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PPT PolyPurine Tract 
PPTc PoluPurine Tract central 
Pr Précurseur polyprotéique 
PR PRotéase 
PRMT Protein R arginine MethylTransferase 
P-TEFb Positive-Transcription Elongation Factor b 
Ptt Pan troglodytes troglodytes 
RAR Retinoic Acid Receptor 
RBD région Binding DNA 
Rcm mangabey à tête rousse 
Région PBS Région Primer Binding Site 
Région R Région Répétée 
Région U3 Région Unique en 3’ 
Région U5 Région Unique en 5’ 
Rev Regulator of expression virion 
RHD Rel Homology Domain 
RISC RNA Induced Silencing Complex 
RT/TI Transcriptase Inverse 
RTC Reverse Transcriptase Complex 
RXR Retinoid X Receptor 
SAHA SuberoylAnilide Hydroxamic Acid 
SAM S-adénosyl-méthionine 
SANT SWI3, ADA2, NCOR, and TFIIB DNA bindind domains 
SET Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste, Trithorax 
shARN small hairpin ARN 
siARN petit ARN interférent 
SIDA Syndrome de l’ImmunoDéficience Acquise 
Sirt Sirtuine 
SIV Simian Immunodeficiency Virus 
Skp-1 S-phase Kinase-associated Protein 1A 
SLIDE SANT like ISWI 
sm sootey mangabey 
SNC Système Nerveux Central 
Sp Specific protein 
STAT Signal Transducers and Activators of Transcription 
SUMO Small Ubiquitin-like Modofier 
SUV Supressor of Variegation 
SWI/SNF SWItching defecting/Suchrose Non Fermenting 
syk singes sykes 
T3R Thyroid hormone 3 Receptor 
TAF3 TATA box binding protein (TBP)-associated factor 
TAK Tat Associated Kinase 
Tat Transcriptional transactivator 
TAR TransActivation Response element 
TCF1 TransCription Factor 1 
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TCR T Cell Receptor 
TFII Transcription Factor of RNA polymerase II 
TLX The human homologue of the Drosophila tailless gene 
TNF Tumor Necrosis Factor 
TPA Tetradecanoyl Phorbol Acetate 
TRBP TAR-Binding Protein 
TRIM TRIpartite Motif 
TSA Trichostatine A 
Tsg101 Tumor susceptibility gene 101 
USF-1 Upstream Stimulating Factor-1 
VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule-1 
Vif Viral infectivity factor 
VIH Virus de l’Immunodéficience Humaine 
Vpu Viral protein u 
Vpr Viral protein r 
VSV Vesicular Stomatitis Virus 
WDR5 WD repeat domain 5 
YY1 Ying Yang 1 
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Chapitre 1 : Le virus de l’immunodéficience humaine 
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1 Le virus de l’immunodéficience humaine : un peu d’histoire 

 

En 1981, Gottlieb et al., décrivent pour la première fois un syndrome retrouvé chez 5 patients 

de Los Angeles. Il associe une immunodéficience sévère accompagnée d’une pneumonie due 

à Pneumocistis Carinii ou d’autres maladies rares telles que le sarcome de Kaposi. Très 

rapidement, les cliniciens français commencent à observer des cas similaires (Gottlieb et al., 

1981). 

En 1983, les premières évidences que le virus isolé ne fait pas partie de la famille des HTLV-

1 (Human T-Lymphotropic Virus -1) sont affirmées (Barre-Sinoussi et al., 1983). Il s’agit 

d’un rétrovirus différent baptisé LAV (Lymphadenopathy-Associated Virus).  

En 1984, le groupe de recherche français dirigé par Montagnier et le groupe américain dirigé 

par Gallo, publient des papiers similaires qui établissent, avec des évidences virologiques et 

épidémiologiques, que le virus nommé VIH (Virus de l’Immunodéficience Humaine) est 

l’agent infectieux responsable du SIDA (Syndrome de l’Immunodéficience Acquise).  

Le clonage du VIH (Alizon et al., 1984) et son séquençage en 1985 (Wain-Hobson et al., 

1985) prouvent définitivement que le virus appartient à la famille des rétrovirus, et plus 

précisément à la famille des lentivirus. Un test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay) permettant le dépistage du VIH est mis au point. Il est obligatoire pour tous les dons 

du sang évitant ainsi un grand nombre de contaminations (Silberner, 1985). 

Le VIH-2 est isolé pour la première fois chez des individus d’Afrique de l’ouest en 1986 

(Clavel et al., 1986). La séquence du VIH-2 est publiée par Franchini (Franchini et al., 1987), 

et son test de dépistage est développé par l’Institut Pasteur de Paris.   

La première drogue découverte et efficace contre le VIH est l’inhibiteur de réverse 

transcriptase azidovudine ou AZT (Frick et al., 1988; McLeod and Hammer, 1992). Elle est 

admise par la FDA (Food and Drug Administration) en mars 1987 comme la première 

molécule antirétrovirale. 

Il faut attendre 1991, pour qu’une nouvelle molécule, le didanoside ou Videx  soit approuvé 

par la FDA. Il fait partie, tout comme l’AZT, de la famille des INTI (Inhibiteurs 

nucléosidiques de la transcriptase inverse). 

La monothérapie montre ses limites en 1994, mais, malgré tout, l’AZT permet de diminuer le 

pourcentage de transmission néonatale de 25,5% à 8,3% (Connor et al., 1994). 

La cristallisation de la protéase du VIH a permis le développement d’une nouvelle classe 

d’inhibiteur : les inhibiteurs de la protéase approuvés par la FDA en 1995 (Dorsey et al., 

1994; Vacca, 1994). L’existence des réservoirs latents est mise en évidence « in vitro » (Chun 

et al., 1995). 

Les corécepteurs CCR5 (Chemokine (C-C motif) Receptor 5) nécessaires à l’entrée du virus 

dans la cellule sont découverts (Cohen, 1996; Deng et al., 1996). C’est également en 1996, 
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que la FDA approuve le premier inhibiteur non nucléosidique de la réverse transcriptase 

(INNTI) (Genin et al., 1996). 

Les effets bénéfiques des bi et trithérapies ainsi que des inhibiteurs de protéase sont publiés 

en 1997 (Hammer et al., 1997; Hirsch et al., 1999). La présence de foyers infectieux 

persistants malgré les thérapies est mise en évidence (Chun et al., 1997b; Finzi et al., 1997; 

Wong et al., 1997), et la découverte de la précocité de la mise en place des réservoirs est 

démontrée (Chun et al., 1998). Les multithérapies induisent une diminution de la charge 

virale et de la mortalité. Mais elles ont également des limites, telles que le développement de 

résistances, et entrainent des complications métaboliques (Safrin and Grunfeld, 1999). 

En 1999, apparait l’utilisation de molécules (telles que l’IL-2) en plus de la trithérapie dans le 

but d’éradiquer le VIH des patients infectés (Kulkosky et al., 2002). 

En 2001, les médicaments génériques sont commercialisés dans les pays en voie de 

développement. 

En 2002, la certitude que l’éradication des  réservoirs est impossible par les traitements 

actuels est publiée ; une plus grande compréhension des mécanismes mis en jeu dans la 

latence est nécessaire afin de développer de nouvelles stratégies (Pomerantz, 2002). 

L’année 2003 voit apparaitre une nouvelle classe d’agents thérapeutiques connue sous le nom 

d’inhibiteurs de fusion tels que le T20 (Burton, 2003). C’est également en 2003, que la 

première phase 3 d’essais cliniques pour un vaccin a été menée à terme. Malheureusement, il 

n’a pas été montré de protection (Cao et al., 2003). 

En 2007, une nouvelle classe d’agents thérapeutiques est mise sur le marché. Il s’agit du 

Maraviroc qui bloque l’entrée du virus via les corécepteurs CCR5.  

Enfin, les essais cliniques en phase 2 du vaccin V520 sont arrêtés par Merck. Les sujets 

traités par le vaccin semblent plus sensibles à l’infection que les sujets contrôles traités avec 

un placebo. 

 

2 Le SIDA aujourd’hui 

 

Malgré les progrès de la recherche biomédicale, ainsi que l’implication d’organisations telles 

que l’ONUSIDA (Programme Commun des Nations Unies sur le VIH/SIDA), le SIDA reste 

un problème de santé publique. Les progrès réalisés par certains pays dans la lutte contre 

leurs épidémies nationales ne sont ni homogènes ni suffisants pour garantir l’avenir de 

l’épidémie ; les actions menées doivent être accentuées afin de permettre un accès universel à 

la prévention, aux traitements et aux soins. 

D’après les données 2007 de l’ONU (Organisation des Nations Unies), le pourcentage 

mondial de personnes vivant avec le VIH s’est stabilisé depuis 2000, mais à un niveau que 

l’on ne peut accepter. En effet, 33 millions de personnes vivent avec le VIH en 2007 ; dont 
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67% (et 72% des décès dus au VIH) sont en Afrique subsaharienne. Cette région reste donc, 

malgré les efforts réalisés, la région la plus gravement touchée par l’épidémie.  

Le nombre annuel de nouvelles infections a diminué de 10 % en 7 ans, passant de 3 millions 

en 2001 à 2,7 millions en 2007. Cependant, on voit apparaître une augmentation du nombre 

de personnes vivant avec le VIH, du fait de l’accès aux trithérapies et à leurs effets 

bienfaisants, mais également à cause des erreurs d’estimations de la prévalence et de 

l’augmentation des infections dans certains pays (Kenya) (figure 1A). 

Afin d’inverser le cours de l’épidémie, il faut absolument prévenir les nouvelles infections à 

VIH. Pour cela, il ne faut pas abandonner les stratégies de prévention existantes. Des progrès 

majeurs ont notamment été réalisés dans la prévention de la transmission mère-enfant. Les 

traitements antirétroviraux, dispensés aux femmes séropositives enceintes, permettent de 

diminuer cette transmission du VIH (figure 1B). 

Enfin, il semblerait que le nombre de personnes bénéficiant d’un traitement dans les pays à 

revenus faibles et intermédiaires a été multiplié par 10 en 6 ans, pour atteindre 3 millions de 

personnes en 2007.  

De grands progrès ont donc été réalisés dans la lutte contre le VIH, cependant, la recherche 

biomédicale a encore son rôle à jouer, afin de proposer, dans les années à venir, de nouvelles 

stratégies thérapeutiques. 
 B. Pourcentage de femmes enceintes séropositives au 

VIH recevant un traitement antirétroviral, 2007 A. Prévalence du VIH en 2007 en % 
 

 

Figure 1 : Le VIH dans le monde 
 
A. Carte de prévalence du VIH en 2007 dans le monde. D’après Unaids. 
 
B. Carte de répartition de l’accès aux thérapies des femmes enceintes séropositives en 2007 dans le 
monde. D’après Unaids. 
 

3 Les origines du VIH 

 

Les virus VIH-1 et VIH-2 sont le résultat de plusieurs transmissions inter-espèces entre les 

primates et les humains. Récemment, il a été démontré que l’origine géographique du VIH-1 

se situerait au Cameroun. En effet, les souches ancestrales des sous-types M et N du VIH-1 
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persistent dans les populations de chimpanzés (Pan troglodytes troglodytes) dans le sud du 

Cameroun (Takehisa et al., 2009) (figure 2B). Ainsi, l’apparition du virus chez l’homme 

aurait pour origine le braconnage et, surtout, le dépeçage et la consommation de viande. Le 

SIVcpz (Simian Immunodeficiency Virus) a pu infecter en trois occasions différentes 

l’Homme, donnant naissance au VIH-1 (Gao et al., 1999) (figure 2A). Les gorilles (Gorilla 

gorilla gorilla) sont infectés par un SIVgor très proche du SIVcpz et du VIH-1. Les 

chimpanzés sembleraient être la source du SIVgor. Ce dernier pourrait être un intermédiaire 

entre les chimpanzés et l’Homme, et aurait pu engendrer le sous-type O (Takehisa et al., 

2009; Van Heuverswyn et al., 2006). 

Le VIH-2 a pour origine le SIVsm, trouvé dans les mangabey couronnés (Cercocebus atys), 

et serait le résultat d’au moins 8 infections différentes (Santiago et al., 2005). 
 

A. B. 

 
(Heeney et al., 2006) avec modifications (Flint et al., 2000) 

Figure 2 : Les origines du VIH-1 
 
A. Les différentes hypothèses de l’adaptation du SIV à l’Homme. Les singes représentent un 
intermédiaire qui a permis au SIV d’évoluer et de s’adapter à l’infection des Hommes. 
rcm : mangabey à tête rousse ; gcn : cercopithèque hocheur ; cpz : chimpanzé (en captivité) 
B.Arbre phylogénétique des différents types de VIH et de SIV.  
cpz : chimpanzé ; sm : sootey mangabey : agm : singes verts d’Afrique ; syk : singes sykes ; mnd : 
mandryll 
 

4 Le VIH 

Le VIH, qui est l’agent étiologique du SIDA, fait partie de la famille des rétroviridae. Il 

possède à ce titre toutes les caractéristiques de cette famille de virus. 
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Les rétrovirus se distinguent par une capside en forme de cône, la présence de la transcriptase 

inverse et de la bicouche lipidique, et enfin par une structure permettant l’ancrage de 

protéines étrangères. 
 

 

Figure 3 : Schéma d’une particule virale 
 
La particule virale porte à sa surface les protéines gp120 et gp41 nécessaire à sa fusion avec la cellule 
hôte. Elle renferme l’ARN génomique et tous les composants nécessaires à l’infection de la cellule cible. 
 

Les virions matures ont une morphologie sphérique de 80 à 120 nm de diamètre et sont 

constitués d’une membrane lipidique dans laquelle sont enchâssées des spicules. L’enveloppe 

entoure la matrice et une nucléocapside en forme de cône. La nucléocapside comporte le 

génome viral composé de deux molécules d’ARN monocaténaires, la protéase virale, la 

réverse transcriptase, l’intégrase, et les protéines virales Vpu, Vif, Vpr et Nef, plus quelques 

facteurs cellulaires (figure 3). 

 

4.1 L’enveloppe 

 

D’origine cellulaire, elle est composée d’une bicouche lipidique dans laquelle sont enchâssés 

72 spicules. Chaque spicule est constituée de trois glycoprotéines transmembranaires (gp41) 

liées de manière non covalente à un trimère de la glycoprotéine de surface (gp120) (Lu et al., 

1995). 

 

4.2 La matrice 

 

La matrice, qui tapisse la face interne de l’enveloppe, est formée par oligomérisation de la 

protéine de matrice (MA, p17). Sa partie N-terminale myristillée lui permet de se lier à 

 23



l’enveloppe virale. Cette protéine est très importante, car elle possède différents rôles au 

cours du cycle viral :  

 Elle facilite la migration du complexe de transcription inverse vers le noyau 

 Elle participe à l’intégration 

 Elle est importante pour l’assemblage des virions en permettant l’incorporation de la 

gp41 et de la gp120 dans l’enveloppe virale (pour revue (Bukrinskaya, 2007)). 

 

4.3 La capside 

 

La capside virale, renfermant la nucléocapside ainsi que diverses protéines virales et 

cellulaires impliquées dans le cycle viral, est composée par un assemblage de protéines p24 

(Frankel, 1996). 

 

4.4 La nucléocapside 

 

La nucléocapside réunit les deux brins d’ARN entre eux et les protège de l’action des 

enzymes cellulaires. Les protéines de nucléocapside (p7) se fixent spécifiquement sur le 

génome viral pour former la nucléocapside. Les protéines de nucléocapsides sont essentielles 

pour l’assemblage viral et possèdent une activité de chaperonnes, en facilitant la conversion 

rapide de l’ADN simple brin en ADN double brin lors la transcription inverse (Tsuchihashi 

and Brown, 1994) ; pour revue(Thomas and Gorelick, 2008). 

 

4.5 Les protéines encapsidées 

 

Les particules virales contiennent de nombreuses protéines virales nécessaires à différentes 

étapes du cycle cellulaire : la transcriptase inverse (RT, p66 et p51), l’intégrase (IN, p32), la 

protéase (PR, p11), la protéine p6, les peptides p1 et p2 et les protéines dites accessoires Vpr, 

Vif et Nef. De plus, de nombreuses protéines cellulaires sont incorporées dans les virions tels 

qu’ICAM-I qui augmente l’infectivité du virus probablement en stabilisant la liaison du virus 

aux cellules cibles (Tardif and Tremblay, 2003) ; la lysyl-ARNt-synthétase qui est nécessaire 

à l’incorporation de l’ARNt3Lys (Guo et al., 2003) ; la cyclophylin A requise pour une 

infectivité optimale (Franke et al., 1994; Thali et al., 1994) ; l’actine importante pour 

l’assemblage des virions ; l’ubiquitine impliquée dans l’ubiquitinylation de Gag qui pourrait 

être importante pour l’assemblage des particules virales (Martin-Serrano, 2007; Ott et al., 

2000), les tétraspanines qui sembleraient jouer un rôle dans l’assemblage et le 

bourgeonnement des virions (Campbell et al., 2001; Ono and Freed, 2001) ; pour revue(Ott, 

2008). 
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4.6 Le génome viral 

 

Le génome viral est composé de deux brins d’ARN de polarité positive homologues 

d’environ 9,4 kb chacun et code  pour 16 protéines. Il est constitué de 3 gènes de structures, 

gag, pol, env, codant pour des protéines nécessaires à tous les rétrovirus, et de 6 gènes codant 

pour des protéines régulatrices (tat et rev) et des protéines accessoires (vif, vpr, vpu et nef) 

(McCune, 1991). 

Après la transcription inverse, on retrouve de part et d’autre du génome viral une région non 

codante longue et répétée nommée LTR pour Long Terminal Repeat (Marcello et al.) ; 

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

Le génome viral contient les gènes codant pour les protéines de structures, les protéines accessoires et les 
enzymes nécessaires à l’infectivité du virus. Les régions codantes sont entourées par deux régions non 
codantes LTR (Long Terminal Repeat) en 5’ et en 3’ comprenant chacune les régions U3, R et U5. 

 

4.6.1 Les régions non codantes 

4.6.1.1 La région non codante en 5’ 

 

La région non codante en 5’ est composée de quatre régions :  

 Une coiffe qui protège l’ARN de la dégradation par les exonucléases 

 Une région R (répétée) constituée de deux motifs impliqués dans la transcription des 

gènes viraux, la TAR (Transactivation Response Element) nécessaire à la transactivation des 

gènes viraux médiée par Tat et le signal de polyadénylation 

 Une région U5 
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 Une région PBS (Primer Binding Site) qui sert d’amorce lors de transcription inverse 

en fixant l’ARNt3lys. 

La région leader englobe une partie de la région U5 et de la séquence PBS et semble très 

structurée (Clever et al., 2002). Elle est composée de quatre motifs en tiges boucles impliqués 

dans différents processus. SL1 est important pour les mécanismes de dimérisation de l’ARN 

génomique (Paillart et al., 2004), SL2 pour l’épissage (O'Reilly et al., 1995) et SL3 pour 

l’encapsidation (Berkowitz et al., 1993). 

 

4.6.1.2 La région non codante en 3’ 

 

Subdivisée en 2 régions : U3 et R, elle est identique à celle trouvée en 5’. 

 

4.6.2 Les régions codantes 

 

Le génome viral d’une longueur de 9.4 kb code pour trois gènes structuraux communs à tous 

les rétrovirus : 

 gag (group specific antigen) : synthétisée initialement sous forme d’un précurseur 

polyprotéique, le Pr55Gag, il donne naissance, grâce à l’action de la protéase qui le clive après 

le bourgeonnement hors de la cellule, aux protéines de la matrice (p17), de la capside (p24), 

de la nucléocapside (p7) et à la protéine p6. Il génère également deux peptides p1 et p2 

(Henderson et al., 1990). 

 pol (polymérase) : un décalage du cadre de lecture à la fin du gène gag permet la 

synthèse d’un précurseur Gag-Pol, Pr160Gag-Pol (Jacks and Varmus, 1985). Incorporé dans les 

virions immatures, il conduit à la libération des enzymes virales sous leur forme active : la 

protéase (PR), la transcriptase inverse (RT) et l’intégrase (IN) ; pour revue (Hill et al., 2005). 

 env (enveloppe) : code pour la protéine gp160, un précurseur clivé enzymatiquement 

par la protéase cellulaire (furine) pour donner les protéines constitutives des spicules : gp41 et 

gp120. 

 

Le génome du VIH-1 code également pour deux protéines régulatrices, Tat (transcriptional 

transactivator) et le régulateur de l’expression virale, Rev : 

 Tat (p14) : Tat et son cofacteur cellulaire P-TEFb coopèrent pour se lier avec une 

grande affinité à la TAR (Berkhout et al., 1989), permettant à l’ARNpolII (ARNpolymérase 

II) de produire des transcrits viraux complets (Benkirane et al., 1998; Bres et al., 2002; 

Marzio et al., 1998). Tat permet non seulement la régulation de la transcription des gènes 

viraux, mais également la régulation de la transcription de certains gènes cellulaires, comme 

les cytokines (Ehret et al., 2001). De plus, Tat peut être sécrété et cause des dommages aux 

cellules avoisinantes qui ne sont pas nécessairement infectées. Ainsi, il a pu être montré que 
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 Rev (p19) : Rev participe à l’export nucléaire des transcrits non épissés et à leur 

épissage dans le cytoplasme (Chang and Sharp, 1989; Fischer et al., 1994). Rev, protéine de 

116 acides aminés, possèdent une séquence riche en arginine qui sert à la fois de signal de 

localisation nucléaire (NLS) et de région de liaison à l’ARN (RBD) (Bohnlein et al., 1991). 

Cette région est entourée de part et d’autre de séquences nécessaires à la multimérisation 

(Bogerd and Greene, 1993). La séquence riche en leucine, originalement connue comme le 

domaine d’activation, contient la séquence d’export nucléaire (NES) (Fischer et al., 1995). 

Ainsi, la NLS et la NES permettent à Rev d’emprunter les parcours cellulaires pour entrer ou 

sortir du noyau. L’action de Rev nécessite des interactions avec des facteurs cellulaires tels 

que eIF-5A nécessaire à sa transactivation (Ruhl et al., 1993) et l’exportin 1b nécessaire à 

l’exportation des ARNm hors du noyau (Neville et al., 1997), par exemple. 

 

Enfin le génome viral code pour 4 protéines dites accessoires. 

 Nef (negative factor) : Nef est associée à la face cytoplasmique des membranes 

cellulaires. Elle interagit avec la queue cytoplasmique de la molécule CD4, permet le 

recrutement d’AP-2, l’internalisation du CD4 et la dégradation de la molécule par les 

lysosomes. Ainsi, Nef empêche la réinfection des cellules (Chaudhuri et al., 2007; Garcia and 

Miller, 1991; Roeth and Collins, 2006). Nef agit également sur les CMH (Complexe Majeur 

d’Histocompatibilité) de classe I et II en diminuant leur présentation à la surface des cellules 

(Roeth and Collins, 2006; Schindler et al., 2003; Schwartz et al., 1996). Enfin, Nef régule la 

présentation du CD3 (récepteur de la cellule T) (Thoulouze et al., 2006). Nef permettrait 

aussi d’optimiser l’infectivité du virus en facilitant la pénétration du core sur le réseau 

d’actine durant les premières phases de l’infection (Pizzato et al., 2007). 

 vpu : (Viral protein u, p16), présente uniquement chez VIH-1 (Vpx pour VIH-2) 

permet, tout comme Nef, la diminution de la présentation de la molécule CD4 à la surface des 

cellules, en facilitant sa dégradation par le protéasome suite à son ubiquitinylation par Skp-1 

(S-phase Kinase-associated Protein 1A) (Binette et al., 2007; Margottin et al., 1998; Meusser 

and Sommer, 2004). Vpu facilite le bourgeonnement des virus en empêchant la tetherin 

d’agir, responsable de la rétention de particules virales à la membrane cellulaire (Neil et al., 

2008) et en créant un pore Ca2+-dépendant (Ewart et al., 1996). Enfin, Vpu atténue la réponse 

immunitaire en diminuant la présentation des CMH de classe I et II (Hussain et al., 2008; 

Kerkau et al., 1997). 

 vif (Viral infectivity factor, p23) : petite protéine de 192 acides aminés, elle est 

produite en grande quantité dans le cytoplasme des cellules infectées. Elle permet, la 

maturation des virions et diminue la formation de virions défectueux (Hoglund et al., 1994). 

Vif antagonise l’effet antiviral d’APOBEC3G (apolipoprotein BmRNA editing enzyme, 
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 vpr (viral protein r, p15) : au cours du cycle viral, Vpr agit sur différentes étapes du 

cycle viral, en interagissant à la fois avec des protéines virales et cellulaires. Encapsidées 

dans les virions, elle est essentielle dès les premières étapes du cycle cellulaire. Ainsi, elle 

participe à la transcription inverse (Kaminska et al., 2007; Mansky, 1996), à l’import 

nucléaire du PIC (complexe de pré-intégration) (Heinzinger et al., 1994; Le Rouzic et al., 

2002; Vodicka et al., 1998), à la transactivation du promoteur viral (Kino and Pavlakis, 2004; 

Roberts and Green, 1994), au blocage du cycle cellulaire observé dans les cellules infectées et 

au phénomène d’apoptose induit par le virus(Chang et al., 2000; Muthumani et al., 2002; 

Roumier et al., 2002; Watanabe et al., 2000). Vpr agit alors sur les voies de régulation du 

cycle cellulaire mises en jeu lors de la réparation des dommages à l’ADN, provoquant un 

arrêt en phase G2/M. Vpr inhibe l’action du complexe Cdc2/Cycline B régulant le passage en 

G2/M (He et al., 1995; Re et al., 1995), et induit la phosphorylation du variant X de l’histone 

H2 (H2AX) qui marque les zones endommagées de l’ADN (Lai et al., 2005). Vpr interagit 

également avec le complexe DDB1-DCAF-E3 ligase (Damage-specific DNA binding 

protein-DDB1–CUL4A-associated factor-E3 ligase) et empêche ainsi le fonctionnement 

normal de la voie de réparation de l’ADN en accélérant la dégradation des protéines 

cellulaires régulatrices du cycle viral (Dehart and Planelles, 2007; Le Rouzic et al., 2007; 

Wen et al., 2007). 

 

5 La réplication du VIH 

 

Le cycle de réplication du VIH se compose d’une série d’évènements qui peuvent être divisés 

en deux phases : une phase pré-intégrative, allant de l’entrée du virus dans la cellule hôte 

jusqu’à l’intégration de l’ADN proviral au génome cellulaire, et une phase post-intégrative, 

conduisant à la production de nouveaux virions (figure 5). 
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(Thomas and Gorelick, 2008) avec modifications 

Figure 5 : Le cycle viral 
 

Après fusion de la particule virale avec la membrane de la cellule hôte, le génome viral va être rétro-
transcrit pour enfin être intégré dans le génome cellulaire. Après transcription du provirus, et production 
des protéines virales, il va y avoir formation de nouvelles particules virales qui vont bourgeonner au 
niveau de la membrane cellulaire. 

 

5.1 La phase pré-intégrative 

5.1.1 L’entrée du virus dans la cellule hôte 

5.1.1.1 L’importance du récepteur CD4 

 

Dans le milieu des années 1980, il a été clairement démontré que la molécule CD4 est un 

récepteur cellulaire de surface pour le VIH (Dalgleish et al., 1984). En effet, l’attachement 

des virions à la surface cellulaire est possible grâce à une interaction entre les domaines 

extracellulaires de la gp120 et des récepteurs cellulaires. Le site d’interaction sur la molécule 

CD4 avec la molécule gp120 est un petit fragment du domaine N-terminal, qui est 

extracellulaire. La région impliquée pour l’interaction entre CD4 et gp120 est localisée dans 

les domaines conservés C3 et C4 de la molécule gp 120. En effet, la présence de la molécule 

CD4 à la surface des cellules est une condition nécessaire mais non suffisante à l’infection 

par le VIH. Des corécepteurs sont donc nécessaires. 

Lors de la phase post-intégrative de la réplication, des dimères CD4-gp120 se forment de 

manière intracellulaire, migrent vers la membrane plasmique et induisent une diminution de 

la présence de la molécule CD4 à la surface cellulaire. Ce processus rend les cellules 

infectées partiellement résistantes à toute infection supplémentaire. 
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5.1.1.2 Les corécepteurs mis en jeu 

 

La présence des corécepteurs CXCR4 (Chemokine (CXC motif) Receptor) (Feng et al., 1996) 

et CCR5 (Alkhatib et al., 1996; Deng et al., 1996) permet l’infection productive et détermine 

le tropisme des virus. Le récepteur CXCR4 des alpha-chimiokines est typiquement exprimé 

par les cellules T, alors que le récepteur CCR5 des beta-chimiokines est exprimé par les 

cellules T et les macrophages. Ainsi, les souches utilisant le corécepteur CCR5 sont appelées 

R5, celles nécessitant le CXCR4 X4 et enfin les souches utilisant les deux corécepteurs 

X4R5. 

La boucle V3 de la gp120 joue un rôle majeur dans la détermination du tropisme du virus 

(O'Brien et al., 1990). 

 

Les chimiokines sont capables de réprimer la réplication du VIH en provoquant soit une 

internalisation des corécepteurs, soit en les bloquant (Amara et al., 1997; Aramori et al., 

1997). L’importance des corécepteurs est prouvée par le fait qu’une hétérogénéité des allèles 

des corécepteurs peut engendrer une susceptibilité des individus à l’infection. La mutation 

CCR5/32 entraine chez les individus homozygotes une complète résistance à l’infection par 

le VIH (Liu et al., 1996). Une étude récente a pu mettre en évidence l’importance du 

corécepteur CCR5 dans l’infection virale (Hutter et al., 2009). En effet, ces auteurs ont 

démontré chez un patient infecté par le VIH et atteint par une leucémie myéloïde aigue que la 

transplantation de cellules souches comportant la mutation CCR5/32 permettait la non 

résurgence du virus après 20 mois sans thérapie.  

5.1.1.3 Les récepteurs alternatifs d’entrée 

 

Le VIH ne se lie pas uniquement à la molécule CD4, mais est également capable de 

s’attacher à la cellule cible via des récepteurs alternatifs :  

 Les récepteurs du mannose sur les macrophages et les cellules dendritiques 

(Ezekowitz et al., 1989). 

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

integrin) sur les cellules dendritiques (Curtis et al., 1992; de Witte et al., 2008b; Hong et al., 

2002; Wichukchinda et al., 2007). 

 Les héparans sulfates sur les macrophages et les cellules dendritiques (Crublet et al., 

2008; Vidricaire et al., 2007). 

 Les galactosylcéramides (Backhed et al., 2002). 

 Les sulfatides sur les cellules neuronales, par exemple (Harouse et al., 1991). 

 La langerin sur les cellules de Langerhans (de Witte et al., 2007). 

 Les récepteurs Fc sur les cellules de la lignée monocytaire (Jouault et al., 1991; 

Takeda et al., 1990). 
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5.1.1.4 Les mécanismes de fusion membranaire 

 

La fusion membranaire qui a lieu entre la bicouche lipidique de l’enveloppe virale et la 

membrane cellulaire est essentielle au processus de l’infection, car elle permet à la capside 

virale de rejoindre le cytoplasme. Comme mentionné précédemment, la fusion membranaire 

est catalysée par les glycoprotéines gp120 et gp41. Le rôle de la gp120 est d’attacher le virus 

à la cellule hôte via les récepteurs CD4 exprimés à la surface des cellules cibles (Lasky et al., 

1987). Cette interaction entraîne le changement de conformation de la gp120, induisant ainsi 

le déplacement de la boucle hypervariable V3, site de liaison avec les corécepteurs CCR5 ou 

CXCR4. Un dernier changement de conformation de la glycoprotéine gp41 permet 

l’interaction des domaines HR1 et HR2 entre eux, et la formation d’une structure stable de six 

hélices (Doms and Peiper, 1997; Freed et al., 1990). Ainsi, le domaine N-terminal de la gp41, 

encore appelé peptide de fusion, s’insère dans la membrane cellulaire et permet la formation 

du pore de fusion par déstabilisation des membranes, engendrant le transfert de la capside du 

virion vers la cellule (figure 6). Les récepteurs CD4 et les corécepteurs sont concentrés dans 

des zones particulières par un mécanisme faisant intervenir les radeaux lipidiques, les rendant 

ainsi accessibles par le virus dans un endroit restreint (Nguyen et al., 2005). 
 

 
(Matthews et al., 2004) avec modifications 

Figure 6 : Les mécanismes de fusion membranaire 
 
La particule virale s’attache à la cellule cible via une interaction entre les protéines gp120 et CD4. Cette 
interaction induit un changement de conformation de la gp41 qui va permettre le rapprochement du 
virus et de la cellule pour enfin induire l’infection. 
 

5.1.2 La transcription inverse et la décapsidation 

 

Des études récentes tendent à montrer que la décapsidation aurait lieu après la transcription 

inverse, allant à l’encontre des études plus anciennes ; cependant, ce mécanisme reste encore 

controversé. En effet, l’environnement confiné du RTC (complexe de transcription inverse), 
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qui est organisé comme une coquille de molécules de capside (CA) polymérisées, est 

bénéfique voire nécessaire pour une transcription inverse et une maturation du RTC en PIC 

efficace (Arhel et al., 2007). En effet, la formation de l’ADN flap, étant la dernière étape de 

la transcription inverse, elle facilite la maturation de RTC en PIC. De plus, les virus dont les 

cores sont instables présentent une transcription inverse inefficace (Forshey et al., 2002). 

Afin que l’infection virale soit productive, les virus entrés dans la cellule cible par fusion 

membranaire nécessitent une interaction avec le réseau d’actine (Campbell et al., 2004). Les 

complexes de transcription inverse (RTC) provenant directement du core de la particule 

virale entreprennent une migration rapide et saltatoire vers le compartiment nucléaire, via les 

microtubules (Arhel et al., 2006; McDonald et al., 2002). Les RTC transitent des 

microtubules vers les filaments d’actine et migrent à proximité de la membrane nucléaire par 

un mouvement lent (Arhel et al., 2006). Les RTC entrent en contact avec les pores nucléaires 

et la transcription inverse peut commencer (figure 7). 
 

 
(Arhel et al., 2007) avec modifications 

Figure 7 : La phase pré-intégrative : de l’infection à l’intégration du génome viral dans la 
cellule hôte 

 
Après fusion, la capside virale est acheminée à proximité du noyau de la cellule (1-5), où il va y avoir 
transcription inverse au sein de la capside (6) et dégradation de celle-ci pour libérée l’ADN viral 
néosynthétisé (7). Il est alors pris en charge par le complexe de pré-intégration (PIC) qui le transporte 
vers le noyau où il sera intégré à l’ADN génomique. 

 

5.1.2.1 La transcription inverse 

 

Une des caractéristiques des rétrovirus est leur capacité à convertir leur génome ARN 

monocaténaire en un double brin d’ADN entouré par les deux séquences LTR (Long 
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Terminal Repeat). Cette réaction est catalysée par la transcriptase inverse (RT). La 

transcriptase inverse est un hétérodimère composé de 2 sous-unités, une de 66 kDa (p66) et 

une de 51 kDa (p51). C’est une enzyme multifonctionnelle comportant les activités ADN 

polymérase ARN dépendante, ADN polymérase ADN dépendante et l’activité ribonucléase 

H. On dénombre entre 80 et 120 copies de la RT par capside. 

 La transcription inverse est initiée en utilisant comme amorce l’ARNt3lys qui va se lier 

à la séquence PBS (Primer Binding Site) de la région non codante située en 5’. Cette liaison a 

lieu lors du bourgeonnement et de la maturation des particules virales (Ratner et al., 1985). 

