP2 : un facteur clé dans I’établissement de la latence

transcriptionnelle post-intégrative du VIH-1

L'expression du VIH-1 est contrdlée par de multiples facteurs cellulaires et viraux. Dans un premier temps, j'ai
mis en évidence 'effet répresseur sur la transcription virale du cofacteur cellulaire CTIP2 lors de la phase précoce de
l'infection. J'ai également démontré l'association de CTIP2 avec un complexe enzymatique contenant HDAC1, HDAC2
et SUV39HI1 afin d'induire un environnement hétérochromatinien autours du promoteur viral et un "silencing" des
genes viraux. CTIP2 induit donc une latence transcriptionnelle post-intégrative dans les cellules microgliales.

Dans la seconde partie de ma thése, j'ai étudié l'influence de ce facteur répresseur de la transcription virale sur les
fonctions de la protéine virale Vpr et plus particuliérement sur l'induction de 1'arrét du cycle cellulaire dans les cellules
infectées. L'expression du geéne de p21 est augmentée lors de l'infection par le VIH-1 et permet le blocage en phase
G2/M; CTIP2 contre-carre cet effet médié par Vpr et l'arrét du cycle cellulaire qui en résulte. J'ai pu mettre en évidence
le recrutement du méme complexe enzymatique par CTIP2 sur le promoteur de p21 pour réprimer son expression que
celui mis en évidence précédemment sur le promoteur viral.

L'ensemble de mes résultats tend & démontrer que CTIP2 est un répresseur constitutif de p21 et un inhibiteur potentiel
des fonctions de Vpr. Les effets anti-VIH de CTIP2 ne se résument sans doute pas seulement a une répression de la
transcription virale, mais il se peut que CTIP2 agisse a différents niveaux au cours de I’infection par le VIH-1 en ciblant

a la fois les génes viraux et cellulaires pour contribuer a la mise en place et au maintient de la latence.

Mots clés : VIH-1, Transcription, CTIP2, Chromatine, Vpr, Cycle cellulaire

CTIP2 : A key factor to induce and maintain the transcriptional post-

integrative latency of HIV-1

HIV-1 expression is controlled by multiple cellular and viral factors. I first described that the cellular cofactor
CTIP2 represses the HIV-1 replication in microglial cells at the first time of the infection. Then I demonstrated that
CTIP2 associates with HDAC1, HDAC2 and SUV39H1 to favour heterochromatic environment close to the HIV-1
promoter and silence viral gene transcription. So, CTIP2 induces transcriptional post-Integrative latency in microglial
cells.
In the second part of my thesis, I investigated the influence of this transcriptional repressor on HIV-1 Vpr function and
specifically on induced cell cycle arrest in infected cells by this viral protein.
Indeed, p21 gene expression is enhanced upon HIV infection and contributes to G2/M phase blocking; CTIP2 impairs
this Vpr-mediated effect and the subsequent cell cycle arrest. I further demonstrated that the first enzymatic complex we
first identified on the HIV-1 promoter was recruited by CTIP2 on p21 promoter to repress its expression.
All together, my results suggest that CTIP2 is a constitutive repressor of the p21 gene promoter and thus, a potent
inhibitor of HIV-1 Vpr function. I revealed that CTIP2-mediated anti-HIV activity is not restricted to HIV-1 gene
transcriptional silencing but results from conjunctions of multiple repressive activities targeting the viral and the cellular

genomes to induce and maintain the post-integrative latency.

Key words: HIV-1, Transcription, CTIP2, Chromatin, Vpr, Cell cycle





