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Introduction 
 

1. *pQpUDOLWpV 
1.1. La découverte du VIH 

 

La longue histoire du Virus de l'Immunodéficience Humaine (VIH) débute à la fin 

des années 1970 aux États-Unis par une augmentation anormale des cas de 

pneumonie à Pneumocystis carinii et de syndrome de Kaposi chez de jeunes patients. 

'¶DXWUHV� FDV� VRQW� UDSLGHPHQW� LGHQWLILpV� GDQV� OH� UHVWH� GX�PRQGH��&¶HVW� OH� SRLQW� GH�

départ de l¶XQH�GHV�SDQGpPLHV�OHV�SOXV�GpYDVWDWULFHV�DFWXHOOHPHQW�LGHQWLILpHV��&HWWH�

maladie caractérisée par une forte immunodépression et une atteinte des cellules du 

V\VWqPH� LPPXQLWDLUH� VHUD� SDU� OD� VXLWH� UHQRPPpH� V\QGURPH� GH� O¶LPPXQRGpILFLHQFH�

acquise (SIDA).  

En ������ XQ� QRXYHDX� UpWURYLUXV� HVW� LGHQWLILp� SDU� O¶,QVWLWXW� 3DVWHXU� GH� 3DULV�� OH�

lymphoadenopathy-associated virus (LAV). Ce rétrovirus humain, ayant pour cible 

SULQFLSDOH� OHV� O\PSKRF\WHV�HVW� LVROp�j�SDUWLU�GH�JDQJOLRQV� O\PSKDWLTXHV�G¶XQ�SDWLHQW�

souffrant de lymphadenopathies (Barré-Sinoussi et al., 1983). Cependant, le lien entre 

OH�6,'$�HW�FH�YLUXV�Q¶HVW�SDV�encore clairement établi. En 1984, le Center for Disease 

&RQWURO��&'&���j�O¶RULJLQH�GH�O¶DOHUWH�VDQLWDLUH�HQ������DQQRQFH�TXH�OHV�eWDWV-Unis ont 

également identifié un nouveau rétrovirus. Il est isolé de patients présentant des 

symptômes du SIDA et est appelé HTLV-,,,��/H�&'&�LQGLTXH�TX¶LO�HVW�IRUW�SUobable que 

ce virus soit la cause du SIDA (Gallo et al., 1984)��)LQDOHPHQW�� LO�V¶HVW�DYpUp�TXH�OH�

LAV et le HTLV-,,,�VRQW� LGHQWLTXHV�HW�TX¶LO V¶DJLW�GH� O¶DJHQW�pWLRORJLTXH�GX�6,'$��&H�

YLUXV�VHUD�UHEDSWLVp�HQ��������9LUXV�GH�O¶,PPXQRGpILFLHQFH�+XPDLQH��9,+���/HV�GHX[�

FKHUFKHXUV�GH�O¶,QVWLWXW�3DVWHXU de Paris et principaux acteurs de la découverte du VIH-

1, Françoise Barré-Sinoussi et Luc Montagnier ont reçu le Prix Nobel de Médecine et 

de Physiologie en 2008 pour leur découverte.  

 

1.2. /¶RULJLQH�GX�9,+ 
 

Par la suite, deux souches de VIH ont été identifiées. Le VIH-1 est le principal 

DJHQW�pWLRORJLTXH�GX�6,'$�SXLVTX¶LO�UHSUpVHQWH�����GHV�LQIHFWLRQV�9,+�GDQV�OH�PRQGH��
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Une deuxième souche de VIH a été identifiée en 1986, le VIH-2 (Clavel et al., 1986). 

Elle est moins virulente et ne représente donc que 2% des infections dans le monde.  

/¶DQDO\VH�JpQpWLTXH�GHV�VRXFKHV�GX�9,+-1 a mis en éviGHQFH�O¶LPPHQVH�GLYHUVLWp�GH�

ce virus. Le VIH-1 se divise en 4 principaux groupes : M (Major), O (Outlayer), N (New) 

et enfin P. Les virus VIH-1 du groupe M sont les virus les plus largement répandus et 

sont responsables de la pandémie actuelle. Il existe ensuite des sous-types et certains 

de ces sous-types se recombinent entre eux pour donner des formes recombinantes 

du virus. Cette diversité génétique varie aussi en fonction des zones géographiques. 

Les virus des groupes O, N et P restent concentrés au Cameroun et dans les pays 

voisins ((Faria et al., 2014). 

 

/HV�DQDO\VHV�SK\ORJpQpWLTXHV�RQW�SHUPLV�G¶pWDEOLU�TXH�O¶LQIHFWLRQ�GH�O¶+RPPH�SDU�OH�

9,+�SURYLHQW� G¶XQH� ]RRQRVH�GX�6,9� �6LPLDQ� ,PPXQRGHILFHQF\�9LUXV�� (Sharp et al., 

2001). Les souches VIH-1 du groupe M et N sont originaires du SIV des chimpanzés 

communs (SIVcpz) ou Pan troglodytes troglodytes (Keele et al., 2006) (Van 

Heuverswyn et al., 2007). Les souches VIH-1 du groupe O et P sont originaires du SIV 

des gorilles (SIVgor) ou Gorilla gorilla gorilla (Neel et al., 2010) tandis que le VIH-2 est 

lui originaire du SIV des singes mangabey fuligineux (SIVmm) ou Cercocebus atys.  

8QH�pWXGH�VXU�O¶RULJLQH�HW�OD�GLVVpPLQDWLRQ�GX�9,+-1 publiée dans la revue Science en 

�����FRQILUPH�TXH� OH�YLUXV�HVW�RULJLQDLUH�G¶$IULTXH�HW�SOXV�SUpFLVpPHQW�GH� O¶DFWXHOOH�

République Démocratique du Congo (RDC). Il aurait émergé dans la ville de Kinshasa 

aux alentours des années 1920 et se serait propagé grâce aux réseaux de transport 

ferroviaire et fluvial qui étaient alors en plein essor. Il aurait ensuite été disséminé vers 

Haïti par le biais de travailleurs haïtiens venus travailler en RDC. Puis le virus a été 

transporté aux États-Unis (Faria et al., 2014).  

 

1.3. /¶pSLGpPLRORJLH�GX�9,+ 
 

Depuis la découverte du virus, 34,7 millions de personnes sont décédées de 

maladies lLpHV� j� O¶LQIHFWLRQ� SDU� OH� 9,+�� (Q� ������ ����� PLOOLRQV� GH� SHUVRQQHV� VRQW�

infectées par le VIH dont plus de deux tiers en Afrique Sub-saharienne (Figure 1). La 

couverture par le traitement cART (Combination Antiretroviral Therapy) est de 73% 

mais 1,5 million de nouvelles infections ont tout de même été dénombrées. 
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Figure 1 : *UDSKLTXH�GH�O¶pYROXWLRQ�GX�QRPEUH�GH�SHUVRQQHV�LQIHFWpHV�SDU� OH�9,+-1 
dans le monde de 1990 à 2017 (ONUSIDA 2019). 
 

1.4. Le déroulement de la maladie 
 

L'évolution clinique de l'infection par le VIH-1 en l'absence de traitement peut être 

GLYLVpH�HQ�WURLV�SKDVHV��)LJXUH�����/D�SKDVH�SULPDLUH�GH�O¶LQIHFWLRQ�SDU�OH�9,+-1 dure 

entre 3 et 6 mois et est généralement associée à un syndrome grippal. Elle présente 

un pic de virémie dans les deux semaines suivant la transmission. Puis, la virémie 

diminue à mesure que la réponse immunitaire spécifique au VIH-��VH�GpYHORSSH��F¶HVW�

OD�SKDVH�FKURQLTXH�GH�O¶LQIHFWLRQ��8QH�IRLV�OD�YLUpPLH�SODVPDWLTXH�VWDELOLVpH��OH�QRPEUH 

de lymphocytes T CD4 + (LTCD4+) retrouve des niveaux acceptables après avoir subi 

XQH�LPSRUWDQWH�EDLVVH�ORUV�GH�OD�SUHPLqUH�SKDVH�GH�O¶LQIHFWLRQ��/D�SKDVH�FKURQLTXH�RX�

asymptomatique présente une durée variable selon les individus. Pendant cette phase, 

la UpSOLFDWLRQ� YLUDOH� QH� V¶LQWHUURPSW� SDV. Cette réplication à bas bruit maintient le 

système immunitaire (SI) actif, induit une inflammation chronique qui O¶affaiblit et 

enclenche une baisse progressive des niveaux de LTCD4+. La phase SIDA est 

caractérisée SDU� O¶DSSDULWLRQ� GH� PDODGLHV� HW� G¶LQIHFWLRQV� RSSRUWXQLVWHV� GXHV� j�

O¶pSXLVHPHQW�GX�6,��QRPEUH�/7&'���������SDU�PP���TXL�QH�SHXW�SOXV�FRPEDWWUH�OHV�

agents pathogènes (pour revue (International AIDS Society Scientific Working Group 

on HIV Cure et al., 2012; Lederman and Margolis, 2008; Simon and Ho, 2003)). 
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Figure 2 : Évolution de la maladie en trois phases, primo-infection, asymptomatique et 
SIDA (Simon and Ho, 2003). 
 
2. /H�F\FOH�UpSOLFDWLI�GX�9,+��� 

2.1. La particule virale  
 

Le VIH-1 est un lentivirus, du latin lentus en raison de la lente évolution de 

O¶LQIHFWLRQ��&HV�YLUXV�SHXYHQW�VH�UpSOLTXHU�SHQGDQW�SOXVLHXUV�DQQpHV�DYDQW�O¶DSSDULWLRQ�

de signes de la maladie par épuisement du système immunitaire. Ces lentivirus sont 

de la famille des rétrovirus car ils ont la particularité de devoir rétrotranscrire leur 

génome ARN en ADN. Le VIH-1 est un virus enveloppé de 80 à 120 nm. Son génome 

HVW�VRXV�OD�IRUPH�GH�GHX[�PROpFXOHV�G¶$51�PRQRFDWpQDLUHV�GH�SRODULWp�SRVLWLYH��/D�

particule virale (PV) (Figure 3) possède une enveloppe vLUDOH� FRPSRVpH� G¶XQH�

bicouche lipidique provenant de la cellule de laquelle il a bourgeonné. Ancrées à sa 

VXUIDFH�� OHV�GHX[�JO\FRSURWpLQHV��JS���HW� JS����SHUPHWWHQW� O¶HQWUpH�GH� OD�SDUWLFXOH�

YLUDOH�GDQV� OHV� FHOOXOHV��¬� O¶LQWpULHXU�GH� O¶HQYHORSSH�VH� WURXYHQW la matrice (p17), la 

capside conique (p24), et la nucléocapside (p7) (Kenneth, 2011). Dans le F°XU�YLUDO��

VH�WURXYHQW�OHV�GHX[�PROpFXOHV�G¶$51�VLPSOH�EULQ�DLQVL�TXH�OHV�WURLV�HQ]\PHV�YLUDOHV�

�� OD�SURWpDVH�� O¶LQWpJUDVH�Ht la transcriptase inverse. Ces dernières sont nécessaires 

aux premières étapes du cycle viral. Des protéines cellulaires provenant de la cellule 

G¶R�� D� ERXUJHRQQp� OH� YLUXV� HW� GHV� SURWpLQHV� YLUDOHV� FRPPH� 9SU�� 9LI� HW� 1HI� VRQW�

également intégrées dans la particule virale. Le précurseur Gag orchestre 

O¶DVVHPEODJH�GX�YLULRQ� LPPDWXUH�DLQVL�TXH�G¶importants réarrangements structuraux 

pour former des virions matures et infectieux. Les particules virales qui bourgeonnent 

des cellules hôtes sont initialement sous forme non infectieuse. Le précurseur Gag 
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composé des trois domaines structurels majeurs MA (matrice), CA (capside) et NC 

(nucléocapside) doit être clivé par la protéase virale contenue dans la PV pour que 

cette même PV devienne mature. La matrice reste attachée à l'enveloppe virale. La 

QXFOpRFDSVLGH� V¶DVVHPEOH� DYHF� OH� JpQRPH� YLUDO� HW� OHV� WURLV� HQ]\PHV� YLUDOHV� SRXU�

former le complexe ribonucléoprotéique. Enfin, les protéines de capside s'assemblent 

pour former la capside conique autour du complexe ribonucléoprotéique génomique 

(pour revue (Ganser-Pornillos et al., 2012)).  

 

 
Figure 3 : Représentation schématique de la particule du VIH-1 (Kenneth, 2011). 
 

2.2. Le génome viral  
 

/H�JpQRPH�YLUDO�HVW�FRPSRVp�GH�GHX[�VLPSOHV�EULQV�G¶$51�GH�SRODULWp�SRVLWLYH�

faisant chacun 9,7 kb. Ces EULQV� VHURQW� UpWURWUDQVFULWV� HQ� EULQ� G¶$'1� SDU� OD�

WUDQVFULSWDVH�LQYHUVH�YLUDOH��/H�EULQ�G¶$'1�QpRV\QWKpWLVp�HVW�IODQTXp�GH�GHX[�UpJLRQV�

LGHQWLTXHV�DSSHOpHV�/75��/RQJ�7HUPLQDO�5HSHDW��j�FKDFXQH�GH�VHV�H[WUpPLWpV��¶�HW�

�¶��,OV�SHUPHWWHQW�QRWDPPHQW�O¶LQWpJUDtion du génome viral dans le génome de la cellule 

K{WH�� /H� /75� SRVLWLRQQp� HQ� �¶� GX� EULQ� G¶$'1� H[HUFH� pJDOHPHQW� OD� IRQFWLRQ� GH�

promoteur viral.  

 

Le génome viral (Figure 4) contient neuf gènes viraux dont gag, pol et env qui codent 

pour des polyprotéines. Les polyprotéines seront ensuite clivées en protéines par la 

protéase virale pour les précurseurs Gag et Pol et par une protéase cellulaire pour 

Env. Gag code pour les protéines de capside, de matrice et de nucléocapside. Pol 

code pour les enzymes virales et env code pour les glycoprotéines de surface gp120 
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et gp41. Le génome du VIH-1 contient également les gènes qui codent pour les 

protéines régulatrices Tat et Rev et les protéines dites accessoires Nef, Vif, Vpr et Vpu 

(Frankel and Young, 1998). Cependant, de nombreuses études ont par la suite 

démontré l¶importance de ces protéines dans la répression des facteurs de restriction 

cellulaires (Forouzanfar et al., 2019; Wallet et al., 2020)��/¶H[LVWHQFH�G¶XQ�JqQH�SUpVHQW�

sur le brin anti-sens du génome du VIH-1 nommé asp qui coderait pour la protéine 

ASP (Anti-Sens Protein) a été démontrée. Cette protéine pourrait avoir un rôle dans la 

latence virale mais aussi dans la dérégulation du système immunitaire (Cassan et al., 

2016; Miller, 1988). 

 

Le génome du VIH-1 possède également des régions non-codantes, les LTR (Long 

Terminal Repeat) composées de plusieurs régions (U3, U5, R, TAR) et le RRE (Rev 

Responsive Element). Ce dernier est retrouvé dans les séquences codantes du VIH-

1, il permet la fixation de la protéine virale Rev (Sierra et al., 2005).  

 
Figure 4 : Organisation génomique du VIH-1 (adapté de (Nkeze et al., 2015)) 
 

2.3. /¶RUJDQLVDWLRQ�GX�SURPRWHXU�GX�9,+-1  
 

 

Le VIH-�� SRVVqGH� GHX[� /75� VLWXpV� UHVSHFWLYHPHQW� DX[� H[WUpPLWpV� �¶� HW� �¶� GX�

JpQRPH�YLUDO��,OV�SHXYHQW�WRXV�OHV�GHX[�LQLWLHU�OD�WUDQVFULSWLRQ�PDLV�F¶HVW�OH�/75�VLWXp�

HQ��¶�TXL�VHUW�SUpIpUHQWLHOOHPHQW�GH�SURPRWHXU��)LJXUH����(Cullen et al., 1984). 
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Figure 5 : Promoteur du VIH-1.  
Représentation des différentes régions qui constituent le promoteur, des facteurs de 
WUDQVFULSWLRQ�TXL�V¶\�OLHQW et de son organisation autour des nucléosomes (Bouchat and Lint, 
2019). 
 

/H�/75��¶�HVW�VLWXp�HQWUH�OHV�QXFOpRWLGHV�-����HW������SDU�UDSSRUW�DX�VLWH�G¶LQLWLDWLRQ�GH�

la transcription. Le promoteur du VIH-1 est divisé en trois régions U3, R et U5. Dans 

ces régions, 4 domaines fonctionnels sont retrouvés.  

x La région régulatrice située entre les nucléotides -454 à -104 : cette région 

permet la fixation de certains facteurs de transcription.  

x  /¶pOpPHQW� HQKDQFHU� VLWXp� HQWUH� OHV� QXFOpRWLGHV� -105 à -79 : cette région 

possède deux sites de liaison pour le facteur de transcription NF-kB essentiel à 

la transcription des gènes.  

x Le promoteur minimal situé entre les nucléotides -78 à -1 : il contient la boite 

TATA et 3 sites de liaison pour les facteurs Sp1.  