La synthèse de l’ADN correspondant aux régions U5 et R commence en 5’ de la molécule 

d’ARN, générant un hybride ARN/ADN (figure 8). 

 L’ARN est dégradé par l’activité ribonucléase H, libérant le brin d’ADN connu sous 

le nom de  « ADN (-) Strong Stop ». 

 En utilisant de courtes régions d’homologie, les régions R, le brin d’ « ADN (-) 

Strong Stop » passe de l’extrémité 5’ à l’extrémité 3’ du génome. Cette étape est appelé le 

premier saut de brin (Kim et al., 1997; Wu et al., 1995). 

 La synthèse du brin d’ADN (-) se poursuit jusqu’à la séquence PBS en utilisant pour 

amorce l’extrémité 3’ du brin d’ « ADN (-) Strong Stop ». 

 L’activité ribonucléase H va ensuite dégrader le génome viral à l’exception de deux 

séquences riches en purines nommées PPT3’ et PPTc. La synthèse du brin d’ « ADN (+) 

Strong Stop » peut commencer en utilisant comme amorce la séquence PPT3’. La synthèse 

du brin d’ADN D(+) nécessite la séquence PPTc en tant qu’amorce. 

 L’activité ribonucléase va ensuite hydrolyser les amorces PPT3’ et PPTc, ainsi que 

l’ARNt3lys, permettant alors à l’ « ADN (+) Strong Stop » de subir le deuxième saut de brin 

et de s’hybrider avec la séquence PBS de l’ADN (-) (Peliska and Benkovic, 1992). Il y a alors 

formation d’une boucle d’ADN matrice pour la synthèse complète des brins « ADN (+) 

Strong Stop »  et D (+).  

 La synthèse du brin « ADN (+) Strong Stop » se termine par un déplacement du brin 

D (+) sur 100 nucléotides environ au niveau de la région CTS (Central Termination Signal) 

(Charneau et al., 1994). 

 Il en résulte la formation d’un brin d’ADN comportant un recouvrement appelé ADN 

flap. Le brin complémentaire est synthétisé par l’activité ADN polymérase ADN dépendante 

de la transcriptase inverse. 

La formation de l’ADN flap facilite la maturation des RTC en PIC avant la translocation de 

l’ADN viral via les pores nucléaires (Arhel et al., 2007). 

La transcriptase inverse doit réaliser des sauts d’une matrice à une autre, impliquant une 

faible affinité entre la transcriptase inverse et la matrice (Temin, 1993). Une conséquence 

directe est que si les molécules d’ARN d’un virion ne sont pas identiques, il peut résulter de 

la transcription inverse un nouveau recombinant d’ADN viral. Le taux important de 
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recombinaison génétique ainsi que le taux de mutation de la transcriptase inverse résultent en 

une population de virus très hétérogènes (Mansky and Temin, 1995). Le virus est alors 

capable de s’évader du système immunitaire et de développer des résistances aux traitements. 
 

 
(Mougel et al., 2009) avec modifications 

Figure 8 : La transcription inverse 
 
La transcription inverse permet la production de l’ADN proviral qui sera ensuite intégré à l’ADN de la 
cellule hôte. 

 

5.1.2.2 La décapsidation 

La translocation via le pore nucléaire implique nécessairement une étape de maturation du 

RTC en PIC qui ne contient plus de protéine p24. La décapsidation est un phénomène encore 

mal connu. Une des hypothèses, avancée par Arhel et al, est que la décapsidation serait la 

conséquence d’un changement morphologique majeur du RTC suivant la formation de 

l’ADN flap, et qui ne serait plus compatible avec la présence de la capside.  

 

5.1.3 L’import nucléaire 

 

Après la décapsidation, le complexe de pré-intégration comprend l’ADN double brin (ADNc 

flap), des protéines de la matrice (MA), de la nucléocapside (NC), de l’intégrase (IN), de la 

transcriptase inverse (RT), la protéine Vpr ainsi que de certaines protéines cellulaires comme 

HMG-1 (Farnet and Bushman, 1997), le polypeptide 2 associé à la lamine (Lamina 

Associated Polypeptide 2 LAP2a) (Suzuki et al., 2004), le facteur LEDGF/p75 (Lens 

Epithelium Derived Growth Factor) (Llano et al., 2004; Vandegraaff et al., 2006) et le facteur 
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limitant d’auto-intégration (Barrier to Autointegration Factor BAF) (Lin and Engelman, 

2003). 

Dans les cellules se divisant, le PIC peut atteindre facilement l’ADN grâce à la dissociation 

de la membrane nucléaire (Lewis et al., 1992; Roe et al., 1993). Comme tous les lentivirus, le 

VIH est capable d’infecter les cellules ne se divisant pas, telles que les macrophages. Pour le 

passage de la membrane nucléaire, il utilise les pores nucléaires actifs (Sherman et al., 2003). 

La protéine Vpr semble jouer un rôle important dans l’import nucléaire, en permettant le 

recrutement du PIC à la membrane nucléaire à proximité des complexes de pores nucléaires 

(Vodicka et al., 1998). En effet, Vpr s’associe aux nucléoporines (Popov et al., 1998) et 

interagit avec hCG1 (Le Rouzic et al., 2002) (figure 9). 

L’ADN flap, ainsi que les protéines de la matrice et l’intégrase contiennent des séquences  

NLS (Nuclear Localisation Sequence) leur permettant d’interagir avec l’importine- 

(Bukrinsky and Haffar, 1999; Haffar et al., 2000) (figure 9). L’importine- reconnait son 

ligand l’importine-. Cette association permet d’activer leur transport ainsi que des protéines 

associées à l’intérieur du noyau (Fassati et al., 2003; Gallay et al., 1996). De plus, il 

semblerait que l’importine 7 faciliterait l’import nucléaire (Zaitseva et al., 2009). 

 

 

 
(Suzuki and Craigie, 2007) avec modifications 

Figure 9 : L’import nucléaire 
 
Vpr permet le recrutement du PIC à la membrane nucléaire grâce à une interaction avec les 
nucléoporines. L’intégrase et la matrice vont ensuite interagir avec l’importine permettant le passage du 
PIC par le pore nucléaire. 
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5.1.4 L’intégration  

 

Suivant l’import nucléaire du PIC, l’intégrase va catalyser l’insertion de l’ADN viral double 

brin dans le chromosome de la cellule hôte. L’ADN intégré est appelé provirus. 

Le processus d’intégration commence dans le cytoplasme avant l’import nucléaire. 

L’intégrase va reconnaitre un fragment d’ADN de 20 paires de bases situé aux extrémités 3’ 

des séquences LTR. Elle clive alors le dinucléotide GT sur les deux brins d’ADN, générant 

ainsi une moléculaire d’ADN bicaténaire, aux extrémités portant un groupement hydroxyle 

(Farnet and Haseltine, 1990). 

Dans un deuxième temps, dans le noyau, l’intégrase va cliver l’ADN de la cible et procéder à 

une réaction de transestérification entre les extrémités 3’ hydroxyles (OH) de l’ADN viral et 

les 5’ phosphates de l’ADN cellulaire. La dernière étape de l’intégration permet le clivage 

des nucléotides non associés et la réparation du double brin d’ADN par des enzymes 

cellulaires (Yoder and Bushman, 2000) (figure 10 ). 

 

 
(Yoder and Bushman, 2000) avec modifications 

Figure 10 : Mécanisme d’intégration du génome viral au génome cellulaire 
 

L’intégrase permet l’intégration du génome viral au génome cellulaire via des étapes de 
transestérification et d’attaque nucléophile. Des enzymes cellulaires catalysent alors la réparation de 
l’ADN, et le génome viral sera régulée et exprimé de la même manière que les gènes cellulaires. 

 

L’intégration serait facilitée par des facteurs cellulaires contenus dans le PIC, tels que BAF 

(barrier to autointegration) qui agirait de manière indirecte. HMG-1 (High Mobility Group 1) 

faciliterait la liaison de l’ADN cible et de l’ADN viral (Hindmarsh et al., 1999). LEDGF 
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(Lens-Epithelium-Derived Growth Factor, p75) permet un meilleur attachement du PIC à 

l’ADN chromosomal (Bartholomeeusen et al., 2009; Cherepanov et al., 2003). 

LEDGF/p75 est une protéine nucléaire qui pourrait agir comme un facteur permettant de 

retenir les complexes de pré-intégration sur la chromatine. En effet, LEDGF/p75 attache 

l’intégrase au niveau de la chromatine, la protège de la dégradation et influence le site 

d’intégration du provirus (pour revue (Poeschla, 2008)). Ce facteur très important pour 

l’intégration sert de cible pour l’élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

 

Initialement, on pensait que le site d’intégration du provirus se trouvait dans des zones 

hétérochromatiniennes. Des travaux plus récents ont pu montrer que le provirus s’intégrait de 

manière préférentielle dans des régions transcriptionnellement actives (Han et al., 2004). 

Ainsi, sur 74 sites d’intégration, 93% se trouvaient dans des zones transcriptionnellement 

actives.  

 

5.2 La phase post-intégrative 

5.2.1 L’expression de l’ADN proviral 

 

Suite à l’intégration du provirus dans l’ADN génomique de la cellule hôte, le génome viral 

parasite la machinerie transcriptionnelle pour son expression. La transcription des gènes 

viraux se déroule en deux étapes :  

 Une phase précoce sous le contrôle de facteurs cellulaires 

 Une phase tardive transactivée par le facteur viral Tat. 

Les transcrits obtenus seront épissés pour servir d’ARN messagers, soit incorporés dans de 

nouvelles particules virales en tant qu’ARN génomique. Les ARN génomiques servent 

également d’ARNm pour la production des protéines Gag et Gag-Pol. Les ARN produits 

seront exportés dans le cytoplasme grâce à la fonction de Rev, capable de traverser la paroi 

nucléaire via ces séquences NLS et NES (Chang and Sharp, 1989; Fischer et al., 1994). 

La régulation de la transcription des gènes viraux fera l’objet d’un chapitre à part entière. 

 

5.2.2 La production de nouveaux virions 

5.2.2.1 L’assemblage et le bourgeonnement 

 

Les nouveaux virions produits sont immatures. Le précurseur Pr55Gag est lié à la membrane 

virale via le domaine N-terminal codant pour la matrice. Ce domaine myristoylé (M) va 

ancrer la protéine Pr55 Gag grâce au groupement myristoyl qui s’enchâsse dans la bicouche 

lipidique. La particule immature est alors stabilisée par des interactions entre les précurseurs 

Pr55 Gag. Cette multimérisation est possible grâce au domaine d’interaction situé en C-

terminal du domaine codant pour la capside et par le peptide p1 (I). Ces domaines contenant 
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des doigts de zinc vont également permettre la liaison des précurseurs à l’ARN viral 

(Sandefur et al., 2000). Enfin, le précurseur Pr55 Gag possède un domaine facilitant le 

détachement des virions de la membrane plasmique lors du bourgeonnement (L) (Freed, 

1998) (figure 11). 

La production de nouveaux virions se déroule en plusieurs étapes :  

1. la multimérisation des précurseurs Pr55 Gag 

2. la liaison des complexes Pr55 Gag à l’ARN 

3. le transport des complexes Pr55 Gag -ARN, Gag-Pol, Gag-pr55 Gag et Env au niveau 

des radeaux lipidiques ; ce complexe de préassemblage contient les protéines virales Vif et 

Vpr ainsi que des facteurs cellulaires tels qu’APOBEC3G (Bukrinskaya, 2007). 

Le bourgeonnement des virions peut se faire selon les types cellulaires soit à la membrane 

plasmique, soit au niveau des endosomes suite à leur fusion grâce à la machinerie ESCRT 

(Endosomal Sorting Complexes Required for Transport) qui interagit avec Tsg101 (Tumor 

susceptibility gene 101) lié au domaine L de Pr55 (Gould et al., 2003; Langelier et al., 2006). 

 

 
(Ganser-Pornillos et al., 2008) 

Figure 11 : Le précurseur Pr55Gag 
 
MA : Matrice ; CA : Capside ; NC : Nucléocapside ; p : peptide  
 

5.2.2.2 La maturation des virions 

 

Peu de temps après la libération des particules virales, Pr55Gag et Pr160Gag-Pol sont clivées par 

la protéase pour donner naissance aux protéines structurales (MA, CA, NC, p1, p2 et p6) et 

aux enzymes virales (IN et RT). En effet, Pr160Gag-Pol dimérise pour conduire à une protéase 

active, qui sera libérée par un mécanisme autocatalytique (Debouck et al., 1987). Enfin, les 
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protéines de la capside forment le « core » de la particule virale (Briggs et al., 2004) et les 

protéines de la matrice s’organisent pour donner l’enveloppe interne. Les particules virales 

ainsi formées sont viables et infectieuses (figure 12). 

 
 A. B. 

 
(Ganser-Pornillos et al., 2008) 

Figure 12 : La maturation des virions 
 
A. La particule virale avant maturation. Les précurseurs polyprotéiques sont organisées de manière 
radiale.(Rowland-Jones, 2003) 
B. La particule virale après maturation. La protéase virale libérée par autocatalyse va permettre la 
maturation de la particule virale en clivant les précurseurs polyprotéiques. 
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Chapitre 2 : La pathogénèse virale 
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1 Evolution clinique de la maladie 

 

L’évolution de la maladie peut se découper en trois phases : la phase de primo-infection, la 

phase asymptomatique et la phase SIDA (figure 13). 
 

 
(Rowland-Jones, 2003) avec modifications 

Figure 13 : Les phases cliniques de l’infection par le VIH-1 
 
Le taux de lymphocytes T CD4+ circulants dans le sang est sujet à variation lors de l’infection à VIH. Ces 
variations vont permettre de caractériser les différentes phases de l’infection : la primo-infection, la phase 
asymptomatique et le stade SIDA. 
 

1.1 La primo-infection 

 

La primo-infection englobe la période allant de l’infection à la mise en place d’une réponse 

immunitaire et la production d’anticorps anti-VIH : on parle de séroconversion. Elle peut 

s’accompagner de manifestations cliniques très proches de la mononucléose infectieuse ou 

passer totalement inaperçue (Cooper et al., 1985). Lors de cette période, qui dure de 3 à 6 

semaines, on observe une réplication exponentielle du virus, allant jusqu’à 10 milliards de 

virus produits par jour. Ceci a pour conséquence une chute rapide et transitoire du taux 

plasmatique de lymphocytes T CD4+. On observe par la suite la mise en place de la réponse 

immunitaire et un redressement du taux de lymphocytes T CD4+, qui redevient quasi-normal. 

C’est également au cours de cette phase que l’on voit la mise en place des réservoirs viraux 

insensibles aux traitements actuels (Chun et al., 1997a; Chun et al., 1998). 
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1.2 La phase asymptomatique 

 

La phase asymptomatique se caractérise par une absence de symptômes cliniques, dont la 

durée peut varier de 6 à 11 ans. Malgré une réplication virale intense, le renouvellement 

constant des cellules immunitaires permet le contrôle de la charge virale. Cependant, cette 

phase est de courte durée, puisque les cellules immunitaires vont finir par décliner. Il en 

résultera une augmentation progressive de la charge virale et la submersion du système 

immunitaire. 

Chez certains patients, cette phase peut être beaucoup plus longue, soit 15 à 20 ans : on parle 

de patients non-progresseurs à long-terme ou long-term non-progressors (LTNP). Les causes 

de ce phénomène ne sont pas encore élucidées, mais il semblerait que ces personnes 

disposent d’une réponse immunitaire plus active, leur permettant ainsi de maintenir leurs taux 

de cellules T (Lambotte et al., 2005; Lambotte and Delfraissy, 2006; Rodes et al., 2004; Saez-

Cirion et al., 2007). 

 

1.3 Le stade SIDA 

 

Le déclin de la réponse immunitaire et le déclin des lymphocytes T plasmatiques, dont la 

concentration passe sous le seuil de 200 cellules/mm3, entraîne une très forte augmentation de 

la virémie. Ainsi, l’organisme rencontre des pathogènes face auxquels il n’est plus en mesure 

de se défendre et développe des maladies dites opportunistes (infection à CMV 

(cytomégalovirus), des candidoses) et des tumeurs d’origine virale (syndrome de Kaposi). On 

observe également, chez certains patients, des démences liées à la destruction des cellules 

neuronales. 

En l’absence de traitement, les maladies opportunistes conduisent à la mort du patient dans 

un délai de 1 à 3 ans. 

 

2 Les différentes voies d’entrées du virus dans l’organisme 

2.1 Les différentes modes de transmission (figure 16) 

2.1.1 La voie sexuelle 

 

Elle concerne autant les couples hétérosexuels que les couples homosexuels. Le VIH peut 

pénétrer les muqueuses génitales ou ano-rectales par des brèches ou des sites d’inflammation, 

au sein desquelles il pourrait infecter les cellules de Langerhans et les cellules dendritiques 

pour ensuite être disséminé dans l’organisme (Hladik and McElrath, 2008) ; (figure 14). 

 44



 

 
(Hladik and McElrath, 2008) avec modifications 

Figure 14 : La transmission par les voies sexuelles 
 

Le virus pénètre les muqueuses par des brèches ou des sites d’inflammation où il pourra infecter les 
cellules dendritiques et les cellules de Langerhans, mais également les macrophages qui ne sont ici pas 
représentés, pour être ensuite disséminé dans l’organisme. 
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2.1.2 La voie sanguine 

 

Elle intervient dans les trois cas de figure suivants : on peut citer la contamination de 

seringues chez les toxicomanes, la contamination accidentelle du personnel de santé et enfin 

la contamination lors de transfusions sanguines. La mise en place de dépistage systématique 

des dons de sang et de plasma ont rendus cette dernière possibilité quasi-impossible. 

 

2.1.3 Materno-fœtale 

 

Plus de 90% des enfants infectés le sont suite à une transmission materno-fœtale. La 

transmission materno-fœtale peut être le résultat d’une transmission in utero, d’une 

transmission périnatale (durant la naissance), ou d’une transmission post-natale qui intervient 

souvent par l’allaitement. Outre la transmission du VIH, cela peut entrainer, la mort du fœtus, 

mais aussi de graves malformations congénitales. Certains facteurs de risques semblent 

influencer le taux de transmission mère-enfant : la présence d’autres infections virales, la 

charge virale, le type d’infection, les procédures obstétricales et l’allaitement. 

 

La transmission in utero :  

Lors de la grossesse, on observe un amincissement, voire des lésions, de la barrière 

placentaire, facilitant ainsi le passage de cellules infectées et de virus libre dans la circulation 

sanguine du fœtus. L’infection se ferait via les cellules trophoblastiques qui seraient soit 

infectées par le VIH, soit par le passage de virions directement par transcytose (Vidricaire 

and Tremblay, 2004) ; (figure 15). 

 

 
(Vidricaire and Tremblay, 2004) 

Figure 15 : Les mécanismes de transmission in utero 
 

Lors de la grossesse, la paroi placentaire peut s’amincir voire avoir des brèches. Le virus en profite pour 
passer dans la circulation du fœtus. L’infection peut se faire par du virus libre ou par le passage de 
cellules infectées. 
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La transmission péri-natale : 

Pendant l’accouchement, le bébé entre en contact avec des sécrétions vaginales et du sang 

contaminé provenant de la mère. Ce risque peut être grandement diminué si une césarienne 

est pratiquée et programmé avant le début du travail. 

 

La transmission post-natale :  

Connue depuis les années 1980, elle a lieu essentiellement si la mère allaite son bébé. Le lait 

contiendrait des cellules infectées ou du virus libre qui pourrait à son tour infecter le 

nourrisson via les voies intestinales ou les amygdales. Ainsi, les cellules M situées au niveau 

de brèches pourraient constituer la cible du virus. 

 

 
(Lackner et al., 2009) avec modifications 

Figure 16 : Les voies de transmission de VIH 
 

Le VIH peut infecter une personne par différentes voies, conduisant à l’infection des cellules M, des 
cellules dendritiques, des cellules T puis à sa dissémination dans l’organisme. 
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3 Les différentes cibles cellulaires 

 

Une fois la barrière épithéliale franchie, le virus peut rencontrer des lymphocytes T CD4+ et 

des cellules de Langerhans. Cependant, des micro-abrasions de la surface mucosale, peuvent 

permettre au VIH de rencontrer directement ses cellules cibles, les macrophages, les cellules 

dendritiques et les lymphocytes T, au niveau de l’épithélium basal et du stroma (Norvell et 

al., 1984). Les cellules immunitaires infectées pourront alors rejoindre les ganglions 

lymphatiques, où il y aura dissémination du virus dans les lymphocytes T CD4+ activés. Ces 

dernières pourront alors rejoindre la circulation sanguine, où elles iront coloniser le cerveau, 

la rate, les muqueuses intestinales et les ganglions lymphatiques.  

 

3.1 Le système immunitaire 

 

Le système immunitaire est la première cible du VIH, qui va conduire à son affaiblissement 

jusqu’à entraîner une immunodéficience. 

 

3.1.1 Les cellules de Langerhans 

 

Les cellules de Langerhans sont un sous-type particulier des cellules dendritiques et sont 

caractérisées par l’expression du CD1a et de la langerine. Elles contiennent des granules de 

Birbeck, organelle spécifique de ce sous-type de cellules dendritiques. Ce sont les premières 

cellules à rencontrer le virus dans le cadre d’une muqueuse intacte. Ces cellules expriment 

également le récepteur CD4, ainsi que les corécepteurs CCR5 et CXCR4 (Zaitseva et al., 

1997). Les études sur des cellules primaires étant particulièrement difficile à réaliser, 

l’infection de ces cellules est encore controversée. Cependant, les cellules de Langerhans 

semblent capables de capturer le virus via la langerine et se protégeraient ainsi de l’infection 

(de Witte et al., 2007) (figure 17). En effet, le virus capturé via la langerine est rapidement 

internalisé dans les granules de Birbeck puis dégradé. La queue cytoplasmique de la langerine 

est fixée à LSP-1 (Lymphocyte-specific Ca2+-binding protein), suggérant que la dégradation 

du virus se fait par une voie faisant intervenir le protéasome (Smith et al., 2007). 
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(de Witte et al., 2008a) avec modifications 

Figure 17 : L’infection des cellules de Langerhans 
 

Les cellules de Langerhans semblent se protéger de l’infection en captant le virus via la Langerine. Les 
virus seraient alors dégradés dans les granules de Birbeck. 
 

3.1.2 Les cellules dendritiques 

 

Les cellules dendritiques jouent un rôle très important dans l’initiation de la réponse 

immunitaire adaptative qui suit l’infection par un pathogène. Ainsi, les cellules dendritiques 

immatures patrouillent dans les muqueuses afin de piéger les intrus et de les internaliser. La 

cellule dendritique entre alors en maturation, puis migre vers les ganglions lymphatiques, ce 

qui va la rendre capable de présenter l’antigène de l’intrus aux lymphocytes T CD4+, et ainsi 

de les stimuler.  

Les cellules dendritiques stromales expriment à la fois CCR5 (Hladik et al., 1999; Prakash et 

al., 2004) et DC-SIGN (Geijtenbeek et al., 2000; Jameson et al., 2002). 

Les cellules dendritiques immatures seraient capables d’internaliser, via DC-SIGN, des 

particules virales intactes, au sein de larges structures vacuolaires, les vésicules d’endocytose 

(Blauvelt et al., 1997; Cameron et al., 1994). Une partie des virions pourrait alors échapper à 

la dégradation et ainsi être relâché lors de la fusion de ces vésicules avec la membrane 

plasmique. L’infection des cellules dendritiques se ferait via le récepteur CD4 et le 

corécepteur CCR5. 

La maturation des cellules dendritiques entraîne l’expression du corécepteur CXCR4, mais 

également une diminution de l’expression du CCR5 (Cavrois et al., 2006). De plus, on a pu 

identifier des blocages « post-entrée » entraînant une infection non productive. Ainsi, deux 

familles de facteurs de restriction ont pu être identifiées : la famille APOBEC et la famille 

TRIM (tripartite motif) qui agissent lors de l’étape de la transcription inverse (Sheehy et al., 

2002; Stremlau et al., 2004). 

Après migration des cellules dendritiques vers les ganglions lymphatiques, celles-ci vont 

rencontrer les lymphocytes T CD4+, pour former des synapses immunologiques leur 

permettant d’activer les LT CD4+. Par la même occasion, le virus va être propagé de la 

cellule dendritique au lymphocyte. Le virus est issu de la cellule dendritique, soit par 
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bourgeonnement, soit par libération des endosomes, ou encore en adhérant à la molécule DC-

SIGN (figure 18). 

 

 
(Hladik and McElrath, 2008) avec modifications 

Figure 18 : La transmission du virus entre cellules dendritiques et lymphocytes T 
 

Les cellules dendritiques sont capables de former des synapses immunologiques avec les lymphocytes T. 
Le virus pourra alors infecter les lymphocytes T CD4+ par bourgeonnement depuis la cellule dendritique, 
libération depuis les endosomes ou alors en adhérant à la molécule DC-SIGN. 
 

3.1.3 Les lymphocytes T (LT) 

3.1.3.1 Les lymphocytes T CD4+ 

 

Les lymphocytes T CD4+ sont la cible principale du virus. Ils possèdent à leur surface le 

récepteur CD4+ et les corécepteurs CCR5 et CXCR4 nécessaires à l’entrée du virus 

(Baggiolini et al., 1997; Loetscher et al., 1998). On peut distinguer les lymphocytes T CD4+ 

activés et les cellules mémoires (figure 19). 
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3.1.3.1.1 Les lymphocytes T CD4+ activés 

 

Suite à leur contact avec des cellules présentatrices d’antigènes (comme les cellules 

dendritiques et les macrophages), les lymphocytes T CD4+ vont être activés, et proliférer. 

Dans ces cellules, la réplication du virus est rapide et efficace. La région LTR possède des 

sites de fixation pour des facteurs qui régulent de manière positive la production virale qui, 

cependant, va être transactivée par la protéine virale Tat. Dans ces conditions optimales, 

l’infection est cytopathique et réduit considérablement la durée de vie des lymphocytes dont 

la demi-vie est en général de quelques jours. 

 

3.1.3.1.2 Les lymphocytes T CD4+ quiescents 

 

Les cellules quiescentes sont de deux types, on peut distinguer les cellules naïves et les 

cellules mémoires. Dans les cellules naïves, l’infection va bien avoir lieu, mais ces cellules 

sont réfractaires à la réplication. On parle de latence pré-intégrative, qui induit le blocage du 

cycle viral au niveau de la transcription inverse où juste après celle-ci (Stevenson et al., 1990; 

Zack et al., 1990). La protéine virale nef, permettrait l’infection et la réplication du VIH dans 

des cellules T quiescentes (Spina et al., 1994). Ce type de latence, n’est cliniquement pas 

conséquente, car elle ne peut pas expliquer la résurgence du virus à l’arrêt des traitements et 

car la demi-vie de ces cellules est relativement courte. 

Les cellules mémoires, qui résultent de cellules activées passant à un état quiescent, montrent 

une latence post-intégrative (Arlen et al., 2006; Han et al., 2007). Elles expriment également 

plus de CCR5 que les cellules circulant dans la voie sanguine (Hladik et al., 2007). Ce type 

de latence est très importante, car elle explique la résurgence du virus à l’arrêt du traitement, 

et nécessite donc une étude plus approfondie afin de proposer de nouveaux traitements. 
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(Stevenson, 2003) avec modifications 

Figure 19 : L’infection des lymphocytes T CD4+ 
 

Les lymphocytes T CD4+ peuvent être infectés de manière productive ou latente. La latence peut être de 
type pré- ou post-intégrative selon l’état du lymphocyte T concerné. Les cellules T en phase G1 
représentent les cellules T mémoires et les cellules T en phase G0 représentent les cellules T naïves. 

 

3.1.3.2 Les lymphocytes T CD8+ 

 

A la suite de la primo-infection, la mise en place de la réponse immunitaire adaptative 

survient et engendre la prolifération des lymphocytes T CD8+. Ainsi, leur concentration 

plasmatique va augmenter et s’accompagner d’une diminution de la charge virale. Ces 

cellules peuvent agir de deux manières. Elles peuvent soit engendrer la lyse de la cellule 

infectée, suite à la reconnaissance de l’antigène présenté sur cette cellule, soit sécréter de la 

perforine, soit utiliser la voie Fas-FasLigand. D’autre part, certaines études ont montré, qu’un 

facteur dénommé CAF (CD8+ Cell Antiviral Factor), sécrété en faible quantité par ces 

cellules, induirait une réponse antivirale non-cytolytique en agissant sur la transcription virale 

(Chen et al., 1993; Mackewicz et al., 1995; Mackewicz et al., 2000; Walker et al., 1991). Au 

stade SIDA, on observe une apoptose très marquée de ce type de cellules. 

3.1.4 Les lymphocytes B (LB) 
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Les lymphocytes B sont les acteurs de la réponse humorale ; ils produisent les anticorps après 

leur maturation et leur transformation en plasmablastes. Des effets délétères du VIH sur ces 

cellules ont pu être démontrés. Le virus pourrait agir de manière directe ou indirecte (figure 

20). 

 

Effets de l’interaction directe entre le virus et les LB : 

Le VIH se lie sur les LBs mâtures via le récepteur du complément CD21, induisant la fixation 

des protéines du complément et l’activation des LBs (Kacani et al., 2000; Moir et al., 2000). 

Le virus ainsi fixé pourrait également être transmis aux cellules T CD4+. 

 

Effets indirects du VIH sur les LBs :  

L’infection à VIH est corrélée avec une hyperactivité des cellules B caractérisée par une 

hypergammaglobulinémie, une activation polyclonale (Lane et al., 1983; Moir et al., 2001), 

une augmentation du « turn-over » (Kovacs et al., 2001; Moir et al., 2004), de la 

différentiation en plasmablastes (Conge et al., 1998; Haynes et al., 2006; Moir et al., 2001; 

Shearer et al., 2000), de la production d’auto-anticorps (Haynes et al., 2005), et des cancers 

de cellules B (Martinez-Maza and Breen, 2002). Des cytokines ont été suggérés comme 

probables responsables : l’IFN (interféron alpha) (Mandl et al., 2008), le TNF (tumor 

necrosis factor) (Rieckmann et al., 1991), l’IL-6 (interleukine 6) (Weimer et al., 1998), BAFF 

(B cell activating factor) (He et al., 2006). La plupart de ces facteurs sont impliqués dans 

l’hyperactivation des cellules B. De plus, des protéines virales, telles que la gp120 et Nef, 

pourraient également jouer un rôle dans l’hyperactivité B (He et al., 2006; Rieckmann et al., 

1991; Swingler et al., 2008). 

De plus, une lymphopénie des cellules T CD4+ serait liée à une augmentation de la quantité 

de cellules B. En effet, une augmentation de la quantité de l’IL-7 induit une augmentation de 

la quantité de LB immatures circulant dans le sang, et est inversement corrélée à une 

diminution de la quantité des lymphocytes T CD4+ (Fry and Mackall, 2001; Malaspina et al., 

2006; Napolitano et al., 2001). 
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(Moir and Fauci, 2009) avec modifications 

Figure 20 : Les effets de l’infection à VIH sur les lymphocytes B 
 

L’infection à VIH peut avoir des effets directs et indirects sur les lymphocytes B. Elle est notamment 
responsable d’une augmentation de l’apoptose de ces cellules, mais également à une hyperactivité des 
cellules B. 

 

3.1.5 Les macrophages et les monocytes 

 

Les macrophages et les monocytes présentent à leur surface cellulaire le récepteur CD4 et les 

corécepteurs CCR5 et CXCR4 menant à une infection productive du virus (Filion et al., 1990; 

Naif et al., 1998). Cette infection peut être le produit d’un phénomène de macropinocytose 

dans lequel aucun récepteur particulier ne permet l’entrée du virus Cependant, ce taux 

d’infection productive reste très faible compte tenu d’une inefficacité de l’ensemble des 

étapes du cycle cellulaire, mis à part la décapsidation (Arfi et al., 2008; Sonza et al., 1996; 

Srichatrapimuk and Auewarakul, 2007; Triques and Stevenson, 2004). Les macrophages 

infectés sont moins sensibles que les lymphocytes T aux effets cytopathiques du virus (Perno 

et al., 2006; Verani et al., 2005). Avec leur capacité à passer la barrière hémato-encéphalique 

(BHE), ces cellules sont des agents potentiels de délivrance du virus dans le SNC (Système 

Nerveux Central) (Finzi et al., 1997; Koenig et al., 1986; Perno et al., 2006). 

Les macrophages étant incapable de se diviser, l’import nucléaire du PIC ne va pas pouvoir 

se faire via la déstabilisation de la membrane nucléaire lors de la division cellulaire. Le PIC 

pénètre dans le noyau grâce à un transport actif et à l’intervention de la protéine virale Vpr 

(Gallay et al., 1997). L’assemblage des virions dans ces cellules reste très controversé. En 

effet, jusqu’à récemment, il été accepté que l’assemblage des virions se faisait dans les corps 
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multivésiculaires (Kramer et al., 2005; Orenstein et al., 1988). Cependant, la découverte 

récente de protéines cellulaires, impliquées dans les mouvements de la polyprotéine Gag, 

remet en question cette affirmation en faveur d’un bourgeonnement à la membrane plasmique 

(Goff, 2007) (figure 21). 

Enfin, l’infection des macrophages par le VIH entraîne des dérèglements dans le système 

immunitaire. En effet, la libération de la protéine Tat exogène va entrainer une augmentation 

de la survie des monocytes, suite à l’induction de Bcl-2, une molécule anti-apoptotique 

(Zheng et al., 2007). Nef inhibe l’expression de l’IL12p40 induite par le LPS 

(lipopolysaccharide) en inhibant la voie JNK (Jun kinase), ce qui aboutit à un mauvais 

développement de l’immunité cellulaire (Ma et al., 2009). Enfin, la protéine virale p17, via 

l’interaction avec son récepteur (p17R), augmente l’expression de MCP-1 (Monocyte 

chemotactic protein-1) et ainsi la migration des monocytes vers le site d’infection (Arfi et al., 

2008; Sonza et al., 1996; Triques and Stevenson, 2004). L’infection elle-même affecterait la 

présentation des antigènes par les macrophages et la destruction des pathogènes, ainsi que la 

production des cytokines conduisant à un état d’inflammation chronique (Wahl et al., 1989; 

Yeh et al., 2000) ; pour revue(Kedzierska et al., 2003). 
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(Verani et al., 2005) avec modifications 

Figure 21 : L’infection des macrophages 
 
Les macrophages infectés par le virus sont plus résistants que les lymphocytes T car ils sont moins 
sensibles aux effets cytopathiques du virus. La production de nouvelles particules virales peut se faire par 
bourgeonnement ou par fusion des corps multivésiculaires avec la membrane plasmique. 
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3.1.6 Les Natural Killer (NK) 

 

L’infection à VIH induit un changement dans les proportions de sous-types de NK circulants. 

