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Qu’entend-on par « latence virale

du VIH-1 » ?

Résumé. La latence virale du virus de I’immunodéficience humaine de type 1
(VIH-1) est mise en évidence cliniquement par la persistance d’une charge virale
résiduelle observée chez les patients traités, causée par la réactivation des réser-
voirs cellulaires. Elle peut étre sous deux formes mais la contribution de la latence
pré-intégrationnnelle a la persistance virale reste minoritaire. Au contraire, la
latence post-intgérationnelle constitue la majeure contribution de 1’échappement
des réservoirs cellulaires du VIH-1 au systéme immunitaire et, par conséquent,
a la pathogenese du VIH-1. Bien que la latence virale puisse étre maintenue par
des mécanismes agissant au niveau post-transcriptionnel, I’inhibition de la trans-
cription du VIH-1 est critique pour 1’établissement et le maintien de la latence
post-intégrationnelle. Cette inhibition est régie par un phénomene multifactoriel,
rendant complexe la mise en place de stratégies thérapeutiques anti-latence. Ces
différentes notions seront abordées tout au long de cette revue.
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Abstract. Human immunodeficiency virus (HIV-1) latency is clinically high-
lighting via the persistence of a residual viral load in cART-treated patients due
to the reactivation of cellular reservoirs. Two forms of latency coexist but the
contribution of the pre-integrationnal latency clearly plays a minor role in viral
persistence. In contrast, the post-integrationnal latency significantly contributes
to the evasion of the immune system by the HIV-1 cellular reservoir and conse-
quently to HIV-1 pathogenesis. Although post-transcriptional mechanisms can
contribute to the maintenance of viral latency, HIV-1 transcriptional inhibition
is critical for the establishment and maintenance of post-integrational latency.
This inhibition is a multifactorial phenomenon, making the development of anti-
latency therapeutic strategies complex. These different notions will be described
throughout this review.
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de D’expression virale dans des cellules infectées de
maniere latente [1]. La cause générale de la persistance
virale se trouve dans I’existence de « réservoirs latents

Malgré une thérapie antirétrovirale combinée (cART) qui
permet de contrdler efficacement 1’infection en bloquant la
réplication virale, le VIH-1 persiste chez les patients traités.
La persistance virale observée chez ces patients peut étre
attribuée a la fois a I’existence d’une réplication virale
résiduelle, notamment dans les sanctuaires anatomiques
ou la pénétration de la cART est sous-optimale, mais
également, et de maniere proéminente, a la réactivation
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du VIH », définis comme un type cellulaire ou un site
anatomique dans lequel des formes de virus compétentes
pour la réplication persistent de facon plus stable que
I’ensemble des virus qui se répliquent activement. Le
VIH-1 infecte plusieurs types cellulaires qui peuvent alors
représenter des réservoirs latents potentiels, cette fois-ci
nommés « réservoirs cellulaires du VIH ». Ceux-ci sont
essentiellement constitués de monocytes/macrophages et
de cellules T CD4* [1]. Ces dernires, principalement les
lymphocytes T CD4" mémoires au repos, représentent
les réservoirs cellulaires majoritaires du VIH-1 dans le
sang périphérique et dans les tissus. Ceux-ci regroupent
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une petite population présentant un/des provirus intégré(s)
stablement, compétent(s) en termes de réplication mais
transcriptionnellement silencieux, phénoméne nommé
communément « latence virale » [1]. Cette latence virale
conduit a une insensibilité des réservoirs cellulaires au trai-
tement antirétroviral et a leur échappement aux réponses
du systeme immunitaire. La latence étant réversible suite
a des stimuli cellulaires, elle joue un réle important dans
la pathogenese du VIH-1 et représente la cause principale
du rebond de la charge virale plasmatique lors de 1’arrét du
traitement cART.

L’établissement d’un état d’infection latent du VIH-1 dans
les cellules T CD4* mémoires au repos est une consé-
quence inattendue de la voie normale d’établissement de la
mémoire immune. En effet, ce phénomene a principalement
lieu lors du processus de retour a 1’état de repos de cellules
T CD4* activées ou partiellement activées, phénoméne
induit par la surexpression de facteurs négatifs régulateurs
de D’activation des cellules T. Ceci affecte de manicre
importante I’activité transcriptionnelle du promoteur viral
mais également des étapes post-transcriptionnelles, le tout
constituant un environnement défavorable pour la réplica-
tion virale. Toutefois, des études récentes suggerent qu’une
infection par le VIH-1 peut s’établir indépendamment du
statut d’activation des cellules, supportant la notion que
I’établissement de la latence est principalement déterminé
par des fluctuations aléatoires dues a un équilibre entre des
stimuli activateurs et répresseurs du promoteur viral [2-4].
Par contraste a I’état activé des cellules T CD4", Swiggard
et al. ont mis en évidence qu’une infection directe de
cellules au repos est possible [5]. Cependant, plusieurs
études suggerent que seulement une fraction mineure
de cellules T CD4* infectées de maniére latente serait
infectée lors de 1’état au repos, et ce étant donné que les
étapes de transcription inverse et d’intégration se passent
rarement dans ces cellules au repos dues a I’activité de
plusieurs facteurs de restriction [6-8]. En effet, les cellules
T CD4* au repos sont hautement réfractaires a 1’infection
due a un blocage au niveau de 1’étape de rétrotranscription
établi par le facteur cellulaire SAMHDI1 [6, 9]. Cependant,
certaines chimiokines peuvent faciliter les étapes précoces
de U'infection dans les cellules T CD4* au repos sans pour
autant activer ces cellules [10].

Suite a I’infection, le virus est stablement intégré, et soit
compétent en termes de réplication mais transcriptionnelle-
ment ou post-transcriptionnellement silencieux, soit défec-
tif [11]. Notons que les provirus défectifs ne permettent
pas la production de nouvelles particules virales fonc-
tionnelles mais en étant capable d’exprimer de I’ARNm
viral et/ou des protéines virales, ils peuvent participer a
la pathogenese du VIH-1 [12]. Bien que le réservoir cel-
lulaire s’établisse des la primo-infection [13], I’estimation
récente du réservoir latent total est d’environ 10% cellules
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[14] dont seulement moins de 10 % de ces cellules infec-
tées correspondraient a la fraction de provirus latents et
compétents en termes de réplication [11]. La taille du
réservoir est limitée mais se trouve dans un état pseudo-
stable avec une virémie résiduelle persistante résultant de
la réactivation virale et avec une mort cellulaire contre-
balancée par 1’expansion homéostatique de clones latents
[15-17].

En plus du concept de réservoir cellulaire, il faut distinguer
deux formes de latence virale en fonction de I’intégration
ou non du génome viral dans le génome de la cellule
hote : la latence post-intégrationnelle et la latence pré-
intégrationnelle [1].