 

Ces 3 domaines sont retrouvés dans la région U3 du promoteur viral.  

x La région TAR située entre les nucléotides +1 à +60 : elle permet de former une 

structure ARN en tige boucle reconnue par Tat et nécessaire à son activité 

G¶DPSOLILFDWLRQ�GH�OD�WUDQVFULSWLRQ�Ges gènes viraux. 

Ce dernier domaine se situe dans la région R du promoteur viral.  
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Le promoteur central contient les éléments essentiels pour l'activité basale du 

promoteur du VIH-1 : - La boite TATA (Garcia et al., 1989) 

- Trois sites de liaison riches en GC en tandem pour la 

liaison des facteurs de transcription Sp (Jones et al., 1986).  

- 8Q� VLWH� G¶LQLWLDWLRQ� GH� OD� WUDQVFULSWLRQ� �766�� QRQ�

conventionnel très actif (Zenzie-Gregory et al., 1993).  

 

La boîte TATA et les sites de liaison des Sp sont essentiels pour initier la transcription 

et pour l'activité basale du promoteur (Jones and Peterlin, 1994)��¬�O¶H[WUpPLWp�GX�/75�

�¶�VH�WURXYHQW�OHV�VLWHV�GH�IL[DWLRQ�GH�GLIIpUHQWV�IDFWHXUV�GH�WUDQVFULSWLRQ�FRPPH�$3-1, 

1)$7��,5)��HW�6S���/D�WUDQVFULSWLRQ�GpEXWH�GDQV�OD�UpJLRQ�5�GX�/75��¶��OHV�WUDnscrits 

sont ensuite coiffés et allongés. En fin de transcription, le signal de polyadénylation 

�SRO\�$����FRGp�SDU�OD�UpJLRQ�8��GX�/75��¶�HVW�DMRXWp��SRXU�UHYXH�(Ne et al., 2018)). 

 

Le promoteur du VIH-��V¶organise autour de deux nucléosomes dont la position ne 

varie pas :  - Nuc-0 (-415/-255)  

- Nuc-1 (+10/+155)  

(pour revue (Bouchat and Lint, 2019) (Stevens et al., 2006)). 

 

2.4. Le cycle de réplication du VIH-1  
 

/¶LQIHFWLRQ� SDU� OH� 9,+-1 est caractérisée par un épuisement du système 

immunitaire puisque ce virus infecte de nombreuses cellules appartenant au SI. Le 

VIH-1 a pour principale cible les lymphocytes T CD4 +, les cellules dendritiques et les 

macrophages. Le cycle de réplication du virus (Figure 6) est classiquement défini par 

���pWDSHV�TXL�YRQW�GH�O¶HQWUpH�GX�YLUXV�GDQV�OD�FHOOXOH�FLEOH�DX�ERXUJHRQQHPHQW�G¶XQH�

nouvelle particule virale infectieuse.  
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Figure 6 : Cycle réplicatif du VIH-1 (Barré-Sinoussi et al., 2013) 
Principales étapes TXL� FRPSRVHQW� OH� F\FOH� DLQVL� TXH� OHV� VWUDWpJLHV�PLVHV� HQ�°XYUH� SDU� OD�
FHOOXOH�SRXU� OXWWHU�FRQWUH� O¶LQIHFWLRQ��URXJH��� OHV�VWUDWpJLHV�YLUDOHV�PLVH�HQ�SODFH�SDU� OH�YLUXV�
pour lutter contre les mécanismes cellulaires antiviraux (bleu) et les différentes molécules 
thérapeutiques utilisées actuellement (vert).  

2.4.1. /¶HQWUpH�GX�YLUXV�GDQV�OD�FHOOXOH� 

/D�SUHPLqUH�pWDSH�GX�F\FOH�YLUDO�HVW�O¶HQWUpH�GX�YLUXV�GDQV�OD�FHOOXOH�K{WH��)LJXUH�

7). Celle-ci est médiée par la protéine virale de surface Env formée de trois 

hétérodimères gp120-JS����3RXU�SHUPHWWUH�O¶HQWUpH�GX�YLUXV��OD�JS����YLUDOH�UHFRQQDvW�

WRXW�G¶DERUG�OH�UpFHSWHXU�&'��GH�OD�FHOOXOH�FLEOH��3XLV�VD�ERXFOH�9��VH�OLH�j�O¶XQ�GHV�

corécepteurs cellulaires CCR5 ou CXCR4. Cette interaction permet à la région N-

terminale K\GURSKREH�GH�OD�JS���DXVVL�DSSHOpH�SHSWLGH�GH�IXVLRQ�GH�V¶HQFKkVVHU�GDQV�

la membrane de la cellule hôte aboutissant finalement à la fusion (Tagliamonte et al., 

2011)��/¶HQWUpH�GX�YLUXV�SDU�O¶XQ�GHV�GHX[�FRUpFHSWHXUV�&&5��RX�&;&5��GpILQLW�VRQ�

tropisme. Les virus qui entrent dans les cellules hôte via les récepteurs CCR5 sont dits 

de tropisme R5. Ceux qui utilisent le corécepteur CXCR4 sont dits de tropisme X4. 

EQILQ��RQ� UHWURXYH�GHV�YLUXV�TXL� VRQW�GH� WURSLVPH�;�5��� F¶HVW�j�GLUH�TX¶LOV�SHXYHQW�

entrer dans les cellules via les deux corécepteurs (Iwamoto et al., 2010). La boucle V3 

de la gp120 détermine principalement le tropisme viral �+ZDQJ�HW�DO���������2¶%ULHQ�HW�

al., 1990; Shioda et al., 1991). Les acides aminés de cette boucle dans les souches 

X4 ont une charge positive significativement plus élevée que pour les souches virales 
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R5 (Fouchier et al., 1992). Le tropisme viraO� YDULH�VHORQ� O¶pYROXWLRQ�GH� O¶LQIHFWLRQ�� OD�

phase initiale étant caractérisée par la présence majoritaire de virus à tropisme R5 

DORUV�TXH�OHV�VRXFKHV�;��DSSDUDLVVHQW�SOXV�WDUG�DYHF�OD�SURJUHVVLRQ�GH�O¶LQIHFWLRQ�� 

 

/¶pWDSH�G¶HQWUpH�GX�YLUXV�GDQV�OD�FHOOXOH�HVW�GpWHUPLQDQWH�SRXU�OD�VXLWH�GH�O¶LQIHFWLRQ��

Une délétion de 32 paires de bases dans le gène qui code pour le recepteur CCR5 

conduit à une absence totale du récepteur à la surface cellulaire. Les individus avec 

une délétion homozygote CCR5'32 sont par conséquent protégés contre l'infection 

par le VIH-1 (Samson et al., 1996).  

 

 
Figure 7 ��0pFDQLVPH�G¶HQWUpH�GX�YLUXV�GDQV�OD�FHOOXOH�(Wilen et al., 2012) 

2.4.2. La décapsidation et la transcription inverse  

8QH�IRLV�O¶pWDSH�G¶HQWUpH�HIIHFWXpH�HW�DSUqV�DYRLU�pWp�OLEpUp�GDQV�OH�F\WRSODVPH��

le virus est pris en charge par le réseau de microtubules pour être acheminé vers le 

noyau (Dharan and Campbell, 2018; McDonald et al., 2002)��/H�F°XU�GH�OD�Sarticule 

virale est inclus dans un complexe ribonucléoprotéique viral appelé complexe de 

rétrotranscription (RTC). Ce complexe permet la transcription inverse de l'ARN viral 

simple brin en ADN double brin. Il sera ensuite transporté dans le noyau et intégré 

dans le génome de la cellule hôte par le complexe de pré-intégration (PIC). Les étapes 

GH�WUDQVFULSWLRQ�LQYHUVH�HW�G¶LQWpJUDWLRQ�RQW�G¶DERUG�pWp�GpFULWHV�FRPPH�GLVWLQFWHV�GDQV�

OH� WHPSV�HW� GDQV� O¶HVSDFH�� OD� WUDQVFULSWLRQ� LQYHUVH� V¶HIIHFWXDQW� XQLTXHPHQW� GDns le 

cytoplasme. Récemment, des études ont démontré que ces deux mécanismes 

SHXYHQW�rWUH� OLpV�HW�TX¶XQH�WUDQVFULSWLRQ� LQYHUVH�FRPSOqWH�Q¶HVW�SDV�LQGLVSHQVDEOH�j�

O¶LPSRUW�QXFOpDLUH� (Bejarano et al., 2019; Burdick et al., 2013, 2017, 2020). Ainsi, la 

transcription inverse initiée dans le cytoplasme pourrait dans certains cas se 

224 C.B. Wilen et al.

      10.1   Introduction 

 Acquired LPPXQRGH¿ ciency syndrome (AIDS) is a devastating disease caused by human immuno-
GH¿ ciency virus (HIV)-mediated destruction of CD4+ T lymphocytes (Barre-Sinoussi et al.  1983 ; 
Gallo et al.  1983  ) . Since its emergence over 25 years ago, HIV/AIDS has killed more than 25 million 
people, and another 33 million are currently infected (UNAIDS  2009  ) . The profound effect of this 
pandemic has led to tremendous research efforts to elucidate the mechanisms of the HIV life cycle 
and identify susceptible targets for therapeutic intervention. Here we will focus on the molecular 
PHFKDQLVPV�RI�WKH�¿ rst stage of the HIV life cycle: viral entry. 

 HIV is an enveloped, single-strand RNA virus that probably ¿ rst infected humans via a 
cross-species transmission from SIV-infected (simian LPPXQRGH¿ ciency virus   ) chimpanzees in the 
¿ rst half of the twentieth century (Gao et al.  1999  ) . For HIV and other known non-human primate 
lentiviruses to infect and replicate inside their hosts, the viral surface protein Envelope (Env) must 
¿ rst bind the host receptor CD4 and subsequently a coreceptor, most commonly CCR5 or CXCR4 
(Alkhatib et al.  1996 ; Choe et al.  1996 ; Dalgleish et al.  1984 ; Deng et al.  1996 ; Doranz et al.  1996 ; 
Dragic et al.  1996 ; Feng et al.  1996 ; Oberlin et al.  1996  ) . Coreceptor binding then triggers a confor-
mational change in Env that mediates pH-independent membrane fusion and delivery of the viral 
payload (   Fig.  10.1 ). Once inside the cell, the viral capsid is uncoated, revealing the viral genome. 
The viral RNA is then reverse transcribed via error-prone reverse transcriptase into double-strand 
DNA that is transported into the nucleus of the host cell where it integrates into a host chromosome. 
The integrated provirus is then transcribed and translated by host machinery to generate a polypro-
tein that is autocatalytically cleaved and processed to form nascent virions that bud from the host 
cell, enabling additional rounds of replication (Freed  2001  ) .  

 Advances in understanding the HIV entry pathway have directly led to the development of spe-
FL¿ c and effective antiviral agents that prevent virus entry, including the ¿ rst antiviral agent that 
targets a host cell molecule needed for virus infection. This provides proof of principle that virus 
entry in general, including the viral membrane fusion machines, can be targeted. Currently, two 
small molecule HIV entry inhibitors, the fusion inhibitor enfuvirtide    and the CCR5 antagonist mara-
viroc   , are FDA approved for the treatment of HIV, while others are currently under various stages of 
development (Dwyer et al.  2007 ; He et al.  2008a,   b ; Schurmann et al.  2007 ; Strizki et al.  2005 ;    Tilton 
and Doms  2010  ) . The success of these compounds emphasizes the potential therapeutic EHQH¿ t in 

  Fig. 10.1    HIV entry schematic. The HIV entry process can be divided into three key steps, all mediated by the viral 
surface protein Env, which is a trimer of gp120 and gp41 heterodimers. First, the virion binds to the host cell which 
can be facilitated by QRQVSHFL¿ c cell attachment factors and allows Env to bind CD4. Second, CD4 binding induces 
conformational changes in Env that enable engagement of a coreceptor, most commonly CCR5 or CXCR4. This step 
triggers membrane fusion. Third, the gp41 subunits of Env enable fusion of the viral and host membranes allowing 
delivery of the viral payload       
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poursuivre dans le noyau (Dharan et al., 2017; Francis et al., 2020; Rensen et al., 

2021).  

 

De nombreuses études se sont penchées sur les mécanismes de la décapsidation. 

Celle-ci consiste à retirer la capside du génome viral dans le cytoplasme de la cellule 

infectée. Plusieurs hypothèses ont été formulées. Certains chercheurs penchent en 

IDYHXU� G¶XQH� GpFDSVLGDWLRQ� HIIHFWXpH� GLUHFWHPHQW� DSUqV� O¶HQWUpH� GX� YLUus dans la 

cellule nouvellement infectée (Campbell and Hope, 2015)�� 7DQGLV� TXH� G¶DXWUHV�

chercheurs suggèrent que le virus ne perd pas tout de suite ses protéines de capside. 

Elles participeraient, au transport du virus vers le noyau, à la transcription inverse et à 

O¶LQWpJUDWLRQ��&¶HVW�FHWWH�GHX[LqPH�K\SRWKqVH�TXL�HVW�SULYLOpJLpH�SXLVTX¶XQH�pWXGH�D�

démontré que 67% des complexes RTC et PIC contiennent des protéines de capside 

(McDonald et al., 2002). Une étude plus récente a démontré la présence de protéines 

de capside dans tous les complexes RTC/PIC cytoplasmiques ayant mené à une 

transcription inverse ce qui suggère un rôle fonctionnel de la capside (Peng et al., 

2014).  

 

La protéine de capside du VIH-1 participe à de nombreux mécanismes qui permettent 

une infection par le VIH-��HIILFDFH��,O�D�pWp�GpPRQWUp�TX¶HOOH�SDUWLFLSH��DX�WUDQVSRUW�GH�

OD�SDUWLFXOH�YLUDOH�GDQV�OH�F\WRSODVPH�GH�OD�FHOOXOH�QRXYHOOHPHQW�LQIHFWpH��j�O¶DPDUrage 

GHV� FRPSOH[HV� 57&�3,&� DX� QLYHDX� GH� O¶HQYHORSSH� QXFOpDLUH� DLQVL� TX¶j� O¶LPSRUW�

nucléaire (pour revue (Novikova et al., 2019)). Plusieurs études ont récemment 

suggéré que des protéines de capside intactes et non libres peuvent pénétrer dans le 

complexe de pores nucléaires (NPC) (Blanco-Rodriguez et al., 2020; Otto, 2021; 

Selyutina et al., 2020). Les protéines de capside (CA) interagissent avec les 

composants du NPC : Nup358 et 153 (Di Nunzio et al., 2012, 2013; Lelek et al., 2015; 

Matreyek and Engelman, 2013). 8Q� F°XU� YLUDO� composé de capsides sous forme 

G¶KH[DPqUH�SHUPHW�OD�OLDLVRQ�DX[�SURWpLQHV�FHOOXODLUHV�1XS����HW�&36)��QpFHVVDLUHV�

j�O¶LPSRUW�QXFOpDLUH�GX�YLUXV�(Buffone et al., 2018; Price et al., 2014). Récemment, il a 

été démontré que la decaspidation et la formation du PIC pouvaient être nucléaires (Li 

et al., 2021; Scoca et al., 2020; Zila et al., 2021). La capside semble donc jouer un rôle 

FRQVpTXHQW�GDQV�GH�QRPEUHXVHV�pWDSHV�GH�O¶LQIHFWLRQ�QH�SHUPHWWDQW�SDV�XQLTXHPHQW�

la protection du génome viral. Ainsi, une nouvelle molécule ciblant la capside virale a 

été mise au point�� ,O� V¶DJLW� GX Lenacapavir (Bester et al., 2020) qui inhibe la 
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GHFDSVLGDWLRQ� DLQVL� TXH� O¶LQWHUDFWLRQ� GHV� SURWpLQHV� GH� FDSVLGH� DYHF� OHV� SURWpLQHV�

cellulaires Nup153 et CPSF6 (pour revue (Blanco-Rodriguez and Di Nunzio, 2021; 

Scoca and Di Nunzio, 2021)). 