Ainsi, la majorité des cellules NK circulantes présentent un défaut dans les fonctions 

effectrices, telles que la lyse des cellules infectées, la sécrétion de cytokines (Mavilio et al., 

2006). Ces cellules sembleraient jouer un rôle de protection contre l’infection virale. En effet, 

la coexpression d’un allèle particulier du CMH de classe I : HLA-Bw4 et d’un récepteur de la 

cellule NK, KIR3DL1 (Killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, long 

cytoplasmic tail, 1), protégerait de la progression de la maladie (Flores-Villanueva et al., 

2001). 

 

3.2 Le système nerveux central (SNC) 

 

Le système nerveux central constitue la deuxième grande cible du virus. Ainsi, 5 à 10% des 

patients infectés par le virus développent des altérations évolutives des fonctions motrices et 

cognitives allant jusqu’à la paralysie et la démence. L’ensemble de ces symptômes sont 

regroupés sous le terme de « démence associée au VIH-1 » (Navia et al., 1986). Les thérapies 

actuelles (HAART) ne passant que très faiblement la barrière hémato-encéphalique (Staprans 

et al., 1999; Taylor and Pereira, 2000), le virus s’accumule dans le SNC qui constitue alors un 

réservoir (Barber et al., 2006). 

 

3.2.1 L’entrée 

 

Malgré une apparition tardive des symptômes neurologiques, l’infection du système nerveux 

central se fait de manière très précoce. Ainsi, dès la séroconversion, on retrouve la présence 

de virus dans le cerveau (Davis et al., 1992). L’entrée dans le système nerveux central 

nécessite le passage de la barrière hémato-encéphalique (BHE) qui fait partie des barrières 

cohésives de l’organisme. Trois modes de passage de la BHE ont pu être mis en évidence 

(Figure 22) :  

1. Le passage de virus portés par des leucocytes infectés (hypothèse du cheval de 

Troie) : de nombreuses cellules immunitaires sont capables de passer la BHE, telles que les 

macrophages (Gartner, 2000) et les lymphocytes (Couraud, 1994; Miller, 1999). Puis, ces 

cellules sont capables d’entrer en contact avec les cellules endothéliales via des molécules 

d’adhésion (ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecule 1), VCAM-1(Vascular Cell 

Adhesion Molecule-1)). Cette interaction permet le passage des cellules infectées en 

déstabilisant la BHE. 

2. Le passage de virus libre entre les cellules endothéliales : les cellules endothéliales 

seraient également capables de capturer le virus par un mécanisme de transcytose et ainsi de 
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3. La libération de virus par les cellules endothéliales infectées : l’entrée du virus dans 

les cellules endothéliales peut engendrer l’infection de ces cellules et ainsi, la libération de 

nouvelles particules virales dans le SNC (Banks et al., 2004). 
 

 
(Kramer-Hammerle et al., 2005) avec modifications 

Figure 22 : Le passage de la barrière hémato-encéphalique par le VIH 
 

Le VIH peut traverser la barrière hémato-encéphalique de différentes manières. Il peut en premier lieu 
(1) traverser la barrière via des monocytes infectés qui vont passer vers le cerveau. Le virus libre peut 
passer cette barrière directement (2) ou en utilisant les cellules endothéliales (3) (transcytose). Enfin, il 
serait également capable d’infecter ces cellules qui pourraient relarguer le virus produit dans le système 
nerveux central. 

 

3.2.2 Les effets cytopathogènes 

3.2.2.1 Les cibles cellulaires 

 

Une fois la BHE franchie, le virus va pouvoir interagir avec différentes cibles cellulaires 

conduisant à leur infection ou à leur mort. 
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3.2.2.1.1 Les cellules microgliales 

 

Les cellules microgliales sont les macrophages résidents du SNC. Ce sont les seules cellules, 

avec les macrophages périvasculaires, à subir une infection virale productive (Brew et al., 

1995; Lipton, 1994). Elles possèdent les récepteurs et les corécepteurs nécessaires à 

l’infection CD4/CCR5, ainsi que des récepteurs de chimiokines, qui ne sont visiblement pas 

utilisé pour l’infection (CCR3) (He et al., 1997). Suite à leur infection, les cellules 

microgliales vont sécréter diverses molécules telles que des cytokines, des neurotoxines et 

des protéines virales (Philippon et al., 1994) qui vont causer de graves dommages aux 

cellules environnantes (Bezzi et al., 1998) (figure 23).  

L’infection par le VIH conduit à des effets cytopathiques en favorisant la formation de 

syncitia, grâce à la présence des gp120 et gp41 à la surface des cellules infectées. Ainsi, les 

cellules saines environnantes vont fusionner avec les cellules infectées (Dickson, 1986; 

Sharer et al., 1985).  

Leur faible sensibilité aux effets cytopathogènes et leur faible accessibilité aux traitements 

actuels font de ces cellules des sanctuaires et de fait un réservoir de cellules infectées dans le 

SNC (Barber et al., 2006). Comme nous le verrons plus tard, ces cellules sont infectées de 

manière latente grâce à un recrutement de facteurs conduisant à la formation 

d’hétérochromatine (Marban et al., 2007). 

 

 
(Kaul et al., 2001) avec modifications 

Figure 23 : Les effets du VIH sur les cellules microgliales 
 

Les cellules microgliales peuvent être infectées de manière productive et vont donc produire du virus. 
L’infection de ces cellules, ainsi que la présence de certains stimuli extérieurs conduisent à la production 
de neurotoxines et à la mort de cellules environnantes 
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3.2.2.1.2 Les astrocytes 

 

Les astrocytes sont présents dans la région périvasculaire. Ils permettent le maintien de 

l’homéostasie du SNC. L’expression de nombreux récepteurs leur permet de réguler de 

nombreux neurotransmetteurs tels que le glutamate (Matute et al., 2006). 

Ces cellules n’expriment pas le récepteur CD4, nécessaire à l’infection dans les autres types 

cellulaires. Cependant, une infection de ces cellules a pu être mise en évidence (Thompson et 

al., 2004). Elle serait possible, notamment, grâce à l’expression par ces cellules des 

corécepteurs CCR5 et DC-SIGN (Deiva et al., 2006). 

Les effets du VIH sur les astrocytes semblent être indirects et essentiellement liés à 

pour relayer et amplifier les signaux neurotoxiques qui proviennent des 

éjudiciable aux cellules avoisinantes comme les 

eurones (Adamson et al., 1996). 
 

l’activation des cellules microgliales. Ainsi, les cellules microgliales activées vont libérer du 

TNF, qui va interférer avec la capture du glutamate par les astrocytes, et ainsi augmenter sa 

libération (Bezzi et al., 1998; Fine et al., 1996; Genis et al., 1992). De plus, les astrocytes 

semblent importants 

cellules microgliales. Tout d’abord, la protéine virale Tat, libérée par les cellules 

microgliales, vont induire l’expression par les astrocytes de MCP-1, facteur chemoattractant 

pour les cellules microgliales (Conant et al., 1998). Enfin, les cytokines et les protéines 

virales produites par les cellules microgliales, vont induire la synthétase d’oxyde nitrique 

(iNOS) et donc la production de NO pr

n

 
(Kaul et al., 2001) 

Figure 24 : Les effets du VIH sur les astrocytes. 
 

Les astrocytes vont être touchés par différentes molécules produites par les cellules microgliales. Ils ne 
seront alors plus capables de recapturer le glutamate ce qui aura pour conséquence la mort des cellules 
neuronales. 
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3.2.2.1.3 Les oligodendrocytes 

es du VIH dans ces 

, le glutamate ainsi que d’autres neurotoxines vont activer 

 voie p38 MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) et la voie des caspases sous-jacentes, 

provoquant l’apoptose des cellules neuronales. 

 

 

 

 
 

 

Les oligodendrocytes produisent la gaine de myéline qui entoure l’axone des neurones, 

facilitant ainsi la transmission de l’influx nerveux. L’infection de ces cellules est toujours 

controversée. Alors que des études montrent la présence d’acides nucléiqu

cellules par PCR, d’autres études révèlent l’absence de marqueurs viraux (Bagasra et al., 

1996; Neumann et al., 2001; Nuovo et al., 1994). 

 

3.2.2.1.4 Les neurones 

 

Les neurones ne possèdent pas de récepteurs CD4 ; il semblerait que l’infection des neurones 

n’ait pas lieu, même si ce sujet est lui aussi largement controversé (Canto-Nogues et al., 

2005; Trillo-Pazos et al., 2003). Même si cette infection existe, elle est très faiblement 

productive voire non-productive. Ainsi, les effets cytopathogènes du virus sur les neurones 

sont probablement tous d’origine indirecte (figure 25).  

Les cellules microgliales infectées sont capables de libérer des protéines virales (gp120, Tat) 

qui induisent une neurotoxicité (Kaul and Lipton, 1999; Lipton and Gendelman, 1995). 

Suite à l’infection du SNC par le VIH, les astrocytes vont libérer de grandes quantités de 

glutamate, et déclencher ainsi une hyperexcitation des neurones conduisant à leur mort (pour 

revue(Kaul et al., 2001)). En effet

la
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(Kramer-Hammerle et al., 2005) avec modifications 

Figure 25 : Les effets de l’infection à VIH sur le système nerveux central 
 

Les effets de l’infection à VIH sur le système nerveux central sont multiples. Le VIH agit tout d’abord sur 
les monocytes et les LT présents dans les vaisseaux sanguins, qui vont alors sécréter des fa
chimiotactiques permettant le recrutement des cellules microgliales et les astrocytes. Les c

cteurs 
ellules 

e, ni la guérison 

es patients (figure 26). Cependant, elles permettent le ralentissement de l’évolution de la 

aladie, en maintenant la charge virale sous le seuil de détection (Richman, 2001). 

microgliales infectées vont produire des facteurs neurotoxiques induisant la mort neuronale et la 
recapture du glutamate par les astrocytes conduisant également à la mort des neurones. 

 

4 Les thérapies 

 

Les thérapies actuelles ne permettent pas l’éradication du virus de l’organism

d

m
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es thérapies actuelles ciblent quatre étapes clefs du cycle viral : la fusion des particules virales avec la 
anscription inverse, l’intégration et la maturation des particules virales. 

 
(Pomerantz and Horn, 2003) avec modifications 

Figure 26 : Les thérapies anti-VIH. 
 

L
membrane plasmique, la tr

 

4.1 Les inhibiteurs de la transcriptase inverse 

4.1.1 Les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI) 

 

Ce sont les premiers antirétroviraux mis sur le marché en 1987 (AZT : Azidovudine) (Ezzell, 

1987). Composés de synthèse, ce sont des analogues des nucléotides qui inhibent la 

transcription inverse de manière compétitive. En effet, après phosphorylation par des kinases 

cellulaires, ces composés sont incorporés par la transcriptase inverse dans la chaîne 

nucléotidique en construction. Ces composés ne comportant pas d’extrémité 3’OH au niveau 

du désoxyribose, la synthèse va donc être bloquée car aucun autre nucléotide triphosphate ne 

pourra être incorporé (figure 27). 
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(Clavel and Hance, 2004) avec modifications 

Figure 27 : Le mécanisme d’action des inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse 
 

Les analogues nucléosidiques se fixent sur le site catalytique de la transcriptase inverse, sont incorporées 
à la l’ADN en cours de synthèse et bloquent la son élongation. 
 

4.1.2 Les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) 

 

Ils sont formés par un groupe de composés de structures différentes, responsables de 

l’inhibition de la transcriptase inverse par liaison à des acides aminés retrouvés dans une 

région distante du site act rmationnel de la protéine 

(figure 28). 

if, mais permettant un changement confo

 

 

 
(Clavel and Hance, 2004) avec modifications 

Figure 28 : Le mécanisme d’action des inhibiteurs non-nucléosidique de la transcriptase inverse 
 

Les inhibiteurs non nucléosidiques se fixent à la transcriptase inverse pour un induire un 
changement de sa conformation. Il en résulte que le site catalytique de l’enzyme se retrouve 
inaccessible et la synthèse d’ADN est bloquée. 
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4.2 Les inhibiteurs de la protéase 

 

Les inhibiteurs de la protéase se lient sur le site actif de l’enzyme lors du clivage des 

protéines. Ainsi, les particules virales produites ne peuvent maturer et ne deviennent pas 

infectieuses (figure 29). 

 

 
(Pomerantz and Horn, 2003) avec modifications 

Figure 29 : Le mécanisme d’action des inhibiteurs de la protéase 
 

es inhibiteurs de la protéase empêchent le clivage des polyprotéines et ainsi la maturation des virions. 
es particules virales produites seront non infectieuses. 

 

4.3 Les inhibiteurs de fusion

L
L

 

 

Ces composés bloquent l’étape d’entrée du virus dans la cellule en inhibant la fusion. Par 

exemple le T20 (Enfurvitide), validé en 2003, est un peptide issu de la gp41. Lorsque le VIH, 

se lie à la cellule hôte, un changement conformationnel a lieu et induit l’entrée du virus. Le 

T20, lui, se fixe à la gp41, empêche le changement de conformation d’avoir lieu et prévient 

alors l’infection de la cellule (figure 30). 
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(Pomerantz and Horn, 2003) avec modifications 

Figure 30 : Le mécanisme d’action d’un inhibiteur de fusion : le T20 
 

Le T20 est un peptide qui se lie spécifiquement à la gp41 et bloque le changement de conformation 
nécessaire à la fusion du virus avec la membrane plasmique. 
 

4.4 Les antagonistes du corécepteur CCR5 

 

les patients en échec thérapeutique (2007; 

eanwell and Kadow, 2007). 

.5 Les inhibiteurs de l’intégrase

Le Maraviroc est un antagoniste du corécept i bloque la liaison du virus à ce 

corécepteur. Il a été approuvé récemment pour 

eur CCR5 qu

M

 

4  

.6 Les traitements du futur

 

Le Raltegravir est le premier inhibiteur de l’intégrase a avoir été approuvé comme traitement 

(Cocohoba and Dong, 2008). Il empêche le transfert de brins nécessaire à l’intégration 

d’avoir lieu. 

 

4  

 

L’éradication du virus étant impossible avec les traitements actuels, la recherche reste active 

en vue de trouver de nouvelles molécules. Ainsi, des inhibiteurs de l’intégrase (elvitegravir), 

des inhibiteurs des corécepteurs d’entrée du virus (Vicriviroc) de même que des anticorps 

monoclonaux ciblant le CCR5 (PRO140) et de nouvelles classes d’inhibiteurs de la 

maturation (Bevirimat) sont en cours d’essais cliniques. Le Bevirimat préviendrait ainsi le 

processing de Gag (Martin et al., 2008; Temesgen and Feinberg, 2006). 

De plus, des techniques d’excision de l’ADN viral intégré sont en cours d’études, cette 

technique permettrait l’élimination spécifique de l’ADN proviral intégré (Sarkar et al., 2007). 
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D’autres thérapies, telles que l’utilisation d’ARN interférents, permettrait d’agir à différentes 

étapes du cycle viral, comme l’entrée (Anderson and Akkina, 2005; Li et al., 2005) ; et la 

stimulation du système immunitaire qui permettrait une meilleure défense de l’organisme 

comme le virus sont en cours d’étude (Di Massimo et al., 1991; Natarajan et al., 2002).  

 

4.7 Les limites 

 

Les monothérapies ont très vite montré leurs limites (Concorde, 1994; Volberding et al., 

1995). C’est pourquoi, afin de contrôler la maladie et d’apporter un soutien au système 

immunitaire, les multithérapies ont vu le jour (Danner et al., 1995; Markowitz et al., 1995). 

Elles associent :  

 3 inhibiteurs nucléo

 2 inh transcriptase 

inverse 

ertains patients continuent néanmoins à présenter, malgré les multithérapies, une charge 

d’échappement thérapeutique. Ceci peut être 

otamment du au virus qui mute sans cesse et trouve de ce fait des mécanismes 

ux effets secondaires bénins 

omme des maux de têtes et des nausées et des problèmes métaboliques plus graves pouvant 

éatite aigue) qui sont souvent causées par une intolérance 

 certains médicaments. 

et al., 1997; Wong et al., 1997). De nouvelles thérapies, ciblant toute les étapes 

 l’origine du maintien de la latence permettraient de réactiver les réservoirs viraux et de les 

ltithérapies. 

sidiques de la transcriptase inverse,  

ibiteurs nucléosidiques et un inhibiteur non nucléosidique de la 

 2 inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse et un inhibiteur de la protéase. 

C

virale importante : on parle dans ce cas 

n

d’échappement aux traitements actuels. Pour ces patients, on utilise alors un inhibiteur de 

fusion, ainsi que les nouvelles thérapies incluant le maraviroc et le raltégravir. Ces 

traitements sont très lourds, ils induisent souvent de nombre

c

conduire à la mort du patient (pancr

à

Les thérapies actuelles ne guérissent pas de l’infection à VIH, et il est très important d’étudier 

les réservoirs viraux à l’origine de la résurgence du virus à l’arrêt du traitement (Chun et al., 

1997b; Finzi 

à

rendre ainsi accessibles aux mu

 66



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre 3 : La transcription des gènes viraux 
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Suite à l’infection des cellules par le VIH, l’ADN viral, issu de la transcription inverse, va 

être intégré à l’ADN de la cellule hôte. Son expression est alors dépendante des mêmes 

phénomènes de régulation que les gènes cellulaires. Cependant, la transcription des gènes 

viraux peut être divisée en deux phases. La phase initiale est sous le contrôle de facteurs de 

transcription cellulaires, permettant l’élongation d’une petite fraction des ARN initiés et la 

synthèse des protéines virales dont Tat. Tat va alors permettre le passage vers la phase tardive 

grâce à la transactivation de la transcription, conduisant à un plus grand nombre d’ARN 

élongués. 

 

1 Présentation des facteurs de transcription régulant la transcription des gènes 

viraux 

 

Divers facteurs de transcription cellulaires ou viraux ont été identifiés à ce jour comme 

interagissant avec le promoteur viral et régulant la transcription des gènes viraux. 

 

1.1 Les facteurs de transcription cellulaires 

 

Les facteurs de transcription sont des protéines dites nécessaires à l’initiation de la 

transcription. Ils reconnaissent de manière directe des séquences cis-régulatrice au niveau des 

régions promotrices des gènes. Cette liaison n’est pas forcément nécessaire, puisque certains 

facteurs de transcription agissent en reconnaissant un autre facteur de transcription qui, lui, se 

lie à l’ADN. 

Les facteurs de transcription généraux et spécifiques de séquences se caractérisent par au 

moins deux domaines structuraux :  

 un domaine de fixation à l’ADN (homéodomaine, doigts de zinc, crémaillère à 

leucine…), 

 un domaine d’action sur la transcription (domaine riche en proline, en glutamine, 

hélices  riches, hélices  acides), 

 un domaine permettant l’action d’un messager extérieur (hormone) est retrouvé sur 

certains facteurs de transcription. 

Les facteurs de transcription cellulaires sont classés suivant leur structure.  

 

1.1.1 La famille des motifs à doigts de zinc 

 

Les motifs à doigts de zinc sont composés d’éléments répétitifs repliés sous forme de doigt. 

L’ion zinc chélaté par deux cystéines et deux histidines (C2H2), ou quatre cystéines (C4), 

stabilise le doigt de zinc. La partie C-terminale non conservée de chaque doigt de zinc est 
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structurée sous forme d’hélices qui se lient à l’ADN. La partie N-terminale est constituée de 

feuillets  (figure 31). 
 

 
© 2002 by Bruce Alberts, Alexander Johnson, Julian Lewis, Martin Raff, Keith Roberts, and Peter Walter. 

e constituée de deux domaines activateurs 

 se fixer sur les boites GC adjacentes à la boite 

 transcription des gènes viraux (De Luca et 

 

Figure 31 : Les protéines à motifs en doigts de zinc 

 

 Sp1 (Specific protein 1) : protéine ubiquitair

oigts de zinc qui lui permettent deet de trois d

TATA. Sp1 participe à la régulation de nombreux gènes de ménage (rôle dans 

l’embryogénèse, p21, etc..) (Philipsen and Suske, 1999). Elle active la transcription des gènes 

viraux soit en se fixant directement à l’ADN, soit en recrutant des facteurs activateurs tels 

que COUP-TF (Chicken Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor) (Rohr et al., 

1997; Rohr et al., 1999) et NF-IL6 (Nuclear Factor for InterLeukin-6) (Schwartz et al., 2000). 

De plus, une coopération entre NF-B (Nuclear Factor Kappa B) et Sp1 a été montré pour 

l’activation optimale par l’enhancer (Perkins et al., 1993). Enfin, Sp1 semble nécessaire à la 

transactivation médiée par Tat, car elle est capable de recruter la cycline T1, sous-unité de P-

TEFb (Positive-Transcription Elongation Factor b) (Jeang et al., 1993; Kamine and 

Chinnadurai, 1992; Yedavalli et al., 2003). 

 

 Sp3 (Specific protein 3) : protéine ubiquitaire présente sous trois isoformes : une 

forme longue de 115kDa, deux formes, plus courtes, de 80kDa et de 78kDa. La structure de 

la forme longue est très proche de celle de Sp1. Le domaine de liaison à l’ADN représente 

rmet alors de se fixer sur les boites GC (Hagen et al., 90% d’homologie avec Sp1, et lui pe

1994). Sp3 réprime ainsi l’activité de Sp1 sur la

al., 1996). 

 

 Sp4 (Specific protein 4) : protéine exprimée très fortement dans le système nerveux 

central, Sp4 semblerait être un activateur de la transcription des gènes viraux (Majello et al., 

1994). 
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 YY1 (Ying Yang -1) : facteur ubiquitaire capable de réprimer ou d’activer la 

transcription des gènes selon le contexte cellulaire. YY1 intervient dans l’embryogénèse, le 

éveloppement, l’oncogenèse, l’expression des immunoglobulines et le contrôle du cycle 

cellulaire (Calame and Atchison, 2007). Dans le cas du VIH, YY1 est un répresseur qui 

coopère avec LSF (Late Simian virus 40 Factor) pour la fixation sur le LTR (-10/+27). Ils 

recrutent l’histone déacétylase (HDAC) 1 sur le nucléosome 1, ce qui permet d’induire une 

répression de la transcription (Pour revue (Rohr et al., 2003b)). De plus, YY1 réprime 

l’expression des corécepteurs CCR5 (Moriuchi and Moriuchi, 2003) et CXCR4 (Moriuchi et 

al., 1999) qui a pour consequence de diminuer l’entrée du virus. 

 

 Les récepteurs nucléaires : récepteurs intracellulaires, ils agissent sous forme de 

di s 

cofacteurs inhibiteurs 

s sont constitués de cinq régions fonctionnelles :  

eur de COUP-TF, induit une répression de la 

ixent à l’ADN sous forme de dimère. Deux régions sont importantes 

d

mères et nécessitent d’être activés par un ligand. Leur activité est contrôlée par de

ou activateurs.  

Il

 A/B : domaine de transactivation qui possède une spécificité de promoteur et de 

cellules 

 C : domaine de liaison à l’ADN, reconnait une séquence spécifique grâce à une 

structure en doigts de zinc 

 D : région charnière peu conservée 

 E : domaine de liaison au ligand, de dimérisation, d’interaction avec des protéines 

(HSP (Heat Shock Protein)) et d’activation dépendante du ligand 

 F : domaine très peu conservé (Aranda and Pascual, 2001). 

Différents récepteurs nucléaires participent à la régulation de la transcription des gènes 

viraux, dont les récepteurs de l’acide rétinoïque (RAR, RXR), de l’hormone thyroïdienne 

(T3R), des glucocorticoïdes (GR), PPAR et COUP-TF (Chicken Ovalbumin Upstream 

Promoter Transcription Factor ; récepteur orphelin dont le ligand n’est pas connu). 

CTIP2 (COUP-TF Interacting Protein 2), cofact

transcription des gènes viraux en recrutant sur le promoteur viral un complexe 

multienzymatique conduisant à la formation d’hétérochromatine (Marban et al., 2007). 

 

1.1.2 La famille des crémaillères à leucine 

 

Les facteurs de transcription comportant des crémaillères à leucine sont composés de régions 

riches en leucine. Ils se f

pour l’action de ces protéines :  

 un domaine riche en leucine qui permet, grâce à des liaisons hydrophobes, la 

dimérisation de la protéine et la formation du motif « coiled-coil » 
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 une région riche en charges positives, qui va permettre la fixation sur les groupes 

phosphates de l’ADN. 

Il va y avoir formation d’un motif bZIP (basic-leucine ZIPper transcription factor), la 

protéine interagissant avec des séquences répétées inversées sans région de séparation 

(figure32). 

 

 
© 2002 by Bruce Alberts, Alexander Johnson, Julian Lewis, Martin Raff, Keith Roberts, and Peter Walter. 

/EBP, C/EBP, C/EBP.  

s cellulaires tels que la 

oss et al., 

in-1): complexe homo ou hétérodimérique des 

ncoprotéines Jun et Fos, il est important pour la prolifération, la différentiation, et l’apoptose 

uclear Receptor Responsive Element) en interagissant avec 

nne-Hergaux et al., 1995). 

Figure 32 : Les proteines à motifs en crémaillère à leucine 

 

 La famille C/EBP (CCAAT/Enhancer Binding Protein) : elle est composée de six 

membres : C/EBP, C/EBP (NF-IL6 chez l’homme), C/EBP, C
Ils sont impliqués dans la régulation de nombreux processu

prolifération, la différentiation, le métabolisme et l’inflammation (Ramji and Foka, 2002). 

NF-IL6 active la transcription des gènes viraux en permettant le recrutement de cofacteurs 

activateurs, tels que les histones acétyl-transférases (HAT) (Lee et al., 2002). NF-IL6 est 

également capable de dimériser avec CREB (cAMP response element-binding) (R

2001; Schwartz et al., 2000). 

C/EBP, quant à lui, est dépourvu de domaine activateur et agit alors comme répresseur de la 

transcription virale (Schwartz et al., 2000).  

 

 Le complexe AP-1 (Accessory Prote

o

(Hess et al., 2004). Le complexe AP-1 est inductible par le tetradecanoyl phorbol acétate 

(TPA). AP-1 peut interagir directement avec une séquence consensus ou alors peut se lier de 

manière indirecte à la NRRE (N

des récepteurs nucléaires. AP-1 a ainsi été montré comme étant un activateur de la 

transcription des gènes viraux dans les cellules microgliales (Cano
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Enfin, la protéine virale Nef permet l’activation de la voie de signalisation médiée par AP-1 

(Varin et al., 2003). 

 

 CREB (cAMP Response Element Binding protein) : protéine ubiquitaire, elle 

constitue avec les protéines CREM (cAMP Response Element Modulator) et ATF-1 

ctivating Transcription Factor-1), une famille de facteurs de transcription sensibles aux 

variations cellulaires d’AMPc. CREB est constitué de différents domaines dont un domaine 

phosphorylable, deux domaines activateurs riches en glutamine, un domaine basique de 

liaison à l’ADN et une crémaillère à leucine permettant la dimérisation (Mayr and Montminy, 

2001). 

Les niveaux d’AMPc sont plus importants dans les lymphocytes T des personnes 

séropositives, induisant une activation de CREB qui va être phosphorylé par la protéine 

kinase A (PKA). CREB-phosphorylé va recruter la CREB Binding Protein (CBP) et les 

facteurs de transcription basale. Ainsi, CREB participe à l’activation du promoteur viral (pour 

revue(Nordheim, 1994)). 

CR e 

dopamine induisan le. De plus, dans 

s lymphocytes T, CREB va agir de manière indirecte avec le promoteur viral, en présence 

ine, afin de conduire à une stimulation de la transcription (Rohr et al., 

 

és comprenant 2 hélices  séparées par une région en forme de 

omaine HLH constitue le domaine de liaison à 

ADN (figure 33). 

(A

EB peut également interagir avec COUP-TF en présence de forskoline, d’AMPc et d

t alors une activation synergique de la transcription vira

le

d’AMPc ou de dopam

1999). Enfin, des modifications telles que l’acétylation, la glycosylation, la SUMOylation et 

l’ubiquitinylation influent sur son activité (Johannessen et al., 2004a; Johannessen et al.,

2004b). 

 

1.1.3 La famille des hélices boucles hélices (HLH) 

 

Ces protéines sont capables de dimérisation et de liaison à l’ADN. Elles comportent des 

motifs de 40 à 50 acides amin

boucle. Les deux hélices  interagissent via des résidus hydrophobes contenus dans les deux 

hélices. Le domaine basique adjacent au d

l’
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Figure 33 : Les protéines à motifs en hélices boucles hélices 
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 USF-1 (Upstream Stimulating Factor-1) : facteur ubiquitaire capable de se lier sous 

forme d’hétérodimères sur les boites E. Il contient, en plus du domaine hélice-boucle-hélice, 

n domaine crémaillère à leucine lui permettant l’interaction avec l’ADN (Gregor et al., 

chell, 2005). 

rminale est appelée hélice de reconnaissance, car elle permet la 

u

1990; Sirito et al., 1992). 

USF-1 a été montré comme stimulant la transcription des gènes viraux via une interaction 

avec la TAR, avec l’élément initiateur et les boites E (d'Adda di Fagagna et al., 1995; Du et 

al., 1993). 

L’hétérodimère USF-1/USF-2 coopère avec TFII-I pour réguler la transcription des gènes 

viraux en réponse à l’activation des LT et de la voie RAS-MAPK (Du et al., 1993; Sadowski 

and Mit

 

1.1.4 La famille des hélices tour hélices 

 

Composées de deux hélices  séparées par quelques acides aminés formant un coude . 

L’hélice en position C-te

liaison à l’ADN (figure 34). 
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Figure 34 : Les protéines à motifs hélices tours hélices 

Le seul facteur de ce type impliqué dans la régulation de la transcription des gènes viraux est 

Ets-1 (E26 transformation specific-1). Essentiellement, exprimé dans les lymphocytes T et les 

thymocytes, il participe à la différenciation et à la survie des LT et des NK. Ets-1 permet 

l’activation de la transcription virale en interagissant avec USF-1, mais aussi avec Sp1 (Pazin 

et al., 1996; Sieweke et al., 1998). 

 

1.1.5 La famille des facteurs nucléaires 

 

Cette famille joue un rôle important dans la régulation de la réponse immunitaire et 

inf e lammatoire mais aussi dans l’apoptose. Les membres de cette famille sont activés dans l
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cytoplasme, puis migrent dans le noyau, où ils vont permettre l’activation de la transcription 

des gènes. 

 

 NF-B : composé de cinq membres, RelA (p65), RelB, c-Rel, p50 et p52, cette 

constitué d’un domaine RHD (Rel Homology Domain) permettant la liaison à 

que la phosphorylation de IB (Inhibitor of kappa B) par IKK (IB 

inase) et son ubiquitinylation. Il en résulte la dégradation de IB par le protéasome et la 

 (Palombella et al., 1994). 

lusieurs protéines virales dont notamment Tat (Mahlknecht et al., 2008) et Nef (Herbein et 

 des lymphocytes T CD4+ latents en induisant le recrutement de 

FII-H et de l’ARNpolII (Kim et al., 2006). NF-B permet aussi le recrutement d’HAT 

(CBP/p300) sur le promoteur viral (Gerritsen et al., 1997; Krogan et al., 2002). 

Cependant, dans les cellules T CD4+ infectées de manière latente, NF-B, sous la forme d’un 

homodimère de p50, permettrait le maintien de la latence en recrutant des facteurs de 

remodelage de la chromatine, comme les HDAC (Williams et al., 2006).  

La régulation de l’action de NF-B se fait via les modifications de la chromatine 

(acétylation/déacétylation) mais également directement au niveau des protéines non-histones 

telles que les membres de la famille NF-B directement (p50). L’utilisation de la TSA 

(Trichostatin A), un inhibiteur des HDAC de classe I et II prolonge l’effet de l’induction de 

IK . 

 

et al., 1988). 

’activation de la cellule T, va conduire à une forte augmentation de la concentration en 

tion de la calcineurine sérine phosphatase. Cette 

nzyme va activer NF-AT en le déphosphorylant et va permettre sa translocation dans le 

NF-AT2 coopère avec NF-B pour l’activation de l’expression des gènes viraux. De par sa 

famille peut aussi bien induire ou réprimer la transcription des gènes. Différents complexes 

sont formés par homodimères ou hétédimères des membres de cette même famille. 

NF-B est 

l’ADN et la dimérisation d’un domaine de localisation nucléaire. 

L’activation de NF-B peut se faire par différents stimuli tels que le LPS, le TNF ou l’IL-1. 

Son activation impli

K

libre translocation de NF-B dans le noyau

P

al., 2008) sont capables de mimer, d’augmenter voire d’interférer avec les effets du TNF, 

responsable de l’activation de la réplication virale et de l’induction de l’apoptose. 

NF-B permet la réactivation

T

K par le TNF et alors la translocation nucléaire de NF-B pour revue(Calao et al., 2008)

 NF-AT (Nuclear Factor of Activated T cells) : constituée de cinq membres ; NF-AT 1 

à 5, cette famille est présente dans la plupart des cellules du système immunitaire, mais leur 

fonction principale est de réguler l’activation des LT. En effet, NF-AT permet l’expression de 

nombreuses interleukines (2,3,4,5), du TNF et du GM-CSF (Granulocyte Macrophage-

Colony Stimulating Factor) (Shaw 

L

calcium intracellulaire entraînant l’activa

e

noyau, où il va activer la transcription en collaboration avec AP-1 (Lyakh et al., 1997). 

NF-AT1 et NF-AT2 stimulent positivement la transcription des gènes viraux dans les LT. 
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structure proche de celle de NF-B, NF-AT est capable de se lier aux sites de fixation de NF-

B sur le promoteur viral (Kinoshita et al., 1998; Macian and Rao, 1999). 

tose, ces 

t d’une queue acide en N-

uiert un domaine de 

 domaine de 

tion (Powell et al., 

.1.8 La famille des facteurs CSL (CBF-1, Su(H) and Lag-1) 

promoteur viral conduisant à la formation 

 

1.1.6 La famille des facteurs à HMG box 

 

Impliquées dans le développement, la prolifération, la différentiation et l’apop

protéines se lient sous forme monomérique à l’ADN via leur domaine HMG box (High 

Mobility Group). Ce domaine est constitué de trois hélices  e

terminal. La fixation de ces protéines induit une courbure de l’ADN, permettant à de grands 

complexes protéiques de venir se fixer.  

LEF-1 (Lymphoid Enhancer binding Factor-1) est la seule protéine de cette famille pouvant 

réguler la transcription des gènes viraux. Cette activation req

transactivation fonctionnel en plus de la HMG box et présente un processus chromatine 

dépendant (Sheridan et al., 1995). 

 

1.1.7 La famille des facteurs LSF (Late Simian virus 40 Factor) 

 

Constituées de deux domaines activateurs, un domaine répresseur et un

dimérisation, les protéines ubiquitaires de la famille LSF sont impliquées dans des processus 

biologiques généraux tels que le cycle cellulaire, la croissance cellulaire et l’apoptose. Ces 

protéines nécessitent l’association à d’autres facteurs pour leur régula

2000). 

LSF-CP2 (LSF-CCAAT binding Protein 2) se fixe à l’ADN sous forme de tétramère et 

réprime la transcription via la formation d’un complexe YY1/LSF1 qui permet le recrutement 

de HDAC1 sur le promoteur viral (Romerio et al., 1997). 

 

1

 

Ce sont des effecteurs important de la voie Notch et sont ainsi impliqués dans des 

phénomènes de développement (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). 