La latence pré-intégrationnelle résulte d’un blocage partiel
ou complet du cycle de réplication du virus lors des étapes
précédant I’intégration du génome viral dans le génome
de la cellule hote. Ce blocage peut résulter, par exemple,
d’une transcription inverse incomplete, de la présence d’un
complexe de pré-intégration inefficace ou de la présence de
facteurs de restriction dont APOBEC3G (apolipoprotein
B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like 3G),
une cytidine désaminase cellulaire qui induit une hyper-
mutation de I’ADN viral dont I’action peut étre empéchée
par la protéine virale Vif (viral infectivity factor) [18].
L’intégration de I’ADN viral dans le génome cellulaire
est néanmoins possible suite a la levée de ces restrictions.
Cette forme de latence est fréquemment observée dans
les lymphocytes T CD4* et les monocytes/macrophages,
présentant un ratio d’ADNc VIH-1 non intégré versus
intégré entre 10:1 et 100:1 [19, 20]. Les provirus non
intégrés ne constituent pas une population homogene.
Ceux-ci peuvent varier en termes de structure moléculaire,
de stabilité, de profil d’expression et de leur rdle dans la
latence. L’ADN viral non intégré peut se présenter sous
une forme linéaire, une forme circulaire a un LTR (long
terminal repeat) et une forme circulaire a deux LTR. Bien
que logiquement, la forme linéaire soit la seule susceptible
de s’intégrer dans I’ADN cellulaire, les formes circulaires
a deux LTR peuvent s’auto-intégrer dans le génome cel-
lulaire, conduisant a une infection active [21]. Les formes
circulaires étant plus stables que la forme linéaire (seule-
ment quelques jours), celles-ci pourraient donc également
contribuer a la latence virale. De plus, non intégrées, elles
pourraient servir de support pour la transcription virale.
En effet, bien que le génome du VIH-1 ne se réplique pas
de maniere autonome, le virus non intégré peut exprimer
une faible quantité de la protéine virale Nef (negative
factor) [22, 23]. Non intégrées, les formes du virus ne se
maintiennent pas dans les cellules se divisant rapidement
telles que les lymphocytes T CD4" activés [23], limitant
ainsi la contribution de la latence pré-intégrationnelle
a la persistance virale du VIH-1 dans les lymphocytes
T CD4*. Par contre, les monocytes/macrophages se
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divisent lentement et présentent de nombreuses formes
circulaires non intégrées, pouvant subsister jusqu’a deux
mois. Bien que ces formes non intégrées soient encore
susceptibles de s’intégrer dans le génome cellulaire lors
de la levée de la restriction, la contribution de la latence
pré-intégrationnelle & la persistance virale reste minoritaire.
La latence post-intégrationnelle a lieu, quant a elle, lorsque
I’expression d’un provirus intégré est bloquée apres inté-
gration dans le génome cellulaire. En effet, une fois intégré
dans le génome hote, I’expression des genes viraux est sous
le contrdle de la machinerie transcriptionnelle cellulaire
afin de produire de nouveaux virions. La transcription est
initiée au niveau du promoteur viral mais est déterminée
par I’environnement et les facteurs cellulaires, et ce par les
éléments cis-régulateurs présents principalement au niveau
du LTR 5. Par contre, ’élongation de la transcription
est, elle, dépendante majoritairement de la quantité de
la protéine virale trans-activatrice Tat (tramsactivator
of transcription) en plus des facteurs de transcription
cellulaires d’élongation. Un blocage de ces différents
éléments au niveau transcriptionnel conduit a la latence
post-intégrationnelle. Toutefois, elle peut également
résulter d’un blocage au niveau post-transcriptionnel ou a
une combinaison de ces deux-ci. Ce dernier est illustré par
différents phénomenes comme la rétention de transcrits
viraux dans le noyau suite a la régulation négative de
I’export nucléaire, la modulation de la stabilité des ARN
viraux par des mécanismes d’interférence de I’ARN ou
encore par I'implication des modifications chimiques de
I’ARN [24]. Bien que la latence post-intégrationnelle
puisse étre maintenue par des mécanismes agissant au
niveau post-transcriptionnel, celle-ci apparait bloquée
au niveau transcriptionnel dans la majorité des cellules
infectées de maniere latente. Par conséquent, seuls les
mécanismes impliqués dans le blocage transcriptionnel
seront abordés dans cette revue. Notons des a présent que la
régulation transcriptionnelle de I’expression des genes du
VIH-1 et, par conséquent, de la latence virale résulte d’une
interaction complexe et dynamique de multiples facteurs
jouant au niveau de la phase d’initiation et d’élongation de
la transcription.

Détaillons le processus
de transcription du VIH-1

Pour détailler ce processus, commengons par |’ organisation
de la région comprenant le promoteur du VIH-1, le LTR
5’ (figure 1). Le LTR 5’ est composé de trois éléments
structuraux : la région U3 (unique en 3’, nucléotides [nt]
—454 a +1), la région R (repeat, nt +1 a +98) et la région
U5 (unique en 5°, nt +98 a +184), ou nt +1 correspond
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au site d’initiation de la transcription. D’un point de vue
fonctionnel, celui-ci se divise en quatre domaines : la région
modulatrice, la région « enhancer », le promoteur basal et
la région de démarrage (région « leader »). Cette derniere
région est transcrite mais non traduite et les 59 premiers
nucléotides transcrits correspondent a 1’élément d’ARN
TAR (trans-activation response element) qui adopte une
structure secondaire stable en épingle a cheveux constituée
d’une protubérance reconnue par la protéine virale trans-
activatrice Tat ainsi que d’une boucle liant des facteurs cel-
lulaires. Deux nucléosomes, nommés Nuc-0 et Nuc-1, sont
présents au niveau du LTR 5’ du VIH-1, leur positionnement
estimposé par le virus, lui-méme, et ce de maniere indépen-
dante du site d’intégration dans le génome cellulaire [25].

Ces quatre domaines fonctionnels présentent plusieurs sites
de liaison pour divers facteurs de transcription cellulaires
(figure 1, [25]) permettant une diversité d’expression virale
dans le plus grand nombre d’environnements cellulaires dif-
férents. Cependant, malgré I’importance de ces éléments en
cis, I’élongation de la transcription virale dépend majori-
tairement du trans-activateur viral Tat. La transcription du
génome viral repose donc sur I’existence de deux phases :
une phase précoce indépendante de Tat, ou I’élongation est
inefficace et une phase dépendante de la production de la
protéine virale Tat, ou I’élongation transcriptionnelle est
hautement active [25].

Lors de la phase indépendante de Tat, le promoteur du
VIH-1 est strictement sous le contrdle de 1’environnement
chromatinien et des facteurs de transcription cellulaires
liant les éléments en cis dans la région promotrice
(figure 2A). Lors de Dinitiation de la transcription, le
recrutement de la TBP (TATA binding protein) au niveau de
la TATA box avec ou sans certains TAF (TBP-associated
factors) permet la formation du complexe de pré-initiation
spécifique au VIH contenant I’ARN polymérase II. La
TATA box du VIH-1 ainsi que les régions directement adja-
centes présentent une architecture unique et sont critiques
pour la formation correcte et spécifique du complexe de pré-
initiation (présence de TFIA [transcription factor II A])
associé a la TBP) mais également pour la trans-activation
par Tat. En condition de repos cellulaire, le promoteur du
VIH est dépourvu du facteur TFIIH (transcription factor
Il H) et présente une accumulation d’ARN polymérases
IT hypophosphorylées. En plus de ce phénomene, des
facteurs négatifs d’élongation (NELF [negative elongation
factor] et DSIF [DRB-sensitivity inducing factor] bloquent
la progression de I’ARN polymérase II en phase précoce
d’élongation ([26], figure 2A). Toutefois, des transcrits
courts de £60 nt correspondant principalement a 1’élément
TAR sont générés. Un grand nombre d’ARN polymérase 11
sont alors « en pause » au niveau du promoteur viral proxi-
mal. Ce phénomene est fréquent chez les geénes eucaryotes
inductibles et permet de rester en attente afin d’étre prét
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Figure 1. Représentation schématique du LTR 5’ du VIH-1 (figure adaptée de [25]). Le LTR 5’ du VIH-1 est divisé en trois régions (U3, R
et U5) présentant de nombreux sites de liaison pour différents facteurs de transcription cellulaires. La jonction entre les régions U3 et R
correspond au site d'initiation de la transcription (représenté par une fleche). La position des nucléosomes (nuc) et des sites hypersensibles
dans le LTR 5’ est également indiquée.

Traduite avec la permission de Springer Nature Customer Service Centre GmbH : Springer, Encyclopedia of AIDS, Transcription (Initiation,

Regulation, Elongation) par Bouchat et al, © 2014.

a une rapide expression génique en réponse a des signaux
d’activation cellulaire.

Lors d’une activation cellulaire, la liaison des facteurs
de transcription cellulaires inductibles au niveau de leurs
sites de liaison sur le promoteur du VIH-1 va permettre
la production d’une faible quantité de transcrits viraux de
pleine longueur. L’élongation de la transcription se fait
grace au recrutement de TFIIH et a celui du facteur posi-
tif d’élongation P-TEFb (positive transcription elongation
factor b) par les facteurs cellulaires inductibles liés tel que
NF-kB (figure 2B). Ce phénomene permet 1’expression des
genes de régulation viraux et ainsi la production des pre-
mieres molécules de Tat.