 

Pendant que le RTC est transporté par le réseau de microtubules, la transcription 

inverse du génome viral débute grâce à la transcriptase inverse (RT) virale et grâce à 

un ARNtLys3 contenu dans la particule virale. La transcription inverse permet de 

synthétiser un ADN double brin linéaire qui sera intégré dans le génome de la cellule 

hôte à partir du génome viral ARN. La transcriptase inverse possède deux activités 

HQ]\PDWLTXHV�� XQH� DFWLYLWp� $'1� SRO\PpUDVH� DLQVL� TX¶XQH� DFWLYLWp� 51DVH. Cette 

dernière permet de GpJUDGHU�O¶$51 lorsqu¶LO IDLW�SDUWLH�G¶XQ�FRPSOH[H�$51-ADN. Afin 

GH�V\QWKpWLVHU�O¶$'1��OD�57�D�EHVRLQ�G¶XQH�DPRUFH, O¶$51WO\V��FRQWHQXH�GDQV�OD�39��

&HWWH�DPRUFH�HVW�FRPSOpPHQWDLUH�j�XQH�UpJLRQ�VLWXpH�HQ��¶�GH�O¶$51�YLUDO��OD�UpJLRQ�

3%6� �3ULPHU� %LQGLQJ� 5HJLRQ��� /D� V\QWKqVH� GH� O¶$'1� YLUDO� LQGXLW� OD� IRUPDWLRQ� G¶XQ�

complexe ADN-$51� TXL� SHUPHW�� O¶DFWLYLWp� 51DVH+� GHV� 57�� OD� GpJUDGDWLRQ� GH�

O¶H[WUpPLWp��¶�GH�O¶$51�YLUDO�HW�OD�UpYpODWLRQ�GX�EULQ�G¶$'1��-) nouvellement synthétisé. 

La transcription inverse se poursuit et donne naissance à un ADN bicaténaire 

contenant à ses extUpPLWpV�OHV�UpJLRQV�QRQ�FRGDQWHV�/75�DLQVL�TX¶XQ�FKHYDXFKHPHQW�

LQWHUQH�G¶$'1�DSSHOp�$'1�IODS��SRXU�UHYXH�(Hu and Hughes, 2012)). La synthèse de 

O¶$'1�IODS�HW�OD�ILQ�GX�WUDQVSRUW�VRQW�GHV�VLJQDX[�GH�GpFDSVLGDWLRQ��$LQVL��OH�57&�pYROXH�

vers le PIC et sera importé vers le noyau (Arhel et al., 2007). 

 

/¶pWDSH�GH�WUDQVFULSWLRQ�LQYHUVH�pWDQW�XQH�pWDpe clé de la réplication du VIH-���O¶HQ]\PH�

RT a rapidement été la cible des molécules anti-VIH. L¶$=7��$]LGRWK\PLGLQH�, première 

PROpFXOH�DSSURXYpH�GDQV�OH�WUDLWHPHQW�GH�O¶LQIHFWLRQ�SDU�OH�9,+�cible cette enzyme.  

2.4.3. /¶LPSRUW�GDQV�OH�QR\DX� 

Le PIC pénètre dans le nucléoplasme en traversant les complexes des pores 

nucléaires (NPC) qui forment des canaux stables à travers l'enveloppe nucléaire 

(Figure 8). Ils maintiennent le trafic de molécules entre le noyau et le cytoplasme et 

VRQW�FRPSRVpV�G¶HQYLURQ����SURtéines différentes appelées nucléoporines (Nup). Le 

transport du PIC vers le noyau est un mécanisme actif qui fait intervenir des facteurs 

YLUDX[� DLQVL� TXH� GHV� IDFWHXUV� FHOOXODLUHV�� /H� 3,&� HVW� FRPSRVp� GH� O¶$'1� YLUDO�� GH�
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protéines virales (CA, IN, MA, NC, Vpr) et de protéines cellulaires (LEDGF/p75, 

HMGA1, BAF) (Lusic and Siliciano, 2017). 

 

 
Figure 8 ��0pFDQLVPH� G¶HQWUpH�GX� JpQRPH�YLUDO� GDQV� OH� QR\DX� SXLV� LQWpJUDWLRQ� GX�
génome viral dans le génome de la cellule hôte (Lusic and Siliciano, 2017). 
 

De nombreuses études ont démontré le rôle essentiel de la protéine de capside dans 

O¶HQWUpH�GX�JpQRPH�YLUDO�GDQV�OH�QR\DX�GH�OD�FHOOXOH�QRWDPPHQW�GDQV�OHV�FHOOXOHV�TXL�

ne sont pas en division. La capside interagit avec Nup358 (aussi appelée RANBP2) et 

SHUPHW� O¶DPDUUDJH� GX� 3,&� DX� QLYHDX� GX� 13&� F\WRSODVPLTXH�� 'H� SOXV�� OD� FDSVLGH�

VHPEOH�DYRLU�XQ�U{OH�GDQV�O¶LPSRUW�GX�3,&�GDQV�OH�QR\DX, du fait de sa présence dans 

le PIC nucléaire (pour revue (Matreyek and Engelman, 2013)).  

 

/D�PDWULFH�SRXUUDLW�pJDOHPHQW� MRXHU�XQ� U{OH�GDQV� O¶LPSRUW�QXFOpDLUH�GX�3,&�FDU�HOOH�

possède un signal de localisation nucléaire (NLS). Cependant, son rôle ne semble pas 

majeXU�SXLVTX¶XQH�pWXGH�D�GpPRQWUp�GDQV�OHV�PDFURSKDJHV�TXH�ORUVTX¶HOOH�Q¶HVW�SDV�

IRQFWLRQQHOOH� OH�F\FOH�YLUDO�V¶HIIHFWXH�WRXW�GH�PrPH� (Reil et al., 1998). En plus de la 

SURWpLQH�GH�PDWULFH��O¶LQWpJUDVH�SUpVHQWH�pJDOHPHQW�XQ�1/6�HW�9SU�SRVVqGH�XQ�1/6�

factors into the nucleus32 and was suggested to pro-
mote the nuclear entry of the PIC13,14,31. The same role 
was attributed to another cellular factor, cleavage and 
polyadenylation specificity factor 6 (CPSF6), that was 
shown to interact with the capsid protein before trans-
location into the nucleus��±36. CPSF6 is a 68 kDa member 
of a large protein complex of pre-mRNA splicing factors 
that shuttle between nucleus and cytoplasm37. A trun-
cated form of CPSF6, lacking the carboxy- terminal 
domain (CPSF6�±��8), that localized mainly in the cyto-
sol and blocked nuclear entry of the PIC, was identi-
fied in a mouse cDNA screen13. A mutant form of the 

capsid protein (N74D) has been shown to be resistant to 
CPSF6�±���. This mutant is insensitive to TNPO3 knock-
down, whereas the wild-type CPSF6 changes its locali-
zation from the nucleus to the cytosol when TNPO3 is 
depleted38. It was proposed that CPSF6 enables HIV-1 to 
use RANBP2, NUP153 and TNPO3 for nuclear entry39 
and the mutation in the CPSF6 binding site of capsid 
(N74D) was shown to activate alternative mechanisms for 
the PIC to enter the nucleus16,29. This ultimately results in 
integration into gene-poor regions14,16. A recent study has 
provided compelling evidence that CPSF6 gene silencing 
results in HIV-1 integration in sites distinct from gene 
bodies and gene-dense chromatin regions40 (see below).

Nuclear docking and uncoating of the virion are 
tightly connected with the import of the PIC into the 
nucleus and are dependent on the capsid, which enters 
the nucleus together with the viral DNA14,15,36,41. Thus 
nuclear pore proteins from both the cytosolic and nuclear 
sides of the NPC, as well as other transport proteins, 
determine viral entry from the cytosol into the nucleus 
and towards the susceptible regions of the genome in 
which it will integrate.

HIV�1�integrat ion
After passing through the NPC, the PIC reaches the 
periphery of the nucleus, which is a complex and hetero-
geneous environment that provides anchoring sites for 
chromosomes.

Integrase. Insertion of the viral DNA into chromosomes 
is catalysed by integrase42,43 (FIG. 3a). Integrase is encoded 
by the pol gene, and the mature enzyme, which is com-
posed of three structurally and functionally distinct 
domains��±��, is derived from the Gag±Pol polyprotein 
precursor following cleavage by the viral protease42.

The amino-terminal zinc-binding domain (NTD) 
of integrase consists of three Į-helices that contrib-
ute to oligomerization and to the catalytic activity47,48. 
Integrase also contains a conserved µHHCC¶ motif, 
which comprises two histidine and two cysteine resi-
dues. This domain binds to a Zn2+ ion and resembles the 
zinc-coordinating residues of zinc fingers47.

The central catalytic core domain (CCD) is highly con-
served in all retroviral integrase proteins, and, in addition 
to its catalytic activity, has been proposed to be involved 
in DNA binding44. From a structural perspective, the  
catalytic core domain belongs to the RNase H super family 
of polynucleotidyl transferases, and its key active site46 is 
comprised of three acidic amino acid residues (Asp64, 
Asp116 and Glu152) with a conserved spacing of 35 amino 
acids between Asp116 and Glu152 (D,D(35)E motif ). 
These residues form coordination bonds with two Mg2+  
ions during nucleophilic substitution and DNA strand 
transfer ��±��. The CCD interacts with both the donor 
(viral) and the target (cellular) DNA, and mutations in the 
D,D(35)E motif inhibit integrase activity49,50. The CCD 
also contains a serine residue that can be phosphorylated 
by cellular JUN N-terminal kinases and subsequently 
isomerized by peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 
NIMA-interacting 1 (PIN1); this post-translational  
modification stabilizes integrase in T cells51.
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Figure�2�|�Nuclear�entry�and�the�selection�of�integration�site.�The�capsid�of��
HIV�1�seems�to�be�a�crucial�viral�factor�for�both�uncoating�and�the�entry�of�the�
pre�integration�complex�(PIC)�into�the�nucleus.�Other�than�capsid,�the�viral�factors�Vpr�
and�matrix,�as�well�as�different�cellular�partners�are�involved�in�the�process�of�nuclear�
entry�on�the�cytosolic�side�of�the�nuclear�pore�complex�(NPC).�Cyclophilin�A�(CYPA;�
also�known�as�PPIA)�and�RANBP2�have�roles�in�the�nuclear�entry�of�the�PIC�on�the�
cytosolic�side�of�the�NPC,�transportin�3�(TNPO3)�is�involved�in�shuttling�through�the�
NPC,�and�nucleoporin�153�(NUP153)�and�cleavage�and�polyadenylation�specificity�
factor�6�(CPSF6)�are�involved�in�the�import�of�HIV�1�into�the�nucleus.�Both�NUP153�and�
CPSF6�have�a�role�in�target�site�selection,�together�with�lens�epithelium�derived�
growth�factor�(LEDGF),�which�is�the�most�prominent�chromatin�tethering�factor�that�is�
involved�in�HIV�1�integration.�vDNA,�viral�DNA.
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non canonique. Ces deux protéines virales ont un rôle dans le transport viral tout 

FRPPH�O¶$'1�IODS�GpFULW�GDQV�OH�SDUDJUDSKH�VXU�OD�WUDQVFULSWLRQ�LQYHUVH��SRXU�UHYXH�

(Matreyek and Engelman, 2013)).  

 

CerWDLQV�IDFWHXUV�FHOOXODLUHV�MRXHQW�pJDOHPHQW�XQ�U{OH�GDQV�O¶LPSRUW�GX�JpQRPH�YLUDO�

dans le noyau de la cellule hôte : Nup358, Nup153, TNPO3, CPSF6 ainsi que 

LEDGF/p75. Les nucléoporines Nup358 et Nup153 permettent par exemple le 

passage via le NPC car elles VHUYHQW� GH� VLWH� G¶DWWDFKHPHQW� DX[� PROpFXOHV� TXL�

WUDQVLWHQW��&36)��LQWHUDJLW�DYHF�OD�SURWpLQH�YLUDOH�GH�FDSVLGH�DYDQW�O¶HQWUpH�GX�JpQRPH�

YLUDO�GDQV�OH�QR\DX�HW�SDUWLFLSH�j�O¶LPSRUW�YLD�Nup358, Nup153 et TNPO3 (Hilditch and 

Towers, 2014).  

2.4.4. /¶LQWpJUDWLRQ� GX� JpQRPH� YLUDO� GDQV� OH� JpQRPH� GH� OD�

cellule hôte 

Une fois dans le noyau, le génome viral va être intégré dans le génome de la 

FHOOXOH�FLEOH�JUkFH�j�O¶LQWpJUDVH�SUpVHQWH�GDQV�OD�SDUWLFXOH�YLUDOH��)LJXUH�����/
LQWpJUDVH�

est codée par le gène pol�� /¶LQWpJUDVH� PDWXUH� HVW� FRPSRVpH� GH� WURLV� GRPDLQHV�

structurellement et fonctionnellement distincts : NTD (activité catalytique), CCD 

�DFWLYLWp� FDWDO\WLTXH� HW� OLDLVRQ� j� O¶$'1�� HW� &7'� �DFWLYLWp� FDWDO\WLTXH��� /¶LQWpJUDVH�

SURFqGH�j�GHX[�UpDFWLRQV�HQ]\PDWLTXHV��OH�FOLYDJH�HQ��¶�GH�O¶$'1�YLUDO�HW�OH�WUDQVIHUW�

de brin. Chaque sous-XQLWp�GH�O¶LQWpJUDVH�VH�OLH�DX[�H[WUpPLWpV��¶�GX�/75�HW�FOLve deux 

QXFOpRWLGHV� GH� SDUW� HW� G¶DXWUH�� FH� TXL� OLEqUH� GHV� H[WUpPLWpV� UpDFWLYHV� &$2+-�¶-

K\GUR[\OHV�� /HV� EULQV� FRPSOpPHQWDLUHV� GH� O¶$'1� YLUDO� VRQW� HQVXLWH� MRLQWV� DX[�

H[WUpPLWpV��ƍ-phosphate de l'ADN cellulaire cible. Lors de ce processus, des espaces 

ou des nucléotides non appariés peuvent apparaître, ces erreurs sont compensées 

SDU�OD�PDFKLQHULH�FHOOXODLUH�GH�UpSDUDWLRQ�GH�O¶$'1�(Engelman and Singh, 2018).  
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Figure 9 ��0pFDQLVPH�GH�O¶LQWpJUDWLRQ�GH�O¶$'1�YLUDO�SDU�O¶LQWpJUDVH�(Lusic and Siliciano, 
2017) 
 

*pQpUDOHPHQW��F¶HVW�OD�IRUPH�G¶$'1�GRXEOH�EULQ�OLQpDLUH��$'1L) qui est intégrée dans 

OH� JpQRPH� FHOOXODLUH�� &HSHQGDQW�� GHV� pWXGHV� RQW� GpPRQWUp� OD� SUpVHQFH� G¶DXWUHV�

formes de génome viral. Deux formes circulaires du VIH-1 ont été identifiées, une 

forme possédant un seul LTR : 1-LTRc et une autre possédant les deux LTR : 2-LTRc. 

&HV� GHX[� IRUPHV� UpVXOWHQW� UHVSHFWLYHPHQW� GH� OD� FLUFXODULVDWLRQ� GH� O¶$'1L par le 

mécanisme de recombinaison homologue (HR) ou par le mécanisme Non-

Homologous End-Joining (NHEJ) (Munir et al., 2013). Récemment, une étude a 

démontré que les formes 2-LTRc pouvaient dans certains rares cas être intégrées au 

génome cellulaire. Notamment dans des conditions de traitement avec le Raltegravir 

�LQKLELWHXU�G¶LQWpJUDVH��(Thierry et al., 2015), les 2-LTRc peuvent représenter 50% du 

génome viral par accumulation préalable. La jonction palindromique LTR-LTR peut 

être clivée et un ADN linéaire viral intégrable est généré (Richetta et al., 2019).  

 

De nombreuses études ont démontré quH�OH�9,+�V¶LQWqJUH�GH�IDoRQ�SUpIpUHQWLHOOH�GDQV�

les gènes actifs. Schroder, A.R et al RQW�G¶DERUG�GpPRQWUp�TXH�OH�JpQRPH�GX�9,+-1 



 16 

était principalement intégré dans des régions transcriptionnellement actives dans les 

lignées de cellules T (Schröder et al., 2002). Ces résultats ont ensuite été confirmés 

pour de nombreuses autres lignées cellulaires mais aussi pour les cellules T in vivo 

(pour revue (Lusic and Siliciano, 2017)).  

'HV�SURWpLQHV�FHOOXODLUHV�VRQW�DXVVL�LPSOLTXpHV�GDQV�OH�PpFDQLVPH�G¶LQWpJUDWLRQ��/D�

SURWpLQH�/('*)�SDUWLFLSH�j�OD�VpOHFWLRQ�GX�VLWH�G¶LQWpJUDWLRQ��8QH�pWXGH�D�GpPRQWUp�

TXH� O¶LQWpJUDWLRQ� VH� IDLVDLW� SUpIpUHQWLHOOement dans des régions fortement épissées. 

LEDGF permet de cibler les unités transcriptionnelles hautement épissées grâce à son 

interaction directe avec de nombreux facteurs d'épissage (Singh et al., 2015). De plus, 

GHV� PDUTXHV� pSLJpQpWLTXHV� LGHQWLILpHV� FRPPH� IDYRULVDQW� O¶H[SUHVVLRQ� GHV� JqQHV�

(H3K9ac ou H3K36me3) ont fréquemment été retrouvées au niveau des sites 

G¶LQWpgration. LEDGF se lie à la marque H3K36me3 (Marini et al., 2015). LEDGF joue 

GRQF�XQ�U{OH�SULPRUGLDO�GDQV�OH�FKRL[�GX�VLWH�G¶LQWpJUDWLRQ�PDLV�DXVVL�GDQV�O¶HIILFDFLWp�

GH� FHWWH� LQWpJUDWLRQ�� '¶DXWUHV� SURWpLQHV� FHOOXODLUHV� VRQW� DXVVL� LPSOLTXpHV� GDQV� OH�

PpFDQLVPH�G¶LQWpJUDWLRQ�QRWDPPHQW�+MGA1, BAF, INI1 ou encore CPSF6 qui permet 

GH�FLEOHU�OH�VLWH�G¶LQWpJUDWLRQ�GDQV de O¶HXFKURPDWLQH�(Quercioli et al., 2016).  