CBF-1 (C-promoter binding factor-1) inhibe la transcription des gènes viraux. En effet, CBF-

1 est capable de recruter des HDAC sur le 

d’hétérochromatine puis à la mise en place de la latence dans les LT (Tyagi and Karn, 2007). 
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2 Les modifications de la chromatine 

2.1 Les différents degrés d’organisation de la chromatine 

 

Dans chaque cellule, environ 2 mètres d’ADN doit être contenus dans un noyau de quelque 

icromètres de diamètre. L’ADN doit nécessairement être compacté, mais doit également 

ucléofilament (figure 35). 

ontient peu de gènes, et est constituée de séquences 

pétées au niveau des centromères et des télomères, 

m

rester facilement accessible aux machineries protéiques. Ainsi, l’organisation dynamique de 

la structure chromatinienne influence potentiellement toutes les fonctions du génome. 

L’unité fondamentale de la chromatine est appelée le nucléosome. Composé d’ADN et 

d’histones, c’est le premier niveau de compaction de l’ADN dans le noyau. Le nucléosome 

est régulièrement répété pour former le n

Au sein du noyau interphasique, la chromatine est organisée en :  

 euchromatine : qui constitue les régions transcriptionnellement actives du génome, 

 hétérochromatine : qui peut être soit :  

o constitutive : elle c

ré

o facultative : constituée de régions codantes. 

 

 
(Felsenfeld and Groudine, 2003) avec modifications 

Figure 35 : Les différents niveaux de compaction de l’ADN génomique 
 

L’ADN est très fortement compacté au sein des noyaux cellulaires. Il est tout d’abord associé à un 
octamère d’histones autour duquel il s’enroule 1,65 fois pour constituer le nucléofilament. Il y a ensuite 
formation de la fibre solénoïdale, grâce au pontage entre les histones H1 situés à l’extérieur du 
nucléosome, constituée de 6 nucléosomes par tour d’hélice. La fibre chromatinienne va ensuite s’enrouler 
en formant des boucles pour donner naissance au chromosome. 
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2.1.1 Le nucléosome 

 

La chromatine observée au microscope électronique ressemble à un chapelet de perles. Le 

re à ce 

on les espèces. L’histone 

nucléosome est composé :  

 d’une particule cœur : très conservée parmi les espèces, elle est composée de 146 pb 

d’ADN enroulées selon 1,65 tour autour d’un octamère protéique comprenant 2 exemplaires 

de chacune des histones H2A, H2B, H3, H4. Les histones sont incorporées de maniè

que leur extrémité N-terminale sortent du nucléosome et soient accessibles aux enzymes de 

modifications post-traductionnelles (Arents et al., 1991). 

 d’une région internucleosomale, dont la longueur varie sel

H1 est incorporée au niveau de cette région (figure 36). 
 

 
(Jiang and Pugh, 2009) avec modifications 

Figure 36 : Le nucléosome 
 

Le nucléosome est constituée d’un octamère d’histones comprenant 2 exemplaires de chacune des histones 
H2A, H2B, H3 et H4 autour desquels s’enroulent 146pb d’ADN selon 1,65 tour. 
 

2.1.2 La fibre solénoïdale 

 

L’histone H1 (Blank and Becker, 1995; Zlatanova et al., 2000) permet le pontage entre deux 

nucléosomes voisins et induit l’enroulement de l’ADN sur lui-même, selon une organisation 

hélicoïdale régulière comprenant six nucléosomes par tour (Luger et al., 1997). Ainsi se 

forme la fibre solénoïdal

 

, les boucles s’enroulent en 

fibres pour former les chromosomes. 

e de 30 nm de diamètre. 

2.1.3 Le chromosome 

 

La fibre solénoïdale va se disposer en boucles de 300nm de hauteur pour former la fibre 

chromatinienne. Lorsque les cellules se préparent pour la mitose
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2.2 Les mécanismes de remodelage de la chromatine 

tine est nécessaire à la transcription des gènes car elle permet une 

ation de l’ADN agissent de concert 

.2.1 Les modifications post-traductionnelles des histones 

 

L’extrémité N-terminale accessible des histones, subit des modifications post-

traductionnelles catalysées par des enzymes spécifiques. 

 

2.2.1.1 L’acétylation des histones

 

Le remodelage de la chroma

facilitation de l’accès à cette chromatine de la machinerie transcriptionnelle et des facteurs de 

transcription.  

Le remodelage de la chromatine fait intervenir trois types de complexes qui coopèrent. Ainsi, 

les modifications post-traductionnelles des histones, le remodelage de la chromatine faisant 

intervenir les facteurs dépendants de l’ATP et la méthyl

pour réguler l’état de compaction de la chromatine. 

 

2

 

 

L’état d’acétylation des histones est directement corrélé à l’état transcriptionnellement actif 

de la chromatine. En effet, une région transcriptionnellement active sera hyperacétylée alors 

que l’hypoacétylation caractérisera une région silencieuse (Hebbes et al., 1994). 

Ainsi, l’acétylation des histo interaction entre l’extrémité 

N-terminale de l’histone et l’ADN s positives des histones et ainsi, 

 de remodelage de la 

hromatine vont pouvoir venir se fixer sur la chromatine et induire l’activation de la 

 ces facteurs peut également se faire directement sur le site 

cétylé si la protéine contient un bromodomaine tel que Brd4 (Hassan et al., 2007). 

nes va permettre la diminution de l’

, en neutralisant les charge

en diminuant l’affinité pour les charges négatives de l’ADN. Il en résulte une décondensation 

de l’ADN. Des facteurs de transcription activateurs et des complexes

c

transcription. La fixation de

a

L’acétylation est un processus réversible qui consiste en un transfert d’un groupement acétyle 

porté par une molécule de coenzyme A sur le groupement  aminé d’un résidu lysine (Kuo et 

al., 1996) (figure 37). 
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(Yang and Seto, 2008) avec modifications 

Figure 37 : L’acétylation des lysines des histones 
 

 (HAT) permet le transfert d’un 
roupement acétyl d’une molécule d’acétylcoenzyme A sur une lysine d’une histone.  

ux types d’enzymes :  

 Les HAT (Histone AcétylTransferase) :  

deux familles, les HAT nucléaires qui vont permettre 

acétylation des histones de la chromatine et les HAT cytoplasmiques qui vont acétyler les 

noter GCN5 

 et de la 

ille p300/CBP : exprimées de manière ubiquitaire, elles sont 

importantes pour divers processus biologiques, tels que le cycle cellulaire, la différentiation et 

l’apoptose (Giordano and Avantaggiati, 1999). La phosphorylation de CREB par la PKA 

permet son activation et le recrutement de p300/CBP sur le promoteur cible, induisant ainsi 

l’activation de la transcription. 

 

L’acétylation des histones par une Histone Acétyl-Transférase
g
 

L’état d’acétylation des histones est sous le contrôle de de

Elles peuvent être subdivisées en 

l’

histones nouvellement synthétisées avant leur incorporation à la chromatine. 

Les HAT nucléaires peuvent elles-mêmes être divisées en trois groupes :  

o La famille GNAT (Gcn5-related N-AcétylTransferase) : on peut 

et PCAF (P300/cbp-associated Factor) qui présentent 70 % d’homologie. PCAF est capable 

d’acétyler la lysine 14 de l’histone H3 et la lysine 8 de l’histone H4 (Schiltz et al., 1999). 

PCAF joue le rôle de HAT, mais aussi de coactivateur et possède différents rôles cellulaires 

dont le contrôle du cycle cellulaire. PCAF est également capable d’acétyler des protéines 

non-histones, comme TFII-E et F, mais aussi la protéine virale Tat. 

o La famille MYST (MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2, Tip60) : ces protéines possèdent 

de nombreuses fonctions régulatrices notamment au niveau du cycle cellulaire

réplication. Tip60 interagit avec Tat, entrainant une inhibition de son activité 

acétyltransferase (Creaven et al., 1999). 

o La fam
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 Les histones déacétylases (HDAC) :  

Les histones déacétylases possèdent des activités épigénétiques de déacétylation des histones 

nucléosomales. Cependant, elles sont également capables de déacétyler des facteurs de 

transcription et de nombreuses protéines impliquées dans des processus cellulaires divers. 

Les HDAC sont subdivisées en quatre classes :  

o La classe I (HDAC1, 2, 3, 8) : ubiquitaires, elles font partie de complexes 

multiprotéiques nucléaires qui sont cruciaux pour la répression de la transcription. Les 

HDAC de cette classe sont toutes sensibles à la Trichostatine A (TSA) (Yoshida et al., 1990) 

(figure 38).  

Les protéine HDAC1 et 2 gie et composent le core 

catalytique de nombre (Hassig et al., 1997), 

ng et al., 1998) 

(Grozinger and Schreiber, 2002). Ces complexes interagissent avec de nombreux facteurs de 

e NuRD est 

tion de l’ADN. Il est en effet capable de lier 

r son activité de 

 2001). 

HD

 présentent une très forte homolo

ux complexes multienzymatiques tels que Sin3 

CoREST (corepressor for REST (RE1 silencing transcription factor)) (Humphrey et al., 2001) 

t NuRD (Nucleosome Remodelling and Deacetylating complex) (Toe

transcription dans le but de réprimer la transcription (Sp1 et YY1). Le complex

aussi impliqué dans les phénomènes de méthyla

les protéines MeCP1 et 2 (Methyl CpG Binding protein) (Denslow and Wade, 2007; Klose 

and Bird, 2006). 

HDAC3 présente une homologie plus faible avec HDAC1, et nécessite pou

former le complexe N-CoR (nuclear receptor corepressor) (Guenther et al.,

AC8, enzyme exclusivement nucléaire semble avoir une action dans le développement et 

le cycle cellulaire. HDAC8 serait impliqué dans la tumorigenèse des neuroblastomes (Oehme 

et al., 2009), ainsi que dans l’inhibition de CREB induisant alors une diminution de la 

transcription en présence de forskoline (Gao et al., 2009). 

 
 A. B. 

           
(Yang and Seto, 2008) 

Figure 38 : Les classes de HDAC I et II 
 

Les HDAC de classe I et II sont des enzymes sensibles à la Trichostatine A (TSA).  
A. Les HDAC de classe I représente
répresseurs tels que CoREST.  

nt une forte homologie entre elles et font souvent partie de complexes 

. Les HDAC de classe II sont exprimées de manière différente d’un type cellulaire à l’autre. 
 

o La classe II : retrouvées dans le cytoplasme et le noyau des cellules, ces 

protéines possèdent la capacité de faire la navette entre le noyau et le cytoplasme grâce à des 

B
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interactions avec des protéines comme 14-3-3. On distingue d’une part la classe IIa (HDAC4, 

t et 

é est NAD+ (Nicotinamide adénine dinucléotide) dépendante (figure 39). Elles 

5, 7, 9), dont les éléments possèdent un domaine d’interaction avec 14-3-3 et une séquence 

NLS et NES (Bertos et al., 2001), et d’autre part la classe IIb (HDAC6, 10) dont HDAC6, qui 

est un régulateur clé des fonctions cytoplasmiques comme la mobilité cellulaire (Hubber

al., 2002). 

o La classe III (SIRT1 à 7) : ses membres jouent un rôle dans de nombreuses 

fonctions cellulaires dont la répression de la transcription, le contrôle du cycle cellulaire, et 

l’apoptose. Elles ne possèdent aucune homologie de séquence avec les HDAC de classe I et II 

et leur activit

interviennent essentiellement dans la déacétylation de protéines non histones, dont la voie 

NF-B (Yeung et al., 2004). 

Tat est capable d’inhiber Sirt1 et inhibe sa capacité à déacétyler la molécule de la famille NF-

B : p65 acétylé. Sirt1 est un régulateur négatif de l’activité de NF-B, dont l’action est 

inhibée lors de l’infection à VIH, conduisant alors à une hyperactivation des gènes cibles de 

NF-B et une hyperactivation des lymphocytes T (Kwon et al., 2008). 
 

 
(Michan and Sinclair, 2007) avec modifications 

Figure 39 : Le mécanisme de déacétylation des histones par les Sirtuines. 
 

a déacétylation des histones par les Sirtuines est dépendante du NAD+. Elles sont ainsi sensibles à la 
namide. 

 

o La classe IV : constituée de la seule HDAC11. Aucune interaction avec un 

complexe connu n’a été identifiée. Cette enzyme est sensible à un analogue de la TSA, la 

trapoxine. Cette enzyme est impliquée dans le contrôle de l’expression de l’IL-10 (Villagra et 

al., 2009), et de gènes spécifiq a glie (Liu et al., 2009). 

 

2.2.1.2 La méthylation des

L
Nicoti

ues de l

 histones 

 

La méthylation peut être soit activatrice soit répressive selon le type et l’emplacement du 

résidu qui sera méthylé. La méthylation peut avoir lieu sur des résidus lysine ou des résidus 

rginine. Ainsi, pour la méthylation des lysines, la triméthylation des lysines K9 et K27 de 

l’his

a

tone H3 et la triméthylation de la lysine K20 de l’histone H4 sont enrichies dans 

l’hétérochromatine. La triméthylation des lysines K4, K36 et K79 de l’histone H3 sont 
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 méthylation est catalysée par des enzymes nommées histones méthyltransférases 

(H

histone H3 et la lysine 

0 de l’histone H4 (figure 40). 

Cette famille contient notamment la méthyltransferase SUV39H1 qui méthyle spécifiquement 

la lysine 9 de l’histone H3 (Lachner et al., 2001). La triméthylation de cette lysine permet 

ainsi l’établissement et le maintien de l’hétérochromatine (Nakayama et al., 2001). En effet, 

la protéine HP1 (Heterochromatin Protein 1), qui contient un chromodomaine, peut se fixer 

de manière spécifique sur la lysine 9 de l’histone H3 triméthylée (Jacobs and 

Khorasanizadeh, 2002; Lachner et al., 2001; Nakayama et al., 2001), conduisant alors à un 

environnement hétérochro e la lysine 9 de l’histone 

H3 n’est ffet, cette 

tes T stimulés (Vakoc et al., 2005). De même, sur le promoteur du HIV, la 

ro 

dans des complexes nommées 

istone H3. Cette modification a été, au départ, 

s transcriptionnellement actifs (Shilatifard, 2006; Sims 

MT) qui sont spécifiques d’un résidu. Les HMT catalysent le transfert d’un groupement 

méthyle porté par une molécule de S-adénosyl-méthionine (SAM) sur le groupement -aminé 

d’un résidu lysine ou arginine (Zhang and Reinberg, 2001). 

 

2.2.1.2.1 La méthylation et déméthylation des lysines 

 

 La méthylation des lysines 

o Les enzymes à domaines SET (Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste, Trithorax) : 

leur activité catalytique réside dans leur capacité à s’assembler dans un complexe 

multiprotéique. Ces enzymes agissent sur les lysines 4, 9, 27 et 36 de l’

2

matinien. Cependant, la triméthylation d

pas toujours retrouvée dans un environnement répresseur. En e

modification a pu être retrouvée en plus de la protéine HP1 sur le promoteur de l’IL-2 dans 

les lymphocy

p téine HP1 , liée à la lysine 9 de l’histone H3 méthylée, est rapidement remplacée par la 

protéine HP1 lors d’une activation des lymphocytes T (Mateescu et al., 2008). 

Dans cette famille d’enzymes, on retrouve également les enzymes responsables de la 

méthylation de la lysine 4 de l’histone H3. Ainsi, des enzymes telles que MLL-1 à 4 (Mixed-

lineage leukemia 1-4), hSET1A et hSET1B sont présentes 

COMPASS et triméthylent la lysine 4 de l’h

exclusivement associée avec des gène

et al., 2003; Sims and Reinberg, 2006). La triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3 est 

distribuée dans un environnement proche du site d’initiation de la transcription (Bernstein et 

al., 2005), permettant ainsi l’interaction du complexe de transcription basale TFIID via le 

doigt PHD (Plant Homeo Domain) de la protéine TAF3 (TATA box binding protein (TBP)-

associated factor) (Vermeulen et al., 2007). Cependant, la triméthylation de la lysine 4 de 
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l’histone H3 a été également identifiée comme associée à des régions transcriptionnellement 

inactives telles que dans les transcrits cryptiques chez les levures. Cette modification, 

engendrerait le recrutement d’un complexe Rpd3S induisant l’inhibition du complexe de pré-

initiation (Pinskaya et al., 2009). 

 

Ainsi, malgré un code histone qui établit la triméthylation de lysine 9 de l’histone H3 comme 

inhibitrice et la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3 comme activatrice, la 

signification de ces marques est à prendre avec précaution en fonction du contexte cellulaire 

ais aussi de la région chromatinienne régulée et des exceptions existent. 

la lysine 4, tri ou diméthylation n’ait 

as la même signification. La triméthylation de la lysine 4 semblerait être responsable de 

e H3, alors que la diméthylation de la lysine 4 

perm

ns domaines SET : la triméthylation de la lysine 79 de 

m

De plus, il semblerait que le niveau de méthylation de 

p

l’augmentation de l’acétylation de l’histon

ettrait le recrutement d’un complexe de déacétylation du nucléosome (Set3) (Kim and 

Buratowski, 2009). 

 

o Les enzymes sa

l’histone H3, située dans un domaine globulaire de l’histone H3, est, quant à elle, catalysée 

par l’enzyme Dot1 (Disruptor of telomeric silencing). Cette modification induit notamment la 

répression de l’expression des télomères (Fingerman et al., 2007). Cependant, la 

triméthylation de la lysine 79 de l’histone H3 par Dot1 à été associée avec la transcription de 

certains gènes, et le motif de cette modification post-traductionnelle correspond tout à fait au 

motif de la triméthylation de la lysine 4 (Steger et al., 2008). 

 

 
(Shilatifard, 2006) avec modifications 

Figure 40 : La réaction de méthylation des lysines 
 

 La déméthylation des lysines 

o La famille des amines oxydases dépendante du FAD (Flavin adenine 

dinucleotide) : cette famille contient les enzymes LSD1 et 2 (Lysine Specific Demethylase).  

 LSD1 déméthyle spécifiquement la di et monométhylation de la lysine 

4 de l’histone H3. LSD1 est associé avec divers complexes de facteurs de transcription 
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répresseurs (Kim et al., 2008; Lee et al., 2005; Yokoyama et al., 2008) (figure 41). Par 

exemple, LSD1 est capable d’interagir avec des complexes du type de CoREST, permettant 

ainsi la répression de la transcription de gènes neuronaux grâce à la déméthylation de la 

lysine 4 de l’histone H3. Tout d’abord HDAC1/2 déacétylent l’histone H3, permettant la 

xation de Co-REST sur la partie hypoacétylée (Shi et al., 2005). LSD1 déméthyle ensuite la 

O (Ouyang et al., 

importance de la balance de méthylation de la lysine 4 dans la régulation 

e la transcription des gènes viraux. De plus, LSD1 est également capable d’interagir avec le 

récep

DN. En effet, il semblerait que 

SD1 déméthyle Dnmt1 augmentant ainsi sa stabilité et conduisant alors à une augmentation 

de la méthylation de l’ADN (Wang et al., 2009). 
 

fi

lysine 4 d’une manière Co-REST dépendante (Lee et al., 2005; Shi et al., 2005). BHC80 se 

lie à la lysine 4 déméthylée afin d’empêcher toute reméthylation (Lan et al., 2007). 

Finalement, G9a méthyle la lysine 9 de l’histone H3 et induit la répression de la transcription. 

Ce type de répression pourrait être dépendante ou indépendante de SUM

2009). 

En revanche, LSD1 est également capable d’interagir avec un complexe activateur qui 

contient une méthylase spécifique de la lysine 4, MLL-1 (Klose and Zhang, 2007). Ainsi, la 

présence d’enzymes de déméthylation et de méthylation de la lysine 4 dans le même 

complexe, montre l’

d

teur de l’androgène (AR) dans le but d’activer la transcription des gènes dépendant de 

l’AR. LSD1 est capable alors de déméthyler la lysine 9 de l’histone H3 sous sa forme mono 

et diméthylée (Metzger et al., 2005). Ainsi, LSD1 possède des fonctions de coactivateur 

(Garcia-Bassets et al., 2007; Wissmann et al., 2007). 

Enfin, LSD1 est également capable d’interagir avec des protéine non-histone comme p53, où 

elle déméthyle la lysine 370 induisant une inhibition de l’action de p53 (Huang et al., 2007a). 

LSD1 jouerait également un rôle dans la méthylation de l’A

L

 
(Forneris et al., 2008) 

action de déméthylation des lysines Figure 41 : La ré

 

 LSD2 : de récentes analyses de bases de données ont permis la 

découverte de LSD2, qui permettrait également la déméthylation des formes mono et 

diméthylées de la lysine 4 de l’histone H3. Cependant LSD2 ne serait pas impliquée dans des 
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2.2.1.2.2 La méthylation et la déméthylation des arginines 

 

 La méthylation des arginines : les PRMT (Protein arginine MethylTransferase). Au 

nombre de 12, seules les PRMT1 à 4 présentent une activité méthyltransferase in vivo. Les 

PRMTs ont été classées en quatre types (figure 42) : 

o Les PRMTs de classe I (PRMT1, 3, 4, 6, 8) catalysent la monométhylation et 

la diméthylation asymétrique des arginines 

o Les PRMTs de classe II (PRMT5, 7, FBXO11, Hsl7) catalysent la 

H4 (Wang et al., 2001), alors que PRMT4 

éthyle les arginines 2, 17, 26 de l’histone H3. 
 

monométhylation et la diméthylation symétrique des arginines (Zhang and Reinberg, 2001) 

o Les PRMTs de classe III (PRMT7) catalysent uniquement la monométhylation 

o Les PRMT de classe IV (PRMT2) catalysent la monométhylation, mais cette 

activité a été montrée uniquement dans les levures (Bedford and Clarke, 2009). 

Ainsi, PRMT1 agit sur l’arginine 3 de histone 

m

 
(Shilatifard, 2006) avec modifications 

Figure 42 : Les réactions de méthylation des arginines 
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 jumonji : des enzymes de cette famille permettent également la 

éméthylation des arginines. On peut notamment citer JMJD6 capable de déméthyler 

l’a

éthylation des arginines (Thompson and Fast, 2006). 

d

rginine 2 de l’histone H3 sous sa forme diméthylée, et l’arginine 3 de l’histone H4 

également sous sa forme diméthylée (Chang et al., 2007). 

 

 La déimination des arginines 

o Les enzymes de type PAD (PeptydilArginine Deiminase) sont capables de 

catalyser la transformation des résidus arginine en citrulline. Elles peuvent ainsi prévenir 

toute m

 

2.2.1.3 La phosphorylation des histones 

 

La phosphorylation des histones peut se faire sur les résidus sérines et les résidus thréonines. 

Les enzymes catalysant cette modification sont des sérine/thréonine kinases (HK : Histone 

Kinase) telles que ATM. La phosphorylation va elle aussi conduire, selon le contexte, à une 

activ

le d’ATP sur le groupement -aminé d’une sérine 

ou

act

al.

e H3 et la 

’autres résidus peuvent être phosphorylés, tels que la thréonine 11 de l’histone H3, 

correspondant également à une marque activatrice (Metzger et al., 2008). 

 

2.2.1.4 L’ubiquitinylation des histones

ation ou à une répression de la transcription. Cette réaction consiste en un transfert d’un 

groupement phosphate porté par une molécu

 d’une thréonine, conduisant alors à un changement de charge du résidu.  

La phosphorylation de la sérine 10 de l’histone H3 est liée à un état transcriptionnellement 

if (Thomson et al., 1999). Elle induit le déplacement de HP1 de l’histone H3 (Fischle et 

, 2005; Fischle et al., 2003). Cependant, ceci est encore controversé, puisque il a été 

récemment démontré que la triméthylation de la lysine 9 de l’histon

phosphorylation de la sérine 10 de l’histone H3 pouvaient avoir lieu de manière concomitante 

(Mateescu et al., 2004). 

D

 

 

L’ubiquitine (76 acides aminés) est attachée aux protéines cellulaires par la formation d’un 

pont isopeptide entre la partie C-terminale de l’ubiquitine et la chaîne de la lysine, par 

l’action successive de trois enzymes. L’enzyme d’activation E1 va activer l’ubiquitine de 

manière ATP-dépendante, qui va ensuite pouvoir être conjuguée à un résidu cystéine par 

l’enzyme de conjugaison E2. Finalement, l’enzyme E3 ligase va transférer l’ubiquitine sur la 

lysine de la protéine cible (Pickart and Eddins, 2004; Pickart and Fushman, 2004; Wang et 

al., 2006). Les protéines poly-ubiquitinylées (plus de 4 ubiquitines) sont en général dégradées 

par la voie du protéasome (Chau et al., 1989; Finley et al., 1994; Wang et al., 2006) (figure 
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43). Dans le cas des histones, l’ubiquitinylation a lieu sur les histones H1, H2A, H2B et H3 

(Shilatifard, 2006; Weake and Workman, 2008; Zhang, 2003). 
 

 
(Woelk et al., 2007) avec modifications 

Figure 43 : L’ubiquitinylation des histones 
 

L’ubiquitinylation des histones nécessite l’intervention de trois enzymes distinctes. Tout d’abord l’E1 est 
conjuguée à l’ubiquitine via un résidu cystéine puis le transfère à l’enzyme E2 également sur un résidu 
cystéine. E3 permet ensuite le recrutement du substrat (histone) et transfère l’ubiquitine sur l’histone. 
 

L’ubiquitinylation peut avoir lieu sur les lysines 120, 119 et 143 de l’histone H2B (Osley, 

2006; Robzyk et al., 2000; Sridhar et al., 2007; Tanny et al., 2007). L’histone H2B est 

niquement mono-ubiquitinylée, elle est résistante à la dégradation par le protéasome et joue 

a structure chromatinienne et dans la régulation de 

expression génique. L’ubiquitine peut être enlevée de l’histone par des protéases spécifique 

u

un rôle important dans le maintien de l

l’

de l’ubiquitine. L’ubiquitinylation de l’histone H2B conduit à l’activation de la transcription 

des gènes (Daniel et al., 2004; Henry et al., 2003; Shukla et al., 2006). De plus, des études ont 

pu montrer que la mono-ubiquitinylation de l’histone H2B par Rad6/Bre1 est un pré-requis 

pour la méthylation des lysines 4 et 79 de l’histone H3. H2B ubiquitinylée contrôle la fixation 

de la sous-unité Csp35 du complexe COMPASS, essentielle pour l’activité méthyltransférase 

de ce complexe (Lee et al., 2007). 
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2.2.1.5 La SUMOylation des histones 

 

La SUMOylation des histones fait intervenir la même machinerie cellulaire que 

l’ubiquitinylation. C’est une marque réversible. Les quatre histones peuvent être SUMOylées 

conduisant à la liaison de chaînes de plusieurs protéines SUMO (Small Ubiquitin-like 

Modifier) sur un résidu lysine. La SUMOylation de l’histone H2B peut avoir lieu sur les 

résidus 6 et 7. Cette SUMOylation conduit au recrutement de plusieurs HDAC et de la 

protéine HP1, induisant alors une répression de la transcription des gènes (Nathan et al., 

2006; Shiio and Eisenman, 2003). 

 

2.2.1.6 L’isomérisation 

 

La proline isomérase Fpr4 est une enzyme capable de se lier sur l’extrémité N-terminale de 

l’histone H3 et de catalyser l’isomérisation de la proline P38. Lorsque la P38 est en 

conformation cis, les interactions entre les histones et l’ADN sont favorisées. L’isomérisation 

en conformation trans par Fpr4 semble nécessaire à la méthylation de la lysine 36 de 

l’histone H3 par Set2 et à l’activation de la transcription des gènes (Nelson et al., 2006) 

(figure 44). 
 

 
(Nelson et al., 2006) avec modifications 

Figure 44 : L’isomérisation des histones 
 

Fpr4 permet d’isomériser la proline 38. En conformation cis, la queue de l’histone ne peut être méthylée 
et la chromatine est dans un état inactif. En revanche, en conformation trans, la queue de l’histone peut 
être modifiée par Set2 qui active alors la transcription des gènes. 
 

2.2.1.7 Le code histone 

 

La régulation de l’état de compaction de la chromatine est régie par un ensemble de règles 

regroupées sous le terme de code histone. Ainsi, plusieurs modifications post-traductionnelles 

associent pour former des combinaisons qui donnent lieu soit une activation soit à une s’
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répression de la transcription. Cette régulation nécessite l’intervention de deux types de 

cteurs : 

a lysine 4 de l’histone H3 peut être interprétée par le 

omplexe de transcription basal (TFIID et TFII-I) conduisant à la transcription des gènes, 

a et al., 2009). 

HD et la famille INO80. Quelque soit la famille, chaque facteur possède une 

us-unité catalytique ATPase, avec un domaine hélicase qui permet la modification de la 

structure nucléosomale, grâce notamment à l’énergie libérée par l’hydrolyse de l’ATP 

(Travers, 1999). 

 

2.2.2.1 La famille SWI/SNF (switching defective/sucrose non-fermenting)

fa

 les facteurs qui modifient les histones 

 les facteurs qui interprètent ces modifications. 

Par exemple, la triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 est interprétée par l’ensemble 

des protéines HP1 (, , ), qui sont capables de se fixer sur ce résidu triméthylé grâce à leur 

chromodomaine. Ils entraînent, alors dans la plupart des cas, la formation 

d’hétérochromatine, mais pas toujours (Mateescu et al., 2008; Vakoc et al., 2005). 

De même, la triméthylation de l

c

mais pas toujours (Pinskay

 

2.2.2 Les facteurs de remodelage de la chromatine ATP dépendants 

 

Les facteurs de remodelage de la chromatine ATP dépendants permettent un réarrangement 

rapide de la structure chromatinienne. Basée sur des similarités structurales, on peut classer 

ces facteurs en quatre grandes familles, la famille SWI/SNF, la famille ISWI, la famille 

NuRD/Mi2/C

so

 

 

Les membres de la sous-unité catalytique de cette famille, BRM (SWI/SNF related, matrix 

associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily a, member 2) et BRG1 

(BRM/SWI2 related gene 1 C-terminal qui se lie aux 

extrémités N-terminales ac 02) (figure 45). Ainsi, le 

complexe peut avoir une action directe sur la chromatine au niveau du promoteur activé. Les 

eurs de transcription et l’activation 

inston, 2003). Ils sont ainsi capables de briser les nucléosomes et 

ngeant des histones. Cependant, ces complexes peuvent également 

duire une répression en permettant le recrutement du facteur de transcription REST (Ooi et 

), possèdent un bromodomaine 

étylées des histones (Hassan et al., 20

complexes SWI/SNF désorganisent et réorganisent la position des nucléosomes, afin de 

promouvoir l’accessibilité de la chromatine pour les fact

des gènes (Martens and W

de les réorganiser en écha

in

al., 2006). 

Ce type de complexe est en général recruté sur le promoteur par des facteurs de transcription. 

En effet, le facteur HIC1 (hypermethylated in cancer 1) permet le recrutement de ce 

 90



complexe sur les promoteurs des gènes « E2F-responsive », induisant une répression de la 

transcription (Zhang et al., 2009). 

 riche en arginine de la protéine virale Tat via 

tion. Cette interaction est régulée par 

Ce complexe peut être recruté par le domaine

BRG1, induisant alors une activation de la transcrip

l’acétylation de Tat sur la lysine 50 (Treand et al., 2006). 
 

 
(Iba et al., 2003) 

Figure 45 : Le complexe SWI/SNF 
 
Le complexe SWI/SNF entraîne une dissociation des nucléosomes, ainsi qu’une réorganisation des 
octamères d’histones. 
 

2.2.2.2 La famille ISWI (imitation SWI) 

 

Les membres de la famille ISWI, SNF2H et SNF2L, possèdent des domaines SANT (SWI3, 

 like ISWI) qui 

ermettent l’interaction directe avec les extrémités N-terminales non modifiées des histones 

ADA2, NCOR, and TFIIB DNA binding domains) et SLIDE (SANT

p

(Boyer et al., 2004) (figure 46). Ces complexes permettent le déplacement des nucléosomes 

qui gardent leur structure d’origine. Ainsi, les nucléosomes vont glisser sur la chromatine ce 

qui va modifier leur espacement et permettre la fixation de facteurs de transcription (Fazzio 

and Tsukiyama, 2003; Saha et al., 2006; Zofall et al., 2006). Ils peuvent être aussi bien 

impliqués dans des phénomènes répresseurs (Corona and Tamkun, 2004), activateurs 

(Badenhorst et al., 2002; Corona and Tamkun, 2004) ou dans l’élongation de la transcription 

(Corona and Tamkun, 2004; Morillon et al., 2003). 
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(de la Serna et al., 2006) 

Figure 46 : Les facteurs de remodelage de la chromatine de la famille ISWI 
 

Le complexe ISWI conduit à un glissement des nucléosomes. 
 

2.2.2.3 La famille NuRD (nucleosome remodeling and deacetylation)/Mi-2/CHD 

(chromodomain, helicase, DNA binding) 

 

Les membres de la famille NuRD/M D 1 à 5, possèdent un tandem de 

chromodomaine qui reconna N-terminales méthylées des 

une activité déacétylase, du fait de la présence d’HDAC1 et 2, qui vont 

primer la transcription en parallèle (Tong et al., 1998; Xue et al., 1998). Ce complexe est 

ivités de répression (Becker and Horz, 2002). 

ependant, dans les nucléoles, on a pu identifier une activité activatrice (Shimono et al., 

i-2/CHD, CH

it spécifiquement les extrémités 

histones (Flanagan et al., 2005; Sims et al., 2005) (figure 47). Il possède en plus de son 

activité ATPasique 

ré

majoritairement impliqué dans des act

C

2005). 
 

 
(de la Serna et al., 2006) 

Figure 47 : Les facteurs de remodelage de lachromatine de la famille NuRD 
 

e complexe NuRD provoque une dissociation des nucléosomes et d’une déacétylation des HDAC. 

2.2.2.4 La famille INO80 (inositol requiring 80)

L
 

 

 

Ce complexe peut être soit activateur soit répresseur (Jonsson et al., 2004; Mizuguchi et al., 

2004; van Attikum et al., 2004). Ces complexes sembleraient posséder un rôle dans la 

réparation de l’ADN (Bao and Shen, 2007; Morrison et al., 2004; Tsukuda et al., 2005; van 
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Attikum et al., 2004). Cette famille, tout comme la famille SWI/SNF, permet l’échange de 

variant d’histones au sein du nucléosome et ainsi la modification de la chromatine (Henikoff 

et al., 2004) (figure 48). 
 

 
(van Attikum and Gasser, 2005) 

Figure 48 : Le complexe Ino80 

réplication de l’ADN. Cependant, elle peut être modifiée ou créée en réponse à un 

cteur environnemental. L’ADN peut être méthylé sur les résidus cytosines des dinucléotides 

CpG (Gruenbaum et al., 1981). Cette méthylation consiste en transfert d’un groupement 

méthyle porté par une molécule de S-adénosyl-méthionine (SAM) sur le carbone en position 

5’ d’une cytosine (Razin and Riggs, 1980). 

 

 
Le complexe Ino80 provoque une dissociation des nucléosomes. 