Une fois produit, Tat se lie a la boucle d’ARN TAR pré-
sente en 5° de tous les transcrits viraux naissants et induit le
recrutement de P-TEFb, composé de lakinase Cdk9 (cyclin-
dependent kinase 9) et de la cycline humaine T1 (figure 2C).
La kinase Cdk9 permet la phosphorylation des facteurs
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négatifs d’élongation et I’hyperphosphorylation des résidus
sérines 2 du CTD (carboxyl-terminal domain) de I’ ARN
polymerase II, libérant I’ARN polymérase II en pause du
promoteur proximal et permettant le passage en phase
d’élongation active (figure 2C). Bien que P-TEFb a été
considéré pendant de nombreuses années comme un facteur
isolé d’élongation, P-TEFb est en fait un composant intégral
d’un large complexe nommé super elongation complexe
(SEC) [27, 28]. Le SEC, composé, en plus de P-TEFb, des
facteurs d’élongation ELL ou ELL2 (elongation factor for
RNA polymerase II 2), des protéines d’échafaudage AFF1
(AF4/FMR?2 family member I) ou AFF4 (AF4/FMR?2 family
member 4) et de plusieurs partenaires additionnels EAF1
(ELL-associated factor 1), ENL (MLLTI super elongation
complex subunit) ou AF9 (MLLT3 super elongation com-
plex subunit), augmente de maniere importante 1’élongation
de la transcription en conduisant a la levée de 1’état de
« pause » de I’ARN polymérase mais également au rem-
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Figure 2. Mécanisme transcriptionnel du VIH-1 (figure adaptée de [25]). A) En absence de Tat, les facteurs négatifs d’élongation (DSIF
et NELF) bloquent I'élongation de la transcription conduisant a la pause de I’ARN polymérase || (RNAP II) aprés l'initiation transcriptionnelle,
ce qui résulte en 'accumulation de courts transcrits d’environ 60 nucléotides appelés TAR. B) Divers stimuli cellulaires peuvent entrainer
le recrutement de p-TEFb (composé de Cdk9 et de la cycline T1) via le recrutement de Brd4 par I'acétylation des histones et de certains
facteurs de transcription inductibles. La phosphorylation de la queue carboxy-terminale de ’ARN polymérase Il par Cdk9 permet le début
de la phase d’élongation, permettant la synthése de quelques transcrits de taille compléte et, par conséquent, la production des premieres
molécules de Tat. C) Une fois produit, Tat peut se lier au niveau de son élément de réponse TAR et interagir avec p-TEFb. En présence de
Tat, I'activité kinase de Cdk9 est augmentée, de telle sorte que I'efficacité de 'ARN polymérase Il est potentialisée. D) L’acétylation de Tat
favorise la dissociation entre Tat et TAR, et le transfert de Tat vers 'ARN polymérase II.

Traduite avec la permission de Springer Nature Customer Service Centre GmbH : Springer, Encyclopedia of AIDS, Transcription (Initiation,
Regulation, Elongation) par Bouchat et al, © 2014.

placement des complexes non efficaces par de nouveaux  1’acétylation de la lysine 50 de Tat favorise la dissociation
complexes Tat/P-TEFb/ARN polymérase I efficace. Une  entre Tat et TAR, et le transfert de Tat dans le complexe
boucle de rétrocontrole positif de la transcription est ainsi ~ d’élongation de la transcription (ARN polymérase II sous
mise en place et conduit a une transcription abondante [29]. sa forme phosphorylée) (figure 2D). Tat est ensuite disso-
De plus, Tat est capable de modifier la spécificité du sub- i€ du complexe d’élongation de la transcription lors de sa
strat de Cdk9 en lui permettant également de phosphoryler ~ désacétylation par I’histone désacétylase sirtuine I (SIRT I)
les résidus sérines 5 du CTD, cible habituelle de la kinase et est de cette facon recyclé.

Cdk7 (cyclin-dependent kinase 7) de TFIIH, ce qui poten-  En plus de son rdle classiquement reconnu dans I’induction
tialise I’activité d’élongation de I’ARN polymérase II. Tat ~ de 1’élongation transcriptionnelle efficace du VIH-1 et
recrute également des histones acétyltransférases (HAT)  dans le remodelage de la chromatine du provirus, Tat peut
qui en modifiant le paysage chromatinien participent a la ~ également influencer I’initiation de la transcription du VIH-
levée du blocage transcriptionnel. Les modifications post- 1 en facilitant I’assemblage du complexe de pré-initiation
traductionnelles de Tat controlent ses fonctions. Parmielles,  dépendant des sites de liaison Spl (specificity protein 1) et
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Figure 3. Mécanismes de la répression transcriptionnelle du VIH-1 (figure adaptée de [25]). Lors de la latence, Nuc-1 bloque I'initiation
et/ou I'élongation transcriptionelle et est maintenu hypoacétylé par des HDAC recrutées au niveau du LTR 5’ du VIH-1 par plusieurs
(co)facteurs de transcription ou CTIP2. Des histones méthyltransférases (Suv39H1, G9a, GPL et EZH2) sont également recrutées et
méthylent I'histone H3 au niveau des lysines 9 et 27. Le LTR 5’ est hyperméthylé au niveau de deux flots CpG, situés de part et d’autre
du site d'initiation de la transcription, marque catalysée par les DNMT. Les facteurs essentiels a la transcription du VIH-1 sont maintenus
sous leur forme inactive (dans le cytoplasme : NF-kB [hétérodimere p65/p50] par Ikba, la forme phosphorylée de NFAT et la forme non
phosphorylée de STAT5 ; dans le noyau : le complexe P-TEFb inactif). Toutefois, ces éléments peuvent étre théoriquement modulés
pharmacologiquement comme indiqué en rouge.

Traduite et adaptée avec la permission de Springer Nature Customer Service Centre GmbH : Springer, Encyclopedia of AIDS, Transcription

(Initiation, Regulation, Elongation) par Bouchat et al, © 2014.

NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of acti-
vated B cells) [30]. Deux études ont confirmé, par apres, ce
phénomene en mettant en évidence que Tat (VIH) et Tat
(virus de I’'immunodéficience simienne [VIS]) stimulent
également 1’expression des génes VIH-1 et VIS, respec-
tivement, indépendamment de la tige boucle TAR, et ce par
les éléments de séquence Sp1 de la région U3 du promoteur
[31, 32].

Un niveau suffisant de protéines virales trans-activatrices
Tat est donc crucial pour une transcription virale efficace.
Malgré la dépendance de Tat, P-TEFb fait partie des fac-
teurs cellulaires jouant un réle majeur dans la régulation
transcriptionnelle du VIH-1. En plus de ces facteurs Tat et P-
TEFb, la régulation transcriptionnelle dépend aussi du site
d’intégration du provirus et du phénomene d’interférence
transcriptionelle ; de la présence ou absence au niveau du
promoteur viral de certains facteurs de transcription cellu-
laires ; et de la structure de la chromatine du promoteur viral
(notamment la présence du nucléosome répresseur Nuc-1,
positionné juste en aval du site d’initiation de la transcrip-
tion) et ses modifications épigénétiques (telles les modifica-
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tions post-traductionnelles des histones et la méthylation de
I’ ADN). La transcription du VIH-1 est donc régulée par des
mécanismes épigénétiques et non épigénétiques impliquant
aussi bien des facteurs cellulaires que des facteurs viraux.
Plusieurs de ces éléments ont été étudiés et mis en évidence,
et ce principalement dans les lymphocytes T CD4*, comme
impliqués dans I’établissement et le maintien de la latence
post-intégrationnelle du VIH-1 (figure 3, [1]).