2.4.5. /¶H[SUHVVLRQ�GX�JpQRPH�YLUDO� 

Une fois le génome du VIH-1 intégré dans le génome de la cellule, le virus va 

GpWRXUQHU� OD�PDFKLQHULH�GH� WUDQVFULSWLRQ�FHOOXODLUH�DILQ�GH�SHUPHWWUH� O¶H[SUHVVLRQ�GH�

VHV� JqQHV�� -XVTX¶j� SUpVHQW�� OHV� HQ]\PHV� LQGLVSHQVDEOHV� DX� F\FOH� GX� YLUXV� pWDLHQW�

contenues dans la particule viUDOH�� ,FL�� OH� YLUXV�XWLOLVH� O¶$51�SRO\PpUDVH�FHOOXODLUH� ,,�

(ARN Pol II) pour transcrire ses gènes. Cette étape se déroule en deux phases, la 

phase précoce indépendante de la protéine virale Tat et la phase tardive de la 

WUDQVFULSWLRQ�R��O¶DFWLYLWp�GH�7DW�Hst essentielle. Dans certains rares cas, le virus peut 

pJDOHPHQW�GHYHQLU�ODWHQW��/¶pWDSH�GH�WUDQVFULSWLRQ�HVW�XQH�pWDSH�FOp�GH�OD�ODWHQFH�SRVW-

intégrative du VIH-1, mécanisme sur lequel nous travaillons au laboratoire. Les 

mécanismes de la transcription des gènes du VIH-1 seront décrits de façon détaillée 

dans la partie qui traite de la latence virale afin de faire le lien entre une transcription 

DFWLYH�HW�O¶pWDW�GH�ODWHQFH�R��OD�WUDQVFULSWLRQ�HVW�UpSULPpH�� 

 

Les cellules possèdent différents mécanismes emprFKDQW� O¶H[SRUW�GX�QR\DX�YHUV� OH�

F\WRSODVPH�GH�WUDQVFULWV�LQFRPSOqWHPHQW�pSLVVpV��&HSHQGDQW��O¶H[SUHVVLRQ�GX�9,+-1 
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fait intervenir des transcrits uni-épissés, multi-épissés mais aussi non épissés. Ainsi, 

les ARNm multi-épissés qui codent pour les protéines Tat, Rev et Nef sont exportés 

de façon classique par les mécanismes de la machinerie cellulaire. En revanche, les 

transcrits incomplètement épissés sont exportés grâce à la protéine virale Rev. Celle-

ci possède un motif NES (Nuclear Export Signal) mais aussi un NLS qui induit son 

retour dans le noyau. Rev se fixe ensuite sur la région RRE des ARNm viraux ce qui 

SHUPHW�O¶H[SRUW�GHV�$51P�UHVWDQW�GRQW�FHX[�TXL�FRGHQW�SRXU�OHV�SRO\SURWpLQHV�(QY��

Gag et Gag-Pol (De Breyne and Ohlmann, 2019). La protéine Matrin3, composant de 

la matrice nucléaire, se lie aux ARN viraux et est requise pour l'exportation nucléaire 

médiée par Rev des ARN du VIH-1 non épissés (Kula et al., 2011).  

2.4.6. /¶DVVHPEODJH��OH�ERXUJHRQQHPHQW�HW�OD�PDWXUDWLRQ� 

/HV�JO\FRSURWpLQHV�TXL�FRQVWLWXHQW�O¶HQYHORSSH�YLUDOH�JS����HW�JS���PLJUHQW�YHrs 

OD� PHPEUDQH� SODVPLTXH� GDQV� GHV� YpVLFXOHV� SURYHQDQW� GH� O¶DSSDUHLO� GH� *ROJL�� /H�

précurseur Gag donne naissance aux protéines de structure qui forment la particule 

virale : MA, CA, NC et le domaine p6. Le précurseur Gag-Pol permet la production des 

enzymes virales, PR, IN, RT et produit aussi environ 5% des niveaux de Gag. Gag 

UHFUXWH� O¶$51�JpQRPLTXH�YLUDO�HW� UHMRLQW� OD�PHPEUDQH�SODVPLTXH��/H�YLUXV�GpWRXUQH�

ensuite le mécanisme cellulaire ESCRT pour finaliser la polymérisation de Gag 

(débutée lors du trajet GDQV� OH� F\WRSODVPH�� HW� SHUPHWWUH� OH� ERXUJHRQQHPHQW� G¶XQH�

particule virale immature. Pour que le virion devienne infectieux, une étape de 

maturation est nécessaire pendant laquelle la protéase virale clive les polyprotéines 

Gag et GagPol. Ceci engendre un réarrangement de la structure de la particule virale 

et la formation GX�F°XU�GH�OD�SDUWLFXOH�grâce à la matrice et la capside situées autour 

du génome viral ARN (Figure 10) (pour revue (Freed, 2015)) 
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Figure 10 : Mécanismes G¶DVVHPEODJH�� GH� ERXUJHRQQHPHQW� HW� GH�PDWXUDWLRQ� GHV�
virions nouvellement synthétisés (Freed, 2015). 
 

2.5. Le traitement du VIH-1  
 

Le traitement du VIH-1 par les antirétroviraux (ARV) a considérablement amélioré 

la vie des patients infectés. Il existe différentes classes de molécules antivirales qui 

ciblent certaines étapes du cycle viral (Figure 6) et qui sont utilisées en combinaison 

de trois molécules. Les buts de la thérapie sont multiples :  

- Diminuer la réplication du virus afin que la charge virale diminue sous les 

niveaux de détection des techniques classiques (50-���FRSLHV�G¶$51�YLUDO�P/��� 

- Empêcher la progression de la maladie vers le stade SIDA.  

- 'LPLQXHU�O¶DFWLYDWLRQ�GX�6,�HW�O¶LQIODPPDWLRQ�LQGXLWH� 

- (PSrFKHU�O¶DSSDULWLRQ�GH�UpVLVWDQFH�DX[�$59� 

- Améliorer la qualité de vie des patients.  

- Empêcher la transmission du VIH-1 et ainsi diminuer le nombre de personnes 

séropositives. Une charge virale indétectable permet de diminuer drastiquement 

Envelope glycoproteins
(Env glycoproteins). The 
heterotrimeric complexes of 
surface glycoprotein (gp120) 
and transmembrane 
glycoprotein (gp41) that are 
packaged into the viral 
membrane and mediate 
receptor±co-receptor binding 
and fusion in the next round of 
infection.

Assembly
The process by which viral 
proteins and nucleic acids 
come together in an infected 
cell to produce new virus 
particles.

precursor ² cleaves the Gag precursor to the mature 
Gag proteins MA, CA, NC and p6. Cleavage of the Gag 
polyprotein triggers the morphological transformation  
in virion structure known as maturation (see below).

Although the structure of the intact, full-length Gag 
precursor has been elusive owing to its large size and the 
presence of flexible interdomain connections, atomic-
level structures are available for the individual Gag 
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Figure 1 | The late stages of the HIV-1 replication cycle. The viral envelope (Env) glycoproteins traffic via the secretory 
pathway, from the rough endoplasmic reticulum (RER) to the Golgi and then in vesicles until they arrive at the plasma 
membrane. The Gag precursor polyprotein ² which contains the matrix (MA), capsid (CA), nucleocapsid (NC) and p6 
domains ² is synthesized in the cytosol from full-length viral RNA. The GagPol precursor polyprotein ² which contains 
MA, CA, NC, protease, reverse transcriptase and integrase domains ² is synthesized as the result of a programmed 
frameshifting event during the translation of Gag-encoding viral RNA. Gag recruits the viral genomic RNA, begins to 
multimerize and reaches the plasma membrane by a still-undefined pathway. Gag is anchored to the plasma membrane in 
lipid raft microdomains via insertion of its amino-terminal myristate into the lipid bilayer and by direct interactions with 
the phospholipid phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphate. The assembling particle incorporates Env and then recruits 
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la présence virale dans les sécrétions génitales ce qui rend le risque de 

transmission quasiment inexistant (Cihlar and Fordyce, 2016; Cohen et al., 2016).  

 

6L[� FODVVHV� G¶$59� VRQW� GLVSRQLEOHV� DFWXHOOHPHQW : les inhibiteurs de CCR5, les 

inhibiteurs de fusion, les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse, les 

inhibiteurs non-nucléosidiques de la WUDQVFULSWDVH�LQYHUVH��OHV�LQKLELWHXUV�GH�O¶LQWpJUDVH�

et enfin les inhibiteurs de la protéase.  

 

Cependant, la multi-thérapie ou cART (combinaison antiretroviral therapy) ne permet 

SDV�G¶pOLPLQHU�OH�9,+-��GH�O¶RUJDQLVPH�HW�GRQF�GH�JXpULU�OHV�SDWLHQWV��$ILQ de contrôler 

leur virémie, les patients doivent prendre leur traitement en continu pendant toute leur 

vie. Un arrêt induit une augmentation rapide de la charge virale et une baisse du 

nombre de LTCD4+ qui affaiblit le système immunitaire (Figure 11) (Davey et al., 

1999)��'H�SOXV��O¶DUUrW�GX�WUDLWHPHQW�SHUPHW�j�GHV�YLUXV�UpVLVWDQWV�DX[�DQWLUpWURYLUDX[�

G¶pPHUJHU��,O�IDXW�DLQVL�UpDGDSWHU�OH�WUDLWHPHQW�HW�WURXYHU�GHV�PROpFXOHV�TXL�SHUPHWWHQW�

j� QRXYHDX� GH� FRQWU{OHU� O¶LQIHFWLRQ�� /H� UHERQG� GH� YLUpPLH� REVHUYp� j� O¶DUUrW� GHV�

traitements est principalement dû à la présence de virus latents intégrés dans des 

FHOOXOHV�DSSHOpHV�UpVHUYRLUV��&HV�UpVHUYRLUV�QH�VRQW�SDV�FLEOpV�SDU�OHV�$59�HW�VRQW�O¶XQ�

GHV�EORFV�PDMHXUV�j�O¶pUDGLFDWLRQ�GX�YLrus de O¶RUJDQLVPH�(Deeks et al., 2016).  

 

 
Figure 11 : Évolution de la charge virale au cours du temps et en fonction de 
O¶REVHUYDQFH�GX�WUDLWHPHQW�(Van Lint et al., 2013). 
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3. /HV�UpVHUYRLUV� 
 

Les antirétroviraux ont été une avancée majeure dDQV�O¶KLVWRLUH�GH�O¶LQIHFWLRQ�SDU�

le VIH. En permettant de réduire la charge virale plasmatique sous 50 copies d'ARN 

du VIH-1/mL (Perelson et al., 1997), cette thérapie a considérablement allongé et 

amélioré la vie des patients infectés (Mills et al., 2011). Cette suppression de la virémie 

D� GRQQp� O¶HVSRLU� G¶pUDGLTXHU� OH� YLUXV� GH� O¶RUJDQLVPH� YLD� FHWWH� FRPELQDLVRQ� GH�

molécules antivirales (Perelson et al., 1997). Mais, des chercheurs ont rapidement 

démontré la présence de virus latents intégrés dans des LTCD4+ mémoires 

quiescents qui après activation cellulaire produisaient des virus infectieux (Chun et al., 

1995, 1997)��3XLV��G¶DXWUHV études ont démontré la présence de ces cellules latentes 

même sous cART (Chun et al., 1997; Finzi et al., 1997; Wong et al., 1997). Des études 

se sont aussi penchées sur les autres cellules cibles du VIH-1 qui pourraient participer 

à la persistance du virus malgré les traitements antiviraux. Ainsi, Honeycutt JB et al., 

RQW�GpPRQWUp�O¶LQIHFWLRQ�SHUVLVWDQWH�GX�9,+-��PDOJUp�OD�SULVH�G¶DQWLUpWURYLUDX[�GDQV�OHV�

macrophages tissulaires grâce à un modèle de souris humanisées (Honeycutt et al., 

2017). Même si ces évènements de latence virale sont rares, plusieurs études ont 

démontré que le temps nécessaire à l'éradication de ces cellules serait de plus de 60 

ans. LD�F$57�Q¶HVW�donc pas suffisante pour les éradiquer (Crooks et al., 2015; Finzi 

et al., 1999; Siliciano et al., 2003). Pour la grande majorité des personnes vivant avec 

le VIH, l'interruption de la cART entraîne un rebond rapide de la charge virale. Ce 

rebond est généralement observé quelques semaines après l'arrêt du traitement et ce, 

PrPH�VL�OH�WUDLWHPHQW�D�pWp�LQLWLp�WUqV�UDSLGHPHQW�DSUqV�O¶LQIHFWLRQ�HW�PDLQWHQX�SHQGDQW�

des années (Colby et al., 2018). Ainsi, la mise en place rapide de la cART permet de 

limiter la taille des réservoirs, PDLV�SDV�G¶LQKLEHU�OHXU�IRUPDWLRQ��&HV�UpVHUYRLUV�ODWHQWV�

sont reconnus comme étant le principal frein à l'éradication du VIH-1. Les travaux des 

DQQpHV������VXSSRVDLHQW�TXH�OHV�FHOOXOHV�ODWHQWHV�VRQW�WUqV�SHX�DFWLYHV��/¶pPHUJHQFH�

des nouvelles technoORJLHV� D� SHUPLV� GH�PHWWUH� HQ� OXPLqUH� O¶DVSHFW� EHDXFRXS� SOXV�

dynamique et la contribution de multiples facteurs dans la latence virale (Figure 12) 

(Cohn et al., 2020).  
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Figure 12 : Persistance du VIH et latence virale (Dufour et al., 2020).  
 

Un réservoir est défini de façon virologique comme un type cellulaire ou un site 

anatomique associé avec une forme virale compétente du point de vue de la réplication 

HW� TXL� SHUVLVWH� GDQV� O¶RUJDQLVPH� DYHF� XQH� FLQpWLTXH� SOXV� VWDEOH� TXH� OHV� YLUXV� j�

réplication active. Une deuxième définition plus pratique existe également. Le réservoir 

est une population de cellules infectées qui permet la persistance de virus compétents 

du point de vue de la réplication chez des patients sous cART depuis plusieurs années 

(Eisele and Siliciano, 2012).  

 

Plusieurs hypothèses sur le maintien des réservoirs ont été proposées. Dans un 

premier temps, quelques études ont expliqué ce maintien par une réplication virale 

résiduelle liée notamment à une faible concentration en ARV. Mais cette hypothèse ne 

IDLW�SDV�O¶XQDQLPLWp� (Kearney et al., 2017). Des études ont démontré une réplication 

virale à bas bruit chez certains individus (Lorenzo-Redondo et al., 2016) mais qui 

V¶H[SOLTXHUDLW�SOXW{W�SDU�XQ�WUDLWHPHQW�PRLQV�HIILFDFH�HW�XQ�V\VWqPH�LPPXQLWDLUH�SOXV�

affaibli. Aucune preuve solide d'une réplication virale continue chez des personnes 

recHYDQW�GHV�$59�GH�QRXYHOOH�JpQpUDWLRQ�Q¶D�pWp�pWDEOLH�(Dinoso et al., 2009; Gandhi 

et al., 2010b; Hatano et al., 2011; McMahon et al., 2010). La deuxième explication 

privilégiée du maintien des réservoirs viraux est la présence de cellules infectées 
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latentes. Celles-ci possèdent des virus intégrés et intacts qui ne produisent pas 

DFWLYHPHQW�GH�SDUWLFXOHV�YLUDOHV�LQIHFWLHXVHV�PDLV�TXL�SHXYHQW�OH�IDLUH�GqV�ORUV�TX¶HOOHV�

sont stimulées. La latence virale du VIH-1 est depuis longtemps définie par des 

mécanismes qui répriment la transcription des gènes viraux. Mais de plus en plus 

G¶pWXGHV�GpPRQWUHQW�TX¶XQH�UpSUHVVLRQ�WRWDOH�GH�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�HVW�WUqV�UDUH�

(Hermankova et al., 2003; Yukl et al., 2018). Les nouvelles avancées tendent plutôt 

vers une inhibition importante et non complète de la transcription, ce qui permettrait 

WRXW� GH� PrPH� O¶H[SUHVVLRQ� GH� SHWLWV� WUDQVFULWV� YLUDX[� GRQW� FHX[� FRGDQW� SRXU� 7DW�

(Telwatte et al., 2018; Yukl et al., 2018)��(Q�UHYDQFKH��O¶pORQJDWLRQ�GH�OD�WUDQVFULSWLRQ�

qui permet la synthèse de transcrits complets semble, elle, très rare (Lassen et al., 

2004), de même que la production de protéines virales (Graf et al., 2013; Pardons et 

al., 2019) (Figure 12). Pour résumer��LO�VHPEOHUDLW�TXH�O¶pWDEOLVVHPHQW�GHV�UpVHUYRLUV�

et de la latence virale soient dus à des mécanismes qui touchent non seulement la 

WUDQVFULSWLRQ�GHV�JqQHV�PDLV�pJDOHPHQW�OHV�pWDSHV�G¶pSLVVDJH�GHV�$51�(Yukl et al., 

2018)��GH�O¶H[SRUW�GHV�$51�YLUDX[�GDQV�OH�F\WRSODVPH�(Lassen et al., 2006) ou encore 

de la traduction.  