 

2.2.3 Les méthylations de l’ADN 

 

Alors que la méthylation des histones peut permettre la création d’un environnement 

hétérochromatinien, de façon réversible, la méthylation de l’ADN entraîne elle aussi une 

répression, mais qui est plus stable et héritable (figure 49). En effet, elle est reproduite à 

chaque 

fa

 
(Cheng and Blumenthal, 2008) 

Figure 49 : La réaction de méthylation des cytosines de l’ADN 
 
Le groupement SAM permet le transfert d’un groupement méthylé sur la cytosine grâce à une Dnmt 
(ADN méthyltransférase). 
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2.2.3.1 Les ADN méthyltransférases 

 

 
(Margot et al., 2003) 

Figure rases 

 

igure 50 et 51) :  

 Dnmt1 : impliqué dans le maintien des profils des méthylation durant la réplication 

 de l’ADN (Mortusewicz et al., 2005). Dnmt1 préfère de 

0 à 40 fois les sites hémiméthylés qu’elle méthyle de manière processive (pour revue 

 les substrats ADN. 

 Dnmt3 : Dnmt3a et 3b sont les enzymes responsables de la méthylation de l’ADN de 

novo. Ils possèdent un domaine PWWP impliqué dans les liaisons à l’ADN non spécifiques 

(Qiu et al., 2002), un domaine riche en cystéine, et un domaine C-terminal catalytique. 

Alors que Dnmt3a est une protéine ubiquitaire, Dnmt3b est exprimé uniquement dans 

certains tissus comme la moelle osseuse (Xie et al., 1999). 

Dnmt3b est capable d’interagir avec le complexe SWI/SNF, HDAC1 et 2, SUV39H1 et HP1 

(Geiman et al., 2004). Ces interactions démontrent bien la coopération entre les différents 

modes de remodelage de la chromatine pour induire une répression de la transcription. 

DNMT3L (Dnmt 3 like) participe mt3b en se liant à leur extrémité 

C-terminale et e r permettre une 

 50 : Les ADN méthyltransfé

Les ADN méthyltransférases sont classés en 3 familles (f

(Chen and Li, 2006) et la réparation

3

(Jeltsch, 2006)). Dnmt1 semblerait également capable de méthyler de novo les sites non 

compris dans les dinucléotides CpG (Grandjean et al., 2007) et dans les ilots CpG (Feltus et 

al., 2003; Jair et al., 2006). Dnmt1 est notamment connue pour interagir avec HDAC1 

(Robertson and Jones, 2000), HDAC2 (Rountree et al., 2000), SUV39H1 et HP1 (Fuks et al., 

2003). 

 Dnmt2 : cet enzyme permet la méthylation de la cytosine 38 de la boucle anticodon de 

l’ARNtAsp. Mais, le rôle de cette méthylation reste encore à déterminer(Goll et al., 2006). 

Dnmt2 est également capable de reconnaitre

 à l’effet de Dnmt3a et Dn

n induisant ainsi un changement de conformation, qui va leu

meilleure interaction avec leur substrat (Gowher et al., 2005). 
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(Reik and W difications 

Figure ADN 
 

nmt 3a et 3b permet la méthylation de novo de l’ADN alors que Dnmt1 est impliquée dans la 

alter, 2001) avec mo

 51 : Les mécanismes de méthylation de l’

D
maintenance de la méthylation.  

 

2.2.3.2 La déméthylation de l’ADN 

 

Le processus de déméthylation de l’ADN est encore très peu connu, mais des évidences vont 

dans le sens d’une déméthylation active et passive. Ainsi, la déméthylation pourrait faire 

intervenir une 5-methylcytosine déméthylase qui éliminerait le groupement méthyle sur la 

cytosine (Ramchandani et al., 1999). La déméthylation pourrait également avoir lieu grâce à 

l’intervention d’une glycosylase qui éliminerait toute la base méthylée et la remplacerait par 

une u no velle cytosine ; pour revue(Gehring et al., 2009). 

Enfin, le dernier mécanisme évoque la possibilité d’éliminer la méthylation de manière 

passive en empêchant les Dnmt d’accéder à l’ADN ; pour revue(Wolffe et al., 1999). 

 

3 Régulation de la transcription par des ARN interférant 

3.1 Généralités 

 

Les petits ARN interférents contrôlent l’expression des gènes cellulaires et protègent l’ADN 

contre des attaques extérieures, transposons, rétroéléments (Aravin et al., 2007; Baulcombe, 

2004; Buhler and Moazed, 2007). Ils permettent la régulation de la quantité d’ARNm en 

jouant sur le taux de transcription et la stabilité des ARNm. Présents naturellement dans les 

cellules, ils appartiennent à quatre classes (figure 52) :  

 short interfering ARN (siARN) : ces petits ARN sont synthétisés par Dicer, un 

enzyme qui clive de long ARN double brin afin de les générer. Ce sont des fragments de 21 à 

5 nucléotides de long avec un groupement phosphate à chaque extrém2 ité 5’, et un 

groupement hydroxyle et deux nucléotides non associés aux extrémités 3’. Dicer possèdent 
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un domaine PAZ (Piwi Argonaute and Zwille) lui permettant d’interagir avec les siRNA via 

leur extrémités 3’, et deux domaines catalytiques RNaseIII. Ils peuvent provenir d’une source 

endogène ou exogène. 

 micro ARN (miARN) : molécules de 21 à 25 nucléotides de long dont le précurseur 

est codé par le génome de la cellule et transcrit par l’ARNpolII (Kim, 2005). Ce précurseur 

nommé pri-miARN à une structure en tige boucle, la séquence du miARN étant contenue à 

l’extrémité 5’ ou 3’ de la tige boucle. L’enzyme à activité RNaseIII nucléaire Drosha, va 

cliver le pri-miARN en pre-miARN de 65 à 70 nucléotides. Ce précurseur va ensuite être 

importé dans le cytoplasme grâce à l’exportine 5 (Yi et al., 2003), où Dicer va compléter le 

processing (Elbashir et al., 2001). 

 PIWI-interacting AR le de se lier à des protéines 

argonautes contenan ase uracile à leur 

pables d’interagir à la fois au niveau post-transcriptionnel et 

hromatinien (Aravin et al., 2006; Batista et al., 2008; Das et al., 2008; Girard et al., 2006; 

atanabe et al., 2006). 

 Endogenous siARN (esiARN) : synthétisé à partir d’ARN double brin ils participent 

N (piARN) : ce type d’ARN est capab

t un domaine de type PIWI. Ils possèdent une b

extrémité 3’ et un monophospate à leur extrémité 5’ et sont synthétisés à partir de 

rétrotransposons. Ils sont ca

c

Grivna et al., 2006; Lau et al., 2006; W

probablement à la régulation de la structure chromatinienne (Chung et al., 2008; Ghildiyal et 

al., 2008; Kawamura et al., 2008). 
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(Moazed, 2009) avec modifications 

Figure 52 : Les mécanismes de synthèse des ARN interférants 
 

es miARN sont d’origines cellulaires alors que les siARN peuvent être d’origines cellulaires et exogènes 
xpérimentateur ou viral). Les piARN sont d’origines cellulaires et dérivent des transposons. 

.2 Mécanisme de régulation de la transcription

L
(e
 

3  

 

 Mécanisme d’action des petits ARN interférents : les siARN ou miARN, dont le brin 

guide est complexé à la séquence cible, sont chargés par le complexe RISC (RNA-Induced 

Silencing Complex) ou RITS, selon que l’on se trouve dans le cytoplasme ou le noyau. Dans 

le cas des siARN où la reconnaissance avec la séquence cible est parfaite, le complexe sera 

chargé sur la protéine AGO2 qui interagit avec Dicer2 et R2D2, il va alors y avoir clivage de 

l’ARN cible. Lorsque la reconnaissance n’est pas parfaite, comme pour les miARN, le 

complexe est chargé sur la protéine AGO1 qui interagit avec Dicer1 et LOQS1, empêchant 

alors la traduction de l’ARN messager cible (figure 53). 
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(Siomi and Siomi, 2009) avec modifications 

Figure 53 : Les mécanismes d’action des ARN interférants 

Dans le cas d’une c adation de l’ARN 
cible. Toutefois, lo t simplement un 
blocage de la transcription. 

 Petits ARN interférents et chromatine : des évidences chez S.pombe nous poussent à 

 des ARN interférents et la formation 

’hétérochromatine. Ainsi, chez cet organisme, la protéine Chp1 nécessaire à la 

stone H3 ainsi que le recrutement de 

protéines homologues à HP1 (figure 54). Cette machinerie montre bien la coopération qu’il y 

aurait entre les ARNi et les modifications post-traductionnelles des histones (Buker et al., 

2007; Irvine et al., 2006) ; pour revue(Moazed, 2009). 
 

 
omplémentarité parfaite entre le siARN et l’ARN cible il y a dégr

rs d’une complémentarité partielle dans le cas des miARN, il y tou

 

croire qu’il existe un lien entre la régulation

d

triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 a été démontrée comme interagissant avec la 

protéine AGO1 du complexe RITS (Verdel et al., 2004). Dans cette hypothèse, lors du début 

de la transcription d’ARN messager non codant, a lieu une interaction entre un siARN et le 

transcrit naissant d’une part, et la protéine Chp1 et la lysine 9 triméthylée de l’histone H3 

d’autre part (Motamedi et al., 2004). Cela conduit au recrutement d’un complexe, contenant 

Dicer, qui va permettre, à partir de l’ARNm naissant, la production de siARN, et ainsi 

l’amplification du système. D’autre part, la présence du complexe Dicer, permettrait le 

recrutement d’une enzyme triméthylant la lysine 9 de l’hi
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(Moazed, 2009) 

Figure 54 : Les ARN interférant et la régulation de l’état chromatinien 

 

4 Les mécanismes de régulation de la transcription des gènes viraux 

4.1 La régulation de la phase initiale de la transcription des gènes viraux 

 

La transcription des gènes viraux est sous le contrôle de la séquence U3 du promoteur viral. 

e Sp1 ne suffisent pas à l’activation de 

 transcription dans ces cellules. Sp1 se fixe sur les trois boites GC du promoteur minimal et 

sert de point d’ancrage pour les facteurs COUP-TF (Rohr et al., 1997) et NF-IL6 (Schwartz et 

al., 2000). La présence de facteurs activateurs sur le domaine modulateur, tels que COUP-TF 

(Rohr et al., 1999), NF-IL6 (Schwartz et al., 2000), USF1 (Naghavi et al., 2001), Ets1 (Seth 

Elle dépend du type cellulaire et de l’état physiologique des cellules infectées. De manière 

globale, elle conduit toujours à l’activation de la transcription des gènes viraux. Seuls 

quelques sites de fixation de facteurs de transcription sont utilisés en même temps. Au cours 

de la phase initiale de la transcription des gènes viraux, le niveau de transcription est faible et 

est modulé par la présence de cytokines. 

Quelque soit le type cellulaire, la majorité des transcrits sont initiés par l’ARNpolII, qui est 

recrutée sur le promoteur minimal par NF-B. Seule une partie des transcrits sera élonguée 

en l’absence de Tat, permettant ainsi sa production. 

Nous nous intéresserons uniquement aux lymphocytes T CD4+ et aux cellules microgliales 

qui ont été l’objet de nos études. 

 

4.1.1 Les lymphocytes T CD4+ 

 

Les sites de fixation de facteurs de transcription tels qu

la
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et al., 1993) et TCF1 (Sheridan et al., 1995) participe à l’activation de la transcription des 

gènes viraux. 

Ainsi, lors de leur activation, les facteurs de transcription NF-AT1 et 2, NF-B et CREB vont 

subir une translocation dans le noyau où ils vont pouvoir activer la transcription des gènes 

viraux. CREB va se fixer de manière indirecte sur le promoteur proximal (Rohr et al., 1999), 

alors que NF-AT1 et 2 et NF-B vont se fixer de manière directe sur les sites NF-B (Giffin 

et al., 2003). Une étude récente a pu montrer qu’IRF-1 (interferon regulatory factor 1) 

interagit avec le dimère p50/p65 pour l’activation de la transcription des gènes viraux. IRF-1 

est recruté sur le promoteur viral grâce à une interaction avec ce dimère et une liaison sur les 

sites NF-B (Sgarbanti et al., 2008). 

Le facteur de transcription YY1, puissant répresseur de la transcription des gènes viraux est 

capable de se fixer sur le promoteur proximal, et permet la répression dans les LT CD4+ 

quiescents (Margolis et al., 1994) (figure 55). Le dimère p50, de même que CBF-1 et c-Myc 

se fixent également sur le promoteur vir une forte répression de la transcription 

virale (Jiang cteurs sont 

apables de recruter des enzymes de modification de la chromatine conduisant à la formation 

e recrutement de 

tivités HDAC. 

al et induisent 

 et al., 2007; Tyagi and Karn, 2007; Williams et al., 2006). Ces fa

c

d’un environnement répresseur. Ainsi, c-Myc collabore avec Sp1 pour l

HDAC1 ; CBF-1 et le dimère p50 permettent également le recrutement d’ac

 

La régulation de la transcription des gènes viraux dans les lymphocytes T fait intervenir de 

nombreux facteurs activateurs ou répresseurs. Dans les lymphocytes T latents, les facteurs 

retrouvés sur le promoteur viral, sont des facteurs répresseurs qui induisent souvent le 

recrutement d’enzymes de modifications de la chromatine permettant la mise en place de la 

latence. 
 

 100



 

 

Figure 55 : Les facteurs de transcription liés au promoteur viral dans les lymphocytes T 

 
Le promoteur viral contient d nombreuses séquences permettant la fixation de facteurs activateurs tels 

me dans les lymphocytes T, Sp1 est un facteur de transcription très important car il 

rt de point d’ancrage aux facteurs de transcription COUP-TF et NF-IL6. Dans les cellules 

microgliales, le facteur de transcription Sp3 est capable de se fixer sur les boites GC et 

d’induire une répression de la transcription des gènes viraux, de même que C/EBP, qui 

freine une partie de l’effet activateur de NF-IL6 (figure 56). 

Des études récentes menées dans notre laboratoire ont pu mettre en évidence l’importance 

des facteurs CTIP1 et CTIP2 dans la répression de la transcription des gènes viraux. CTIP2 

est capable d’inhiber l’activation de la transcription médiée par Sp1 et COUP-TF en recrutant 

sur le promoteur viral un complexe multienzymatique. Ainsi, CTIP2 recrute HDAC1, 

HDAC2 et SUV39H1 sur le promoteur viral conduisant alors à la formation et au maintien 

d’un environnement hétérochromatinien (Marban et al., 2005; Marban et al., 2007; Rohr et 

al., 2003a). 
 

que NF-AT et Sp1 et la fixation de facteurs répresseurs tels que YY1. 
 

4.1.2 Les cellules microgliales 

 

Tout com

se
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Figure 56 : Les facteurs de transcription liés au promoteur viral dans les cellules microgliales 
 

e promoteur viral comporte de nombreux sites de fixation pour des facteurs cellulaires. Dans les cellules 
, les facteurs Sp1, NF-B, COUP-TF et NF-IL6 ont été identifiés comme activateurs et les 

facte

 

L
microgliales

urs Sp3 et C/EBP comme répresseurs. 

4.2 Le rôle des protéines virales dans la transcription des gènes viraux 

4.2.1 Le facteur de transcription viral Tat 

tion médiée par Tat nécessite les sites Sp1 et NF-B. Tat se 

Le recrutement de facteurs cellulaires est indispensable à l’activité de Tat. Ainsi, la cycline 

T1 facilite l’interaction de Tat avec la TAR (Wei et al., 1998). En effet, la cycline T1 

reconnait des résidus spécifiques de la TAR et Tat peut interagir avec elle via sa boite 

 

a tranL sactivation de la transcrip

fixe à la séquence (+1/+59) TAR (Transactivating Responsive), formant un motif tige-boucle 

à l’extrémité 5’ des transcrits naissants. 

Tat, protéine de 101 acides aminés, est un transactivateur exprimé à partir des 2 exons de son 

gène. La souche de laboratoire LAI encode une protéine de 86 acides aminés, du fait d’un 

remplacement d’un codon par un codon STOP. La partie C-terminale de la protéine encodée 

par le premier exon est générée lorsque les ARNm non épissés sont transportés par Rev dans 

le cytoplasme. Cette protéine tronquée est suffisante pour la transactivation.  

Tat est composé de deux domaines importants :  

 un domaine de transactivation riche en cystéine qui va permettre la liaison à la cycline 

T1, 

 un domaine riche en arginine qui va permettre la liaison à la TAR au niveau de la 

séquence UCU, et qui contient une séquence NLS permettant à la protéine de se rendre dans 

 noyau. le
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cycline. Il y a formation d’un complexe ternaire stable qui induit le recrutement de P-TEFb 

sur l’ARN polII où il va phosphoryler le domaine C-terminal de la ARNpolII (CTD) et les 

facteurs négatifs NELF (Negative Elongation Factor) et DSIF (DRB Sensitivity Inducing 

Factor), conduisant à l’activation de la transcription en favorisant l’élongation (Zhu et al., 

1997). 

La liaison entre Tat et la TAR nécessite l’acétylation de la lysine 28 de Tat. Ainsi acétylé, Tat 

peut se lier à la TAR et à la cycline T1. Il va ensuite y avoir acétylation de la lysine 50 par 

p300/CBP conduisant au recrutement des TAK (Tat Associated Kinases) : PCAF qui vont 

moduler la processivité de l’ARNpolII (Benkirane et al., 1998; Bres et al., 2002; Kiernan et 

al., 1999). 

D’autres modifications peuvent avoir lieu. Ainsi, Tat peut être déacétylé par l’histone 

déacétylase de classe III, la Sirtuine1 (Sirt1) conduisant au recyclage de Tat sur la TAR 

(Pagans et al., 2005) (figure 57). 

Tat peut aussi être méthylé par PRMT6 (Protein R arginine MethylTransferase 6), conduisant 

à  

augmentation de son pouvoir activateur (Boulanger et al., 2005; Bres et al., 2003). 

e nombreux gènes 

eukines 2 et 6 (Brother et al., 1996; Siebenlist et 

l., 1994). 

 la suppression de son activité et au cont ôle de la dissociation de Tat du complexer

d’élongation (Boulanger et al., 2005). 

Enfin, Tat peut subir une ubiquitinylation qui ne va pas conduire à sa dégradation mais à 

l’

Outre son action sur la transcription des gènes viraux, Tat régule d

cellulaires tels que le TNF et , et les interl

a

Le mécanisme décrit ci-dessus est vrai pour toutes les cellules infectées par le virus hormis 

les cellules monocytaires qui ne possèdent pas de cyclinT1. 
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(Hetzer et al., 2005) avec modifications 

 
nt sur le promoteur viral de p-TEFb (CDK9/cyclinT1), qui va 

ine 50 par 
it dégradé 

effets de Vpr sur la transcription des gènes viraux 

s viraux. Elle stimule NF-IL6 et 

F-B. En effet, Vpr induit AP-1, phosphoryle IB et induit NF-B dans les macrophages 

arin et al., 2005). 

pr interagit également avec TFIIB, induit son changement de conformation et facilite 

assemblage avec l’ARNpolII (Agostini et al., 1999). 

Vpr induit positivement la transcription virale via une interaction avec Sp1 grâce au 

recrutement de p21 et p300. Cet effet peut être modulé par p53 (Sawaya et al., 1998). 

De manière générale, Vpr est impliqué dans la phase précoce de la transcription virale en 

induisant le recrutement de facteurs activateurs. 

 

4.2.3 Les effets de Nef sur la transcription des gènes viraux 

 

La protéine virale Nef agit de manière indirecte sur la transcription des gènes viraux. Ainsi, 

elle augmente l’expression de facteurs activateurs comme NF-AT (Manninen et al., 2000), 

NF-B, AP-1 (Varin et al., 2003), STAT1 (Signal Transducer and Activator of Transcription-

1) (Federico et al., 2001) et cdk9 (Cyclin dependent kinase 9) (Simmons et al., 2001). 

 

Figure 57 : Le mécanisme d’action de la protéine virale Tat sur la transcription des gènes 
viraux et sa régulation 

La protéine virale Tat permet le recruteme
hyperphosphorylé le domaine CTD de l’ARNpolII, la rendant alors processive. Tat est alors acétylée sur 
la lysine 28 par p300 conduisant à la dissociation de p-TEFb de la TAR. Tat acétylée sur la lys
PCAF vient se fixer sur l’ARNpolII qui poursuit alors l’élongation. Tat peut ensuite être so
suite à sa méthylation par PRMT6 ou soit recyclé suite à déacétylation par SIRT1. 

 

4.2.2 Les 

 

Vpr agit de manière indirecte sur la transcription des gène

N

(V

V

l’
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4.3 Le remodelage de la chromatine des gènes viraux. 

 

L’activité du promoteur viral dépend de son environnement chromatinien. Les nucléosomes 

sont positionnés de manière précise sur le promoteur viral. Nuc1, un nucléosome localisé près 

du site d’initiation de la transcription, empêche les facteurs de transcription de venir se fixer 

(Jordan et al., 2003; Verdin, 1991; Verdin et al., 1993) (figure 58). Les modifications 

épigénétiques, associées au déplacement de Nuc-1, sont un pré-requis pour l’expression 

virale (Henderson et al., 2004; Verdin et al., 1993) (pour revue(Van Lint, 2000)). 
 

 

Figure 58 : Organisation chromatinienne du promoteur viral 
 

L
la

e promoteur viral se trouve entourée par les nucléosomes Nuc-0 et Nuc-1. Entre ces deux nucléosomes, 
 chromatine est accessible aux facteurs de transcription. Le nucléosome Nuc-1 est situé sur le site 

scription virale. 

histones ne va pas uniquement permettre le remodelage de la chromatine, 

ontrés 

et al., 2006) et LSF (Hsia and Shi, 2002). 

écemment, le recrutement d’activités déacétylases et méthylases a pu être montré sur le 

promoteur viral dans les LT CD4+. Dans cette publication, l’expression de la protéine HP1 
et SUV39H1 a été invalidée par l’utilisation de siRNA, induisant alors une augmentation de 

l’expression virale (du Chene et al., 2007). 

L’utilisation de molécules permettant la réactivation de la transcription dans les cellules 

infectées de manière latente par le VIH est une stratégie thérapeutique en cours d’étude. En 

effet, en réactivant les réservoirs viraux on les rend accessibles aux multithérapies et on 

espère ainsi en faire diminuer drastiquement le nombre. L’utilisation d’inhibiteurs de HDAC, 

d’initiation de la transcription, empêchant l’ARNpolII d’initier la tran

 

4.3.1 Les modifications des histones influençant la transcription virale 

 

La modification des 

mais va également réguler les propriétés cellulaires et la liaison de facteurs de transcription 

(Van Lint, 2000; Ylisastigui et al., 2004). 

Les histones nuc-0 et nuc-1 sont constitutivement déacétylées dans tous les modèles de 

latence du VIH-1 étudiés. Des enzymes possédant des activités déacétylases ont été m

comme étant recrutés sur le promoteur viral par des facteurs de transcription tels que YY1 

(Coull et al., 2000), le dimère p50 (Williams 

R
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tels que l’acide valproïque a tout d’abord montré beaucoup d’espoir car une étude démontrait 

 capacité à diminuer le nombre de cellules infectées de manière latentes (Lehrman et al., 

semble 

rometteur. Une étude menée chez des patients avirémiques a pu montré une résurgence de 

oirs.(Archin et al., 2009a; Archin et 

l., 2009b) De plus l’utilisation simultanée d’inhibiteurs de HDAC et de prostratine qui est un 

s réservoirs 

iraux. De même, la nature des réservoirs étant différente et cela justifie de nouvelles 

stratégies thérapeutiques (Jiang and Pugh, 2009). 

 

4.3.2 Les facteurs ATP dépendants influençant la transcription virale 

 

Le complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF est recruté sur le promoteur viral par 

la protéine Tat acétylée, induisant alors le déplacement de nuc-1. Des études ont pu montrer 

que BRG1 et Ini-1 sont liés au promoteur transcriptionnellement actif (Agbottah et al., 2006; 

Yung et al., 2004). Tat, acétylé sur la lysine 28, interagit avec la sous-unité catalytique de 

SWI/SNF, via so

ne latence post-

tégrative (Boese et al., 2009). 

.3.3 Les méthylations de l’ADN influençant la transcription virale 

 de la transcription, on observe une diminution du 

sa

2005). Cependant, les résultats de leurs études ont été infirmées et l’utilisation d’acide 

valproïque dans le cadre d’un traitement anti-VIH semble compromise (Archin et al., 2008; 

Sagot-Lerolle et al., 2008; Siliciano et al., 2007). Toutefois, l’utilisation d’inhibiteurs 

spécifique de HDAC de classe I (SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid)), 

p

virus dans le plasma et ainsi une réactivation des réserv

a

inducteur de NF-B, permettrait une activation synergique des réservoirs latents, les rendant 

ainsi accessibles aux traitements (Reuse et al., 2009). Les inhibiteurs de HDAC et 

l’augmentation de l’activation de NF-B par la prostratin induit une activation synergique de 

l’initiation et de l’élongation de la transcription des gènes viraux. Cette découverte est très 

importante, car elle justifie l’utilisation d’inhibiteurs d’enzymes impliqués dans la latence en 

plus d’un traitement classique (HAART), dans le but de purger au maximum le

v

n domaine riche en arginine (Henderson et al., 2004; Mahmoudi et al., 2006; 

Treand et al., 2006). 

Une étude récente a démontré que SWI/SNF comportait également un rôle répresseur de 

l’initiation de la transcription virale et participerait alors l’établissement d’u

in

 

4

 

Il semblerait qu’une forte méthylation de l’ADN soit associée à un état réprimé de la 

transcription virale. Lors de la réactivation

taux de méthylation des cytosines (pour revue(Yedavalli and Jeang, 2007)). 

Deux îlots CpG proches du site d’initiation sont méthylés dans les LT CD4+ latents. Les 

protéines MBD2 (Methyl-CpG Binding protein 2) et HDAC2 sont retrouvées sur l’un de ces 

îlots. L’inhibition de la méthylation par la 5-aza-2’deoxycytidine annule le recrutement à la 
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fois de MBD2 et de HDAC2. La 5-aza, potentialise, avec la prostratine et le TNF pour la 

réactivation de la latence virale, démontrant encore une fois la réelle possibilité de réactiver 

les réservoirs viraux (Kauder et al., 2009) (figure 59). 
 

 
(Kauder et al., 2009) 

Figure 59 : Les mécanismes d’action de la réactivation virale 
 

Le TNF, la prostratine et le 5-aza potentialisent dans la réactivation de la transcription des gènes viraux. 

 

4.4 Rôle des siARN dans la régulation de la transcription des gènes viraux 

 

Des études, réalisées sur les LT CD4+ latents ont mis en évidence la présence de miARN 

ciblant l’ARNm viral (Huang et al., 2007b). La diminution de l’expression des protéines 

icer et Drosha permettent la levée de la latence (Triboulet et al., 2007). 

gions ciblées sont la 

AR, U3-R, gag, gag-pol, nef et R (Bennasser et al., 2004). Mais ce virus possède également 

lexes Dicer et RISC (Bennasser et al., 2006). 

D

Le VIH code pour ses propres siARN, qui induisent sa latence. Les ré

T

des mécanismes d’échappement, qui peuvent être indirects et compensatoires, en augmentant 

son activité transcriptionnelle par des mutations qui n’ont pas lieu dans les régions cibles des 

siARN (Leonard et al., 2008). Tat et la TAR sont capables inhiber respectivement l’activité 

de Dicer et de RISC (Bennasser and Jeang, 2006). De plus, la TAR est capable de séquestrer 

TRBP (TAR Binding Protein) empêchant ainsi l’inhibition induite par les siARN le rendant 

inaccessible aux comp
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L’introduction de la multithérapie active (HAART) en 1996 a largement augmenté la survie 

et la qualité de vie des patients. Cette thérapie est basée sur une combinaison de trois drogues 

u plus sélectionnées parmi 22 composés appartenant majoritairement à trois classes (Gulick 

et al., 1997; Hammer et al., 1997; Perelson et al., 1997). En accord avec les essais cliniques, 

 multithérapie active permet de réduire la virémie en-dessous du seuil de détection ( 50 

L plasma) ce qui a rapidement donné l’espoir d’éradiquer le VIH-1. D’après les 

udes menées concernant la demi-vie des cellules infectées, certains auteurs ont prédit 

éradication du virus suite à seulement 3 ans de trithérapie (Perelson et al., 1997). 

alheureusement, le taux d’ARN viral plasmatique redevient détectable dès 2 semaines après 

arrêt du traitement, révélant alors l’existence de réservoirs viraux (Harrigan et al., 1999; 

hang et al., 2000). 

e premier réservoir découvert, mais également le plus étudié, est le réservoir des 

mphocytes T CD4+, qui comprend les cellules naïves et les cellules mémoires. C’est un 

ènement rare (1 sur 106), mais qu’il ne faut pas négliger, car il est responsable de l’échec 

e la thérapie. Il semblerait que la mise en place de la latence dans les cellules T CD4+ 

émoires se fasse dans les cellules T CD4+ activées infectées par le virus et qui retournent à 

n état quiescent. La compréhension des mécanismes mis en jeu dans l’établissement et dans 

le maintien de la lat  cette manière que 

de nouvelles stratég  de la latence dans 

ces cellules peut se faire soit par une régulation de l’environnement chromatinien ou par une 

inhibition des mécanismes de réactivation. Concernant, l’environnement chromatinien, de 

nombreux facteurs répresseurs interagissent avec le promoteur viral tels que YY1, le dimère 

p50 et LSF qui sont alors capables de recruter des HDAC conduisant à la formation et à la 

maintenance d’un environnement hétérochromatinien (Coull et al., 2000; du Chene et al., 

2007; Williams et al., 2006). 

Le recrutement de déacétylases et de méthylases a également pu être démontré dans les 

cellules microgliales, les macrophages résidents du système nerveux central (Marban et al., 

2007). Ces cellules sont les cibles majeures du VIH-1 et constituent un réservoir de cellules 

infectées de manière latentes dans le cerveau (Barber et al., 2006). En plus de leur capacité à 

être infectées de manière latente, ces cellules sont protégées par la barrière hémato-

encéphalique qui empêchent les drogues de les cibler. Ainsi, le cerveau est un réservoir 

anatomique mais également cellulaire pour le virus. Dans ces cellules, tout comme dans les 

lymphocytes T, Sp1 est un facteur important pour la régulation de la transcription. Dans les 

cellules microgliales, il sert de point d’ancrage aux facteurs COUP-TF et NF-IL6 qui vont 

activer la transcription virale (Rohr et al., 1997; Schwartz et al., 2000). 

En 2000, Avram et al., mettaient en évidence une protéine, CTIP2, pour COUP-TF-

interacting protein 2, capable d’interagir avec le facteur COUP-TF connu pour être impliqué 

dans la régulation de la transcription des gènes viraux (Rohr et al., 1999; Rohr et al., 2000). 

o
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ence est tout à fait primordiale, car c’est seulement de

ies thérapeutiques pourront voir le jour. Le maintien
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C’est une protéine comprenant 6 doigt de zinc de motif C2H2 (Avram et al., 2000) (figure 

60). 
 

 
(Avram et al., 2000) 

Figure 60 : Représentation schématique de la protéine CTIP2 
 

CTIP2 est impliqué dans le développement des systèmes immunitaire et nerveux central. 

Ainsi, CTIP2 a été impliqué dans la formation des projections neuronales des motoneurones 

cortico-spinaux (Arlotta et al., 2005), ainsi que dans la formation de tumeurs du cerveau de 

type carcinome (Ganguli-Indra et al., 2009). CTIP2 permet également la différentiation et la 

survie des thymocytes (Wakabayashi et al., 2003b). 

CTIP2 a été récemment impliqué dans la formation du derme et dans le développement de la 

barrière protectrice perméable du derme (Golonzhka et al., 2009a), ainsi que dans 

l’odontogénèse (Golonzhka et al., 2009b). 

 

Les travaux antérieurs de l’équipe ont pu montrer que CTIP2 est capable d’inhiber le pouvoir 

transactivateur de Tat dans les cellules microgliales. La surexpression de CTIP2 conduit à 

une chute drastique de la transcription et de la réplication virale, et à une relocalisation de la 

protéine virale Tat dans des structures nucléaires sphériques contenant HP1 (Rohr et al., 

2003a). Il semblerait alors que le mécanisme d’action de CTIP2 conduise à la formation 

d’hétérochromatine, et donc à l’inhibition de la transcription. 

 

Dans un premier temps, j’ai contribué à l’étude du rôle de CTIP2 dans le cadre de l’infection 

des cellules microgliales par le VIH-1. Nous avons pu montrer que CTIP2 est un répresseur 

de la phase précoce de la transcription des gènes viraux. En effet, il agit à l’encontre de 

l’activation médiée par Sp1 et COUP-TF et permet le recrutement sur le promoteur viral de la 

protéine HP1 (Marban et al., 2005). Nous avons ensuite pu montrer que CTIP2 est à 

l’origine du recrutement d’un complexe multienzymatique sur le promoteur viral. Ces travaux 

démontrent le recrutement concomitant de HDAC1, HDAC2 et la méthylase SUV39H1 sur le 

promoteur viral par CTIP2. Les modifications des histones induites par ce complexe 

permettent la fixation des protéines HP1 et la formation et le maintien d’un environnement 

hétérochromatinien (Marban et al., 2007). Le corépresseur CTIP2 possède une action plus 

pléiotropique en régulant l’expression des gènes des cellules infectées. J’ai pu montrer, grâce 

à des expériences de micro-arrays dans des cellules exprimant ou non un shCTIP2, que 
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l’inhibiteur de cyclin-dependant kinase CDKN1A/p21waf est plus fortement exprimé dans les 

cellules shCTIP2. Une étude à laquelle j’ai contribué a pu alors montré que CTIP2 est recruté 

sur le promoteur de p21 et réprime la transcription de ce gène en induisant des modifications 

épigénétiques similaires à celles décrites sur le promoteur viral (Cherrier et al., 2009). Cet 

effet de CTIP2, favorise indirectement la latence du VIH-1 car l’activation de p21 stimule 

l’expression virale dans les macrophages. De plus, CTIP2 contrecarre la protéine virale Vpr 

requise pour l’expression de p21. Ainsi, l’ensemble de ces facteurs contribuent à la latence 

transcriptionnelle dans les cellules microgliales. 

 

Dans le cadre de mon projet de thèse, nous nous sommes intéressés au rôle de la déméthylase 

LSD1 (Lysine Specific Demethylase 1). En effet CTIP2 étant capable de recruter une 

méthylase, SUV39H1, méthylant spécifiquement la lysine 9 de l’histone H3, nous avons 

voulu savoir si une déméthylase était comprise dans ce complexe afin de réverser l’action de 

CTIP2 ou de la faciliter. LSD1 est un enzyme qui déméthyle spécifiquement la lysine 4 de 

l’histone H3 sous sa forme di et monométhylée. Cet enzyme est décrit comme pouvant faire 

partie d’un complexe nommé CoREST, composé notamment des HDAC1 et 2, et comme 

étant impliqué dans des phénomènes de répression de la transcription des gènes (Lee et al., 

2005). Dans ce contexte, LSD1 faciliterait l’action de CTIP2, en préparant l’histone H3 à la 

méthylation de la lysine 9. En effet, la déméthylation de la lysine 4 de l’histone H3 semblerait 

faciliter la méthylation de la lysine 9 (Lan et al., 2007; Lee et al., 2005; Shi et al., 2005). 

LSD1 est également capable, en présence du récepteur de l’androgène, de déméthyler la 

lysine 9 de l’histone H3 sous sa forme di et monométhylée, et il est dans ce cas là impliqué 

dans des phénomènes d’activation de la transcription (Metzger et al., 2005). Dans ce 

contexte, LSD1 participerait alors à la réactivation de la transcription virale. 