Décortiquons un a un les mécanismes
moléculaires impliqués dans la latence
post-intégrationnelle du VIH-1

Le réle des facteurs de transcription cellulaires

Le LTR 5° du VIH-1 présente de nombreux sites de liaison
(> 50) pour des facteurs de transcription positifs et néga-
tifs [1, 29], montrant une régulation fine de la transcription
virale qui dépend de la disponibilité en facteurs cellulaires
positifs et/ou négatifs. Ce concept est illustré lorsque des

Virologie, Vol 23, n° 4, juillet-ao(t 2019



revue

mutations aléatoires du promoteur du VIH-1 aboutissent a
une diversité d’effets positifs et négatifs sur la réplication
virale [33]. Dans ce contexte, les sites de liaison prédits ou
mis en évidence in vitro reprennent la liaison potentielle
de facteurs de transcription cellulaires exprimés ubiquitai-
rement (ex. : Spl, TFIID) ou de maniere inductible (ex. :
NFAT [nuclear factor of activated T cell], NF-kB).

Parmi les nombreux sites de liaison pour des facteurs de
transcription, seulement une fraction restreinte semble étre
critique pour la transcription basale du VIH-1 in vivo. Celle-
ciinclutles facteurs NF-kB, NFAT, Sp1 et TBP. Ces facteurs
enclenchent la machinerie basale pour former le complexe
de pré-initiation de la transcription. Les autres facteurs liant
le LTR 5’ ont une fonction de régulation coopérative posi-
tive ou négative ou de modulation de I’ activité du promoteur
en réponse a différents stimuli cellulaires, permettant de
déterminer le degré approprié de réactivation, et ce allant
d’une inhibition compléte a une expression élevée de la
transcription.

Dans le contexte des cellules T au repos, I’environnement
cellulaire n’est pas optimal pour la transcription du VIH-
1 étant donné que les deux facteurs de transcription positifs
cruciaux dans le cadre de la transcription virale, NF-kB
(p50/p65) et NFAT, sont séquestrés dans le cytoplasme.
Ce phénomene contribue a la latence post-intégrationnelle,
étant donné que, lors de D’activation cellulaire, ceux-ci
migrent vers le noyau afin de remplir leur rdle et, dans le cas
d’une cellule infectée par VIH-1, d’activer la transcription
virale.

En fonction du contexte cellulaire et en réponse aux voies de
signalisation cellulaires différentielles, le niveau de réacti-
vation peut étre modulé. Par exemple, sous I’activation des
MAPK (mitogen-activated protein kinases), les facteurs de
transcription c-Jun et c-Fos sont induits et interagissent
physiquement avec NF-kB pour augmenter de manicre
synergique ’activation du promoteur viral initié par NF-
kB [34]. Au contraire, la protéine HspBP1 (Hsp70-binding
protein 1) peut €tre recrutée au niveau des sites de liai-
son NF-kB et rentrer en compétition avec NF-«B pour la
liaison a I’ADN, conduisant a une diminution, voire une
suppression, de la transcription virale induite par NF-«B
[35].

En plus de la coopération entre les facteurs de transcription,
le niveau de la protéine virale Tat peut également influencer
I’effet activateur ou répresseur sur la transcription virale de
certains de ces facteurs [36], tels c-Jun qui, en absence de
Tat, réprime 1’activité promotrice du VIH-1.

Pris ensemble, nous concluons que la présence/absence
de certains facteurs de transcription cellulaires reflétant le
contexte cellulaire et la combinaison de ceux-ci déterminent
le niveau d’expression basale, constituant le premier niveau
de modulation de la latence post-intégrationnelle.
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La régulation transcriptionnelle du VIH-1
par la protéine trans-activatrice Tat
et ses coactivateurs/corépresseurs cellulaires

Comme décrit ci-dessus, la protéine virale trans-activatrice
Tat joue un role majeur dans la régulation transcription-
nelle du VIH-1 et, par conséquent, dans la latence virale.
L’expression des génes du VIH-1 est, en effet, caractérisée
par une phase précoce indépendante de Tat, ot I’élongation
est inefficace, et une phase tardive dépendante de Tat, ou
I’élongation est efficace [25]. Toutefois, I’état de latence du
VIH-1 peut aussi étre établi lorsque 1’expression de Tat est
réduite a un niveau sous-optimal ou lorsque son activité est
inhibée. Notamment, I’ARN long non codant NRON, pré-
sent en quantités importantes dans les cellules T CD4* au
repos, induit la latence en dirigeant Tat vers une dégradation
par le protéasome [37]. De plus, les modifications post-
traductionnelle de Tat influence son activité et détermine la
liaison de ses partenaires activateurs et/ou répresseurs dont
les plus critiques sont P-TEFb et TAR [29].

La régulation de D’activité de Tat de maniere indirecte
résulte d’une multitude de mécanismes impliquant de nom-
breux facteurs cellulaires. En plus du complexe SEC, la
transcription dépendante de Tat est accompagnée du recru-
tement de nombreux coactivateurs transcriptionnels et de
protéines impliquées dans le remodelage de la chromatine
afin de promouvoir une forte transcription du VIH-1. A
I’opposé, afin de favoriser un état latent, des corépresseurs
peuvent étre recrutés. Par exemple, le facteur cellulaire
CTIP2 (chicken ovalbumin upstream promoter transcrip-
tion factor-interacting protein 2) est capable, dans certains
cas, de réprimer la trans-activation par Tat dans les lympho-
cytes T CD4* par son recrutement au niveau du promoteur
du VIH-1 en s’associant avec le complexe de remodellage
de la chromatine NurD [38]. De méme, dans les cellules
microgliales, CTIP2 est capable de relocaliser Tat dans des
régions transcriptionnellement inactives de la chromatine
par la protéine HP1 (heterochromatin protein 1) [39]. La
protéine HIC-1 (HIC ZBTB transcriptional repressor 1) est
un répresseur de la trans-activation par Tat dans les cellules
microgliales [40]. La présence de protéines chaperones des
histones, telles I’hétérodimere SUPT16H-SSRP1, peut éga-
lement diminuer I’interaction entre Tat et la cycline T1
[41].

En plus du facteur viral Tat, une élongation efficace de
la transcription nécessite 1’action de P-TEFb. Cependant,
in vivo, I’activité de P-TEFb dépend de 1’équilibre entre
la formation de complexes P-TEFb actifs et de complexes
P-TEFb inactifs. Cet équilibre étant dynamique et modu-
lable physiologiquement, P-TEFb est directement impliqué
dans les mécanismes de répression de la transcription virale
et, par conséquent, de la latence post-intégrationnelle. Le
complexe inactif de P-TEFb résulte de 1’association de P-
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TEFb avec le petit ARN nucléaire 7SK (7SK snRNA) dont
I’intégrité est maintenue par MePCE (7SK-specific methyl-
phosphate-capping enzyme) et LARP7 (La-related protein
7), et permet le recrutement ’HEXIM1 (HMBA inductible
protein 1). Cette association conduit a I’inhibition de sa
sous-unité catalytique Cdk9. Le complexe actif, quant a
lui, résulte de son association avec Brd4 (bromodomain-
containing protein 4), un régulateur positif de I’activité de
P-TEFb. Brd4 est une protéine membre de la famille des
protéines BET (bromodomain and extraterminal) possé-
dant deux bromodomaines qui reconnaissent les histones
acétylées ainsi que le facteur cellulaire NF-kB acétylé.
La génération des premicres molécules de Tat résulte de
rares cas d’élongation transcriptionnelle par le recrutement
au niveau du promoteur du VIH de P-TEFb par Brd4
(figure 2B). Toutefois, lorsque la protéine virale Tat est
produite, celle-ci entre directement en compétition avec
HEXIM1 pour la liaison de la cycline T1 conduisant au
relargage de P-TEFb de son complexe inactif et au recru-
tement de celui-ci au niveau du promoteur du VIH par
la formation du complexe Tat-SEC. Dans ce contexte, le
complexe actif P-TEFb-Brd4, requis pour 1’élongation de
la transcription des geénes cellulaires, devient un inhibi-
teur potentiel de la trans-activation par Tat et la levée de
la latence virale, di & la compétition de Brd4 avec Tat pour
la liaison de P-TEFb [29]. Des inhibiteurs de Brd4 ont
confirmé ce phénomene en permettant la réactivation de
virus latent [1].