 

Il existe deux types de réservoirs, les réservoirs cellulaires et les réservoirs 

anatomiques (pour revue (Eisele and Siliciano, 2012)). Dans certains cas, ces derniers 

peuvent également être définis comme des sanctuaires, notamment en raison de la 

faible pénétration des molécules antirétrovirales. 

 

3.1. Les réservoirs cellulaires  
 

Trois critères sont déterPLQDQWV� SRXU� TX¶XQ� W\SH� FHOOXODLUH� VRLW� GpILQL� FRPPH� XQ�

réservoir cellulaire :  

 

1) La présence d'ADN du VIH-1 intégré dans le génome hôte de cellules 

à longue durée de vie. 

���/¶H[LVWHQFH�GH�PpFDQLVPHV�SHUPHWWDQW�DX[�YLUXV�GH�SHUVLVWHU�SHQGDQW�

une longue période dans des cellules latentes.  

3) La formation de particules virales compétentes pour une réplication 

suite à l'activation des réservoirs viraux.  
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Les lymphocytes T CD4+ mémoires sont le principal réservoir cellulaire du VIH-1. 

Cependant, d'autres types cellulaires dérivés de la lignée myéloïde semblent 

également avoir un rôle pertinent en tant que réservoirs du VIH (pour revue (García et 

al., 2018)) 

3.1.1. Les lymphocytes T CD4 + mémoires 

Les LTDC4+ sont les principales cellules infectées par le VIH-1 et elles sont 

pJDOHPHQW� OH�SULQFLSDO� UpVHUYRLU� GH�FHOOXOHV� ODWHQWHV� ORUVTX¶HOOHV� VRQW�GDQV� O¶pWDW� GH�

cellules mémoires. Deux types de LTCD4+ sont principalement décrits comme 

réservoirs du VIH-1, les Tfh et les Th17 (García et al., 2018). Les Tfh sont des 

lymphocytes principalement retrouvés dans les ganglions lymphatiques au niveau des 

zones folliculaires particulièrement protégées des lymphocytes T cytotoxiques. On 

parle alors de sanctuaire (Banga et al., 2016; Fukazawa et al., 2015; Miles and 

Connick, 2016). Les Th17 principalement retrouvés dans les tissus gastro-intestinaux 

sont également une cible privilégiée du VIH-1.  

 

/RUVTX¶RQ� UHJDUGH� OH� SKpQRW\SH� GHV� FHOOXOHV� PpPRLUHV�� OHV� SULQFLSDOHV� FHOOXOHV� 7�

réservoirs du VIH-1 sont les sous types TCM (central memory), TTM (transitional 

memory) et TEM (effector memory) (Figure 13). Des études ont démontré la présence 

G¶$'1�YLUDO�GDQV�FHV�VRXV-types contrairement aux TN (naïfs) et aux TTD (T terminal 

differenciated). Plus récemment, un nouveau sous-type a été reconnu comme possible 

réservoir du VIH-1, les TSCM (stem cell memory cells). Ces cellules contiennent de 

O¶$'1�9,+�HW�SHUVLVWHQW�GHV�DQQpHV��Ce dernier sous-type est certainement le réservoir 

viral le plus stable sous cART (Buzon et al., 2014; Chomont et al., 2009; Jaafoura et 

al., 2014).  

 

La latence dans ces cellules est établie lors de la formation des cellules T mémoires. 

Le VIH-1 infecte des lymphocytes T CD4+ en train G¶pYROXHU�YHUV�O¶pWDW�GH�PpPRLUH��

Le virus persiste ainsi dans ces cellules qui ont une longue durée de vie (pour revue 

(Siliciano and Greene, 2011)). Une étude a mis en évidence une infection de cellules 

T mémoires sans activation préalable (Swiggard et al., 2005). Cependant, ce 

mécanisme semble être très rare. La voie principale de formation des réservoirs est 

celle mentionnée en premier, du fait notamment de la répression par des facteurs de 
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UHVWULFWLRQ� FRPPH�6$0+'��GHV�pWDSHV�GH� WUDQVFULSWLRQ� LQYHUVH�HW� G¶LQWpJUDWLRQ du 

génome viral dans ces cellules mémoires (Baldauf et al., 2012; Descours et al., 2012; 

Pan et al., 2013).  

 

Récemment, une étude (Sannier et al., 2021) V¶HVW� SHQFKpH� VXU� OD� GLYHUVLWp� GHV�

UpVHUYRLUV� YLUDX[�� 3RXU� FH� IDLUH�� LOV� RQW� FRQoX� XQH� PpWKRGH� G¶DQDO\VH� FRPELQpH��

SHUPHWWDQW� O¶pWXGH� XQLcellulaire approfondie des réservoirs viraux en termes de 

transcription, traduction, phénotype cellulaire et intégrité du provirus. Cette analyse a 

ainsi permis de révéler que les provirus réactivés par les LRAs sont génétiquement 

défectueux. Les LRAs induisent efficacement la transcription dans tous les sous-

ensembles de cellules mémoires mais l'induction de la traduction est retrouvée 

principalement dans les cellules mémoires effectrices (TEM), plutôt que dans les 

cellules mémoires à longue durée de vie (Figure 13).  

 

 

 
 

Figure 13 : Contribution des sous-types de cellules T CD4+ au réservoir du VIH sous 
cART selon leur état de mémoire (en haut) ou selon leurs fonctions effectrices (en bas) 
(Kulpa and Chomont). 

TSCM TCM TTM TEM TTD 
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3.1.2. Les monocytes et les macrophages  

Les monocytes et macrophages sont des cellules de la lignée myéloïde. Les 

PRQRF\WHV�TXL�FLUFXOHQW�GDQV�OH�VDQJ��SURYLHQQHQW�G¶XQ�SUpFXUVHXU�P\pORwGH�GDQV�OD�

moelle osseuse. Une fois dans les tissus, ils peuvent se différencier en macrophages 

ou en cellules dendritiques (Le Douce et al., 2010). Ces cellules sont également des 

cibles du VIH-��TXL�V¶\�UpSOLTXH�HW�SURGXLW�GH�QRXYHDX[�YLULRQV� (Gartner et al., 1986; 

Igarashi et al., 2001), notamment grâce au récepteur CD4 et aux corécepteurs 

présents sur ces cellules (Lee et al., 1999). Les macrophages résistent mieux aux 

effets cytopathiques du VIH-1 que les LTCD4+ (Koenig et al., 1986). Dans un second 

temps, ces cellules sont une importante source de virus, lorsque la plupart des 

LTCD4+ auront été éliminés par le VIH-1 (Igarashi et al., 2001). En plus des LTCD4+ 

mémoires, il a été démontré que les macrophages contribuent au rebond de virémie 

REVHUYp�j�O¶DUUrW�GHV�$59 (Araínga et al., 2017; Kumar et al., 2014; Veenhuis et al., 

2021). En revanche de nombreuses études se sont penchées sur le cas des 

monocytes. PHX�RQW� UpXVVL�j�GpPRQWUHU�TX¶LOV�SRXYDLHQW�rWUH considérés comme un 

réservoir viral notamment en raison du IDLW�TX¶LOV�VH�GLIIpUHQFLHQW�UDSLGHPHQW�(Siliciano 

and Greene, 2011). Les monocytes dit «classiques» (CD14+ CD16-) qui représentent 

85% des monocytes chez les personnes non infectées sont peX�SHUPLVVLIV�j�O¶LQIHFWLRQ�

par le VIH-1 (Ellery et al., 2007; Passlick et al., 1989). Des études ont démontré chez 

le sous-W\SH�&'����&'�����OD�SUpVHQFH�G¶$'1�YLUDO�HQ�WUqV�IDLEOH�TXDQWLWp�(Ellery et 

al., 2007).  

 

Cependant, les monocytes étant des cellules circulantes, elles jouent un rôle dans la 

GLIIXVLRQ�GX�YLUXV�GDQV�O¶RUJDQLVPH��)LJXUH����� Des monocytes infectés par le VIH-1 

peuvent traverser la barrière hématoencéphalique et infecter les macrophages ou les 

cellules microgliales du système nerveux central (SNC) (Gras and Kaul, 2010). Ces 

macrophages et cellules microgliales infectées participent activement à la persistance 

du VIH-1 dans le SNC (Schnell et al., 2009). Plusieurs études ont démontré que ces 

cellules sont des réservoirs du VIH-1 (Clements et al., 2002; Koenig et al., 1986).  
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Figure 14 ��0pFDQLVPH�G¶HQWUpH�GX�9,+-1 dans le SNC (pour revue (Gras and Kaul, 
2010))  

3.1.3. Les cellules microgliales  

Les cellules microgliales sont les cellules du système immunitaire inné qui 

résident dans le cerveau (Bilimoria and Stevens, 2015). Elles apparaissent très tôt au 

cours de l'embryogenèse et dérivent de précurseurs myéloïdes précoces. Elles 

colonisent ensuite tout le parenchyme cérébral avant que la barrière hémato-

encéphalique (BHE) ne se forme. Elles persistent dans le SNC du fait de leur division 

cellulaire très lente. Une étude récente a estimé que les cellules microgliales ont en 

moyenne 4,2 ans et que certaines cellules peuvent atteindre 20 ans (Réu et al., 2017). 

Elles sont permissives au VIH-1 et semblent être infectées par les monocytes CD14+ 

CD16+ comme décrit précédemment. Plusieurs études sur des modèles cellulaires, 

DQLPDX[�DLQVL�TXH�VXU�GHV�pFKDQWLOORQV�LVVXV�G¶DXWRpsies de patients séropositifs au 

VIH-1 ont permis de démontrer que les cellules microgliales sont infectées par le VIH-

1 et TX¶HOOHV�constituent des réservoirs viraux (pour revue (Wallet et al., 2019). Deux 

pWXGHV�RQW�FODLUHPHQW�pWDEOL�O¶LQIHFWLRQ�SDU�OH�9,+-1 de ces cellules en démontrant la 

SUpVHQFH�G¶$'1��G¶$51�HW�GH�SURWpLQHV�YLUDOHV�GX�9,+-1 dans les cellules microgliales 

(Churchill et al., 2006; Cosenza et al., 2002)��/¶LQIHFWLRQ�GX�61&�SDU� OH�9,+-1 et sa 

persistance sous forme latente dans ce compartiment a été démontrée dans 

différentes études qui se basaient sur des modèles animaux comme les macaques et 

les souris humanisées (Avalos et al., 2017; Gama et al., 2017; Whitney et al., 2014). 

Récemment, une étude réalisée par Ko et al, a permis de démontrer la présence de 

cellules microgliales infectées chez les patients sous cART avec une charge virale 

indétectable. La cohorte National Neuro AIDS Tissue Consortium a été utilisée pour 
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FHWWH�pWXGH�TXL�D�SHUPLV�GH�PHWWUH�HQ�OXPLqUH�OD�SUpVHQFH�G¶$'1�GX�9,+-1 dans tous 

les échantillons et notamment dans les cellules microgliales. Ils ont également trouvé 

chez certains patients GH� O¶$51� YLUDO�� &HV� UpVXOWDWV� SHUPHWWHQW� G¶DIILUPHU� TXH� OHV�

cellules microgliales peuvent être considérées comme un réservoir viral. Cette étude 

a été primordiale pour prouver que le génome viral persiste dans les macrophages et 

les cellules microgliales du cerveau sous thérapie antirétrovirale suppressive (Ko et 

al., 2019). 

 

3.2. Les réservoirs anatomiques  
 

Les réservoirs anatomiques du VIH-1 sont également pour la plupart des 

sanctuaires viraux, définis par de faibles concentrations en molécules antirétrovirales 

en raison de la présence de barrières physiques et grâce à un environnement 

immunologique privilégié. Ces deux caractéristiques des sanctuaires permettent au 

virus de se répliquer facilement sans rencontrer de réel frein (système immunitaire). 

Le SNC est préservé par la barrière hématoencéphalique et le tractus génital par la 

barrière hémato-testiculaire. Comme réservoir anatomique, on retrouve également les 

organes lymphoïdes avec le tissu lymphoïde associé au tube digestif ou encore les 

ganglions lymphatiques où sont principalement localisés les lymphocytes T mémoires 

(pour revue (Svicher et al., 2014)).  

3.2.1. Le système nerveux central 

&RPPH�GpFULW�SUpFpGHPPHQW��O¶LQIHFWLRQ�GH�FHUWDLQHV�FHOOXOHV�GX�61&�SDU�OH�9,+-

1 a clairement été établie. Les cellules microgliales et les macrophages périvasculaires 

font partie de ces cellules infectées dans le SNC par des monocytes ou des LTCD4+ 

qui entrent dans le cerveau. Ils constituent les réservoirs du VIH-1 dans cet organe 

(Ko et al., 2019). En revanche, les astrocytes sont une cible importante du VIH-1 dans 

le SNC avec 10 à 20% de cellules infectées (Churchill et al., 2009) mais ils ne semblent 

pas former un réservoir (Gorry et al., 2003; Ko et al., 2019)��/¶LQIHFWLRQ�GX�61&�SDU�OH�

VIH-�� D� G¶LPSRrtantes conséquences physiopathologiques. Ainsi, avant la mise en 

place de la cART, la présence du VIH-1 dans cet organe était associée au 

développement de démences (González-Scarano and Martín-García, 2005; McArthur 

et al., 2010). SD�PLVH�HQ�°XYUH, a permis une importante réduction des formes sévères 
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de HAND (HIV-1-associated neurocognitive diseases). En revanche, les formes plus 

légères restent stables (Eggers et al., 2017). Le système nerveux central est connu 

pour être un sanctuaire du VIH-1 en raison de la barrière hémato-encéphalique qui 

affecte la réponse immunitaire et réduit la pénétration de la cART (Letendre et al., 

2008). 

3.2.2. Les tissus lymphoïdes associés aux intestins  

Une importante partie des lymphocytes totaux dans le corps se trouve dans des 

sites spécialisés le long du tractus gastro-intestinal. Or, les LTCD4+ sont les 

principales cibles du VIH-1 et constituent aussi le plus important réservoir de cellules 

LQIHFWpHV� ODWHQWHV��/RUV�GH� O¶LQIHFWLRQ�� OH�QRPEUH�GH� O\PSKRF\WHV�7�PRQRQXFOpDLUHV�

CCR5+ CD4+ des muqueuses du tractus gastro-intestinal infectés est fortement réduit 

(jusqu'à 60 %). Les LTCD4+ infectés restants, reviennent à un état quiescent et 

persistent malgré une cART suppressive. Le tissu lymphoïde associé à l'intestin 

(GALT) comprend les plaques de Peyer et des structures lymphoïdes organisées dans 

l'intestin grêle (pour revue (Eisele and Siliciano, 2012)).  

 

3.3. Les conséquences GH�O¶LQIHFWLRQ�GX�61&� 
 

Il est désormais clairement établi que des cellules du SNC sont infectées par le 

VIH-��ORUV�GH�O¶LQIHFWLRQ�DFWLYH��Mais dans certains cas, le virus est également présent 

dans ces cellules sous sa forme latente. La présence du VIH-1 dans le SNC a un effet 

sur son foQFWLRQQHPHQW�SXLVTX¶RQ� UHWURXYH�GHV� WURXEOHV�QHXURFRJQLWLIV�DVVRFLpV�DX�

VIH-1 (HAND) (Lamers et al., 2010; Salemi et al., 2005; Sutherland and Brew, 2018). 

Dans les premiers stades, les patients atteints de HAND ont des difficultés de 

concentration, de mémoire et peuvent avoir des fonctions exécutives altérées. Lorsque 

la maladie progresse, des signes de ralentissement psychomoteur (dépression, 

irritabilité) ainsi que des signes moteurs légers apparaissent (Eggers et al., 2017). Les 

HAND peuvent être classés selon les critères Frascati en 3 groupes (Figure 15) :  

- Les démences associées au VIH (HAD) qui sont les formes les plus sévères.  

- Les troubles neurocognitifs légers (MND).  