 

Mon travail a donc consisté à déterminer si :  

 LSD1 possède une activité sur la transcription des gènes viraux dans les cellules 

microgliales, et à en élucider les mécanismes mis en jeu ?, 

 LSD1 et CTIP2 sont capable de coopérer dans la mise en place de la latence post-

intégratrive du VIH-1 dans les cellules microgliales ? (figure 61). 
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(Klose and difications 

ais cette fois-ci dans les lymphocytes T. 

Zhang, 2007) avec mo

Figure 61 : Les mécanismes potentiels d’action de LSD1 
 

La protéine LSD1 est impliquée dans des complexes répresseurs tels que le complexe CoREST, où il 
permet la déméthylation de la lysine 4 de l’histone H3. Toutefois, LSD1 pourrait également être 
responsable de la déméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 lorsqu’il est associé à l’AR. Quel sera alors 
son rôle dans la régulation de la transcription virale ? 

 

La deuxième partie de mon projet de thèse propre a été de continuer l’étude de CTIP2 et de 

ces mécanismes impliqués dans la latence virale m

Mon travail de thèse a alors consisté à déterminer si les mécanismes mis en jeu par CTIP2 

dans les cellules microgliales pouvaient être transposés dans les lymphocytes T. 

 114



 

 

 

 

 

 

 

 

PUBLICATIONS 

 115



 

 116



Publication 1 

 

TIP2 réprime la phase précoce de la transcription des gènes viraux dans les cellules 

microgliales. 

icrogliales, la phase initiale de la transcription des gènes viraux est sous le 

ntrôle des facteurs COUP-TF et NF-IL6 qui viennent activer la transcription des gènes 

iraux via leur interaction avec Sp1. 

ans cet article, nous avons mis en évidence que CTIP2 réprime la phase précoce de la 

anscription des gènes viraux en agissant à l’encontre de l’activation médiée par les facteurs 

p1 et COUP-TF. 

es expériences de microscopie confocale, nous ont permis de démontrer que CTIP2 

localise avec Sp1, COUP-TF et HP1 dans des structures transcriptionnellement inactives. 

De plus, des expériences de GS mation d’un complexe ternaire 

entre la partie centrale de CTIP ale de Sp1 et N-terminale de 

COUP-TF. 

Enfin, dans un contexte plus cellulaire, des expériences d’immunoprécipitation de la 

chromatine (ChIP) ont mis en évidence que CTIP2 peut être recruté sur le promoteur viral via 

son association avec Sp1, qui se lie aux boites GC du LTR. Ces expériences, ainsi que des 

expériences de retard sur gel, démontrent qu’il n’y pas de compétition entre COUP-TF et 

CTIP2 pour la fixation sur Sp1, et confirment ainsi l’hypothèse de la formation d’un 

complexe ternaire. 

 

Pour conclure, ces travaux démontrent que Sp1 est capable de recruter CTIP2 sur le 

promoteur viral afin d’induire un environnement hétérochromatinien et ainsi de réprimer la 

transcription du VIH-1 dans les cellules microgliales.  
 

C

 

Dans les cellules m

co

v

 

D

tr

S

 

D

co

T-pull down démontrent la for

2 (145-434), la partie C-termin
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Publication 2  

 

CTIP2 recrute des enzymes de modifications post-traductionnelles des histones et induit 

la formation d’hétérochromatine sur le promoteur du VIH, réprimant ainsi la 

anscription des gènes viraux dans les cellules microgliales. 

ironnement chromatinien est très important dans la 

gulation de la transcription des gènes viraux. 

nscription des gènes viraux. 

ent répresseur. Enfin, CTIP2 permet également le recrutement de SUV39H1, ce 

TIP2 recrute ensuite SUV39H1 dans le but de méthyler la lysine 9 de 

histone H3 et de recruter HP1, permettant alors la formation d’hétérochromatine. 

tr

 

Lors de l’infection des cellules par le VIH, le génome est rétrotranscrit puis intégré dans le 

génome de la cellule hôte. L’env

ré

 

Cette étude nous a permis de mettre en lumière le mécanisme d’action de CTIP2 dans la 

répression de la tra

 

Des expériences d’immunoprécipitation, nous ont permis de détecter une interaction physique 

entre CTIP2, HDAC1 et HDAC2, mais aussi SUV39H1. De plus, des expériences 

d’immunoprécipitation chromatinienne ont mis en évidence le recrutement de HDAC1 et 2 

par CTIP2 sur le promoteur viral, conduisant alors à la déacétylation de l’histone H3 et à un 

environnem

qui a pour conséquence d’augmenter le taux de la triméthylation de la lysine 9 de l’histone 

H3. Ceci engendre le recrutement concomittant des protéines HP1 et la formation 

d’hétérochromatine. 

Donc, CTIP2 est capable de recruter un complexe multienzymatique sur le promoteur viral. 

En effet, en se fixant sur Sp1, CTIP2 recrute HDAC1 et 2 qui déacétylent l’histone H3 au 

niveau de nuc-1. C

l’
 

TATASp1 NUC-1NUC-1

H3+1+1

Sp1Sp1 Sp1Sp1

CTIP2
CTIP2

Sp1Sp1

COUP-TFCOUP-TF

Ac

HDAC2

HDAC1

HDAC2HDAC2

HDAC1HDAC1

SUV39H1SUV39H1 MeHP1HP1
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Publication 3 (en préparation) 

Nm de LSD1 provoque une augmentation de 

 transcription des gènes viraux et une augmentation de l’expression virale. Des expériences 

 Sp1 du promoteur proximal pour réprimer la 

anscription virale. De plus, le recrutement de LSD1 engendre le recrutement concomittant 

iquent que LSD1 est nécessaire au recrutement de CTIP2 sur le 

insi, nos travaux ont pu mettre en lumière que LSD1 est nécessaire au recrutement de 

CTIP2 sur le promoteur viral, et qu’il induit le recrutement de hSET1 et l’augmentation 

concomitante de la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3. Celle-ci n’est pas corrélée, 

dans ce cas à une activation de la transcription, mais à sa répression. Il semble donc que dans 

le cas du promoteur viral la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3 soit une marque 

conduisant à la répression de la transcription. 

 

LSD1 réprime la transcription des gènes viraux et favorise le recrutement de hSET1 et 

l’augmentation de la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3 dans les cellules 

microgliales. 

 

Dans cette étude, nous montrons que LSD1 est un répresseur des phases précoce et tardive de 

la transcription des gènes viraux. En effet, la diminution de l’expression de LSD1 par un 

shARN (small hairpin ARN)  spécifique de l’AR

la

d’essais transcriptionnels et d’immunoprécipitation chromatinienne nous ont permis de 

mettre en évidence que LSD1 a besoin des sites

tr

de hSET1, une méthylase spécifique de la lysine 4 de l’histone H3. Ainsi, le recrutement de 

LSD1 sur le promoteur viral induit indirectement une augmentation de la triméthylation de la 

lysine 4 de l’histone H3. 

 

Enfin, nous avons pu montrer que LSD1 et CTIP2 sont capables d’interagir physiquement, et 

des expériences réalisées en microscopie confocale démontrent une colocalisation de LSD1 

avec CTIP2 et Tat dans le noyau des cellules microgliales.  

Nos expériences ind

promoteur viral. En effet, une surexpression de LSD1 favorise le recrutement de LSD1 mais 

également de CTIP2, alors que la diminution de son expression par shARN induit une 

diminution du recrutement de CTIP2. 

 

A
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Introduction 

 

L’agent infectieux responsable du SIDA est identifié à l’Institut Pasteur par les prix Nobel de 

médecine 2008, F. Barré-Sinoussi et L. Montagnier, et baptisé VIH pour Virus de 

l’Immunodéficience Humaine (Barre-Sinoussi et al., 1983). Tous les efforts de recherche ont 

lors été concentrés sur l’établissement de traitements permettant de traiter l’infection à VIH. 

ne organisation nucléosomale particulière au niveau du promoteur 

an Lint, 2000). Cette organisation particulière permet la compaction de la chromatine et 

t des histones H3 et H4) (Wurtele 

éthylation de la lysine 4 de l’histone H3 par hSET1, 

ar exemple) (Santos-Rosa et al., 2002). Des études ont permis d’identifier les facteurs à 

3 puis sa méthylation et le recrutement des 

protéines HP1 conduisant à la compaction de l’ADN proviral (du Chene et al., 2007; Marban 

et al., 2007). 

Une étude de notre laboratoire, à laquelle j’ai participée au cours de ma thèse, a pu montrer 

l’importance du cofacteur transcriptionnel CTIP2 (COUP-TF-interacting protein 2) dans le 

maintien de la latence du VIH dans les cellules microgliales. CTIP2 est recruté au niveau des 

3 sites Sp1 du promoteur via l’interaction avec les protéines Sp1 et COUP-TF. CTIP2 recrute 

alors un complexe enzymatique comprenant des histones déacétylases (HDAC de classe 1 et 

a

Ainsi, en 1996, une multithérapie active est introduite, ciblant deux étapes du cycle viral (la 

transcription inverse et la maturation des virions), permettant aux patients de retrouver un 

taux de lymphocytes T CD4+ normal et une virémie indétectable (Hammer et al., 1997; 

Perelson et al., 1997). Malheureusement, malgré un suivi strict du traitement, une résurgence 

de virions est observée lors de son arrêt. Il est ainsi rapidement apparu que l’un des 

principaux obstacles de l’éradication du VIH résultait de l’existence de virions intégrés de 

manière latente dans leurs cibles cellulaires (Chun et al., 1997a; Chun et al., 1995). 

 

Il a été démontré que l’organisation chromatinienne du génome du VIH-1 était toujours la 

même, avec notamment u

(V

empêche ainsi l’accès au promoteur des facteurs transcriptionnels conduisant au maintien de 

la latence. L’état de condensation de la chromatine est dicté par un ensemble de 

modifications post-traductionnelles des histones (notammen

et al., 2009). Ces modifications peuvent être de différents types (Peterson and Laniel, 2004). 

La combinaison de ces modifications (code histone) conduit soit à la condensation 

(triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 par SUV39H1, par exemple) ou la 

décondensation de la chromatine (trim

p

l’origine de ces modifications. Les nucléosomes Nuc0 et Nuc1 sont constitutivement 

déacétylés et les enzymes nécessaires à cette modification peuvent être recrutés par les 

facteurs YY1, l’homodimère p50, et LSF1, par exemple. Ainsi, un recrutement de complexes 

possédant des activités déacétylases et méthylases sur le promoteur du VIH assure le 

maintien de la latence (Marban et al., 2007; Williams and Greene, 2007). On peut noter la 

déacétylation de la lysine 9 de l’histone H
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2), une méthylase (SUV39H1), ainsi que des protéines HP1, afin de condenser la chromatine 

qui sera alors transcriptionnellement inactive (Marban et al., 2007). 

LSD1 déméthyle spécifiquement la di et monométhylation de la lysine 4 de l’histone H3. 

LSD1 a été montré comme associé à de nombreux facteurs répresseurs et, dans certains cas, 

son intervention semble nécessaire à l’action de G9a, une méthylase de la lysine 9 de 

l’histone H3. En effet, LSD1 est présente dans le complexe CoREST et participe à la mise en 

place d’un environnement hétérochromatinien (Lee et al., 2005; Shi et al., 2005). Ainsi, dans 

ce contexte, nous avons voulu savoir si LSD1 est présent dans le complexe recruté par CTIP2 

sur le promoteur viral dans les cellules microgliales, et si LSD1 pouvait avoir un effet 

répresseur de la transcription des gènes viraux. 

 

Dans cette étude, nous avons pu montrer que LSD1est un répresseur de la transcription des 

gènes viraux dans les cellules microgliales et de la réplication associée. Les sites Sp1 présents 

sur le promoteur viral sont nécessaires à l’action de LSD1. En effet, une mutation dans ces 

sites entraine une perte de la répression induite par ce facteur ainsi que la perte de son 

recrutement sur le promoteur viral. Le recrutement de LSD1 sur le promoteur proximal 

implique le recrutement de hSET1 et l’augmentation de la triméthylation de la lysine 4 de 

l’histone H3. Concernant CTIP2, il semblerait que LSD1 soit nécessaire au recrutement de 

CTIP2 sur le promoteur viral comme le montrent nos expériences de ChIP. Il existe une 

interaction physique et fonctionnelle entre ces deux facteurs, qui coopèrent donc dans la 

répression de la transcription virale. 

LSD1 est alors nécessaire au recrutement de CTIP2 sur le promoteur viral. Il induit le 

recrutement de la méthylase hSET1 qui permet la triméthylation de la lysine 4 de l’histone 

H3. Cette modification considérée en général comme activatrice est retrouvée, dans notre cas, 

lors d’une répression. 
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Résultats 

 

LSD1 réprime la transcription des gènes viraux et la réplication associée. 
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Figure 1 : LSD1 réprime la transcription des gènes viraux et la réplication associée. 
 
Les cellules microgliales ont été cotransfectées avec le vecteur pNL4-3 (A), ou avec le vecteur épisomal (B, 
C) en présence des vecteurs shLSD1, Tat (C) ou en présence du vecteur contrôle. (A) 48 heures post-
transfection, la p24 Gag contenue dans les surnageants de cultures a été dosée et exprimée de manière 
relative au contrôle. (B, C) 48 heures post-transfection, l’activité luciférase a été mesurée et exprimée de 
manière relative au contrôle. L’efficacité de “knock-down” de LSD1 a été contrôlée par western blot. (A, 
C) 

 

Dans le but de tester l’effet de LSD1 sur la réplication virale, les cellules microgliales ont été 

cotransfectées avec les vecteurs pNL4-3 et shLSD1. 48h post-transfection, la protéine p24 

contenue dans le surnageant a été dosée. Ainsi, nous avons pu montrer que LSD1 est un 

répresseur de la réplication virale (Figure 1A). De même, nous avons voulu savoir si LSD1 

est également un répresseur de la transcription des gènes viraux. Les cellules microgliales ont 

alors été soumises à un dosage luciférase après transfection du vecteur épisomal LTR-LUC 

en présence d’un vecteur codant pour un shARN-LSD1 en présence ou non de  FLAG-Tat. 

Les cellules exprimant moins de LSD1 possèdent un taux de transcription viral plus élevé que 

le niveau basal, et cela en absence (Figure 1B) ou en présence de Tat (Figure 1C). Ainsi, 

LSD1 est un répresseur des phases précoce et tardive de la transcription des gènes viraux. 
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Les sites Sp1 sont suffisants et nécessaires pour la répression transcriptionnelle médiée 

par LSD1. De même, les sites Sp1 sont nécessaires pour le recrutement de LSD1 et 

hSET1 sur le promoteur viral et pour la triméthylation concomitante de la lysine 4 de 

l’histone H3. 
 

 

Figure 2 : Les sites Sp1 sont suffisants et nécessaires pour la répression transcriptionnelle 
médiée par LSD1. 

 
(A) Les cellules microgliales ont été transfectées par 1µg de vecteur pLTR-LUC 1-789, pLTR-LUC 292-
789, pLTR-LUC 345-531, ou par 1µg de pLTR-LUC 1-789 mut Sp1, et avec 1,5 µg de vecteur 
d’expression de LSD1 ou shLSD1. Deux jours post-transfection, les activités luciférases ont été mesurées 
et exprimées de manière relative au contrôle. (B) Les cellules HEK-293T ont été transfectées avec le 
vecteur épisomal ou avec le vecteur pLTR-LUC 1-789 mut Sp1 48 heures avant d’être soumises à des 
expériences d’immunoprécipitations chromatiniennes avec les anticorps indiqués. En contrôle, une 
immunoprécipitation a été réalisée sans anticorps (SA). L’input (1/1296) et les ADN immunoprécipités 
ont été quantifiés par PCR quantitative en temps réel avec des amorces spécifique du promoteur 
proximal. La quantité d’ADN a été normalisée par rapport à l’input. 

 

Afin de déterminer quelle pouvait être la région importante pour la répression médiée par 

LSD1, les cellules microgliales ont été transfectées par les vecteurs pLTR-LUC 1-789, 292-

789, 292-531, ou pLTR-LUC 1-789 mut Sp1 en présence d’un vecteur d’expression, codant 

soit pour FLAG-LSD1 soit pour shLSD1. Deux jours après la transfection, l’activité 
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luciférase a été mesurée. La délétion d’une partie du promoteur viral n’influe que très peu sur 

effet répresseur de LSD1 (Figure 2A lignes 1 à 3). Ainsi, l’essentiel de l’activité répressive 

l’hypothèse de 

importance des sites Sp1 présents sur le promoteur proximal. La mutation de ces sites 

entraîne l’incapacité pour LSD1 de réprimer la transcription des gènes viraux (Figure 2A 

ligne 4). 

LSD1 étant capable de réprimer la transcription des gènes viraux et exigeant pour cette action 

la présence des sites Sp1, nous avons voulu déterminer si LSD1 était recruté sur le promoteur 

proximal et connaître son effet sur la lysine 4 de l’histone H3. Ainsi, des expériences de ChIP 

menées dans des cellules HEK-293T, transfectées avec le vecteur pLTR-LUC 1-789 ou 

pLTR-LUC 1-789 mut Sp1, ont pu mettre en évidence que LSD1 est recruté sur le promoteur 

proximal. Ce recrutement est corrélé à une augmentation de la triméthylation de la lysine 4 de 

l’histone H3 et au recrutement de la méthylase de la lysine 4, hSET1. Cet effet est perdu 

lorsque les sites Sp1 sont mutés (Figure 2B). 

Lors de la répression de la transcription des gènes viraux médiée par LSD1, LSD1 est recruté 

sur le promoteur proximal, probablement via les sites Sp1. Il induit par la suite le recrutement 

concomitant de hSET1 et la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3. 
 

l’

de LSD1 passe par le promoteur proximal. De même, nous avons voulu tester 

l’
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L’activation de la transcription virale est accompagnée par une diminution du 

recrutement de LSD1 et de hSET1 sur le promoteur viral, et par la diminution 

concomittante de la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3. 
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Figure 3 : L’activation de la transcription du VIH-1 est accompagnée par une diminution du 
recrutement de LSD1 et de hSET1 sur le promoteur viral, et par la diminution concomitante de 

la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3. 
 

(A) Les cellules HEK-293T ont été transfectées par le vecteur épisomal en présence du vecteur 
d’expression LSD1 ou shLSD1 48h avant d’être soumises à des expériences de ChIP avec les anticorps 
indiqués. En contrôle, une immunoprecipitation a été réalisée sans anticorps (SA). L’input et les ADNs 
immunoprécipités ont été quantifiés par PCR quantitative en temps réel avec des amorces spécifique du 
promoteur proximal. La quantité d’ADN a été normalisée par rapport à l’input. (B) Les cellules 
microgliales ont été infectées par un pseudo-virus VSV-pNL4-3 24 h avant d’être soumises à des 
expériences de ChIP. Les cellules infectées ont été traitées ou non avec du PMA (100nM) pendant 5h. (A, 
B)  a 
été normalisée par rapport à l’input e elatif (fold enrichment) par rapport à 

enrichissement non spécifique sur le prom r la GAPDH. 

ugmentation du recrutement de 

SD1, mais également de hSET1, ce qui implique un lien entre LSD1 et hSET1. 

A titre de contrôle, une immunoprecipitation a été réalisée sans anticorps (SA). La quantité d’ADN
t l’enrichissement r
oteur du gène codant poul’

 

Afin de déterminer si la présence sur le promoteur viral de hSET1 est liée à la présence de 

LSD1, nous avons réalisé des expériences de ChIP en présence de la surexpression de LSD1, 

ou du « knock-down » de LSD1. Les cellules HEK-293T ont été transfectées, comme indiqué 

dans la figure 3, 48 heures avant d’êtres soumises à des expériences de ChIP. La 

surexpression de LSD1 dans les cellules HEK-293T induit l’a

L

L’augmentation du recrutement de hSET1 est liée à une augmentation de la triméthylation de 

la lysine 4 de l’histone H3. En effet, hSET1 est une méthylase capable de méthyler la lysine 4 

de l’histone H3. De même, le « knock-down » de LSD1 induit la diminution de son 

recrutement sur le promoteur viral, ainsi que la diminution du recrutement de hSET1 et de la 
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triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3 (Figure 3A). De fait, il semblerait y avoir un lien 

entre LSD1 et hSET1 conduisant à la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3.  

Nous avons ensuite voulu savoir quel serait l’impact de la réactivation de la transcription des 

gènes viraux au niveau du recrutement de LSD1 sur le promoteur viral. Les cellules 

microgliales ont été infectées par un virus de pseudotype VSV (vesicular stomatitis virus) 

env-pNL4-3 pendant 19 heures avant d’être soumises à un traitement contrôle, ou un 

du VIH-1 dans les cellules microgliales. 

traitement au PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) 100nM pendant 5 heures. Les cellules 

ont ensuite subies une expérience de ChIP avec les anticorps indiqués. Dans les cellules 

microgliales infectées, LSD1 et hSET1 sont présent sur le promoteur viral, et la lysine 4 de 

l’histone H3 est triméthylée. Lors de la réactivation de la transcription par le PMA, on 

observe un départ de LSD1, corrélé au départ de hSET1 et à la diminution de la 

triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3 (Figure 3B).  

Ces indications nous permettent de proposer l’hypothèse selon laquelle LSD1 intervient dans 

la mise en place de la latence post-intégrative 
LSD1 coopère avec CTIP2 pour réprimer la réplication et la transcription des gènes du 

VIH-1. 

 

 

Figure 4 : LSD1 coopère avec CTIP2 pour réprimer la réplication et la transcription des gènes 
du VIH-1. 

Les cellules microgliales ont été cotransfectées avec le vecteur pNL4-3 (A), ou le vecteur épisomal (B, C) 
en présence des vecteurs shLSD1, shCTIP2, Tat (C), ou du vecteur vide. (A) 48 heures post-transfection, 
la p24 Gag contenue dans les surnageants de cultures a été dosée et exprimée de manière relative au 
contrôle. (B, C) 48 heures post-transfection, l’activité luciférase a été mesurée et exprimée de manière 
relative au contrôle. L’efficacité de “knock-down” de LSD1 et de CTIP2 a été contrôlée par western blot. 
(D) 

 

Sachant que LSD1 est recruté sur le promoteur viral, probablement via les sites Sp1 qui sont 

également suffisants au recrutement de CTIP2, nous avons voulu savoir si LSD1 et CTIP2 

étaient capable de coopérer pour la répression de la réplication et de la transcription des gènes 
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viraux. Les cellules microgliales ont été cotransfectées par le vecteur pNL4-3 et les vecteurs 

d’expression shLSD1 et shCTIP2 comme indiqués sur la Figure 4A. 48 heures post-

transfection, la protéine p24 contenue dans le surnageant à été dosée. La diminution de 

expression de LSD1 seul ou de CTIP2 seul implique une augmentation de la réplication 

virale, confirmant bien l’effet répresseur de ces deux facteurs. Le double « knock-down » de 

CTIP2 et LSD1 induit une activation de la réplication synergique. Il semblerait donc y avoir 

une coopération entre LSD1 et CTIP2 pour la répression de la réplication du VIH-1.  

Connaissant l’effet répresseur de la transcription de ces deux facteurs nous avons testé 

l’hypothèse d’une coopération. Ainsi, les cellules microgliales ont été cotransfectées par le 

vecteur épisomal et les vecteurs d’expression shLSD1 et shCTIP2 en présence ou non du 

vecteur d’expression FLAG-Tat. Deux jours après la transfection, les cellules ont été 

collectées et l’activité luciférase a été mesurée. Le double « knock-down » de CTIP2 et LSD1 

induit une activation synergique de la phase précoce de la transcription des gènes viraux 

(Figure 4B). En présence de Tat, cette coopération existe toujours, mais n’est plus synergique 

(Figure 4C).  

Ainsi, LSD1 et CTIP2 sont capables d’interagir de manière fonctionnelle lors de la 

anscription virale.  

L’efficacité des « knock-down » a ét

l’

tr

é vérifiée par western blot et est représentée sur la Figure 

4D. 
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LSD1 interagit avec CTIP2 et colocalise avec CTIP2 et Tat dans des structures 

nucléaires. 
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Figure 5 : LSD1 interagit avec CTIP2 et colocalise avec CTIP2 et Tat dans des structures 
nucléaires. 

 
(A) Les cellules HEK-293T ont été transfectées avec le vecteur d’expression Flag-CTIP2 ou Flag-LSD1 ou 
le vecteur vide. Les complexes immunoprécipités avec l’anticorps anti-Flag ont été immunodétectés pour 
la présence de la protéine LSD1 endogène ou CTIP2 endogène par western blot. (B, C, D) Les cellules 
microgliales ont été transfectées avec les vecteurs d’expression RFP-CTIP2 ou Tat-GFP, comme indiqué. 
Après traitement, la protéine LSD1 endogène a été immunodétectée. Les complexes immuns primaires 
ont été immunomarqués par des anticorps secondaire couplés avec Cy3 (B) ou avec Cy5 (C, D). La 
colonne Mask montre les marquages colocalisés. 

 

LSD1 et CTIP2 coopèrent dans la répression de la transcription des gènes viraux. Nous avons 

cherché à déterminer si LSD1 et CTIP2 étaient capables d’interagir physiquement. Pour cela, 

les cellules HEK-293T ont été transfectées avec le vecteur d’expression FLAG-CTIP2 ou 

avec FLAG-LSD1 avant d’êtres soumises à une immunoprécipitation utilisant un anticorps 

anti-FLAG. Les complexes immunoprécipités ont été analysés par western blot grâce à 

l’utilisation d’anticorps anti-FLAG, anti-LSD1 et anti-CTIP2. Nous avons ainsi pu mettre en 
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évidence que la protéine LSD1 surexprimée interagit physiquement avec la protéine CTIP2 

ène (Figure 5A). 

es expériences de microscopie confocale nous ont permis de montrer que LSD1 et CTIP2 

colocalisaient dans des structures nucléaires en forme de « boules » et que la surexpression de 

CTIP2 induit une relocalisation de LSD1 (Figure 5C). En effet, en l’absence de surexpression 

de CTIP2, LSD1 est localisé dans toute la cellule. La surexpression de CTIP2 induit sa 

relocalisation dans le noyau. LSD1 est également capable de colocaliser avec la protéine 

virale Tat et l’expression de Tat induit également la relocalisation de LSD1 (Figure 5C). 

Enfin, lorsque RFP-CTIP2 et Tat-GFP sont exprimés, on observe une parfaite colocalisation 

entre CTIP2, Tat et LSD1 (Figure 5D). 

LSD1 et CTIP2 sont capables d’interagir physiquement et sont retrouvées toutes les deux 

dans des structures nucléaires comprenant la protéine virale Tat. 

endogène. De même, la protéine CTIP2 surexprimée interagit physiquement avec la protéine 

LSD1 endog

D
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LSD1 est nécessaire pour le recrutement de CTIP2 sur le promoteur proximal du VIH-

1. 

 

Figure 6 : LSD1 est nécessaire pour le recrutement de CTIP2 sur le promoteur proximal du 
VIH-1. 

 
(A) Les cellules HEK-293T ont été transfectées par le vecteur épisomal en présence du vecteur 
d’expression LSD1 ou shLSD1, 48h avant d’être soumises à des expériences de ChIP avec les anticorps 
indiqués. (B) Les cellules microgliales et les cellules microgliales shCTIP2, n’exprimant plus CTIP2, ont 
été infectées par un pseudo-virus VSV-pNL4-3, 24 h avant d’être soumises à des expériences de ChIP. (A, 
B) A titre de contrôle, une immunoprecipitation a été réalisée sans anticorps (SA). L’input et l
immunoprécipités ont été quantifiés par PCR quantitative en temps réel avec des amorces spéci
promoteur proximal du VIH-1. La quantité d’ a été normalisée par rapport à l’input et 
l’en ur 
du g

 

D1 induit l’augmentation de son recrutement sur 

 promoteur viral, mais également l’augmentation du recrutement de CTIP2 (Figure 6A). En 

es ADNs 
fique du 

ADN 
richissement relatif (fold enrichment) par rapport à l’enrichissement non spécifique sur le promote
ène codant pour la GAPDH. 

LSD1 et CTIP2 interagissant, nous avons donc voulu savoir quel était l’effet de la présence 

de l’un sur le recrutement de l’autre. Dans un premier temps, les cellules HEK-293T ont été 

cotransfectées avec le vecteur épisomal et avec le vecteur d’expression FLAG-LSD1 ou avec 

shLSD1. 48 heures post-transfection les cellules ont subies des expériences de ChIP avec les 

anticorps indiqués. La surexpression de LS

le

revanche, la diminution de l’expression de LSD1 induit la diminution de son recrutement sur 

le promoteur viral, ainsi que la diminution du recrutement de CTIP2 (Figure 6A). LSD1 

semble donc faciliter le recrutement de CTIP2 sur le promoteur viral. L’expérience de 

« knock-down » tend même à montrer que LSD1 est nécessaire au recrutement de CTIP2 sur 

le promoteur du VIH-1. 
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Dans un deuxième temps, des cellules microgliales et des cellules microgliales shCTIP2 ont 

été soumises à des expériences de ChIP avec les anticorps indiqués. La diminution de 

l’expression de CTIP2 n’induit pas la diminution du recrutement de LSD1, mais son 

augmentation. L’augmentation du recrutement de LSD1 est, encore une fois corrélée à une 

augmentation du recrutement de hSET1, et de la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3.  

LSD1 est alors nécessaire au recrutement de CTIP2 sur le promoteur viral, mais la diminution 

de la présence de CTIP2 sur le promoteur induit quant à elle une augmentation du 

recrutement de LSD1. On peut dire que LSD1 pourrait profiter de la place libérée par CTIP2. 

 

hSET1 colocalise avec LSD1 et Tat. 
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Figure 7 : hSET1 colocalise avec LSD1 et Tat. 
 

Les cellules microgliales ont été transfectées avec les vecteurs d’expression Flag-LSD1 (B, D) et Tat (C, 
D). (A, B, C, D) Après traitement, les protéines hSET1 endogènes et Flag-LSD1 ont été immunodétectées. 
Les complexes immuns primaires ont été immunomarqués par des anticorps secondaire couplés à Cy3, 
Cy2 ou Cy5. La colonne Mask montre les marquages colocalisés. 

 

Des expériences de microscopie confocale ont mis en évidence que la méthylase de la lysine 

4, hSET1, est capable de colocaliser partiellement avec LSD1 (Figure 7B). L’expression de 

hSET1, tout comme celle de LSD1, est à la fois nucléaire et cytoplasmique. 

hSET1 colocalise également partiellement avec la protéine virale Tat (Figure 7C). Enfin, le 

marquage concomitant de hSET1, LSD1 et Tat, nous permet de montrer une colocalisation 

partielle entre ces 3 protéines (Figure 7D). 
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Résumé des principaux résultats obtenus 

 

Nos précédents travaux ont permis de mettre en évidence la participation de CTIP2 dans la 

mise en place de la latence du VIH-1 dans les cellules microgliales. En effet, nous avons mis 

en lumière le recrutement par CTIP2 d’un complexe multienzymatique sur le promoteur viral. 

Ainsi, CTIP2 recrute les HDAC 1 et 2, qui déacétylent l’histone H3, puis grâce à SUV39H1, 

il va y avoir méthylation de la lysine 9 de l’histone H3, conduisant au final à la mise en place 

d’un environnement hétérochromatinien. 

Cette étude nous a permis de mettre en évidence que LSD1 est recruté sur le promoteur viral 

sion de la transcription. Ainsi, le recrutement de LSD1 

est corrélé au recrutement de hSET1, une méthylase qui permet la méthylation de la lysine 4 

de l’histone H3. L’activation de la transcription par du PMA, provoque le départ de LSD1 et 

de hSET1 du promoteur viral. Enfin, des expériences de ChIP nous ont permis de suggérer 

que le recrutement de LSD1 est nécessaire au recrutement de CTIP2. 

du VIH-1 et qu’il conduit à une répres
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Matériel et méthodes 

 

Plasmides 

La plupart des constructions utilisées ont été décrites précédemment : Flag-Tat dans (Rohr et 

al., 2003a), pcDNA3, pNL4-3 dans (Marban et al., 2005), pshARN-CTIP2 dans (Marban et 

al., 2007) et pshLSD1 et pFLAG-LSD1 dans (Metzger et al., 2005). 

 

Culture cellulaire 

Les lignées cellulaires HEK-293T et microgliales ont été maintenus en culture dans du 

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) contenant 10% de sérum de veau fœtal et 

100U/ml de pénicilline/streptomycine. 

 

SDS-PAGE et Western Blot 

Les gels de migration ont été réalisés selon les méthodes standards. Les protéines ont été 

détectées en utilisant des anticorps dirigés contre CTIP2 (santa cruz), LSD1 (Abcam), contre 

la actine (Sigma) et contre l’épitope FLAG (Sigma). Les protéines ont été visualisées par 

chimiluminescence grâce au kit Super Signal Chemiluminescence Detection System de 

Pierce. 

 

Essais Luciferase 

es cellules microgliales cultivées dans des plaques 48 puits ont été transfectés par la 

technique du phosphate es ont été collectées et 
TM

L

 de calcium. Deux jours plus tard, les cellul

l’activité luciférase a été mesurée à l’aide du kit Dual-Glo  Luciferase Assay System 

(Promega). Les valeurs correspondent à la moyenne d’au minimum 3 expériences distinctes 

réalisées en triplicats. 

 

Infection et réplication virale 

Les cellules microgliales ont été cultivées dans des plaques de 48 puits, et puis transfectées 

avec 1µg de vecteur pNL4-3 et les vecteurs d’expression comme indiqués pendant 4 heures. 

. 

 

Marquages immunofluorescents et observation au microscope confocal

Après lavages, elles ont été maintenus en culture pendant le temps indiqué avant de mesurer 

la quantité de p24 dans le surnageant. Les valeurs correspondent à une moyenne de trois 

expériences distinctes réalisées en triplicats

 

Les cellules microgliales ont été cultivées dans des plaques de 24 puits, contenant des 

lamelles de verre, puis ont été transfectées par la technique du phosphate de calcium avec les 

vecteurs d’expression suivants : pRFP-CTIP2, pGFP-Tat et pFLAG-LSD1. Les cellules ont 

été fixées et perméabilisées comme décrits précedemment.(Marban et al., 2005) Les lamelles 
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ont alors été incubées pendant 10min avec du TOPRO3 (Molecular Probes). Les cellules 

arquées ont ensuite été observées avec un microscope confocal ZEISS (modèle 510 à m

inversion) équipé d’un objectif à immersion à huile Plan Apo 63X (ouverture numérique 1,4).  

 

Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 

Les cellules microgliales ont été cultivées dans des flacons de 175cm2 puis ont ensuite été 

infectées par 100ng de pseudovirus VSV env-pNL4-3 pendant 19h puis traités ou non avec 

100nM de PMA pendant 5h. Les cellules HEK-293T ont été transfectées avec les vecteurs 

indiqués par la technique du phosphate de calcium. Les expériences de ChIP ont été réalisées 

par utilisation du kit ChIP Assay (Millipore,) 48h post-transfection ou 5h post-traitement. Les 

anticorps primaires utilisés sont : anti-CTIP2 (Bethyl), anti-triMeH3K4 (Abcam), anti-hSET1 

(Abcam), anti-LSD1 (Abcam). L’ADN immunoprecipité a été soumis à une PCR quantitative 

en temps réel et normalisé par rapport à l’enrichissement non spécifique du promoteur 

GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase). 