En plus des membres classiquement connus du complexe
P-TEFb inactif, CTIP2 peut également y étre associé [42].
Dans ce cas, CTIP2 réprime 1’activité kinase de Cdk9,
contribuant a I’inactivation de P-TEFb. De maniere inté-
ressante, le recrutement de complexes Tat/P-TEFb inactifs
au niveau du promoteur du VIH-1 a ét€ mis en évidence
[43] et, plus récemment, un modele propose que la pro-
téine chromatinienne non histone HMGA1 (high mobility
group AT-hook 1), connue pour lier également I’ ARN 7SK
[44] et importante pour la fonction répressive de CTIP2,
favorise le recrutement de P-TEFb inactivé par CTIP2 au
niveau du promoteur du VIH-1 [45]. En effet, HMGAL,
en plus d’interagir avec de nombreux facteurs de transcrip-
tion [46], possede plusieurs sites de liaison dans le LTR
5’ du VIH-1 [47] et est également capable de se lier a la
tige boucle d’ARN de TAR, facilitant la latence virale [48].
Dans le méme contexte de recrutement mais dans le but
de promouvoir la transcription, la protéine KAP1 (kinesin-
associated protein 1) est capable d’interagir directement
avec LARP7 pour pré-charger le complexe P-TEFb inac-
tif sur la région proximale du promoteur, et ce de maniere
indépendante de Tat [49]. Bien que ce phénomene soit indé-
pendant de Tat, le pré-chargement par KAP1 du complexe
P-TEFb inactif pourrait faciliter le recrutement de P-TEFb
par Tat afin d’initier I’élongation de la transcription et donc

202

de faciliter lors d’une stimulation, une transition rapide de
I’ ARN polymérase II « en pause » vers une élongation hau-
tement active de la transcription. Un troisiéme mécanisme
propose le recrutement de Tat par le complexe P-TEFb inac-
tif au niveau du promoteur viral indépendamment de la tige
boucle TAR, et ce par I'intermédiaire du facteur de trans-
cription ZASCI1 (zinc finger protein 639) [50]. Bien que
ZASCI ne présente pas d’effet sur la transcription basale
du VIH-1, le recrutement du complexe Tat/P-TEFb/7SK
par celui-ci favorise 1’élongation de la transcription dans
les lignées cellulaires et dans les cellules primaires [50].
Les protéines CTIP2/HMGA1,ZASC1 et KAP1 permettent
toutes le recrutement du complexe P-TEFb inactif au niveau
du promoteur viral. Cependant, leurs recrutements ont des
finalités opposées. CTIP2/HMGA1 recrute P-TEFb inac-
tif pour induire la latence virale et ZASC1 et KAP1 pour
favoriser une transcription plus rapide. Ceci questionnant
la nécessité de spécificité cellulaire, de redondance ou de
mécanismes alternatifs.

En plus de I’association de complexes spécifiques, dans les
lymphocytes T CD4" au repos, la répression de I’activité
de P-TEFb est également due a des mécanismes post-
transcriptionnels et post-traductionnels spécifiques a 1’hote
[51]. Notamment, I’expression de la cycline T1 peut étre
restreinte par un microARN et Cdk9 peut étre inactivée
par déphosphorylation au niveau de sa boucle d’activation
régulatrice. Dans ce cadre, une étude récente a mis en évi-
dence qu’une inhibition de la voie de signalisation mTOR
(mechanistic target of rapamycin kinase) conduirait a une
diminution générale de la phosphorylation de Cdk9, impac-
tant la trans-activation médiée par Tat et la levée de la
latence du VIH-1 [52].

Ces résultats illustrent le controle complexe par Tat et P-
TEFb de I’élongation de la transcription du VIH-1 et leur
contribution cruciale dans la latence virale.

Le site d’intégration

L’intégration du génome du VIH-1 dans le génome de
la cellule hote est une étape essentielle pour la réplica-
tion virale mais aussi un pré-requis pour 1’établissement
de la latence a long terme. En effet, le VIH-1 s’integre
dans le génome de la cellule hote de maniere non aléatoire
[53]. La sélection du site d’intégration du VIH-1 est un
processus a plusieurs étapes dépendant de plusieurs élé-
ments [53]. Plusieurs facteurs cellulaires sont impliqués
dans la détermination de I’efficacité et la sélection du site
d’intégration. La plupart font partie du complexe de pré-
intégration tels que LEDGF/p75 (lens epithelium-derived
growth factor/p75), HMGA1 et BAF. L’intégrase virale,
en collaboration avec le facteur cellulaire LEDGF/p75,
cible le complexe de pré-intégration vers les régions intro-
niques de genes activement transcrits [54]. Bien qu’aucune
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séquence consensus spécifique n’ait été identifiée, la pré-
sence de séquences palindromiques dans la séquence de
I’héte constituerait des localisations préférentielles [55].
Un environnement chromatinien typique des génes active-
ment transcrits tel que la marque H3K36me3 chevauche
avec le profil des sites d’intégration du VIH-1 [56]. En
plus des régions euchromatiniennes, 1’intégration du VIH-
1 se passerait de maniere préférentielle a la périphérie
nucléaire et dans les geénes associés avec les comple-
xes des pores nucléaires, la topologie nucléaire jouant un
role critique dans le contrdle de I’expression des genes
viraux [53].

La distribution des sites d’intégration du VIH-1 est néan-
moins hautement variable dans les cellules primaires de
patients avirémiques [57]. Toutefois, des études cartogra-
phiant les sites d’intégration du VIH-1 dans des cellules T
CD4* de patients sous traitement cART avirémiques depuis
longtemps ont mis en évidence des sites d’intégration
identiques dans plusieurs cellules, suggérant une expan-
sion clonale de la cellule initialement infectée [15, 16].
Cette découverte est cohérente avec un mécanisme par
lequel la persistance et la prolifération des cellules infec-
tées de maniere latente se produit comme une conséquence
de I’intégration virale dans les geénes associés au cancer
[15, 16].

Suite a l'intégration, LEDGF/p75 est présumé comme
un facteur de répression de la transcription du VIH-1 et
de la latence virale par le recrutement de répresseurs
chromatiniens [58], suggérant un lien entre I’intégration
et la répression du VIH-1. En plus d’une répression
directe, I’expression des geénes viraux peut étre affec-
tée par sa position et/ou son orientation par rapport aux
promoteurs des genes cellulaires voisins constituant le
phénomene d’interférence transcriptionnelle. Un phéno-
mene d’encombrement stérique peut se produire lorsque
le provirus s’integre dans la méme orientation trans-
criptionnelle que le gene hote. Le passage de I’ARN
polymérase II pourrait de cette fagcon déplacer les fac-
teurs de transcription critiques a1’ activité transcriptionnelle
du VIH-1, ce qui empécherait I’assemblage du complexe
de pré-initiation sur le promoteur viral, entravant sa
transcription. Un phénomene d’occlusion de promoteur
peut également se produire lorsque le provirus s’integre
dans le sens opposé du gene hote, menant a la colli-
sion des ARN polymérases lors de 1’élongation et a une
terminaison prématurée de la transcription a partir des
deux promoteurs. Enfin, une interférence transcription-
nelle peut également avoir lieu lorsque 1’« enhancer »
d’un geéne, celui du VIH-1 par exemple, est détourné et
utilisé par le promoteur d’un second gene, un géne cel-
lulaire par exemple. Ces différents types d’interférence
transcriptionnelle peuvent impacter la transcription virale
négativement.
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Toutefois, la transcription des genes ne prend pas place
sur une chromatine linéaire mais dans un environnement
3D dans lequel le provirus VIH-1 actif forme des boucles
chromatiniennes permettant une interaction directe entre
le LTR 5’ et le LTR 3’ par I’interaction entre TFIIB sur le
LTR 5’ et Ssu72 (RNA polymerase 11 CTD phosphatase)
li€ au niveau du LTR 3’ [59]. Cette boucle est formée lors
de I’initiation et de 1’élongation de la transcription virale
et est consolidée par le recrutement de Tat sur TAR [59].
Cette boucle facilite le recyclage de I’ARN polymérase
IT et la ré-initiation transcriptionnelle, supprimant une
transcription potentiellement divergente ou stochastique.
La formation de boucle au niveau du VIH-1 pourrait induire
la relocalisation du provirus au niveau des pores nucléaires
lesquels favoriseraient la stabilité et la transcription virale
[60]. Le provirus VIH-1 étant capable d’établir des boucles
d’interaction entre ses deux LTR, des séquences « enhan-
cer » endogenes pourraient également €tre détournées par
le VIH-1 et moduler I’expression virale.