- Les troubles neurocognitifs asymptomatiques (ANI)  

(Antinori et al., 2007; Gandhi et al., 2010a).  
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Figure 15 : &ODVVLILFDWLRQ�GHV�+$1'�VHORQ�OHV�FULWqUHV�GH�)UDVFDWL��G¶DSUqV�(Sutherland 
and Brew, 2018)) 
 

Avant la mise sur le marché des antirétroviraux, environ 10 à 20% des personnes 

YLYDQW�DYHF�OH�9,+�pWDLHQW�DWWHLQWHV�GH�+$'��$YHF�O¶DUULYpH�GH�OD�F$57�ILQ�GHV�DQQpHV�

1990, le taux de HAD a chuté entre 2 et 3%. La cART a permis de réduire 

considérablement les atteintes neurologiques sévères (Dore et al., 1999; Heaton et al., 

2010; Sacktor et al., 2016). La réduction est moindre pour les formes légères de 

HAND, environ 20 à 50% des personnes vivants avec le VIH-1 sont atteintes de ces 

formes de HAND. Même lorsque le virus est indétectable dans le plasma, il y a un 

ULVTXH�GH�SURJUHVVLRQ�GH�O¶DWWHLQWH�QHXURFRJQLWLYH� (Antinori et al., 2007; Brew, 2004; 

Venkataramana et al., 2006). Cependant, lorsque le diagnostic et le traitement sont 

effectués rapidement, la prévalence des HAND est faible (Crum-Cianflone et al., 

2013)�� /H� ULVTXH�G¶XQH�DWWHLQWH�QHXURFRJQLWLYH�SRXUUDLW� rWUH� OLp�DX� WDX[�GH�/7&'���

persistants. Si le nombre de LTCD4+ est faiEOH�HQ�UDLVRQ�G¶XQ�WUDLWHPHQW�WURS�WDUGLI��OH�

risque de développer une atteinte neurologique semble plus important (McCutchan et 

al., 2007).  

/HV� FDXVHV� GHV� DWWHLQWHV� QHXURFRJQLWLYHV� OLpHV� j� O¶LQIHFWLRQ� SDU� OH� 9,+-1 semblent 

multiples (Figure 16) : la neuro-toxicité de certains ARV ; la réplication virale dans le 

61&� �� O¶LQIODPPDWLRQ� SHUVLVWDQWH� GDQV� OH� 61&� �SRXU� UHYXH� (Sutherland and Brew, 

2018). Les réservoirs viraux présents dans le SNC sont une cause de ces atteintes 

notamment par la présence de protéines virales telles que Tat ou gp120 qui impactent 

O¶LQWpJULWp� QHXURQDOH� YLD� OHXU� LQWHUDFWLRQ� DYHF� OH� UHFHSWHXU� 10'$5 (N-methyl-D-

Aspartate receptors) (pour revue (Rao et al., 2014)). 

Troubles neurocognitifs associés au VIH (HAND)

Atteinte neurocognivie 
asymptomatique (ANI)

Atteinte neurocognitive qui n'altère pas 
les activités de la vie quotidienne 

Troubles neurocognitifs 
moyens (MND)

Atteinte cognitive moyenne qui 
interfère avec les activités de la vie 

quotidienne

Démence associée au VIH 
(HAD)

Atteinte neurocognitive marquée qui 
interfère de façon importante dans les 

activités de la vie quotidienne
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Figure 16 : Facteurs pouvant induire les atteintes neurocognitives retrouvées chez les 
personnes vivant avec le VIH (Sutherland and Brew, 2018).  
 

Les cellules microgliales sont en contact permanent avec les autres cellules du SNC 

dont les neurones, les astrocytes ou encore les vaisseaux sanguins. Elles ont comme 

rôle l'élimination, des pathogènes, des cellules mortes, des synapses redondantes, 

des agrégats de protéines et d'autres antigènes qui peuvent mettre en danger le SNC 

(Colonna and Butovsky, 2017)�� /RUVTX¶HOOHV� VRQW� DFWLYpHV�� HOOHV� SURGXLVHQW� GHV�

cytokines pro-inflammatoires ainsi que des chemiokines qui peuvent contribuer à la 

QHXURLQIODPPDWLRQ� HW� GRQF� j� O¶DWWHLQWH� FRJQLWLYH� (Hong and Banks, 2015). Ainsi, la 

neuroinflammation qui conduit à des maladies neurodégénératives telles que les 

HAND, est associée à une atteinte des cellules microgliales (Ginsberg et al., 2018). 

'H� SOXV�� GH� UpFHQWHV� pWXGHV� RQW� GpPRQWUp� TX¶XQH� QHXURLQIODPPDWLRQ� DLQVL� TX¶XQH�

activation des cellules microgliales étaient visibles chez les patients infectés par le 

VIH-��PrPH�V¶Lls avaient une cART efficace (Tavazzi et al., 2014; Vera et al., 2016). 

Les études menées sur les cellules microgliales et les HAND ont permis de conclure 

que tout mécanisme qui impacte ces cellules expliquerait en partie les troubles 

neurocognitifs associés au VIH-1.  
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4. /D�ODWHQFH�SRVW�LQWpJUDWLYH�GX�9,+��� 
 

 

Deux formes de latence virale ont été décrites, la latence pré-intégrative et la 

latence post-intégrative. La première résulte G¶XQ� EORFDJH� G¶XQH� GHV� pWDSHV� TXL�

précèdent O¶LQWpJUDWLRQ�GX�JpQRPH�GX�9,+-1 dans le génome cellulaire. Cette latence 

Q¶HVW� SDV� GpILQLWLYH� SXLVTX¶LO� HVW� SRVVLEOH� TXH� OH� JpQRPH� YLUDO� VRLW� LQWpJUp� VL� OHV�

mécanismes qui inhibent le cycle viral sont levés. Plusieurs causes permettent 

G¶H[SOLTXHU� OD� ODWHQFH�SUp-intégrative : une transcription inverse incomplète, un PIC 

déficient ou encore la présence de facteurs de restriction comme APOBEC3G. Cette 

forme de latence est fréquemment observée dans les lymphocytes T CD4+ et les 

monocytes/macrophages (pour revue (Bouchat and Lint, 2019)). Plusieurs formes non 

intégrées de génome viral peuvent être retrouvées, une forme linéaire mais aussi deux 

formes circulaires présentant 1 ou 2 LTR comme décrit précédemment (Munir et al., 

2013; Richetta et al., 2019). Ces formes de génome viral non intégrés peuvent 

persister plus ou moins longtemps selon le type cellulaire. Une cellule qui se divise 

lentement comme les monocytes/macrophages peut conserver ces formes spécifiques 

MXVTX¶j�GHX[�PRLV��SRXU�UHYXH� (Bouchat and Lint, 2019)). Cependant, même si ces 

IRUPHV�QRQ�LQWpJUpHV�SHXYHQW�V¶LQWpJUHU�dans un second temps dans le génome des 

cellules infectées, il semblerait que ce soit principalement la latence post-intégrative 

qui participe à la persistance du virus à long terme. 

 

La latence post-intégrative est responsable de la persistance des réservoirs. Elle est 

GXH�j�XQH�PXOWLWXGH�GH�PpFDQLVPHV�TXL�HPSrFKHQW�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�GX�9,+-1 

VXLWH�j� O¶Lntégration du génome viral. Les cellules infectées de manière latente sont 

maintenues dans cet état par des mécanismes opérant à différents niveaux. Ainsi 

O¶LQKLELWLRQ�� GH� OD� WUDQVFULSWLRQ�� GH� O
H[SRUW� GHV� $51� YLUDX[� GDQV� OH� F\WRSODVPH� RX�

encore de la tradXFWLRQ�SDU�OHV�PLFUR$51�SHXYHQW�LQWHUIpUHU�DYHF�O¶H[SUHVVLRQ�HIILFDFH�

du génome viral. Cependant, pour la majorité des cellules latentes le bloc se situe au 

niveau transcriptionnel (pour revue (Van Lint et al., 2013)).  
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4.1. La transcription du VIH-1 et Tat  

4.1.1. La transcription des gènes du VIH-1  

La transcription du VIH-1 dépend du recrutement de la machinerie de 

transcription cellulaire. Cependant, elle est également IRUWHPHQW�UHQIRUFpH�SDU�O¶DFWLYLWp�

de la protéine virale Tat.  

La transcription se divise en deux phases, une première phase indépendante de Tat 

dirigée par différents facteurs de transcription cellulaires. Elle permet principalement 

O¶LQLWLDWLRQ�GH�OD�WUDQVFULSWLRQ�HW� OD�V\QWKqVH�GHV�WUDQVFULWV�FRGDQW�QRWDPPHQW�SRXU�OD�

protéine virale Tat (Figure 17). Le promoteur du VIH-1 présente plusieurs sites de 

OLDLVRQ�j�GHV�IDFWHXUV�GH�WUDQVFULSWLRQ�FH�TXL�SHUPHW�O¶H[SUHVVLRQ�GX�JpQRPH�GX�9,+-

���3XLV�OD�GHX[LqPH�SKDVH�GpSHQGDQWH�GH�7DW�SHUPHW�O¶pORQJDWLRQ�GHV�WUDQVFULWV�LQLWLpV�

lors de la première phase.  

 

 

Figure 17 : Mécanismes de la transcription du VIH-�� �G¶DSUqV� (Bouchat and Lint, 
2019)). 
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4.1.1.1. Initiation de la transcription ou phase précoce en absence de Tat 
 

/¶LQLWLDWLRQ� GH� OD� WUDQVFULSWLRQ�HVW� XQ�SURFHVVXV�PXOWLIDFWRULHO� FRPSOH[H��$LQVL�

O¶RXYHUWXUH�GH�OD�FKURPDWLQH��O¶DVVHPEODJH�GX�FRPSOH[H�GH�SUpLQLWLDWLRQ��OH recrutement 

HW�HQILQ�OD�PDWXUDWLRQ�GH�O¶$51�3RO�,,�SHXYHQW�PRGXOHU�FHWWH�pWDSH�(Schier and Taatjes, 

2020). Le promoteur du VIH-1 possède de nombreux sites de liaison pour des facteurs 

de transcription cellulaires. Plus de 40 facteurs cellulaires se lient au promoteur viral. 

&HV�IDFWHXUV�VRQW�DFWLYpV�HW�VH�OLHQW�DX�SURPRWHXU�VRXV�O¶DFWLRQ�GH�VWLPXOLV��$LQVL��OD�

transcription des gènes du VIH-1 débute par le recrutement des facteurs cellulaires 

Sp1, NF-kB et NFAT (pour les lymphocytes T). Ils induisent à leur tour le recrutement 

GH� IDFWHXUV� PRGLILDQW� OD� FKURPDWLQH� DILQ� TXH� O¶HQYLURQQHPHQW� FKURPDWLQLHQ� GX�

promoteur permette O¶LQLWLDWLRQ�GH�OD�WUDQVFULSWLRQ�(Karn, 2011). Puis la TATA-binding 

protéine (TBP) contenue dans TFIID est recrutée sur la TATA box du promoteur. Ceci 

induit la foUPDWLRQ�GX�FRPSOH[H�GH�SUpLQLWLDWLRQ�FRQWHQDQW� O¶$51�SRO\PpUDVH�,,�HW� OH�

facteur TFIIH. Les autres facteurs généraux de la transcription sont ensuite recrutés 

�7),,$��%��(��)���'DQV�OH�FRPSOH[H�GH�SUpLQLWLDWLRQ�� O¶$51�3RO�,,�HVW�VRXV�XQH�IRUPH�

hypophosphor\OpH��/D�SKRVSKRU\ODWLRQ�GH�OD�VpULQH���GX�GRPDLQH�&7'��&�7HUPLQDO�

'RPDLQ��GH�O¶$51�3RO�,,�SDU�O¶DFWLYLWp�NLQDVH�GX�IDFWHXU�7),,+�SHUPHW�GH�SRXUVXLYUH�OD�

WUDQVFULSWLRQ��'HV� WUDQVFULWV� FRXUWV� GH�PRLQV� GH�����QXFOpRWLGHV�TXL� FRUUHVSRQGHQW�

SULQFLSDOHPHQW� j� O¶pOpPHQW� 7$5� VRQW� DORUV� V\QWKpWLVpV�� 8QH� IRLV� OHV� SUHPLHUV� FHQW�

QXFOpRWLGHV� WUDQVFULWV�� O¶$51� 3RO� ,,� VH� PHW� HQ� SDXVH�� 'HX[� IDFWHXUV� QpJDWLIV�

G¶pORQJDWLRQ�LQWHUYLHQQHQW�GDQV�FH�PpFDQLVPH��1(/)��QHJDWLYH�HORQJDWLRQ�IDFWRU��HW�

DSIF (DRB-sensitivity inducing fDFWRU�� EORTXHQW� OD� SURJUHVVLRQ� GH� O¶$51� 3RO� ,,�

(Conaway et al., 2000). De ce fait, un grand nombre de ces enzymes est accumulé au 

niveau du promoteur vLUDO��8QH�FRQIRUPDWLRQ�VSpFLILTXH�HQWUH�O¶$'1�PDWULFH�HW�O¶$51�

QpRV\QWKpWLVp� GDQV� OD� SRO\PpUDVH� HPSrFKH� pJDOHPHQW� O¶DGGLWLRQ� GH� QXFOpRWLGHV�

supplémentaires (Vos et al., 2018a). Cette structure particulière est stabilisée par le 

facteur NELF. De plus, le facteur DSIF empêche la liaison du facteur TFIIS qui permet 

le clivage des ARN pour que les polymérases puissent redémarrer (Cheung and 

Cramer, 2011). Mais la présence de certains facteurs de transcription comme NF-kB 

dans le noyau permet la synthèse à bas bruit de transcrits viraux qui codent pour la 

protéine virale Tat.  
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Récemment, XQH�pWXGH�V¶HVW�SHQFKpH�VXU�FH�PpFDQLVPH�GH�SDXVH�HW�sur la manière 

dont affecte la transcription virale (Tantale et al., 2021). Ils ont constaté que les ARN 

Pol II entrent dans une pause de longue durée au niveau des promoteurs latents du 

VIH-1 limitant ainsi efficacement la transcription virale. Mais dans certains cas, il a été 

observé dans les cellules latentes une levée de la pause et donc une V\QWKqVH�G¶$51�

viral. Ceci peut ainsi permettre la sortie de la latence et fournir une explication aux 

rebonds viraux ou blips observés chez certains patients. 

 

4.1.1.2. Élongation de la transcription ou phase tardive en présence de Tat 
 

La protéine virale Tat permet de lever la pause des ARN Pol II en se liant à la structure 

TAR des ARN précédemment initiés. Ceci permet le recrutement du complexe PTEF-

b (positive transcription elongation factor b) composé de la cycline T1 et de la kinase 

Cdk9 (cyclin-dependent kinase 9). La kinase du complexe PTEF-b, phosphoryle 

FHUWDLQV�FRPSRVDQWV�GX�FRPSOH[H�GH�SDXVH�GH�O¶$51�3RO�,,, dont les facteurs négatifs 

NELF et DSIF. La phosphorylation du facteur NELF permet sa dissociation de la 

polymérase et libère un siWH�GH�IL[DWLRQ�GX�IDFWHXU�3$)��&H�IDFWHXU�G¶pORQJDWLRQ�HVW�

nécessaire à la poursuite de la transcription. DSIF lui aussi phosphorylé, adopte une 

conformation différente en fonction du complexe (pause ou élongation) dans lequel il 

VH� WURXYH�� /RUVTX¶LO� HVW� Shosphorylé, il se détache des ARN synthétisés afin de 

SHUPHWWUH�O¶pORQJDWLRQ��'H�SOXV��37()-b permet la phosphorylation de la sérine 2 du 

&7'�GH�O¶$51�SRO\PpUDVH�,,�SHUPHWWDQW�pJDOHPHQW�OD�OHYpH�GH�OD�SDXVH�SDU�OLEpUDWLRQ�

GX�VLWH�GH�IL[DWLRQ�GX�IDFWHXU�G¶plongation SPT6 (Vos et al., 2018b).  