 139



 140



Publication 4 (en préparation) 

 

CTIP2 recrute un complexe d’enzymes de modifications post-traductionnelles des 

histones et active la phase tardive de la transcription des gènes viraux dans les 

eur (PMA, TNF, TSA) ne permet de 

restaurer une réplication dans la lignée 1G5 shRNACTIP2. La phase précoce ne semble pas 

affectée par la diminution de l’expression de CTIP2. Ainsi, il semblerait que l’effet activateur 

de CTIP2 soit lié à la transactivation de Tat. 

Des expériences d’immunoprécipitations chromatiniennes, nous ont permis de montrer que 

l’activation des lymphocytes T par le PMA induit une augmentation du recrutement de 

CTIP2 et de HP1 sur le promoteur viral, et ainsi une augmentation concomitante de la 

triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3, et une augmentation de l’acétylation globale de 

l’histone H3. De même, l’expression de la protéine virale Tat induit elle aussi une 

augmentation du recrutement de CTIP2 et de HP1 sur le promoteur viral et une 

augmentation de la triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3. 

Enfin, une diminution de l’expression de CTIP2 induit la diminution de son recrutement sur 

le promoteur viral, ainsi que la diminution du recrutement de HDAC2 et SUV39H1 

impliquant alors une diminution de la triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 et de son 

acétylation globale. 

 

Ainsi, il semblerait que CTIP2 recrute sur le promoteur viral dans les lymphocytes T, le 

même complexe multienzymatique également présent dans les cellules microgliales. Ce 

recrutement induit une augmentation de la triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 et le 

recrutement de HP1, conduisant cette fois ci à une activation de la transcription des gènes 

viraux. 

lymphocytes T. 

CTIP2 est connu pour être un activateur de la transcription de l’IL-2 dans les lymphocytes T, 

nous avons donc voulu savoir quel était son rôle dans la transcription des gènes viraux dans 

ces cellules. 

 

Dans un premier temps, nous avons élaboré une lignée de cellules T CD4+ 1G5 exprimant de 

manière stable un shARN-CTIP2. Dans un deuxième temps, nous avons mis en évidence 

grâce à l’utilisation de notre nouvelle lignée cellulaire, mais également dans des lymphocytes 

T primaires, que CTIP2 est un activateur de la phase tardive de la transcription des gènes 

viraux dans les lymphocytes T. Aucun traitement activat
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Introduction 

 

La transcription des gènes viraux est une étape cruciale dans le contrôle de l’expression 

virale. Après entrée dans les cellules cibles et transcription inverse, les gènes viraux sont 

intégrés dans le génome de la cellule cible. Suivant l’intégration, la transcription du VIH est 

des gènes. Les nucléosomes sont positionnés de manière précise sur le 

romoteur viral. Ainsi, les modifications épigénétiques du nucléosome nuc-1, qui empêche la 

nt pu montrer que de nombreux facteurs sont 

r le promoteur du VIH, la 

ns transcriptionnellement actives (de Wit et al., 2007; Piacentini et al., 

003) ou inactives (Vicent et al., 2006). 

aux antérieurs de l’équipe ont pu montrer que CTIP2 est un répresseur de la 

transcription des gènes viraux dans les cellules microgliales. En effet, CTIP2 recrute un 

complexe multienzymatique sur le promoteur viral et participe à la mise en place d’un 

environnement hétérochromatinien. CTIP2 recrute alors les HDAC1 et 2, qui vont déacétyler 

l’histone H3, puis SUV39H1 va entrer en jeu, et va triméthyler la lysine 9 de l’histone H3. 

régulée par de nombreuses interactions de facteurs de transcription cellulaires et viraux avec 

la région LTR du provirus. La structure chromatinienne joue un rôle critique dans la 

transcription 

p

transcription d’avoir lieu, ainsi que son déplacement sont des pré-requis à l’activation de la 

transcription des gènes viraux. Un environnement hétérochromatinien favorise la mise en 

place de la latence (Jordan et al., 2001). Certaines activités déacétylases, et l’enzyme 

SUV39H1, qui méthyle la lysine 9 de l’histone H3, sont en général associées à la répression 

de la transcription. La triméthylation de cette lysine permet le recrutement des protéines HP1 

ainsi que l’établissement et le maintien de l’hétérochromatine (Jacobs and Khorasanizadeh, 

2002; Lachner et al., 2001; Nakayama et al., 2001). Des études récentes, portant sur le 

réservoir viral des lymphocytes T CD4+, o

associés à des complexes enzymatiques contenant des HDAC et/ou SUV39H1, et 

conduisaient ainsi à la répression de la transcription et à la mise en place de la latence virale 

(Coull et al., 2000; du Chene et al., 2007; Williams et al., 2006). Cependant, la triméthylation 

de la lysine 9 de l’histone H3, ainsi que la présence de protéines HP1, ne sont pas 

exclusivement associés à la formation d’un environnement hétérochromatinien. En effet, cette 

modification est retrouvée, en plus de HP1, sur le promoteur de l’IL-2, lorsque les 

lymphocytes T sont activés (Vakoc et al., 2005). De même, su

protéine HP1 est rapidement remplacée par HP1, lors d’une activation des lymphocytes T 

(Mateescu et al., 2008). Il semblerait même que le recrutement des protéines HP1 et HP1 
soit dépendant de l’ARNpolII (Mateescu et al., 2008), et que la présence de ces protéines est 

associée à des régio

2

CTIP2 est un cofacteur impliqué dans le développement du système immunitaire. En effet, il 

permet la différentiation et la survie des thymocytes (Wakabayashi et al., 2003b). De plus, 

CTIP2 est connu pour avoir un effet activateur sur la transcription des gènes de l’IL-2 dans 

les lymphocytes T, lorsque ceux-ci sont soumis à une activation (Cismasiu et al., 2006). 

Des trav
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Ainsi, les protéines HP1 vont venir se fixer sur la lysine triméthylée de l’histone H3, et 

engendrer la mise en place et le maintien de la latence (Marban et al., 2007). Quel est alors le 

rôle de CTIP2 sur la transcription des gènes viraux dans les lymphocytes T ?? 

 

Dans cette étude, nous avons pu mettre en évidence que CTIP2 est un activateur de la 

réplication du VIH-1 dans les lymphocytes T. Des expériences d’immunoprécipitation 

chromatinienne, nous ont permis de montrer que l’activation de la transcription des gènes 

viraux, par un traitement au PMA ou l’expression de la protéine virale Tat, conduit à une 

augmentation du recrutement de CTIP2 sur le promoteur viral. Ce recrutement s’accompagne 

du recrutement de HP1 et de l’augmentation de la triméthylation de la lysine 9 de l’histone 

H3. Une diminution de l’expression de CTIP2 par shARN, permet la diminution de son 

recrutement sur le promoteur viral, ainsi que la diminution du recrutement de HDAC2, 

SUV39H1 et HP1, ce qui implique une diminution de la triméthylation de la lysine 9 de 

l’histone H3 et de son état d’acétylation globale. Il semblerait alors que CTIP2 soit capable 

de recruter, dans les lymphocytes T, le même complexe multienzymatique que celui recruté 

dans les cellules microgliales, conduisant cette fois-ci à une activation de la transcription des 

gènes viraux. 
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Résultats 

 

CTIP2 est un activateur de la réplication du VIH-1. 
 

 

Figure 1 : CTIP2 est un activateur de la réplication du VIH-1. 
 
(A) Les lymphocytes T 1G5 ou les lymphocytes T 1G5 shCTIP2, n’exprimant plus CTIP2, ont été infectés 
par le virus pNL4-3 avant d’être lavés. 24, 48 et 72 h après infection, la protéine p24 Gag a été dosée dans 
les surnageants de culture. (B) Des cellules T CD4+ primaires, isolées à partir de sang humain, ont été 
cotransfectées par le vecteur pNL4-3 et le vecteur codant pour le shCTIP2, ou le vecteur vide. 2, 4, 6, 7 
jours post-transfection la protéine p24 Gag a été dosée dans les surnageants de culture. 

 

L’étude fonctionnelle de CTIP2 sur la réplication virale a été testé sur des lymphocytes T 

1G5 et shCTIP2 T 1G5. Ces cellules ont été infectées avec 40 ng de virus pNL4-3, puis 

lavées 3 heures post-infection. La réplication virale a ensuite été mesurée par le dosage de la 

protéine p24 dans le surnageant des cellules en culture, 24, 48 et 72 heures après infection. 

Les cellules exprimant moins la protéine CTIP2, sont moins sensibles à l’infection par le 

virus (Figure 1A). En effet, ces cellules sont beaucoup moins capables de répliquer le VIH-1 

et semblent même résistantes à l’infection.  

Afin de déterminer si l’effet observé n’est pas spécifique de la lignée de cellules utilisée, nous 

avons voulu vérifier l’effet de CTIP2 sur la réplication virale dans les cellules T CD4+ 

primaires. Nous avons alors purifié des PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) à partir 

de « buffy coat » sur un gradient de Ficoll. Les PBMC obtenus ont alors été triés et seuls les 

lymphocytes T CD4+ ont été conservés grâce à un kit de sélection négative (Miltenyi). Les 

lymphocytes T CD4+ primaires, ont subi un traitement activateur à l’IL-2 et au PHA pendant 

3 jours, puis ont été maintenus pendant le reste de l’expérience dans du milieu contenant de 

l’IL-2. Les cellules ont subis une cotransfection de 1µg de vecteur PNL4-3 et 1µg de vecteur 

vide ou de vecteur d’expression shCTIP2. Les résultats obtenus dans les cellules primaires 

 145



valident ceux obtenus en lignées. CTIP2 est bien un activateur de la réplication du VIH-1 

dans les lymphocytes T CD4+ (Figure 1B). 

 

CTIP2 est un activateur de la phase tardive de la transcription des gènes viraux. 
 

 

 
Figure 2 : CTIP2 est un activateur de la phase tardive de la transcription des gènes viraux. 

 
(A, B, C, D) Les lymphocytes T 1G5 ont été transfectées par les vecteurs d’expression Flag-CTIP2, 
shCTIP2 ou Tat comme indiqué. 48 heures post-transfection, l’activité luciférase a été mesurée et 
exprimée de manière relative au contrôle. L’efficacité des constructions de shARN a été contrôlée par 
western blot (C). 

 

Sachant que la réplication virale est sous le contrôle de la transactivation de la transcription 

médiée par la protéine virale Tat, nous avons voulu savoir si l’effet de CTIP2 sur la 

réplication virale pouvait s’expliquer par un effet activateur sur la transcription des gènes 

viraux. Dans le but de tester cette hypothèse les cellules 1G5, qui possèdent un promoteur 

LTR-LUC intégré, ont été transfectées par un vecteur d’expression Flag-CTIP2 ou shCTIP2. 

Dans les deux cas, la transfection de Flag-CTIP2 ou de shCTIP2 n’a pas d’effet sur la 

transcription virale. Ainsi, CTIP2 ne joue pas de rôle dans la phase précoce de la transcription 

des gènes viraux (Figure 2A et C). 

Les cellules 1G5 ont ensuite été cotransfectées par un vecteur d’expression Flag-CTIP2 ou 

shCTIP2 en présence d’un vecteur d’expression codant pour la protéine virale Tat. Dans ces 

conditions, CTIP2 est capable d’activer la transcription des gènes viraux (Figure 2B et D). 

CTIP2 est ainsi un activateur de la phase tardive des gènes viraux. 
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Les traitements stimulateurs sont incapables de restaurer le niveau basal de la 

éplication et de la transcription virale suite à une répression induite par une extinction r

de l’expression de CTIP2. 
 

 

 

Figure 3 : Les traitements stimulateurs sont incapables de restaurer le niveau basal de la 
réplication et de la transcription virale suite 

ère 
été 

 et exprimées de 
anière relative au traitement contrôle (DMSO). 

ermettre l’inhibition des HDAC de classe I et II. 

traitement, l’activité luciférase à été mesurée. Lors de la phase précoce de la transcription 

à une répression induite par une extinction de 
l’expression de CTIP2. 

 
(A) Les lymphocytes T 1G5 ou les lymphocytes T 1G5 shCTIP2 ont été infectés par le virus pNL4-3, 24h 
avant d’être traités par du DMSO, 100nM PMA, 10ng/mL TNF ou 450nM de TSA, comme indiqué. 48h 
après infection, la protéine p24 Gag a été dosée dans les surnageants de culture et exprimée de mani
relative au contrôle DMSO. (B, C) Les lymphocytes T 1G5 ou les lymphocytes T 1G5 shCTIP2 ont 
traités comme indiqué. 24h post-traitement, les activités luciférases ont été mesurées
m

 

Afin de déterminer si des traitements activateurs sont capables de compenser l’effet de la 

diminution de l’expression de CTIP2 sur la réplication virale, les cellules 1G5 et 1G5 

shCTIP2 ont été transfectées par un vecteur pNL4-3. 24h post-transfection les cellules ont été 

traitées par 100nM de PMA, 10ng/mL de TNF ou 450nM de TSA. En effet, nous avions pu 

montrer que CTIP2 est associé aux HDAC1 et 2 dans les cellules microgliales, c’est pourquoi 

nous avons choisi de tester la TSA, qui va p

24h post-traitements, les surnageants de culture ont été dosés pour la protéine p24. Nous 

avons pu montrer qu’aucun traitement testé n’est capable de compenser la diminution de 

l’expression de CTIP2. Les traitements conservent leur pouvoir activateur, mais leur 

activation est très diminuée dans les cellules 1G5 shCTIP2 et ne permettent pas retrouver un 

niveau de réplication basal. (Figure 3A) 

Nous avons également voulu connaître l’effet de ces traitements sur la transcription des gènes 

viraux en absence et en présence de CTIP2. Les cellules T 1G5 et 1G5 shCTIP2 ont alors été 

transfectées ou non par un vecteur d’expression codant pour la protéine virale Tat. 24h post-

transfection, les cellules transfectées ont été traitées comme indiqué ci-dessus, puis 24h post-
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virale, on observe aucune différence entre les cellules 1G5 et 1G5 shCTIP2, quelque soit le 

traitement appliqué (Figure 3B). Cependant, en présence de la protéine virale Tat, on retrouve 

n schéma similaire à la réplication virale. En effet, aucun traitement ne compense la 

rvé soit 

niquement dû à une facilitation de l’effet de Tat en présence de CTIP2. CTIP2 serait alors 

nécessaire à la bonne transactivation de la transcription médiée par Tat. 

u

diminution de l’expression de CTIP2 (Figure 3C). Il semblerait alors que l’effet obse

u
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Le recrutement de CTIP2 sur le promoteur viral est augmenté par une stimulation au 

PMA ou par l’expression de la protéine virale Tat. Ce recrutement est corrélé à une 

augmentation du recrutement de HP1 et de la triméthylation de la lysine 9 de l’histone 

3. 

 

H

 

Figure 4 : Le recrutement de CTIP2 sur le promoteur viral est augmenté par une stimulation au 
PMA ou par l’expression de la protéine virale Tat. Ce recrutement est corrélé à une 

augmentation du recrutement de HP1 et de la triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3. 
 

(A) Les lymphocytes T 1G5 ont été traités par 100nM PMA ou par du DMSO, 5 heures avant d’êtres 
soumis à des expériences de ChIP. (B) Les lymphocytes T 1G5 ont été transfectés par un vecteur 
d’expression Flag-Tat, 48 heures avant d’être soumis à des expériences de ChIP. (A, B) En guise de 
contrôle, une immunoprécipitation a été réalisée sans anticorps (SA). L’input et les ADN 
immunoprécipités ont été quantifiés par PCR quantitative en temps réel avec des amorces spécifique du 
promoteur proximal. La quantité d’ADN a été normalisée par rapport à l’input et l’enrichissement relatif 
(fold enrichment) par rapport à l’enrichissement non spécifique sur le promoteur du gène codant pour la 
GAPDH. 

 

Dans le but de déterminer si l’effet de CTIP2 sur la transcription virale peut s’expliquer par 

son recrutement sur le promoteur viral, nous avons réalisé des expériences 

d’immunoprécipations chromatiniennes (ChIP) sur les cellules 1G5 avec ou sans traitement 

au PMA (100nM pendant 5h). Ce traitement induit une augmentation du niveau d’acétylation 

globale de l’histone H3, ce qui démontre bien l’activation de la transcription. L’activation des 

cellules T par le PMA, se traduit par une augmentation du recrutement de CTIP2, qui est 
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corrélée à une augmentation de la triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3, et 

s’accompagne de l’augmentation du recrutement de la protéine HP1. (Figure 4A) 

De même, l’expression de la protéine virale Tat, à partir d’un vecteur d’expression, implique 

son recrutement sur le promoteur viral et s’accompagne de l’augmentation du recrutement de 

CTIP2. La présence de CTIP2 sur le promoteur viral est dans ce cas à nouveau corrélé avec 

l’augmentation de la triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 et la présence concomitante 

de HP1. Ainsi, CTIP2 semble nécessaire à la transactivation de la transcription médiée par 

Tat, et la présence de Tat induit une très forte augmentation du recrutement de CTIP2 sur le 

promoteur viral (Figure 4B).  

Quelque soit le traitement activateur de la transcription (PMA ou Tat), CTIP2 est recruté sur 

le promoteur viral, où il induit une augmentation de la triméthylation de la lysine 9 de 

l’histone H3 et le recrutement de HP1. 
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CTIP2 induit le recrutement de HDAC2 et de SUV39H1 sur le promoteur proximal et la 

triméthylation concomitante de la lysine 9 de l’histone H3. 

 

 
 

Figure 5 : CTIP2 induit le recrutement de HDAC2 et de SUV39H1 sur le promoteur proximal et 
la triméthylation concomitante de la lysine 9 de l’histone H3. 

 
Les lymphocytes T 1G5 et les lymphocytes T 1G5 shCTIP2 ont été soumis à des expériences de ChIP avec 

de à 
l’i le 
promoteur du gène codant pour la GAPDH. 

ation de la lysine 9 de l’histone H3 suite à une activation des lymphocytes T, 

ouvait s’expliquer par le recrutement sur le promoteur viral de ces mêmes enzymes par 

les anticorps indiqués. A titre de contrôle, une immunoprécipitation a été réalisée sans anticorps (SA). 
L’input (1/1296) et les ADN immunoprécipités ont été quantifiés par PCR quantitative en temps réel avec 

s amorces spécifique du promoteur proximal. La quantité d’ADN a été normalisée par rapport 
nput et l’enrichissement relatif (fold enrichment) par rapport à l’enrichissement non spécifique sur 

 

CTIP2 est maintenant connu pour être capable de recruter sur le promoteur viral les HDAC1 

et 2 et SUV39H1 dans les cellules microgliales, induisant dans ce cas une répression de la 

transcription des gènes viraux. Nous avons donc voulu savoir si, l’augmentation de la 

triméthyl

p

CTIP2. Nous avons alors réalisé des expériences de ChIP dans les cellules 1G5 et 1G5 sh 

CTIP2. La diminution de l’expression de CTIP2 conduit à la diminution de son recrutement 

sur le promoteur viral et la diminution du niveau d’acétylation globale de l’histone H3, 

confirmant bien l’effet activateur de CTIP2. Ceci s’accompagne aussi d’une diminution du 

recrutement de HDAC2 et de SUV39H1 et de la triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3. 
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Enfin, la diminution de l’expression de CTIP2 se traduit par une diminution du recrutement 

de HP1 (Figure 5). 

CTIP2 est ainsi capable, tout comme dans les cellules microgliales, de recruter un complexe 

multienzymatique contenant au moins HDAC2 et SUV39H1. Le recrutement de ce complexe 

induit l’augmentation de la triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3, l’augmentation du 

recrutement de HP1 et provoque l’activation de la transcription des gènes viraux. 
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Résumé des principaux résultats obtenus 

 

Nous avions récemment montré que, dans les cellules microgliales, les cibles principales du 

VIH-1 dans le SNC, CTIP2 inhibe la transcription des gènes du VIH-1 grâce à deux 

mécanismes bien distincts. CTIP2 réprime la phase précoce de la transcription des gènes 

viraux par une association directe avec le facteur Sp1, qui est lié au promoteur viral. 

L’interaction de CTIP2 avec Sp1 induit le recrutement de HP1 sur la séquence LTR et la 

répression de l’expression virale (Marban et al., 2005). CTIP2 est également impliqué dans la 

répression de la phase tardive de la transcription des gènes viraux. En effet, CTIP2 relocalise 

Tat dans des structures nucléaires hétérochromatiniennes contenant HP1 (Rohr et al., 

2003a). Ainsi, CTIP2 induit la formation d’un environnement hétérochromatinien grâce au 

recrutement d’un complexe multienzymatique contenant les HDAC1 et 2 et SUV39H1 

(Marban et al., 2007). 

Dans cette étude, nous avons pu montrer que CTIP2 est recruté sur le promoteur viral dans 

les lymphocytes T, que ce recrutement est augmenté par une activation de la transcription 

(PMA, Tat) et qu’il induit une activation de la phase tardive de la transcription. Le 

recrutement de CTIP2 est corrélé à un recrutement de HDAC2 et SUV39H1, qui conduit à 

une augmentation de la triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 et au recrutement de 

HP1. 
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Matériel et méthodes 

 

Plasmides 

La plupart des constructions utilisées ont été décrites précédemment : Flag-Tat dans (Rohr et 

al., 2003a), pcDNA3, pFLAG-CTIP2, pNL4-3 dans (Marban et al., 2005) et pshARN-CTIP2 

dans (Marban et al., 2007). 

 

Culture cellulaire 

Les lignées cellulaires 1G5 et 1G5shCTIP2 ont été maintenues en culture dans du Roswell 

Park Memorial Institute 1640 (RPMI1640) contenant 10% de sérum de veau fœtal et 

100U/ml de pénicilline/streptomycine. Les lymphocytes T CD4+ primaires ont été isolés 

suivant la technique du gradient de Ficoll et purifiés par un système de billes (Miltenyi). Ils 

ont ensuite été stimulés par de la PHA et maintenu en culture dans du RPMI 1640 contenant 

10% de sérum de veau fœtal, 0,1% d’IL-2 et 100 U/ml de pénicilline-streptomycine. 

 

SDS-PAGE et Western Blot 

Les gels de migration ont été réalisés selon les méthodes standards. Les protéines ont été 

détectées en utilisant des anticorps dirigés contre CTIP2 (Santa Cruz) et contre la actine 

(Sigma). Les protéines ont été visualisées par chimiluminescence grâce au kit Super Signal 

Chemiluminescence Detection System de Pierce. 

 

Essais Luciferase 

Les lymphocytes T cultivés dans des plaques de 6 puits ont été transfectés par la technique du 

DEAE-Dextran. Deux jours plus tard, les cellules ont été collectées et l’activité luciférase a 

été mesurée par le kit Dual-GloTM Luciferase Assay System (Promega). Les valeurs 

correspondent à la moyenne d’au minimum 3 expériences distinctes réalisées en triplicats. 

 

Infection et réplication virale 

Les lymphocytes T 1G5 et 1G5shCTIP2 ont été cultivés dans des plaques de 6 puits, puis ont 

été infectés avec 40ng de virus pNL4-3 pendant 3 heures. Après lavages, ils ont été 

maintenus en culture pendant le temps indiqué avant de mesurer la quantité de p24 dans le 

surnageant. Les valeurs correspondent à une moyenne de trois expériences distinctes réalisées 

en triplicats. Les lymphocytes T primaires ont été cultivés dans des plaques de 12 puits avant 

d’être transfectés par nucleofection avec le kit spécifique d’Amaxa pour les lymphocytes T 

primaires humains (protocole T023). Les cellules ont été maintenus en culture le temps 

indiqué avant de mesurer la quantité de p24 dans le surnageant. Les valeurs correspondent à 

une expérience représentative de trois expériences distinctes réalisées en triplicats. 
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Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 

es cellules T 1G5 ou 1G5shCTIP2 ont été cultivées dans des flacons de 75cm2, puis ont été L

transfectés par la technique du DEAE-Dextran avec les vecteurs indiqués, ou traités avec 

100nM de PMA. Les essais ChIP ont été réalisés par utilisation du kit ChIP Assay (Millipore) 

48h post-transfection ou 5h post-traitement. Les anticorps primaires utilisés sont : anti-CTIP2 

(santa-cruz), anti-triMeH3K9 (Abcam), SUV39H1 (Abcam), anti-HDAC1 (Millipore), anti-

HDAC2 (Millipore), anti-AcH3 (Millipore), anti-HP1 (Millipore), anti-HP1 et anti-HP1 
(Euromedex). L’ADN immunoprecipité a été soumis à une PCR quantitative en temps réel et 

normalisé par rapport à l’enrichissement non spécifique du promoteur GAPDH. 
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Le concept de réservoir a pris toute son importance peu de temps après l’introduction de la 

multithérapie active, lorsque la persistance du virus a été démontrée chez les patients sous 

AART. Plusieurs types cellulaires peuvent être infectés de manière latente, ainsi outre les 

lymphocytes T CD4+, principales cibles du virus, nous avons également les cellules de la 

gnée monocyte-macrophages dont font partie les cellules microgliales. La mise en place de 

tence virale est un phénomène rare, puisqu’on estime que seule une cellule sur 1 million 

e LT CD4+ est infectée de manière latente par le VIH-1. Le virus s’intégrerait de manière 

référentielle dans des zones transcriptionnellement actives (Jordan et al., 2001). La mise en 

lace de la latence et son maintien font intervenir des mécanismes complexes tels que 

organisation chromatinienne et les modifications que peuvent subir les histones. L’étude des 

écanismes entrant en jeu dans le contrôle de la latence virale est très importante, car les 

aitements actuels ne ciblent que les virus se répliquant. Il est alors tout à fait nécessaire de 

ieux comprendre ces mécanismes dans le but d’élaborer de nouvelles stratégies 

érapeutiques (Pomerantz, 2002). 

ous avons dans le laboratoire choisi de consacrer une grande partie de nos études aux 

llules microgliales, principale cible du virus au sein du système nerveux central, et qui 

nstituent un réservoir pour le virus (Barber et al., 2006). 

 

Des études antérieures sseur de CTIP2 sur la 

réplication et la transcription des gènes viraux. En effet, CTIP2 est capable de former des 

structures nucléaires hétérochromatiniennes contenant HP1 et d’y séquestrer la protéine virale 

Tat. CTIP2 pourrait alors être responsable de la mise en place de la latence dans les cellules 

microgliales. Il était donc crucial d’étudier son mécanisme d’action, notamment au niveau de 

la phase précoce de la transcription virale, étape responsable de l’apparition de la latence 

post-intégrative. 

 

CTIP2 un répresseur de la phase précoce de la 
transcription des gènes du VIH-1. 
 

 CTIP2 réprime la transcription des gènes viraux via le promoteur proximal du 

VIH-1 

 

Des expériences d’activités transcriptionnelles ont permis de montrer l’importance de CTIP2 

dans la répression de la phase précoce de la transcription des gènes viraux. CTIP2 conserve 

son effet répresseur malgré la délétion de la partie 5’ du promoteur viral en amont des deux 

boites GC proximales. Ainsi, CTIP2 ne nécessite pas pour son action la présence des sites de 

fixation de COUP-TF, comme pouvait le laisser suggérer la capacité de cette protéine à 

interagir avec COUP-TF (Avram et al., 2000) (Publication 1). Les sites Sp1 sont suffisants 
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pour l’effet répresseur de CTIP2 ; en effet, lors d’essais transcriptionnels, la délétion ou la 

mutation des sites Sp1 conduit à une diminution drastique (90%) de l’activité 

transcriptionnelle du LTR. CTIP2 reste tout de même capable d’inhiber la transcription dans 

ce cas, les sites Sp1 semblent donc suffisantes mais pas absolument nécessaires à l’activité de 

CTIP2 (Publication 1). Une autre étude a confirmé que CTIP2 est une protéine capable de 

réprimer la transcription via son interaction avec des sites Sp1 (Cucciolla et al., 2008). CTIP2 

serait soit capable de se fixer directement sur le promoteur de p57kip2 via les sites Sp1, soit 

via son recrutement dans un complexe NuRD. Enfin, une seconde étude a permis de mettre 

en évidence la capacité de CTIP2 à se lier sur les sites US1 du promoteur de l’IL-2 (Cismasiu 

et al., 2006). Nos études, ainsi que les données de la littérature tendent à montrer que CTIP2 

est capable d’agir sur d’autres promoteurs via une interaction avec les sites Sp1, mais aussi 

grâce à une interaction avec des complexes répresseurs, ou via d’autres sites de fixation, tels 

que les sites US1. 

Des études antérieures ont pu mettre en lumière la capacité du promoteur proximal à fixer 

différents facteurs de transcriptions. Ainsi, les protéines Sp1 et Sp3 sont liées de manière 

directe aux boites GC du promoteur proximal, alors que COUP-TF se lie de manière indirecte 

grâce à une interaction avec Sp1. Sp1 et COUP-TF, ont été identifiés comme étant les 

activateurs majeurs de la phase précoce de la transcription des gènes viraux dans les cellules 

microgliales (Rohr et al., 1997; Schwartz et al., 2000). Des expériences de réplication et de 

transcription virale, en présence de surexpression des protéines Sp1, COUP-TF et CTIP2, ont 

pu montrer que CTIP2 était capable d’inhiber l’activation induite à la fois par Sp1 mais aussi 

par COUP-TF. (Publication 1) 

 

 Formation d’un complexe ternaire et inhibition de la transcription virale 

 

Des expériences de GST-Pull down ont permis de délimiter les zones d’interaction de CTIP2 

(145-434 et 717-813) avec les motifs doigts de zinc des protéines Sp1 (622-788) et COUP-TF 

(49-418). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus précédemment pour CTIP1 et 

COUP-TFII (Avram et al., 2000). Nos observations nous ont conduits à observer la formation 

d’un complexe ternaire de CTIP2 avec Sp1 et COUP-TF car aucune compétition n’a pu être 

mise en évidence.  

Contrairement aux études publiés précédemment, CTIP2 est dans notre cas incapable de lier 

de manière directe les trois boites GC du promoteur proximal (Avram et al., 2002). Sp1 sert 

alors de point d’ancrage au complexe COUP-TF-CTIP2 sur le promoteur proximal au niveau 

des boites GC, conduisant à la répression de la transcription des gènes viraux (Cherrier et al., 

2009; Marban et al., 2005). 
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CTIP2 recrute un complexe multienzymatique sur le 
promoteur viral et induit la formation d’un 
environnement hétérochromatinien. 
 

La région C-terminale de CTIP2 serait toutefois préférée pour l’interaction avec HP1, ce qui 

a pu être déterminé grâce à des expériences de co-immunoprécipitation. (Publication 1) De 

plus, des expériences de microscopie confocale nous ont permis d’observer une colocalisation 

de CTIP2, Sp1, COUP-TF et HP1 dans des structures nucléaires sphériques. Les protéines 

HP1 sont recrutées au niveau du promoteur lors de la formation d’hétérochromatine. En effet, 

les protéines HP1 sont capables de reconnaître la lysine 9 triméthylée (Jacobs and 

Khorasanizadeh, 2002; Lachner et al., 2001; Nakayama et al., 2001). Ainsi, nous avons émis 

l’hypothèse du recrutement par CTIP2 d’activités capables de modifier la structure 

chromatinienne et d’induire les structures nucléaires contenant HP1. 

De plus, l’organisation chromatinienne particulière du promoteur viral, où Nuc1 empêche la 

nsation. Les histones de Nuc1 sont 

onstitutivement déacétylés dans les cellules latentes. Des enzymes permettant cette 

es essais d’activité enzymatique ont révélés que CTIP2 est associée avec HDAC1 et 

es, tels que NuRD, Mi-2 ou CoREST 

our revue(Ahringer, 2000)). De plus, des études récentes ont pu montrer l’interaction de 

is en évidence en association avec CTIP2. CTIP2 semble alors 

apable de recruter un complexe non encore connu à ce jour, ou de lier de manière directe les 

transcription des gènes, nécessite un remodelage de la chromatine ainsi qu’un déplacement de 

Nuc1. L’état de compaction de l’ADN résulte d’une dynamique entre des facteurs favorisant 

la condensation, et entre des facteurs favorisant sa déconde

c

déacétylation sont recrutés sur le promoteur viral par les facteurs YY1, LSF1 et le dimère p50 

(Coull et al., 2000; Williams et al., 2006). La première étape de notre étude a donc été de 

vérifier si CTIP2 était capable de recruter des HDAC sur le promoteur viral, afin d’induire un 

remodelage de la chromatine conduisant à la répression de la transcription. 

 

 CTIP2 et les HDAC 1 et 2 

 

D

HDAC2, des enzymes sensibles à la Trichostatine A (TSA). Ces deux enzymes sont souvent 

trouvés en association dans des complexes enzymatiqu

(p

CTIP2 avec le complexe NuRD (Cismasiu et al., 2005). Cependant, aucun composant de ces 

complexes n’a pu être m

c

HDAC. 

Encore une fois, CTIP2 a été observé en interaction fonctionnelle et physique avec SirT1, une 

HDAC de classe III, sensible à la nicotinamide (NA) (Senawong et al., 2003). Toutefois, nos 

essais biochimiques et nos analyses par western blot, ont été incapables de détecter des 

HDAC de la classe III en association avec CTIP2 dans les cellules microgliales. 
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L’expression de formes tronquées de CTIP2 et l’analyse des activités des HDAC associés, 

nous ont permis de déterminer le site d’interaction de CTIP2 (1-145) avec HDAC1 et 2 

(Publication 2). Lors de précédentes études, nous avions montré que le domaine central de 

CTIP2 (Aa 145-434) est impliqué dans les interactions avec Sp1, COUP-TF et Tat, alors que 

le domaine C-terminal (Aa 717-813) interagit avec HP1 (Rohr et al., 2003a) et (Publication 

1). Ainsi, l’interaction de CTIP2 avec SirT1 déjà décrite (Senawong et al., 2003) semble peu 

probable dans notre contexte ; en effet, SirT1 devrait se lier à la même séquence que Sp1, et 

l’interaction de Sp1 avec CTIP2 est nécessaire pour la liaison de CTIP2 au promoteur viral. 

Alors, peut être que les complexes liés par CTIP2 sont différents d’un contexte cellulaire à 

l’autre, ou même d’un promoteur à l’autre. 

 

Des expériences de ChIP ont permis de confirmer le recrutement de CTIP2, et des 2 HDAC 

sur le promoteur viral des cellules microgliales infectées (Publication 2). La surexpression 

 être recruté par d’autres facteurs favorisés par l’absence de 

TIP2. On peut notamment cité l’association de HDAC1 et Sp1 (Doetzlhofer et al., 1999), 

es résultats sont en faveur d’un rôle des HDAC sensibles à la TSA dans l’établissement et la 

iteurs de HDAC et de prostratine (inducteur de NF-B), induit une 

nce l’interaction de CTIP2 et HP1 sur le promoteur viral 

(Publication 1). Dans les environnements hétérochromatiniens, les protéines HP1 

interagissent spécifiquement avec les formes méthylées de la lysine 9 de l’histone H3 

de CTIP2 induit le recrutement de HDAC1 et 2 sur le promoteur viral, conduisant alors à la 

déacétylation locale de l’histone H3 au niveau de Nuc1. CTIP2 et les HDAC 1 et 2 semblent 

alors associées dans un mécanisme de remodelage de la chromatine bloquant Nuc1 à sa place 

et empêchant alors la transcription d’avoir lieu. En effet, la quantification des transcrits a 

révélé que CTIP2 entraîne la répression de leur initiation mais pas de leur élongation. La 

même observation a été faite pour le dimère p50 responsable du recrutement de HDAC1 sur 

le promoteur viral (Williams et al., 2006). Nous avons confirmé la nécessité de CTIP2 pour le 

recrutement de HDAC2 dans des cellules shCTIP2. Cependant, le recrutement de HDAC1 a 

été augmenté, elle doit pouvoir

C

mais aussi YY1 et LSF1 (Coull et al., 2000). 