La structure chromatinienne du provirus VIH-1

Le provirus VIH-1 étant intégré dans le génome cellulaire,
son expression génique est également contrdlée par la struc-
ture chromatinienne locale. L’établissement d’une structure
chromatinienne répressive au niveau du promoteur du VIH-
1 est un des obstacles majeurs a une transcription virale
efficace. La structure de la chromatine est controlée par des
modifications épigénétiques, qui se définissent comme étant
des changements héréditaires dans la fonction des genes qui
ne sont pas causés par une altération de la séquence ADN.

La structure de la chromatine

L’unité structurale et fonctionnelle de la chromatine est
le nucléosome. La condensation de la chromatine déter-
mine I’accessibilité de I’ ADN aux facteurs de transcription.
L’état de condensation de la chromatine peut étre modulé
par une variété de mécanismes, incluant les modifications
post-traductionnelles des queues N-terminales des histones
et la méthylation de I’ADN. Ces modifications épigéné-
tiques agissent soit directement en altérant les interactions
entre les histones et I’ADN, soit indirectement en recrutant
des enzymes capables de modifier la structure de la chro-
matine. En plus de ceux-ci, les complexes de remodelage
chromatinien ATP (adénosine triphosphate) dépendants
couplent I’hydrolyse de I’ATP a des changements struc-
turaux dans le nucléosome.

Notre laboratoire a précédemment mis en évidence la pré-
sence de deux nucléosomes, Nuc-O et Nuc-1, localisés
dans la région du LTR 5’ du VIH-1 [61-63] et montré
que leur positionnement est imposé par le virus, et ce de
maniere indépendante du site d’intégration dans le génome
cellulaire. Nuc-1, situé immédiatement en aval du site
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d’initiation de la transcription, empéche la liaison de cer-
tains facteurs de transcription cellulaires et contribue au
blocage transcriptionnel observé dans les cellules infectées
de maniere latente. Cependant, le promoteur latent peut étre
réactivé suite a de nombreux stimuli incluant des cytokines
pro-inflammatoires (IL-6 [interleukine 6], TNF-a [tumor
necrosis factor a]), des anticorps (anti-CD3), des esters de
phorbols (PMA [phorbol-12-myristate-13-acetate], pros-
tratine) et la protéine virale Tat [61]. Dans ce cadre, le
nucléosome Nuc-1 est spécifiquement remodelé suite a
I’activation transcriptionnelle de 1’expression virale [64].
Ces résultats indiquent que la chromatine fait partie inté-
grante de la machinerie de régulation transcriptionnelle du
VIH-1 puisqu’une perturbation structurale de la chromatine
est associée a I’activation de 1’expression des genes.

Les complexes de remodelage de la chromatine
ATP-dépendant

Le positionnement spécifique de Nuc-1 est un phénomene
intéressant. Qui plus est, le score de liaison des histones,
qui permet de prédire I’affinité de la formation des nucléo-
somes sur une séquence d’ ADN, est faible dans cette région.
Logiquement, ce nucléosome devrait se former en amont,
au niveau du premier site hypersensible aux nucléases
(DHS1) [65]. Bien qu’originellement le positionnement des
nucléosomes sur le promoteur du VIH-1 semblait passif,
Rafati ef al. ont montré que le complexe de remodelage
de la chromatine ATP-dépendant SWI/SNF/BAF utilisait
I’énergie provenant de 1’hydrolyse de I’ ATP pour position-
ner Nuc-1 au niveau de la région d’ADN présentant un
environnement thermodynamique suboptimal comparé au
site DHS1 [65]. Le membre BAF permettrait le position-
nement de ce nucléosome répresseur et jouerait un role
dans I’inhibition de la transcription, étant donné que lors de
I’inhibition de celui-ci par la down-régulation de sa sous-
unité BAF250 ou lors de I’utilisation d’inhibiteurs de BAF,
une activation du VIH-1 latent peut étre observée [65, 66].
Notons que lorsque ce complexe comprenant PBAF a la
place de BAF est recruté par Tat acétylé, il favorise une
transcription efficace [67].

D’autres complexes de remodelage de la chromatine ATP-
dépendant jouent un role dans le maintien d’un état
chromatinien répressif au niveau du LTR 5° du VIH-
1 conduisant a une répression de la transcription, tels que
CHD1 (chromodomain helicase DNA binding protein 1)
[68, 69] et NuRD [70].

Les complexes de remodelage de la chromatine ne sont pas
seulement cruciaux pour la régulation de la transcription
basale du VIH-1 mais jouent également un role pivot dans le
remodelage actif des nucléosomes lors de la trans-activation
par Tat [71].
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Les modifications post-traductionnelles des histones

Les modifications des queues N-terminales des histones,
catalysées par des enzymes spécifiques, sont réversibles
et incluent notamment 1’acétylation et la méthylation. Ces
modifications covalentes influencent I’expression des genes
selon deux mécanismes. Le premier consiste en une alté-
ration directe du compactage de la chromatine par des
modifications au niveau des charges électrostatiques ou au
niveau du contact entre les nucléosomes, impliquant une
augmentation ou une réduction de I’acces de la chroma-
tine aux facteurs de transcription. Le second mécanisme
s’explique par la génération de nouvelles interactions avec
des protéines associées a la chromatine. Par exemple, les
lysines acétylées sont reconnues par des protéines pos-
sédant un bromodomaine et les lysines méthylées sont
reconnues par des protéines arborant un chromodomaine.
Ces modifications fonctionnent de fagon séquentielle ou en
combinaison.

L’acétylation des histones

Deux types d’enzymes permettent d’influencer le niveau
d’acétylation des lysines des histones et, par conséquent,
la transcription : les HAT et les histones désacétylases
(HDAC). La réaction d’acétylation, catalysée par les HAT,
consiste en un transfert d’un groupement acétyle de I’acétyl
coenzyme A sur le groupement e-amino de la lysine, abolis-
sant la charge positive portée par celle-ci. Les interactions
électrostatiques entre les queues N-terminales des histones
et le squelette phosphodiester de I’ADN sont, par consé-
quent, diminuées et I’ADN est alors plus accessible aux
facteurs de transcription. Une hyperacétylation des queues
N-terminales des histones est donc généralement associée a
une transcription active. Par contre, une désacétylation des
histones est plutdt associée a une répression transcription-
nelle et a la formation d’hétérochromatine.

Notre laboratoire a précédemment mis en évidence que le
nucléosome Nuc-1 est remodelé suite au traitement des
cellules par des inhibiteurs de HDAC, et que ce phéno-
mene s’accompagne d’une hyperacétylation des histones
au niveau du LTR 5” permettant I’activation de 1’expression
virale [62]. Le fait que I’inhibition des HDAC soit suffisante
pour ’activation transcriptionnelle suggere que Nuc-1 est
maintenu hypoacétylé par des HDAC dans la région promo-
trice du VIH-1. En effet, en condition de latence, plusieurs
facteurs capables de se lier dans la région « enhancer »
et promotrice du LTR 5’ libre de nucléosomes peuvent
recruter HDAC1 (dont le dimere inactif p50/p50 de NF-
kB et Spl par I'intermédiaire de CTIP2) [61, 72]. De
plus, en condition d’activation, des HAT (dont p300/CBP
[sarcoplasmic calcium-binding protein], p/CAF et Gcn))
sont recrutées dans la région de Nuc-1, notamment par le
dimere actif p50/p65 de NF-«kB et par la protéine virale
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Tat [73]. De maniere intéressante, la protéine virale acces-
soire Vpr (viral protein r) a récemment été trouvée comme
impliquée indirectement dans la levée de la latence par
I’induction de la dégradation d’HDAC3 et HDACI au
niveau du promoteur viral [74].