 

La fixation de Tat sur la TAR et le recrutement de PTEF-E�SHUPHWWHQW�G¶pWDEOLU�XQH�

boucle de rétroaction positive dans laquelle Tat est surexprimé et stimule de façon 

importante la transcription du VIH-1. Tat peut former deux complexes distincts et 

VWDEOHV� QRPPpV� 7DWFRP�� HW� 7DWFRP��� 7DW� SHUPHW� O¶DVVHPEODJH� G¶XQ� FRPSOH[H�

multifonctionnel d'élongation de la transcription, Tatcom1. Il contient des facteurs 

G¶pORQJDWLRQ�GRQW�3-TEFb, ELL, ENL, PAF1 et active de façon optimale le promoteur 

du VIH-1. Le recrutement de ces facteurs dans le complexe Tat/P-TEFb permet une 

activité CTD-kinase accrue. Cependant, Tat peut aussi former un complexe stable 

avec 7SK snRNP sans HEXIM1 et SART3, appelé Tatcom2. Ce complexe stable peut 

aider à maintenir l'équilibre de P-TEFb (Sobhian et al., 2010).  
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Deux études sur PTEF-b ont conduit à l'identification d'un complexe multiprotéique 

beaucoup plus conséquent contentant PTEF-E��GHV�IDFWHXUV�G¶pORQJDWLRQ�FHOOXODLUHV�HW�

des coactivateurs appelé super elongation complex (SEC). Ce complexe participe 

activement à la levée de la pause et permet aussi le remplacement des complexes 

Tat/P-TEFb/ARN Pol II non efficaces (pour revue (Bouchat and Lint, 2019; Ne et al., 

2018)��� 7DW� HVW� pJDOHPHQW� FDSDEOH� GH� PRGXOHU� O¶DFWLYLWp� GH� &GN�� SRXU� TX¶HOOH�

phosphoryle les sérines 5 du CTD normalement cible de Cdk7 (cyclin-dependent 

NLQDVH����GH�7),,+��&HOD�DXJPHQWH�HQFRUH�O¶DFWLYLWp�G¶pORQJDWLRQ�GH�O¶$51�Pol II. Enfin, 

Tat peut recruter des histones acétyltransférases (HATs) pour moduler la structure de 

la chromatine et ainVL�SDUWLFLSHU�j�OD�OHYpH�GH�O¶LQLWLDWLRQ�GH�OD�WUDQVFULSWLRQ�GX�SRLQW�GH�

vue épigénétique (pour revue (Bouchat and Lint, 2019)). En conclusion, le recrutement 

de PTEF-b par Tat induit différentes phosphorylations qui perturbent le complexe de 

pause de O¶$51�3RO�,,�HW�LQGXLW�DXVVL�OD�IRUPDWLRQ�G¶XQ�FRPSOH[H�G¶pORQJDWLRQ�DFWLI�TXL�

FRPSUHQG�O¶$51�3RO�,,��'6,)��637��HW�3$)�(Tantale et al., 2021).  

4.1.2. La protéine virale Tat  

4.1.2.1. La structure de Tat  
 

 

La protéine virale Tat (transactivator of transcription) est une protéine nucléaire 

de petite taille, environ 15 kDa. Tat comporte généralement 101 acides aminés (aa) et 

deux exons. Le premier exon code les acides aminés 1 à 72 et le second code pour 

les acides aminés 73 à 101. La forme principale de Tat comprend 101 acides aminés, 

les formes de Tat plus petites sont dues à des changements dans le deuxième exon 

par la présence d'un codon d'arrêt. Une protéine Tat tronquée à son extrémité C-

terminale et codée uniquement par le premier exon peut être générée lorsque des ARN 

viraux non épissés sont exportés vers le cytoplasme par la protéine virale Rev. Mais 

la forme Tat 72aa HVW� VXIILVDQWH�SRXU� O¶pORQJDWLRQ�GH� OD� WUDQVFULSWLRQ� (Hetzer et al., 

2005). Une fois la transcription de l'ARNm de Tat terminée, les transcrits subissent un 

double épissage, ce qui entraîne l'élimination de la région non codante entre les deux 

exons codants. 

 



 36 

 
Figure 18 : Représentation de Tat et des 6 domaines qui le composent (Li et al., 2012a) 
 

Tat peut être divisé en 6 domaines (Figure 18) (pour revue (Li et al., 2012a)) :  

- Le premier se situe en N-terminal et est appelé domaine acide du fait de sa 

composition avec de nombreux aa acides. Il contient les aa de la position 1 à 

21, il est riche en proline et contient aussi un aa tryptophane conservé. Cette 

région peut former une hélice alpha.  

- Le second domaine situé entre les aa 21 et 37 est appelé domaine riche en 

cystéine. Il possède 7 cystéines dont 4 participent à la formation de ponts 

disulfures. Ces cystéines sont primordiales pXLVTX¶XQ�FKDQJHPHQW�GH�FHOOHV-ci 

impacte la fonction de Tat (Kalantari et al., 2008). 

- Le troisième domaine situé entre les aa 38 et 48 possède une séquence 

centrale hydrophobe entre les aa 43 et 48.  

Ces trois premiers domaines IRUPHQW� OD� UpJLRQ�PLQLPDOH� QpFHVVDLUH� j� O¶DFWLYLWp� GH�

transactivation de Tat. CTIP2, un facteur de transcription cellulaire essentiel à la 

latence virale, lie la région de Tat 1-48 aa (Rohr et al., 2003). Il D�pWp�GpPRQWUp�TX¶XQ�

changement dans la deuxième partie de cette région (22-40aa) peut fortement 

impacteU�O¶DFWLYLWp�FRQFHUQpH�GH�7DW�� 

 

- Le quatrième domaine de la protéine virale Tat appelé domaine basique a un 

rôle très important dans les fonctions de Tat. Ce domaine situé entre les aa 49 

et 57 possède un motif fortement conservé 49RKKRRQRRR57. Ce motif riche en 

arginine, permet la liaison à la TAR des ARN viraux initiés et permet également 

la localisation nucléaire de Tat (Dingwall et al., 1989; Roy et al., 1990; Weeks 

and Crothers, 1991).  
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- Le cinquième domaine de Tat situé entre les aa 58 et 72 est un domaine riche 

en arginine et il possède une forte variation au niveau de sa séquence.  

Les domaines 4 et 5 de Tat composent sa région basique.  

 

- /H�GRPDLQH���HVW�FRGp�SDU�O¶H[RQ���GH�OD�SURWpLQH�7DW�HW�HVW�FRPSRVp�GHV�DD�

73 à 101. Dans ce domaine, deux motifs ont été identifiés. Le domaine RGD 

permet la liaison aux intégrines et le motif fortement conservé ESKKKVE 

pourrait participer à une réplication virale effective. Le domaine de 

WUDQVDFWLYDWLRQ� GH� 7DW� HVW� SULQFLSDOHPHQW� SRUWp� SDU� O¶H[RQ� �� GH� OD� SURWpLQH��

&HSHQGDQW� GHV� pWXGHV� RQW� GpPRQWUp� TXH� O¶H[RQ� �� MRXH� pJDOHPHQW� XQ� U{OH��

CeUWDLQV� UpVLGXV� DFLGH� JOXWDPLTXH� HW� O\VLQH� GH� O¶H[RQ� �� VRQW� HVVHQWLHOV�

QRWDPPHQW�GDQV�O¶DFWLYDWLRQ�GX�IDFWHXU�GH�WUDQVFULSWLRQ�1)-kB (Barillari et al., 

1999; Fiorelli et al., 1999; Neuveut et al., 2003; Smith et al., 2003). De plus, une 

étude a démontré que les virus à tropisme macrophage qui expriment la forme 

complète de Tat se répliquent mieux dans les macrophages dérivés de 

monocytes (MDM) qu'un virus qui exprime uniquement la forme de Tat à un 

exon (Neuveut et al., 2003). 

 

4.1.2.2. Les fonctions de Tat  
 

La principale fonction de Tat reste la transactivation du promoteur viral par ses 

domaines riches en proline, cystéine et son domaine central décrit dans la partie 

précédente. Cependant, ses effets sur les cellules infectées et non infectées sont 

multiples. Un important effet de Tat est l'induction de l'apoptose dans de nombreuses 

cellules notamment les lymphocytes T et les neurones (Aksenov et al., 2009; Kruman 

et al., 1998; McCloskey et al., 1997; Purvis et al., 1995). De plus, Tat peut se lier à un 

FHUWDLQ� QRPEUH� GH� IDFWHXUV� GH� WUDQVFULSWLRQ� LPSOLTXpV� GDQV� O¶H[SUHVVLRQ� GX� 9,+-1. 

$LQVL��7DW�SHXW�LQWHUDJLU�DYHF�6S���FH�TXL�DXJPHQWH�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�GX�9,+��,O�

peut aussi interagir avec TFIIH, ce qui augmente la phosphorylaWLRQ�GH�O¶$51�3RO�,,��,O�

a également été démontré que Tat peut interagir avec différentes HATs afin de modifier 

O¶HQYLURQQHPHQW� KpWpURFKURPDWLQLHQ� HW� G¶DXJPHQWHU� O¶H[SUHVVLRQ� GX� JpQRPH� YLUDO�

(pour revue (Bouchat and Lint, 2019)). Plusieurs études ont dpPRQWUp�O¶LPSDFW�GH�7DW�

sur le SNC. Tat peut être neurotoxique notamment via ses acides aminés 31 à 61. 

&HWWH� QHXURWR[LFLWp� HVW� GXH� j� O¶LQWHUDFWLRQ� GH� 7DW� DYHF� OHV� UpFHSWHXUV� 1-méthyl-D-
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aspartate (NMDAR) (Li et al., 2008; Nath et al., 1996). Le lien entre la protéine Tat du 

VIH-1 et XQ�FHUWDLQ�QRPEUH�GH�SDWKRORJLHV�OLpHV�j�O¶LQIHFWLRQ�IDLW�GH�FHWWH�SURWpLQH�XQH�

cible importante pour le développement de nouvelles thérapies. 

 

4.1.2.3. Les modifications post-traductionnelles de Tat 
 

Les modifications post-traductionnelles (PTM) sont des modifications covalentes 

des protéines qui impactent les propriétés des protéines cibles. De nombreuses PTM 

RQW�pWp�LGHQWLILpHV�GRQW�O¶DFpW\ODWLRQ��OD�PpWK\ODWLRQ��OD�SKRVSKRU\ODWLRQ��O¶XELTXLWLQDWLRQ�

ou encore la SUMOylation. Ces PTM se produisent au niveau d'acides aminés 

VSpFLILTXHV�SDU�DMRXW�G¶XQ�JURXSHPHQW�FKLPLTXH�DIIHFWDQW�OD�VWUXFWXUH��OD�IRQFWLRQ�RX�

encore la localisation des protéines modifiées. Ainsi, la protéine Tat du VIH-1 est elle 

aussi, soumise à diverses modifications post-traductionnelles (Figure 19). Dans cette 

partie, seules les PTM touchant à la protéine Tat du VIH-1 seront présentées. Des 

études ont par exemple démontré la phosphorylation de Tat du VIH-2 in vivo mais, 

SRXU�O¶LQVWDQW��7DW�GX�9,+-1 ne semble pas touché par cette modification (Herrmann 

and Rice, 1993).  

 

 
Figure 19 : Positionnement des modifications post-traductionnelles de Tat (Hetzer et 
al., 2005) 
 

x /¶DFpW\ODWLRQ� 

 

/¶DFpW\ODWLRQ� HVW� XQH� PRGLILFDWLRQ� SRVW-traductionnelle réversible qui neutralise la 

charge positive des lysines ciblées, ce qui affecte leur fonction (Choudhary et al., 

2009)�� /H�PpFDQLVPH� V¶HIIHFWXH� SDU� WUDQVIHUW� GHV� JURXSHPHQWV� DFpW\OH� GH� O
DFpW\O-

coenzyme A au groupe H-amino des lysines cibles. p300/CBP et PCAF sont les 

principales HATs qui modifient Tat. p300/CBP acétyle Tat sur sa lysine 50 dans son 

domaine de liaison à la TAR. PCAF acétyle sa lysine 28 dans son domaine d'activation 

(Kiernan et al., 1999)��/¶DFpW\ODWLRQ�VXU�OD�O\VLQH����GH�7DW�SDU�S����&%3�SHUPHW�VD�

protein. This Tat form (72 amino acids for HIV-1, 99 for
HIV-2) is suf¿FLHQW to transactivate the HIV promoter (Fig. 1).

Tat is a unique viral transactivator that binds an RNA stem-
loop structure called TAR that spontaneously forms at the 5c
extremities of all viral transcripts. Tat functions as an adaptor
protein for cellular cofactors, many of which exhibit intrinsic
enzymatic activities. Tat binds the cyclinT1 component of
the positive transcription elongation factor b and recruits the
kinase activity of cyclin-dependent kinase 9 (CDK9) to elon-
gating HIV transcripts [3]. CyclinT1 binding involves a highly
conserved cysteine-rich region, which is part of the transac-
tivating domain of Tat. An equally conserved arginine-rich
motif is essential for direct contact of Tat with TAR RNA
(Fig. 1). Tat and cyclinT1 bind TAR RNA cooperatively and
induce phosphorylation of the C-terminal domain of RNA
polymerase II by CDK9.

Recent studies demonstrated the control of CDK9 activity
by extracellular stressors [3]. CDK9 kinase activity is natu-
rally suppressed by interaction with 7SK RNA, an abundant
and evolutionarily conserved small nuclear RNA, and its inter-
action partner, the hexamethylene bisacetamide-induced pro-
tein 1 (named MAQ1, for PpQDJH a quatre). Ultraviolet irra-
diation and treatment with actinomycin D induced rapid
release of 7SK RNA from CDK9 and activated the CDK9 ki-
nase activity.

Other Tat cofactors include a number of transcriptional
coactivators with intrinsic histone acetyltransferase activity,
including p300/CBP, p300/CBP-associated factor (PCAF),
TAFII250 and Tat-interacting protein 60 [3]. Since Tat also
induces remodeling of a single nucleosome (nuc-1) posi-
tioned at the HIV promoter, it was proposed that Tat stimu-
lates transcriptional elongation of HIV both by increasing the
intrinsic ability of the RNA polymerase II complex to elon-

gate ef¿FLHQWO\ and by recruiting histone-modifying enzymes
to remodel the elongation block caused by nuc-1.

2. Phosphorylation of HIV-2 Tat by the Tat-associated
kinase

The discovery that HIV-1 and HIV-2 Tat associate with a
cellular kinase, now LGHQWL¿HG as CDK9, triggered experi-
ments to determine if Tat itself is the substrate of this kinase
activity. Recombinant HIV-2, but not HIV-1, Tat was phos-
phorylated by immunoprecipitated Tat-associated kinase
activity [4]. HIV-2 Tat was also phosphorylated in vivo, while
no VSHFL¿F phosphoprotein was immunoprecipitated from
cells expressing HIV-1 Tat [5]. The phosphorylation sites were
mapped to threonine 85, threonine 89, and serine 94 within
the ¿UVW exon of HIV-2 Tat, but the combined mutation of
these residues did not alter Tat function in cotransfection
experiments [6]. However, threonine 85 within the arginine-
rich motif is highly conserved among HIV-2 isolates, and the
LQÀXHQFH of its phosphorylation remains to be determined in
infection (Fig. 1).

The possibility that Tat is phosphorylated by a cellular
kinase is intriguing because it links Tat PRGL¿FDWLRQV to extra-
cellular signals. Since the enzymatic activity of CDK9 is acti-
vated by ultraviolet irradiation and treatment with actinomy-
cin D, phosphorylation of HIV-2 Tat should increase in
response to these stimuli. The possibility exists that Tat phos-
phorylation regulates the interaction of Tat with TAR RNA
because threonine 85 is located in the arginine-rich motif of
HIV-2 Tat, and phosphorylation of CDK9 regulates RNA-
binding to 7SK RNA [7].

Fig. 1. Amino acid sequence and PRGL¿FDWLRQV of HIV-1 and HIV-2 Tat proteins. 0RGL¿HG residues, which have been precisely mapped, are shown in red,
PRGL¿FDWLRQV with approximate positions are shown in blue. Cysteines in the cysteine-rich region are nonenyzmatically acetylated in the presence of acetyl
coenzyme A. Amino acids encoded by the second tat exon are marked in gray.

1365C. Hetzer et al. / Microbes and Infection 7 (2005) ����±����
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dissociation de la structure TAR des ARN viraux pendant le début de la phase 

G¶pORQJDWLRQ�GH�OD�WUDQVFULSWLRQ��&HFL�HPSrFKH�pJDOHPHQW� OD�IRUPDWLRQ�GX�FRPSOH[H�

Tat/TAR/CyclineT1. Puis, 7DW�DFpW\Op�VH�OLH�j�O¶$51�3RO�II DLQVL�TX¶j�3&$)�(Dorr et al., 

2002; Kaehlcke et al., 2003; Mujtaba et al., 2002). PCAF et TAR entrent en compétition 

pour se lier au Tat acétylé en lysine 50. Tat peut être acétylé et deacétylé selon le 

moment du cycle viral et la fonction de Tat nécessaire à cette étape. Ainsi, Tat est 

deacétylé sur sa lysine ��� SDU� 6,57��� *pQpUDOHPHQW�� O¶DFWLYLWp� GHV� +'$&s est 

associée à un effet négatif sur la transcription. Mais la deacétylation de Tat par SIRT1 

a un effet positif sur son activité de transactivation sur le LTR du VIH-1 (Pagans et al., 

2005). La protéine p73 se lie à Tat et limite son acétylation sur la lysine 28. Cette 

SURWpLQH�HVW�LPSOLTXpH�GDQV�O¶DSRSWRse et le contrôle du cycle cellulaire. La perte de 

FHWWH�LQWHUDFWLRQ�LQGXLW�O¶DSRSWRVH�GDQV�OD�FHOOXOH�LQIHFWpH�(Amini et al., 2005). Enfin, la 

OLDLVRQ� HQWUH� 7DW� DFpW\Op� HW� S���� XQ� FRIDFWHXU� GX� IDFWHXU� G¶pSLVVDJH� $6)�6)-2, 

HQJHQGUH�XQH�EDLVVH�GH�O¶HIILFDFLWp�GX�PpFDQLVPH�G¶pSLVVDJH�(Berro et al., 2006).  