C

persistance des réservoirs quiescents du VIH-1. Ainsi, la compréhension de ces mécanismes 

est cruciale dans le but de développer des stratégies de purge, au moins partielle, des 

réservoirs viraux. Ainsi, l’utilisation du SAHA est capable de diminuer le nombre de cellules 

infectées de manière latente ; grâce à une réactivation de ces cellules, ce composé les rend 

accessibles à la trithérapie. De plus, une étude récente a mis en lumière que l’utilisation 

simultanée d’inhib

activation synergique de l’initiation et l’élongation des transcrits viraux (Reuse et al., 2009). 

 

 CTIP2 et la formation d’un environnement hétérochromatinien 

 

Nous avons mis en évide
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(Bannister et al., 2001). Des interactions physiques et fonctionnelles ont été mises en 

évidences entre des HDAC et des HMT telles que SUV39H1 (Reed-Inderbitzin et al., 2006; 

Vaute et al., 2002). CTIP2 étant capable à la fois de recruter des HDAC et la protéine HP1, 

ous avons cherché à déterminer si CTIP2 est liée à des activités HMT. Des expériences de 

u promoteur viral. Ces 

DAC1 et 2, SUV39H1 et HP1 sont clairement impliqués dans la formation 

 de la transcription. De plus, dans le contexte de cellules 

fectées de manière latente, la réactivation de la transcription est accompagnée par une 

rentes études réalisées ont permis de démontrer la capacité de CTIP2 à recruter 

ochromatine. 

CTIP2 est alors un répresseur de la transcription des gènes viraux, qui conduit à la formation 

n

co-immunoprécipitation ont révélées l’association de CTIP2 et SUV39H1. Les expériences 

de ChIP ont ensuite confirmé la présence concomitante de CTIP2 et SUV39H1 sur le 

promoteur viral dans les cellules microgliales (Publication 2). De plus, nous avons pu 

observer, lors du recrutement de SUV39H1 par CTIP2, la méthylation concomitante de la 

lysine 9 de l’histone H3. SUV39H1 permet également le recrutement des protéines HP1 via 

des interactions directes (Stewart et al., 2005). Ici nous révélons que CTIP2 est capable de 

recruter SUV39H1 et les protéines HP1,  et . De manière intéressante, le « knock-down » 

de CTIP2 induit le départ de HP1 et  du promoteur viral, mais pas de HP1. De même, la 

stimulation du modèle de latence U1 n’induit pas le départ de HP1 d

résultats suggèrent que l’établissement de la latence transcriptionnelle induite par CTIP2 et la 

réactivation transcriptionnelle ne sont pas liées de manière stricte par des mécanismes 

moléculaires inverses. Cela suggère également un rôle distinct pour chaque isoforme des 

protéines HP1. Le recrutement de SUV39H1 par CTIP2, résulte d’interactions physiques 

entre SUV39H1 et le domaine 145-434 de CTIP2. (Publication 2) Le domaine 145-434 est 

alors impliqué dans l’interaction avec les facteurs Sp1, COUP-TF et SUV39H1. 

Le rôle de SUV39H1 dans la mise en place de la latence a été confirmé dans les lymphocytes 

T (du Chene et al., 2007). Le mécanisme de CTIP2 pourrait-il alors être généralisé ?? 

 

H

d’hétérochromatine et la répression

in

diminution du recrutement de CTIP2, HDAC2, SUV39H1, HP1 et , et une diminution de la 

méthylation de la lysine 9 de l’histone H3. Les modifications médiées par CTIP2 se 

propagent également à Nuc-2, suggérant une propagation tout le long du génome. Enfin, le 

déplacement de CTIP2 par la stimulation au PMA, et le recrutement des coactivateurs CBP, 

confirment que CTIP2 joue un rôle important dans la répression transcriptionnelle en 

imposant une structure chromatinienne au promoteur viral. 

 

Les diffé

HDAC1 et 2, donc des enzymes qui déacétylent l’histone H3 de Nuc-1, situé sur le site 

d’initiation de la transcription, permettant ainsi sa stabilisation. CTIP2 permet également le 

recrutement de SUV39H1, qui méthyle la lysine 9 de l’histone H3. La lysine 9 méthylée 

conduit alors au recrutement des protéines HP1s et à la formation de l’hétér
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de la latence post-intégrative et à la mise en place de réservoirs insensibles aux thérapies 

actuelles. 

 

LSD1, un répresseur de la transcription des gènes viraux 
dans les cellules microgliales, … 
 

LSD1 est une enzyme à la fois capable de réprimer et d’activer la transcription. Ainsi, LSD1 

est associé à la fois à des complexes répresseurs tels que CoREST, contenant des activités 

HDAC (Lee et al., 2005; Ouyang et al., 2009; Shi et al., 2005) et à des complexes 

coactivateurs, tels que hCOMPASS, contenant des activités HMT (Wang et al., 2007). Ainsi, 

SD1 peut avoir des rôles différents selon le contexte cellulaire et l’état de méthylation de la 

 

romoteurs via des interactions indirectes avec les sites Sp1, Pit1, Pbx, ZEB1 et T3RE (Wang 

1 pour l’activité 

pressive médiée par LSD1. 

L

lysine 4 de l’histone H3 est un phénomène important dans la régulation de la transcription. 

L’activité enzymatique de LSD1 est de déméthyler la lysine 4 de l’histone H3, conduisant 

alors à la répression ou la lysine 9 de l’histone H3 en présence du récepteur de l’androgène, 

conduisant dans ce cas à l’activation de la transcription (Metzger et al., 2005). La 

déméthylation de la lysine 4 de l’histone H3 a été montrée comme étant un pré-requis à la 

méthylation de la lysine 9 de l’histone H3, lors de l’interaction de LSD1 avec le complexe 

CoREST. 

Dans cette étude, nous avons pu montrer que LSD1 est un répresseur de la transcription des 

gènes viraux et de la réplication associée dans les cellules microgliales. Des expériences 

d’activité transcriptionnelle nous ont permis de mettre en évidence la nécessité des sites Sp1 

pour l’activité répressive de LSD1. En effet, la mutation de ces sites entraîne l’incapacité de 

LSD1 à réprimer la transcription virale (Publication 3). 

 

Associé au recrutement d’une activité HMT, hSET1, … 
 

Nos expériences de ChIP, nous ont permis de mettre en lumière le recrutement de LSD1 sur 

le promoteur viral. Ce recrutement est aboli par la mutation des sites Sp1 (Publication 3). 

Peu de données dans la littérature font mention d’un site de fixation préférentiel de LSD1. 

Cependant, il semblerait que LSD1 soit capable de se fixer de manière directe au site TLXE, 

site de fixation du répresseur TLX (The human homologue of the Drosophila tailless gene) 

(Yokoyama et al., 2008). De plus, une étude récente propose la fixation de LSD1 sur les

p

et al., 2007). Dans cette étude, nous montrons la nécessité des sites Sp

ré

Le recrutement de LSD1 est concomitant avec le recrutement de la méthylase hSET1 sur le 

promoteur proximal, et la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3. Ce recrutement est 

également aboli par la mutation des sites Sp1 et la diminution de l’expression de LSD1 par 
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shARN. Cela suggère clairement un lien entre le recrutement de LSD1 et le recrutement de 

hSET1. D’autres études ont montré la capacité de LSD1 à interagir avec WDR5, un 

composant du complexe hCOMPASS, comprenant les enzymes MLL1 ou hSET1. WDR5 est 

un composant tout à fait nécessaire à l’assemblage et à l’activité de ce complexe (Wang et al., 

2007). Ainsi, il est tout à fait probable que, dans notre contexte également, le recrutement de 

hSET1 soit lié à l’interaction de LSD1 avec WDR5. Cette hypothèse est également soutenue 

par le fait que hSET1 est incapable d’agir sans le complexe hCOMPASS (Briggs et al., 2001; 

Miller et al., 2001). 

Enfin, la réactivation de la transcription par le PMA induit le départ de LSD1 et hSET1 du 

promoteur proximal et la diminution de la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3. Ainsi, 

ces indications nous permettent de suggérer un rôle de LSD1 et hSET1 dans la mise en place 

de la latence post-intégrative du VIH-1 dans les cellules microgliales. 

 

Nécessaire au recrutement de CTIP2 ??? 
 

Notre étude a permis de mettre en évidence une interaction physique entre LSD1 et CTIP2. 

Cette interaction conduit à une coopération dans la répression de la transcription des gènes 

viraux. Des expériences de microscopie confocale ont permis de montrer une relocalisation 

de LSD1 par la surexpression de CTIP2 et une colocalisation entre CTIP2, LSD1 et Tat. Des 

 CTIP2 

’est pas nécessaire au recrutement de LSD1 et hSET1 sur le promoteur viral. LSD1 profite 

ecrutement de CTIP2 et de son 

omplexe multienzymatique conduisant à la formation d’hétérochromatine via le mécanisme 

expériences d’immunoprécipitation chromatinienne, ont mis en lumière la nécessité de LSD1 

pour le recrutement de CTIP2 sur le promoteur proximal. Toutefois, la présence de

n

de la place libérée par CTIP2. Enfin, hSET1 colocalise partiellement avec LSD1 et Tat.  

Ainsi, LSD1 semble nécessaire au recrutement de CTIP2 sur le promoteur viral. Des études 

antérieures ont permis de mettre en évidence la capacité de la triméthylation de la lysine 4 à 

recruter des complexes contenant des activités HDAC ou HMTs. ING2, une sous-unité du 

complexe répresseur mSin3A-HDAC1 se lie avec une forte affinité à la lysine 4 triméthylée 

(Shi et al., 2006). De notre côté, nous montrons une interaction directe entre CTIP2 et LSD1, 

mais cependant, cela n’empêche pas la possibilité d’un meilleur recrutement de CTIP2 

lorsque la lysine 4 est sous sa forme méthylée. 

Un des mécanismes répresseur de LSD1 serait alors le r

c

décrit précédemment. Toutefois, le « knock-down » de CTIP2 conduit à une augmentation du 

recrutement de LSD1 et à une activation de la transcription. Si l’on ajoute à cela un « knock-

down » de LSD1, on observe une augmentation synergique de la transcription virale. Cela 

semble suggérer que l’interaction de LSD1 avec CTIP2 n’est qu’un des mécanismes 

susceptibles de réprimer la transcription virale. 

 165



Une étude récente fait état de l’importance de la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3 

dans la répression de la transcription cryptique. La triméthylation de la lysine 4 de l’histone 

3, permettrait le recrutement d’un complexe HDAC (RPD3S) conduisant à l’inhibition de la 

s particulier de transcription cryptique et 

e mécanisme est probable pour la répression de la transcription des gènes viraux. Enfin, 

sme de mise en place de la latence mais des lécanismes de mise en place de la 

 CTIP2 est un activateur de la phase tardive de la transcription des gènes viraux 

a réplication du virus VIH-1 dans les lymphocytes T est grandement affectée par la 

ment du à la facilitation de l’effet de Tat en présence de CTIP2 

H

formation du complexe de pré-initiation et ainsi, la répression de la transcription (Pinskaya et 

al., 2009). La transcription des gènes viraux est un ca

c

LSD1 pourrait également être capable de recruter d’autres facteurs répresseurs. 

 

Ainsi, mon avis personnel concernant ces résultats est que LSD1 est probablement associé à 

WDR5 permettant alors le recrutement de l’ensemble du complexe hCOMPASS et pas 

uniquement l’enzyme hSET1. Ce complexe faciliterait alors le recrutement du complexe 

associé à CTIP2, d’une part par une interaction directe entre CTIP2 et LSD1, mais peut être 

aussi grâce à la triméthylation de la lysine 4 qui est associé au recrutement d’activité HDAC. 

Tout cela conduirait alors la mise en place d’un environnement hétérochromatinien. Cette 

nouvelle hypothèse que je propose est toutefois encore à confirmer par des expériences 

complémentaires. Elle apporte également une preuve supplémentaire de la très grande 

complexité de la latence du VIH-1. En effet, je suis tout à fait persuadée qu’il existe non pas 

un mécani

latence intervenant dans des cellules différentes mais également au sein d’un même type 

cellulaire selon le contexte dans le lequel le virus et la cellule cible évoluent. 

 

Et dans les lymphocytes T ??? 
 

 

L

diminution de l’expression de CTIP2. En effet, dans la lignée cellulaire ou dans les 

lymphocytes T primaires, l’invalidation de l’expression de CTIP2, conduit à une forte 

diminution de la réplication du virus. CTIP2 semble être un activateur de la réplication virale 

(Publication 4). 

Des essais transcriptionnels, nous ont permis de montrer que CTIP2 est un activateur de la 

phase tardive de la transcription des gènes viraux dans les lymphocytes T. Les traitements 

stimulateurs sont incapables de restaurer le niveau basal de la réplication et de la phase 

tardive de la transcription virale suite à une répression induite par un shCTIP2. Il semblerait 

que l’effet observé soit unique

(Publication 4). CTIP2 serait alors nécessaire à la bonne transactivation de la transcription 

médiée par Tat. Ainsi, CTIP2 serait peut être capable de faciliter le recrutement de 
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l’ARNpolII processive ou du complexe pTEF-b nécessaire à l’activité de Tat. Des 

expériences complémentaires vont permettre de répondre à cette hypothèse. 

CTIP2 a été démontré comme responsable de la répression de la transcription des gènes 

viraux dans les lymphocytes T (Cismasiu et al., 2008). Toutefois, dans notre modèle d’étude, 

ainsi que dans les lymphocytes T primaires, nous avons été incapables de montrer une 

activité répressive de CTIP2. Dans le même type cellulaire, CTIP2 a été montré comme étant 

un activateur de la transcription de l’IL-2. Lors de la stimulation de cellule via son récepteur 

TCR (T Cell Receptor), les auteurs ont démontré une augmentation du recrutement de CTIP2 

, l’augmentation de la 

anslocation de NF-B dans le noyau par une augmentation de la dégradation de IB. En 

KK pour phosphoryler IB 

t finalement induire sa dégradation (Cismasiu et al., 2009). 

et au 

 observe une forte augmentation de l’histone 

sur le promoteur de l’IL-2, via les sites US1 (Cismasiu et al., 2006). L’activation de la 

transcription de l’IL-2 pourrait se faire via deux mécanismes possibles. D’une part, CTIP2 

permettrait le recrutement sur le promoteur de CBP/p300 (Cismasiu et al., 2006). D’autre 

part, CTIP2 permet, suite à l’activation des lymphocytes T par le TCR

tr

effet, CTIP2 augmente l’activité de la Cot Kinase, qui va activer I

e

 

 CTIP2 induit le recrutement d’un complexe multienzymatique sur le promoteur 

viral 

 

Dans ce contexte, nous avons voulu connaître le mécanisme d’action de CTIP2. Des 

expériences d’immunoprécipitation chromatinienne ont révélé que le recrutement de CTIP2 

est induit par une activation de la transcription (par le PMA ou par la protéine virale Tat). Le 

recrutement de CTIP2 est corrélé à une augmentation de la triméthylation de la lysine 9 

recrutement de HP1 (Publication 4). Ainsi, un mécanisme activateur conduit à première vue 

à la mise en place d’une modification longtemps considérée comme répressive. Des études 

récentes, tendent à montrer que la triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 et le 

recrutement de HP1, sont également retrouvés lors de l’activation de la transcription de l’IL-

2 (Vakoc et al., 2005). Cependant, la triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 ne semble 

pas majoritaire vis-à-vis de l’état d’acétylation de l’histone H3. En effet, lors de la 

stimulation de la transcription par le PMA, on

H3 sous sa forme acétylée, démontrant bien ainsi l’état d’activation de la transcription. De 

plus, le traitement à la TSA, un inhibiteur des HDAC de classe 1 et 2, permet bien, dans notre 

cas, une augmentation de la transcription virale (Publication 4). 

Dans les cellules microgliales, le recrutement de CTIP2 sur le promoteur viral se fait via une 

interaction de CTIP2 avec Sp1 et COUP-TF, ce qui permet de dire que probablement, c’est le 

cas également dans les lymphocytes T. Cependant, cela n’exclut pas que d’autres mécanismes 

de recrutement de CTIP2 puissent exister. 
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De récentes mises en évidences tendent à montrer l’implication des HDAC et de SUV39H1 

dans la mise en place de la latence post-intégrative dans les lymphocytes T. Ainsi, de 

nombreux facteurs répresseurs tels que YY1 (He and Margolis, 2002), le dimère p50 

(Williams et al., 2006) et CBF-1 (Tyagi and Karn, 2007) sont associés à des activités HDAC 

et HMT. Une étude a alors pu montrer l’implication de la triméthylation de la lysine 9 de 

l’histone H3 et le recrutement de HP1 sur le promoteur viral, dans la mise en place de la 

latence virale dans les lymphocytes T (Pearson et al., 2008). Cette étude montre également 

importance de NF-B dans la réactivation de la transcription des gènes viraux. De plus, une 

HDAC1. Cette 

onstatation avait déjà été faite dans les cellules microgliales. Des mécanismes 

 permettant le maintien de HDAC1 sur le 

romoteur viral. Ainsi, il semblerait que CTIP2 soit capable tout comme dans les cellules 

 

histone H3 et de recruter HP1. La présence de HP1 doit probablement permettre une 

(que ce soit par le PMA ou par la protéine virale Tat), notamment en favorisant le 

l’

autre étude a pu montrer que HP1 est lié à la forme non processive de l’ARNpolII (Ser2 

phosphorylée) alors que HP1 est fortement lié à la forme processive de l’ARNpolII (Ser2 et 

Ser5 phosphorylées) (Mateescu et al., 2008). HP1 serait alors plutôt recruté lors de la 

répression de la transcription et HP1 lors de l’activation de la répression. 

Dans cette étude, nous montrons l’augmentation de la triméthylation de la lysine 9 de 

l’histone H3 et le recrutement de HP1 lors de l’activation de la transcription. Ainsi, la 

triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 est une marque polyvalente, permettant selon 

l’isoforme de HP1 recrutée, soit une activation, soit une répression de la transcription. 

La dernière étape de notre étude a été de découvrir les enzymes associées à CTIP2. Ainsi, des 

expériences de ChIP ont révélées le recrutement de HDAC2 et SUV39H1 de manière 

concomitante avec CTIP2. Toutefois, le « knock-down » de CTIP2 induit la diminution de la 

présence HDAC2 et SUV39H1 sur le promoteur viral, mais pas de 

c

compensateurs doivent donc se mettre en place,

p

microgliales de recruter HDAC1, HDAC2 et SUV39H1 dans le but de méthyler la lysine 9 de

l’

meilleure fixation de l’ARNpolII sous sa forme processive. Des expériences complémentaires 

devront répondre à cette question. Une étude menée sur CTIP2 dans les lymphocytes T a pu 

montrée son association avec le complexe NuRD (Cismasiu et al., 2005). Nous n’avons, dans 

ces cellules, pas encore réalisé les expériences nécessaires pour vérifier cette hypothèse dans 

notre contexte.  

Pour conclure, dans les lymphocytes T, CTIP2 est capable de recruter le même complexe 

multienzymatique que dans les cellules microgliales, conduisant alors à l’augmentation de la 

triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 et au recrutement de HP1. Cette modification 

de la structure chromatinienne conduit cette fois-ci à une activation de la transcription virale. 

 

Concernant mon travail sur les lymphocytes T, je pense que le recrutement d’activités HDAC 

par CTIP2 sur le promoteur viral joue un rôle important dans l’activation de la transcription 
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recrutement de la protéine HP1. Celle-ci pourrait alors être responsable d’une meilleure 

association entre l’ARNpolII processive et le site d’initiation. Cependant je suis convaincue 

ement hétérochromatinien et la 

ise en place de la latence post-intégrative. Dans les lymphocytes T, CTIP2 est capable de 

ent grâce au recrutement prépondérant de HP1, connu pour 

ciliter la liaison avec l’ARNpolII processive. 

que ce complexe n’est pas le seul recruté sur le promoteur viral par CTIP2. En effet, nos 

expériences de ChIP ont pu montrées que lors d’une invalidation de CTIP2, on observe une 

très nette diminution de l’état d’acétylation global de l’histone H3. Ainsi, je pense que CTIP2 

permet l’association d’un autre complexe contenant notamment une activité HAT. Cette 

hypothèse devra elle aussi être vérifiée par d’autres expériences complémentaires. 

 

Nos études ont ainsi permis la mise en évidence d’un mécanisme de formation de la latence 

post-intégrative, dans les cellules microgliales. Ainsi, dans les cellules microgliales, LSD1 et 

le recrutement corrélé de hSET1 permet la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3. 

L’interaction directe avec LSD1 est nécessaire pour le recrutement de CTIP2 sur le 

promoteur viral. CTIP2, quant à lui, permet le recrutement de HDAC1 et 2, et SUV39H1, 

conduisant à la triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 et au recrutement des protéines 

HP1. Cela a pour conséquence la formation d’un environn

m

recruter le même complexe multienzymatique, mais conduisant cette fois à une activation de 

la transcription virale, probablem

fa

Une des explications permettant de comprendre la différence d’action de CTIP2 dans les 

deux types cellulaires étudiés, est le recrutement des protéines HP1 qui n’est pas le même si 

l’on considère les cellules microgliales et les lymphocytes T. En effet, ce recrutement 

différent pourrait permettre l’association de protéines différentes dans les deux types 

cellulaires. Dans les cellules microgliales, le recrutement des trois protéines HP1 engendre la 

condensation de la chromatine, alors que dans les lymphocytes T, la très nette augmentation 

du recrutement de HP1 par CTIP2 rendrait possible l’association de  l’ARNpolII processive. 

Une autre explication serait le recrutement par CTIP2 d’un deuxième complexe associé à des 

activités HAT dans les lymphocytes T qui n’aurait pas lieu dans les cellules microgliales. 
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Dans un premier temps, nos études ont permis de mettre en évidence que CTIP2 réprime la 

réplication du VIH-1 dans les cellules microgliales, en induisant la formation de structures 

étérochromatiniennes tout au long du provirus. Nous avons ainsi pu déterminer que le 

domaine 1-354 de CTIP2 est responsable du recrutement de HDAC1 et HDAC2 sur le 

romoteur viral ; le domaine 145-434 permet à CTIP2 d’être recruté sur le promoteur viral 

s avec Sp1 et COUP-TF. De plus, il permet également les interactions avec 

UV39H1 et la protéine virale Tat ; enfin, le domaine 717-813 permet le recrutement de 

P1.  

insi, une fois recruté sur le promoteur viral via Sp1, CTIP2 recrute HDAC1 et 2, ce qui 

rovoque la déacétylation de la lysine 9 de l’histone H3. CTIP2 interagit avec SUV39H1 

ermettant la méthylation de la lysine 9 de l’histone H3. La forme méthylée de la lysine 9 va 

ermettre le recrutement de HP1 qui interagit également avec CTIP2. 

a polymérisation de HP1 le long du provirus va permettre l’inaccessibilité du promoteur aux 

cteurs de transcription. CTIP2 est alors responsable de la mise en place et du maintien de la 

tence post-intégrative du VIH-1 dans les cellules microgliales. 

h

p

via les interaction
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Figure 62 : Le mécanisme d’action de CTIP2 dans les cellules microgliales 

 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés à la déméthylase LSD1, capable de 

déméthyler la lysine 4 de l’histone H3. Des études mettaient en évidence la nécessité de la 

déméthylation de la lysine 4 de l’histone H3 pour la méthylation de la lysine 9 de l’histone 

H3. Ainsi, LSD1 est connue pour être impliquée dans la répression de la transcription, 

notamment lorsqu’elle est associée au complexe CoREST. Nous avons alors voulu savoir, si 

 173



elle pouvait avoir un rôle dans la mise en place de la latence virale dans les cellules 

microgliales. 

Nos études ont révélé un effet répresseur de LSD1 sur la transcription virale. LSD1 est 

capable d’être recruté sur le promoteur viral probablement via les sites Sp1. Le recrutement 

de LSD1 est corrélé au recrutement de hSET1, une méthylase qui permet la méthylation de la 

lysine 4 de l’histone H3. De plus, la présence de LSD1 sur le promoteur viral est nécessaire 

au recrutement de CTIP2 sur le promoteur viral ; CTIP2 serait alors recruté sur le promoteur 

viral via une interaction directe avec LSD1. 

LSD1 est, dans notre cas, un répresseur de la transcription des gènes viraux, conduisant à la 

triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3 et au recrutement de CTIP2. Ainsi, LSD1 serait 

le premier partenaire à être recruté sur le promoteur viral, permettant le recrutement de 

CTIP2 et de sa machinerie répressive. 
 

 

Figure 63 : Modèle moléculaire de l’action de LSD1 dans les cellules microgliales 

 

Enfin, nous avons voulu élargir le mécanisme d’action de CTIP2 aux lymphocytes T CD4+. 

Toutefois, nous nous sommes rendu compte de l’effet activateur de la transcription de CTIP2 

dans ces cellules. Ainsi, nous avons pu mettre en évidence que CTIP2 est recruté sur le 

promoteur viral après une activation de la transcription par le PMA, mais aussi par la protéine 

virale Tat. CTIP2 semble grandement faciliter la transactivation médiée par Tat. CTIP2 

permet le recrutement de HDAC2, voire de HDAC1 et de SUV39H1, sur le promoteur viral. 

Il en résulte la triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 et le recrutement de HP1. Cet 

isoforme est connu pour être liée avec la forme processive de l’ARNpolII. Ainsi, cela 

expliquerait la facilitation de la transactivation médiée par Tat grâce à CTIP2. 
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Figure 64 : Modèle moléculaire de l’effet de CTIP2 dans les lymphocytes T 

 

La poursuite de nos études, va permettre de déceler si, oui ou non, le complexe hCOMPASS 

est présent sur le promoteur viral dans les cellules microgliales. En effet, une interaction entre 

 4 est importante pour le 

crutement de CTIP2. Enfin, concernant cette partie du projet, nous allons vérifier s’il peut y 

avoir d’autres complexes multienzymatiques, tels que celui de CTIP2, lié à LSD1 dans les 

cellules microgliales. Nous pourrions également affiner les domaines d’interaction entre 

LSD1 et CTIP2 et vérifier s’il existe une interaction directe entre LSD1 et hSET1. 

Concernant les lymphocytes T CD4+, il serait intéressant de vérifier maintenant l’action de 

LSD1 ; est-il un répresseur ou un activateur dans ces cellules ? Il serait également intéressant 

de confirmer l’hypothèse de la fixation de la forme processive de l’ARNpolII sur HP1, mais 

également de chercher à déterminer si CTIP2 est capable de recruter un complexe pTEF-b 

sous sa forme active. De plus, une étude menée sur les lymphocytes T latents sans l’influence 

de l’IL-2 serait particulièrement intéressante. En effet, l’IL-2 peut modifier les complexes 

associés à CTIP2. 

 

Ces résultats ont permis de mettre en évidence que CTIP2 est un facteur polyvalent 

permettant, dans certains types cellulaires, la mise en place de la latence post-intégrative.

Toutefois, aux. Cela 

nous permet de mieux comprendre les mécanismes de mise en place et de maintien de la 

tence virale. Dans les lymphocytes T CD4+, malgré l’implication de la triméthylation de la 

toutefois, ils démontrent une action différente de la triméthylation de la lysine 9.  

LSD1 et WDR5, une sous-unité importante pour l’assemblage et l’activité de hCOMPASS, a 

déjà été montré dans le passé (Wang et al., 2007). De même, nous allons chercher à 

déterminer dans quelle mesure la triméthylation de la lysine

re

 

 c’est également un puissant activateur de la transcription des gènes vir

la

lysine 9 dans un phénomène activateur, un traitement au PMA conduit cependant encore à 

l’augmentation de l’acétylation globale de l’histone H3, conservant alors un rôle aux HDAC 

dans la mise en place de la latence. La lysine acétylée est probablement la lysine 14 qui, 

lorsqu’elle est acétylée est prioritaire par rapport aux autres marques épigénétiques. 

Ainsi, nos résultats ne vont pas à l’encontre des résultats obtenus dans d’autres études ; 
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Publication 5 

 

TIP2 et SUV39H1 répriment la transcription du gène p21 

CTIP2 possède un effet anti-apoptotique. En effet, les thymocytes KO pour CTIP2 semblent 

lus touchés par l’apoptose (Wakabayashi et al., 2003b). De plus, CTIP2 possède également 

eurs (Wakabayashi et al., 2003a). 

égulée de manière prédominante au niveau de la transcription, la protéine p21 est un 

gulateur du cycle cellulaire en réponse aux dommages de l’ADN, à la sénescence et lors de 

 suppression de tumeurs. Tout comme le promoteur viral, le promoteur proximal de p21 

ossède des sites de fixation pour la protéine Sp1, qui constitue une cible de choix pour le 

crutement de CTIP2.  

TIP2 est recruté sur le promoteur de p21 et réprime la transcription, via des interactions 

ec des histones déacétylases et l’histone méthyltransférase SUV39H1, visualisés en ChIP et 

 test d’activité transcriptionnelle. De plus, un traitement à la chaetocine, un inhibiteur 

écifique de SUV39H1, réprime la triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 sur le 

romoteur de p21, induit la transcription de ce gène et l’arrêt du cycle cellulaire. Ainsi, il 

mblerait que CTIP2 agit sur la transcription de p21, en créant un environnement 

étérochromatinien au niveau du promoteur de ce gène, inhibant alors l’expression de la 

otéine p21. 

 

L’induction de p21 par l’infection au VIH est  

macrophages. En effet, la protéine virale Vpr provoque l’arrêt du cycle cellulaire en phase 

G2/M et active alors l’expression virale, grâce à une interaction de Vpr sur le promoteur de 

p21.  

CTIP2 abolit la stimulation de p21 induite par Vpr et contribue alors indirectement à la mise 

en place de la latence virale.  

 

CTIP2 est alors un régulateur de l’expression de p21, qui coopère avec SUV39H1 pour 

induire une répression de la transcription de p21. De cette façon, CTIP2 favorise la mise en 

place de la latence en induisant un contexte cellulaire défavorable à l’expression virale. 
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La régulation de l’expression du VIH-1 dans la lignée monocyte-macrophage et dans les 

996 a soutenu l’espoir de 

es moléculaires à l’origine de la latence est essentielle pour 

lymphocytes T CD4+ : de la latence à la réactivation 

 

L’introduction de la multi-thérapie active (HAART) en 1

l’éradication du VIH-1. Toutefois, l’optimisme a été tempéré face à la découverte de 

l’existence de réservoirs viraux latents, comme les lymphocytes T CD4+ et les cellules 

microgliales, les macrophages résidents du système nerveux central. Ces réservoirs à longue 

durée de vie, constituent l’obstacle majeur à l’éradication du virus. Une meilleure 

compréhension des mécanism

l’élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques. L’identification des composants 

cellulaires et viraux, qui induisent la réactivation de la réplication du VIH-1 chez les 

personnes infectées, pourrait être utile dans le design de nouvelles molécules servant à la 

purge des réservoirs. Cette stratégie thérapeutique, associée à la multi-thérapie (HAART), 

soutient l’espoir de l’un des plus grand défis de ce début de 21e siècle : l’éradication du VIH-

1 des patients infectés.  
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Maintien de la latence du VIH-1 : Implications des facteurs CTIP2 et LSD1 
 

L’expression du VIH-1 est contrôlée par de nombreux phénomènes très complexes. Une étude de notre laboratoire a 

pu montrer l’importance du cofacteur transcriptionnel CTIP2 dans le maintien de la latence du VIH-1 dans les cellules 

microgliales. En effet, CTIP2 recrute un complexe enzymatique comprenant HDAC1 et 2 et SUV39H1, afin de 

condenser la chromatine qui sera alors transcriptionnellement inactive. 

Dans un premier temps, j’ai mis en évidence l’effet répresseur de LSD1 sur la transcription virale dans les cellules 

microgliales. J’ai également pu démontrer que le recrutement de LSD1 sur le promoteur viral est associé à hSET1, une 

histone méthyltransférase, induisant alors la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3. J’ai pu également mettre en 

lumière que le recrutement de LSD1 est nécessaire à l’association de CTIP2 au promoteur viral. Ainsi, CTIP2 et LSD1 

coopèrent dans la répression de la transcription virale dans les cellules microgliales. 

Dans la seconde partie de ma thèse, j’ai étudié l’influence du cofacteur transcriptionnel CTIP2 sur la transcription 

virale dans les lymphocytes T CD4+. CTIP2 facilite la transactivation médiée par Tat. Dans ce cadre, ainsi que suite à 

une activation de la transcription par le PMA, CTIP2 est recruté sur le promoteur viral de manière concomitante avec 

HDAC2, SUV39H1 et HP1. Ici, le recrutement de ces enzymes ne conduit pas à la formation d’un environnement 

hétérochromatinien mais à l’activation de la transcription virale. 

Ainsi, mes travaux ont pu mettre en évidence la dualité de CTIP2 qui est un répresseur du VIH-1 dans les cellules 

microgliales infectées de manière latente et un activateur du VIH-1 dans les lymphocytes T CD4+ infectés de manière 

productive. 

 

Mots clés : VIH-1, Transcription, CTIP2, LSD1, Chromatine 

 

How to maintain the transcriptional post-integrative latency : implications of 
CTIP2 and LSD1 

 

HIV-1 expression is controlled by various and complex phenomenons. We have shown that CTIP2 contributes to the 

post-integrative latency in microglial cells. CTIP2 associates with HDAC1, HDAC2 and SUV39H1 to favour 

heterochromatic environment surrounding the HIV promoter, thereby silencing HIV-1 expression. 

I first described that the histone demethylase LSD1 represses HIV-1 transcription in microglial cells. LSD1 is 

associated with the HIV-1 promoter and facilitates the recruitment of the histone methylase hSET1 which is 

responsible for the Histone H3 Lysine 4 trimethylation. Moreover, my studies indicate that LSD1 is required in order 

to recruit CTIP2 onto the HIV-1 promoter. Thus, LSD1 and CTIP2 cooperate physically and functionally to induce a 

transcriptional repression. 

In the second part of my thesis, I investigated the influence of CTIP2 on HIV-1 transcription in the T CD4+ 

lymphocytes. Following Tat expression or PMA treatment, CTIP2 enhances the Tat-mediated transactivation. CTIP2 

induces the recruitment of HDAC2, SUV39H1 and HP1 on the HIV-1 promoter. Here, the recruitment of these 

enzymes does not lead to the formation of a heterochromatic environment but to the activation of the viral expression. 

So, my works were able to bring to light the duality of CTIP2 which repress the HIV-1 transcription in latently 

infected microglial cells and facilitates the HIV-1 expression  in productively infected  CD4+ T cells. 

 

Key words : HIV-1, Transcription, CTIP2, LSD1, Chromatin 
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