La méthylation des histones

La méthylation des histones est catalysée par des his-
tones méthyltransférases (HMT) classées en deux groupes
selon le résidu ciblé : les histones lysines méthyltransfé-
rases (HKMT) et les protéines arginines méthyltransférases
(PRMT) [75]. Ces enzymes -catalysent le transfert
d’un, deux ou trois groupements méthyle du cofacteur
S-adénosyl-L-méthionine (AdoMet ou SAM) vers un résidu
lysine ou arginine, respectivement, de la queue N-terminale
des histones. Il existe deux familles d’histones déméthy-
lases, qui catalysent la réaction opposée : la famille de
LSDI1 (lysine specific demethylase 1) et la famille Jumonji.
La méthylation des histones peut avoir un effet activateur
ou répresseur sur la transcription des genes en fonc-
tion de sa nature (mono-, di- ou triméthylation) et de la
position du résidu méthylé. Elle n’affecte pas les interac-
tions ADN/histones mais les régions méthylées servent de
modele de reconnaissance pour des protéines effectrices
modifiant I’environnement chromatinien.

Dans le cadre du VIH-1, la méthylation de la lysine
9 de I’histone H3 (H3K9) est impliquée dans la répres-
sion chromatinienne de I’expression du VIH-1 [76, 77].
Les HMT catalysant la di- et la triméthylation d’H3K9,
G9a [77] et Suv39HI1 (suppressor of variegation 3-
9 homolog 1) [76, 78] respectivement sont impliquées
dans 1’établissement de la latence du VIH-1. En effet,
Suv39H1, la triméthylation d’H3K9 (H3K9me3) et la pro-
téine d’hétérochromatine HP 1+ jouent un réle majeur dans
la répression de 1’expression du virus dans les lymphocytes
T CD4* et les cellules mononucléées de sang périphé-
rique (PBMC) [76]. En outre, ’"HMT Suv39H]1 intervient
dans un modele d’établissement de la latence dans les
cellules microgliales (macrophages résidant du systeme
nerveux central) [78]. Ce modele implique le recrutement
du corépresseur CTIP2 au niveau des facteurs de trans-
cription Spl liés sur ses trois sites de liaison au niveau
de la région U3 du LTR 5’ du VIH-1. CTIP2 recrute
ensuite les histones désacétylases HDAC1 et HDAC2, qui
désacétylent H3K9, pré-requis nécessaire a la triméthyla-
tion d’H3KO9, puis recrute Suv39H1, qui triméthyle H3K9.
Cette derniere modification favorise le recrutement de la
protéine HP1vy et, par conséquent, la mise en place d’un
environnement hétérochromatinien dans la région promo-
trice du virus. De plus, bien que la lysine déméthylase
LSD1 joue le role d’un coactivateur de la transcription du
VIH-1 dans les cellules T infectées par la déméthylation
de Tat [79], celle-ci, en coopérant avec CTIP2, réprime
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la transcription virale dans les cellules microgliales par
son association avec les marques H3K4me3 et H3K9me3
[80]. L’observation de niveaux anormalement hauts des
protéines CTIP2, HP1, MePC2 et HDAC2 dans des tis-
sus cérébraux post-mortem de patients VIH* renforce ce
modele centré sur CTIP2 [81]. Suv39HI1 est également
impliqué dans la répression transcriptionnelle du VIH-
1 dans les astrocytes (le type cellulaire le plus abondant du
cerveau) [82].

La diméthylation d’H3K9 (H3K9me2) catalysée par G9a
peut également recruter HP1+y et donc participer au main-
tien de la latence virale [77]. Une autre HMT, GLP pour
G9a-like-protein, joue également un role important dans
le maintien de la latence du VIH-1 par la mise en place
d’H3K9me?2 [83].

L’HMT EZH2 (enhancer of zeste 2 polycomb repressive
complex 2 subunir), sous-unité du complexe répressif poly-
comb PRC2 responsable de la triméthylation de la lysine
27 de T’histone H3 (H3K27me3), est aussi présente au
niveau du promoteur du VIH-1 latent et rapidement dépla-
cée suivant 1’activation des cellules T [84]. En absence
d’EZH2, la fréquence des cellules, dans lesquelles la
transcription du VIH-1 est immédiatement réprimée, est
diminuée [85]. De méme, un traitement par un inhibi-
teur spécifique de PRC2, empéche 1’établissement de la
latence du VIH-1 dans des cellules ayant subi initialement
une infection productive [85]. A I’opposé, lors de la trans-
activation par Tat, les niveaux d’expression de la lysine
déméthylase UTX sont augmentés conduisant a une dimi-
nution du niveau d’H3K27me3 au niveau du LTR du VIH-1
[86].

De maniére intéressante, un entrecroisement des voies
de méthylation H3K9 et H3K27 augmente la complexité
potentielle de la régulation de la latence du VIH-1 par ce
mécanisme. En effet, une population de cellules infectées
transcriptionnellement actives est d’abord réprimée par une
augmentation du dépot de la marque H3K27me3 et ensuite
suivie par la marque H3K9me3 [85]. Dans ce cadre, ce type
de population semble plus difficile a réactiver suggérant
que la cinétique de la mise en place des mécanismes impli-
qués dans I’établissement de la latence du VIH-1 impacte
directement la levée de la latence virale.

La méthylation de ’ADN

La méthylation de I’ADN est une modification chimique
post-réplicative, réversible et héréditaire. Celle-ci résulte
du transfert d’un groupement méthyle du cofacteur SAM
vers le carbone en position 5 d’un résidu cytosine localisé
au sein de dinucléotides CpG. Cette réaction est cataly-
sée par les ADN méthyltransférases (DNMT) qui, chez
les mammiferes, sont divisées en trois familles sur base
de leurs homologies de séquence : DNMT1, DNMT?2 et
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DNMT3 (comprenant les membres DNMT3a, DNMT?3b et
DNMT3I). Dans le génome humain, 60 a 80 % des CpG sont
méthylés, principalement au niveau de séquences répétées
telles les transposons ou I’ADN ribosomal. La distribution
des CpG dans le génome des mammiferes est inégale et
non aléatoire, se concentrant au niveau de courtes régions
génomiques de haute densité en CpG nommé ilot CpG.
Typiquement, les flots CpG se retrouvent dans les pro-
moteurs des genes constitutivement exprimés ou ils sont
hypométhylés et servent de sites d’initiation de la trans-
cription. Toutefois, certains de ces ilots CpG peuvent étre
méthylés, ce qui entretient un état transcriptionnellement
inactif.

Laméthylation de I’ ADN interfere avec la transcription soit
de maniere directe par encombrement stérique empéchant
la liaison de facteurs de transcription a leurs sites de liai-
son soit de maniere indirecte par la liaison des protéines
capables de lier les CpG méthylés, lesquelles a leur tour
interagissent avec des enzymes de modification de la chro-
matine, conduisant a une structure hétérochromatinienne.
Les protéines liant les CpG méthylés sont divisées en trois
familles chez les mammiferes : les protéines a domaine de
liaison au méthyl (MBD), les protéines Kaiso et similaires
a Kaiso, et les protéines a domaine SRA (SET and RING
associated).

Concernant le processus inverse, une déméthylation pas-
sive peut avoir lieu par I’inhibition de I’expression ou de
I’activité des DNMT. Concernant la déméthylation active,
aucune déméthylase de ’ADN n’a été caractérisée a ce
jour. Cependant, I’hydroxyméthylation des cytosines pour-
rait étre a la base d’un mécanisme indirect de déméthylation
active couplé a la réparation de I’ ADN par excision de base.
En effet, les cytosines méthylées peuvent étre converties
en cytosines hydroxyméthylées par les enzymes TET (TEn
active translocation). L’hydroxyméthylation des cytosines
est toutefois corrélée a une répression transcriptionnelle
[87]. Cependant, les cytosines hydroxyméthylées peuvent
étre déaminées en 5-hydroxyméthyluracils par les cytidines
déaminases de la famille AID (activation-induced cytidine
deaminase)/APOBEC [88], conduisant a leur reconnais-
sance par la machinerie d’excision/réparation de base.
Celles-ci sont alors excisées et remplacées par des cytosines
[89].

Lors d’une infection virale, la méthylation de I’ADN peut
maintenir une répression transcriptionnelle conduisant a
une latence virale. L’implication de la méthylation de
I’ ADN dans la latence du VIH-1 a montré que deux ilots
CpG, situés de part et d’autre du site d’initiation de la trans-
cription du promoteur VIH-1 sont hyperméthylés dans des
cellules T-lymphoides primaires et dans la lignée cellulaire
T-lymphoide J-Lat, toutes deux infectées de maniere latente
[70]. De plus, Le niveau de méthylation des flots CpG du
promoteur du VIH-1 contribue a verrouiller I’état silen-
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cieux du provirus en association avec des modifications
répressives des histones [90], influengant ainsi le niveau
de résistance du VIH-1 & la réactivation.

Cependant, le degré de méthylation de ’ADN au niveau
du LTR 5’ dans les cellules ex vivo de patients VIH* est
resté controversé [11, 90-93] jusqu’en 2016 [94]. En effet,
deux études présentaient, d’une part, une hyperméthyla-
tion des ilots CpG au niveau du LTR 5’ du VIH dans
des lymphocytes T CD4* mémoire au repos provenant de
patients avirémiques sous traitement [90] et, d’autre part,
une méthylation non significative dans le méme type de
population cellulaire de patients VIH* [91]. Toutefois, dans
des cellules T CD4* au repos résistantes a la réactivation
préférentiellement méthylées au niveau du LTR 5’ [90], une
hypométhylation du LTR 5’ a malgré tout été observée [11].
Dans une population de PBMC totaux, une hypométhyla-
tion chez des patients non traités avirémiques appartenant
aux groupes des élites controllers (EC) et des long-term
non-progressors (LTNP) [92] est également observée. Le
profil de méthylation du LTR 5’ pouvant cependant varier
au cours du temps [93].

Les sources majeures des différences entre les études pro-
viennent entre autres de la variabilité des caractéristiques
cliniques des patients étudiés et des différents types cel-
lulaires analysés. Notamment, la durée du traitement du
patient était entre quatre et 17 ans pour une étude [90] et
entre 0,9 a 6,6 ans pour I’autre [91]. En effet, en lympho-
cytes T CD4%, il existe une corrélation positive entre la
durée de traitement des patients et 1’état de méthylation du
LTR 5’ du VIH-1. Une accumulation de la méthylation de
I’ ADN au niveau du LTR 5’ étant observée chez les patients
suivant le traitement cART depuis plus de trois ans [94].

D’autres criteres doivent toutefois étre impliqués dans cette
variation du profil de méthylation du promoteur du VIH-1 ex
vivo. En plus de cela, la controverse réside probablement
en partie dans le manque de connaissances des mécanismes
moléculaires associés a la méthylation de I’ ADN. En effet,
les mécanismes menant a la méthylation et/ou déméthy-
lation de I’ADN au niveau du promoteur du VIH-1 ne
sont pas completement connus a ce jour. Dans le cadre
de I’établissement de la méthylation, Trejbalova et al. ont
montré qu’une accumulation de la méthylation pouvait étre
observée suite a plusieurs cycles de réactivation [94]. Toute-
fois, le recrutement des enzymes catalysant la méthylation
de I’ADN, les DNMT, au niveau du LTR 5’ du VIH-1 n’a
jamais ét€ démontré. Seule I’implication de DNMT1, a
I’opposé de DNMT3b, a été mise en évidence dans le main-
tien du statut de méthylation du promoteur viral dans des
lignées infectées par un minivirus [94]. DNMT2, méthylase
de ’ARN, quant a elle, est capable de relocaliser I’ARN
viral du noyau vers des granules de stress et de le méthyler,
participant a la stabilité post-transcriptionnelle de I’ARN
du VIH-1 [95]. De plus, I’implication de la méthylation de
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I’ADN dans I’inhibition de la transcription du VIH-1 n’a
été que peu étudiée. En 1990, les données de Bednarik et
al. ont suggéré que 1’hyperméthylation du LTR 5’ du VIH-
1 pouvait changer les caractéristiques de liaison de certaines
protéines pour la séquence du LTR 5°, conduisant a la sup-
pression de la transcription du LTR 5’ et a la modulation
de I’expression viral [96]. Dans ce cadre, Kauder ef al. ont
rapporté que le deuxieme ilot CpG du LTR 5’ permettait le
recrutement de MBD2 en condition hyperméthylé et qu’un
traitement par un agent déméthylant, la 5dC, conduisait
a une réactivation virale en lignées infectées de maniére
latente et en cellules primaires [70]. Notre laboratoire a
confirmé ces résultats de réactivation par la 5dC, dans des
PBMC déplétés en CD8* provenant de patients avirémiques
traités par cART, et ce a des doses inférieures a la concentra-
tion plasmatique maximale approuvée en thérapie humaine
[97]. Concernant le processus inverse, une déméthylation
du LTR 5’ peut étre observée suite a un traitement par la
5dC dans les lignées infectées de maniere latente [70] ou
suite a une stimulation au LPS dans des cellules provenant
de souris transgéniques [98]. Toutefois, aucune déméthy-
lase ou processus menant a une déméthylation incluant par
exemple les TET n’est rapportée a ce jour. Seul Weber et
al. ont analysé le LTR 5’ du VIH-1 afin de rechercher un
état d’hydroxyméthylation mais ceci resta vain [93].

En plus de la régulation virale directe, la méthylation de
I’ ADN pourrait avoir un rdle interconnecté entre le statut
de méthylation des genes cellulaires et celui du VIH-1. En
effet, une infection par le VIH-1 augmente le niveau de
méthylation des genes cellulaires [99]. De plus, plusieurs
études montrent que l’infection par le VIH-1 influence
I’activité et I’expression des DNMT [100].

De nombreuses zones d’ombres restent a élucider concer-
nant les mécanismes impliqués dans 1’établissement et
le maintien de la méthylation du LTR 5 du VIH. La
compréhension de ceux-ci est cruciale afin d’avoir une vue
complete sur le controle épigénétique du virus latent.

En conclusion

La latence virale du VIH-1 est mise en évidence clini-
quement par la persistance d’une charge virale résiduelle
observée chez les patients traités, charge virale persistante
causée majoritairement par la réactivation des réservoirs
cellulaires. La latence peut étre sous deux formes mais la
contribution de la latence pré-intégrationnnelle a la per-
sistance virale reste minoritaire. Au contraire, la latence
post-intégrationnelle contribue a I’échappement des réser-
voirs cellulaires du VIH-1 au systtme immunitaire et,
par conséquent, a la pathogenese du VIH-1. Bien que la
latence virale puisse €tre maintenue par des mécanismes
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agissant au niveau post-transcriptionnel, I’inhibition de la
transcription du VIH-1 est critique pour I’établissement
et le maintien de la latence post-intégrationnelle. Cette
inhibition est régie par un phénomene multifactoriel dont
chaque élément peut étre théoriquement modulé pharma-
cologiquement (figure 3). Ces dernieéres années ont donc
vu apparaitre le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques intégrant le concept de réservoirs cellu-
laires et leur mécanismes moléculaires associés a cet état
latent. Outre une compréhension fondamentale de ces
mécanismes, la mise en évidence de nouveaux méca-
nismes conduit a la détermination de nouvelles cibles pour
I’élaboration de futures stratégies thérapeutiques dans la
lutte contre le VIH.
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