 

x La méthylation  

 

/D�PpWK\ODWLRQ�FRQVLVWH�HQ�O¶DMRXW�G¶XQ�JURXSHPHQW�PpWK\Oe sur un acide aminé par 

une méthyltransférase qui modifie la charge de la protéine ciblée. Plus précisément, 

FHWWH�HQ]\PH�FDWDO\VH�OH�WUDQVIHUW�G¶XQ�RX�SOXVLHXUV�JURXSHPHQWV�PpWK\OH�GX�FRIDFWHXU�

S-adénosyl-L-méthionine (SAM) vers un acide aminé lysine ou arginine de la protéine 

FLEOH��/D�SURWpLQH�YLUDOH�7DW�HVW�PpWK\OpH�VXU�GHX[�DUJLQLQHV�HW�VXU�XQH�O\VLQH��/¶DMRXW�

du groupement sur les arginines 52 et 53 du domaine de Tat riche en arginine se fait 

par la méthyltransférase PRMT6 (Boulanger et al., 2005; Xie et al., 2007). Cette 

PRGLILFDWLRQ�LQGXLW�XQH�EDLVVH�GH�O¶LQWHUDFWLRQ�HQWUH�7DW�HW�OD�VWUXFWXUH�7$5��FH�TXL�LQGXLt 

également une baisse de la formation des complexes cycline T1/Tat/TAR. Une étude 

a également démontré que cette méthylation permet de stabiliser Tat en induisant une 

baisse de sa dégradation par la voie du protéasome (Sivakumaran et al., 2009). Tat 

peut également êtrH�PRGLILp�VXU�VD�O\VLQH����GDQV�VRQ�GRPDLQH�GH�OLDLVRQ�j�O¶$'1�SDU�

O¶HQ]\PH�.07���&HWWH�PpWK\ODWLRQ�VHPEOH�HVVHQWLHOOH�SRXU�O¶DFWLYLWp�GH�WUDQVDFWLYDWLRQ�

de la protéine (Pagans et al., 2010).  
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x /¶XELTXLWLQDWLRQ� 

 

/¶XELTXLWLQDWLRQ�est le processus par lequel une protéine ubiquitin G¶HQYLURQ����DFLGHV�

aminés est liée de façon covalente à une protéine cible via une liaison isopeptidique 

entre sa glycine C-terminale et le groupe H-amino de la lysine de la protéine cible. 

L'ubiquitination est un processus multienzymatique qui nécessite l'action séquentielle 

G¶HQ]\PHV�� G
DFWLYDWLRQ� GH� O
XELTXLWLQH� (��� GH� FRQMXJDLVRQ� GH� O
XELTXLWLQH� (�� HW� GH�

ligation de l'ubiquitine E3. La fonction la plus connue de cette modification est 

O¶LQGXFWLRQ� GH� OD� GpJUDGDWLRQ� GHV� SURWpLQHV� SDU� OD� YRLH� GX� SURWpDVRPe. La 

monoubiquitination affecte souvent les processus cellulaires comme le trafic 

membranaire, le bourgeonnement viral, l'endocytose et la dégradation endosomale. 

La polyubiquitination est importante pour le processus de dégradation protéosomale, 

les ubiquitines forment entre elles des chaines au niveau de leurs lysines 48. 

Généralement, les substrats polyubiquitinés sont adressés vers le protéasome 26S et 

dégradés (Lata et al., 2018)�� 'DQV� OH� FDV� GH� OD� SURWpLQH� YLUDOH� 7DW�� O¶HIIHW� GH�

O¶XELTXLWLQDWLRQ� Q¶HVW� SDV� OD� GpJUDGDWLRQ� GH� OD� SURWpLQH� PDLV� OD� VWLPXODWLRQ� GH� OD�

WUDQVFULSWLRQ��&¶HVW�OD�SURWpLQH�+GP��TXL�LQGXLW�O¶XELTXLWLQDWLRQ�GH�7DW�VXU�OD�O\VLQH�����

La mutation de cette lysine ou de Hdm2 ne modifie pas la stabilité de la protéine virale, 

FH�TXL�GpPRQWUH�TXH�GDQV�FH�FDV�SUpFLV��O¶XELTXLWLQDWLRQ�Q¶LQGXLW�SDV�OD�GpJUDGDWLRQ�GH�

Tat (Brès et al., 2003).  

 

4.2. Les mécanismes moléculaires de la latence post-

intégrative du VIH-1 
 

La latence post-intégrative du VIH-1 est due à une multitude de mécanismes qui 

permettent ensemble O¶pWDEOLVVHPHQW� HW� OH� PDLQWLHQ� GH� OD� ODWHQFH� YLUDOH�� $LQVL��

FRQWUDLUHPHQW� j� G¶DXWUHV� YLUXV� TXL� FRGHQW� SRXU� GHV� SURWpLQHV� YLUDOHV� LQGXLVDQW� OD�

latence, pour le VIH-1 celle-FL�V¶H[SOLTXH�SDU�GLIIpUHQWV�SRLQWV��)LJXUH������ 
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Figure 20 : Mécanismes de la latence virale et cibles thérapeutiques possibles (Dufour 
et al., 2020).  
/D�UpSUHVVLRQ�GH�O¶H[SUHVVLRQ�GX�9,+�HVW�UpJXOpH�SDU�GHV�pOpPHQWV�GH�FRQWU{OH�FOpV�DJLVVDQW�
sur l'initiation de la transcription, l'élongation de la transcription du VIH, l'exportation des ARN 
viraux et la dégradation de ces ARN (miARN). Les voies favorisant l'expression du VIH sont 
indiquées par des flèches noires, tandis que celles qui inhibent l'expression du VIH sont 
indiquées en rouge. Ces voies peuvent être ciblées par des molécules dans un but 
thérapeutique (en italique) afin d'inverser la latence du VIH (LRA, violet), de favoriser sa 
latence (LPA, bleu) ou de modifier son génome (CRISPR/Cas9, vert). 
 

/H�SULQFLSDO�EORF�GDQV�O¶H[SUHVVLRQ�GX�9,+-1 observé dans la latence post-intégrative 

V¶HIIHFWXH�DX�QLYHDX�WUDQVFULSWLRQQel.  

7RXW�G¶DERUG�� OH�VLWH�G¶LQWpJUDWLRQ�GX�9,+-�� LQIOXHQFH� O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�YLUDX[��

Ainsi, de nombreuses études ont démontré que le génome du VIH-��V¶LQWqJUH�GDQV�OHV�

introns des gènes transcriptionnellement actifs contrairement à ce qui avait été 

supposé au début (Maldarelli et al., 2014; Wagner et al., 2014). Lorsque le génome 

HVW� LQWpJUp� GDQV� OD� PrPH� RULHQWDWLRQ� TXH� OHV� JqQHV� DFWLIV�� O¶LQWHUIpUHQFH�

WUDQVFULSWLRQQHOOH�LPSDFWH�GH�IDoRQ�QpJDWLYH�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�YLUDX[�(Lenasi et 

al., 2008).  

 

Des études ont démontré que la transcription est un processus discontinu. Les gènes 

actifs peuvent avoir des périodes actives mais aussi inactives réparties aléatoirement. 

Ce phénomène est appelé «transcriptional noise» ou «gene bursting» (Chubb et al., 

2006; Pichon et al., 2018; Rodriguez and Larson, 2020). Ce mécanisme de régulation 

pourrait jouer un rôle dans le contrôle de latence du VIH-���/¶pWDSH�GH�SDXVH�GH�O¶$51�

3RO�,,�GDQV�OD�WUDQVFULSWLRQ�UpJXOH�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV��'DQV�OHV�FHOOXOHV�ODWHQWHV��
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FHWWH� SDXVH� HVW� SURORQJpH�� FH� TXL� PDLQWLHQW� O¶pWDW� GH� ODWHQFH� HQ� HPSrFKDQW� GRQF�

O¶H[SUHssion du génome viral.  

 

Ensuite, la transcription du VIH-1 dépend de la fixation de facteurs de transcription 

cellulaires. Celle-FL� GpSHQG� GH� O¶DFFHVVLELOLWp� GX� JpQRPH� TXL� HVW� FRQWU{Ope 

épigénétiquement. Le promoteur du VIH-1 est entouré par deux nucléosomes (nuc-0 

et nuc-1) (Verdin et al., 1993) FRPSRVpV�G¶KLVWRQHV�TXL�SHXYHQW�rWUH�PRGLILés par des 

marques épigénétiques activatrices (Lusic et al., 2003; Sheridan et al., 1997) ou 

répressives (Archin et al., 2009; Coull et al., 2000; Friedman et al., 2011). À ce jour, 

les principales marques épigénétiques associées à la latence post-intégrative du VIH-

1 sont la deacétylation et la méthylation qui agissent principalement selon deux 

mécanismes. Elles peuvent impacter directement le compactage de la chromatine par 

des modifications des charges électrostatiques, ce qui induit une augmentation 

�IRUPDWLRQ� G¶HXFKURPDWLQH�� RX� XQH� UpGXFWLRQ� �IRUPDWLRQ� G¶KpWérochromatine) de 

O¶DFFqV�GH�OD�FKURPDWLQH�DX[�GLIIpUHQWV�IDFWHXUV��0DLV�FHV�PRGLILFDWLRQV�pSLJpQpWLTXHV�

peuvent également induire de nouvelles interactions avec certaines protéines. Ainsi, 

les lysines acétylées sont reconnues par des protéines possédant un bromodomaine 

et les lysines méthylées sont reconnues par des protéines possédant un 

chromodomaine (pour revue (Bouchat and Lint, 2019)��� /¶pWDW� G¶DFpW\ODWLRQ� GHV�

KLVWRQHV� HVW� FRQWU{Op� SDU� GHX[� W\SHV� G¶HQ]\PHV : les histones acétyl-transférases 

(HATs) ou les histones désacétylases (HDACs) qui retirent le groupement acétyle 

déposé par les HATs�� /¶DMRXW� GH� FH� JURXSHPHQW� PRGLILH� OHV� LQWHUDFWLRQV�

pOHFWURVWDWLTXHV�HQWUH�OHV�KLVWRQHV�HW�OH�VTXHOHWWH�SKRVSKRGLHVWHU�GH�O¶$'1��LQGXLVDQW�

une ouverture de la chromatine et donc une induction de la transcription. Ainsi, la 

présence de HATs DX� QLYHDX� G¶XQ� SURPRWHXU� est généralement associée à une 

transcription active. Au contraire, la présence de HDACs est plutôt associée à une 

répression de la transcription. Une étude a démontré le remodelage du nucléosome 

nuc-��FRXSOp�j�XQH�DFWLYDWLRQ�GH�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�GX�9,+-1 par traitement avec 

des inhibiteurs de HDACs (Van Lint et al., 1996)�� ¬� O¶pWDW de latence, les HDACs 

recrutées par certains facteurs fixés sur le promoteur viral dont CTIP2 participent à 

O¶LQKLELWLRQ� GH� O¶H[SUHVVLRQ� GX� 9,+-1 (Marban et al., 2007; Verdin et al., 1993). La 

méthylation est contrôlée par des méthyltransférases. Selon la marque de méthylation 

déposée��O¶HIIHW�VXU�OD�WUDQVFULSWLRQ�VHUD�SRVLWLI�RX�QpJDWLI��&RQWUDLUHPHQW�j�O¶DFpW\ODWLRQ�

qui modifie les interactions protéines/ADN, la méthylation modifie la structure de la 
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cKURPDWLQH� SDU� UHFUXWHPHQW� GH� SURWpLQHV� TXL� WUDQVIRUPHURQW� O¶HQYLURQQHPHQW�

chromatinien. $LQVL��OD�PpWK\ODWLRQ�SDUWLFLSH�pJDOHPHQW�j�OD�UpSUHVVLRQ�GH�O¶H[SUHVVLRQ�

des gènes du VIH-1 via deux histone méthyltransferases (HTMs), Suv39H1 (Marban 

et al., 2007) et G9a (Imai et al., 2010). Elles FLEOHQW� OD� O\VLQH� �� GH� O¶KLVWRQH�+��HW�

induisent respectivement une triméthylation et une diméthymation. De plus, la lysine 

27 est également ciblée dans les cellules T par EZH2 qui induit une triméthylation 

participant également à la latence virale (Friedman et al., 2011).  

 

/D�PpWK\ODWLRQ�GHV�vORWV�&S*�GX�SURPRWHXU�PDLQWLHQW�OD�UpSUHVVLRQ�GH�O¶H[SUHVVLRQ�GX�

VIH-1 (Kauder et al., 2009). Pour ce faire, les ADN méthyltransférases (DNMT) 

transfèrent un groupement méthyle du cofacteur SAM vers le carbone en position 5 

G¶XQ�UpVLGX�F\WRVLQH�ORFDOLVp�DX�VHLQ�GH�GLQXFOpRWLGHV�&S*��/D�PpWK\ODWLRQ�GH�O¶$'1�

interfère directement avec la transcription en empêchant la liaison de facteurs de 

transcription. Mais elle peut aussi avoir un effet indirect par la liaison de protéines qui 

se lient aux ilots méthylés, qui elles-mêmes recrutent des enzymes qui induiront la 

IRUPDWLRQ�G¶KpWpURFKURPDWLQH��/D�PpWK\ODWLRQ�GH� O¶$'1�DX�QLYHDX�GX�/75��¶�HVW�XQ�

pYpQHPHQW� TXL� LQWHUYLHQW� SOXV� WDUGLYHPHQW� HW� Q¶HVW� SDV� HVVHQWLHO� j� O¶LQLWLDWLRQ� GH�

O¶pWDEOLVVHPHQW�GH�OD�ODWHQFH�YLUDOH��&HSHQGDQW��XQH�pWXGH�D�GpPRQWUp�que lorsque la 

ODWHQFH�HVW�FRQWU{OpH�XQLTXHPHQW�SDU�OHV�PpFDQLVPHV�UHODWLIV�j�O¶pWDW�GH�OD�FKURPDWLQH�

HW�SDU�O¶LQWHUIpUHQFH�WUDQVFULSWLRQQHOOH��OD�UpDFWLYDWLRQ�GH�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�YLUDX[�

V¶HIIHFWXH�SOXV�IDFLOHPHQW�TXH�ORUVTXH�OH�SURPRWHXU�HVW�PpWK\Op au niveau de ses ilots 

CpG (Blazkova et al., 2009)��(Q�UHYDQFKH��OD�SUpVHQFH�GH�FHWWH�PRGLILFDWLRQ�GH�O¶$'1�

Q¶HPSrFKH�SDV�WRWDOHPHQW�OD�UpDFWLYDWLRQ��,O�HVW�GRQF�SRVVLEOH�GH�FLEOHU�OD�PpWK\ODWLRQ�

GH� O¶$'1�GDQV�XQ�EXW�GH�UpDFWLYDWLRQ�GHV�UpVervoirs. Cependant, différentes études 

RQW�GpPRQWUp�GHV�SURILOV�GH�PpWK\ODWLRQ�GLIIpUHQWV�DX�QLYHDX�GX�/75��¶��QH�SHUPHWWDQW�

SDV�GH�FRQFOXUH�GH�IDoRQ�VWULFWH�TXH�O¶K\SHUPHWK\ODWLRQ�GHV�LORWV�&S*�SDUWLFLSH�j� OD�

ODWHQFH�YLUDOH��/D�PpWK\ODWLRQ�GH�O¶$'1�SHXW�Yarier au cours du temps mais aussi en 

fonction des types cellulaires étudiés et principalement aussi en fonction des patients 

(Weber et al., 2014).  

 

(QILQ�� FRPPH� GpFULW� SUpFpGHPPHQW�� O¶LQLWLDWLRQ� GH� OD� WUDQVFULSWLRQ� GpSHQG� GX�

recrutement de facteurs de transcription comme Sp1, AP-1, NFAT et NF-kB (Van Lint 

et al., 1997). Le facteur de transcription NF-kB joue également un rôle dans 

O¶pORQJDWLRQ�GH� OD� WUDQVFULSWLRQ, en recrutant PTEF-b. Dans les cellules quiescentes, 



 44 

NF-kB est séquestré dans le cytoplasme par son inhibiteur ,N%Į. Lorsque ces cellules 

sont stimulées, ,N%Į est phosphorylé, ce qui induit la dissociation de NF-kB avec son 

LQKLELWHXU�HW�OD�WUDQVORFDWLRQ�GX�IDFWHXU�GH�WUDQVFULSWLRQ�GDQV�OH�QR\DX�DILQ�TX¶LO�SXLVVH�

exercer sRQ�DFWLYLWp�G¶DFWLYDWLRQ�GH�OD�WUDQVFULSWLRQ�(Barboric et al., 2001; Perkins et al., 

1997). 

 

En plus dH� O¶HIIHW� GH la transcription des gènes viraux, la latence est également 

contrôlée par des mécanismes qui agissent en aval de la transcription.  

/H�JpQRPH�YLUDO�SHUPHW�OD�V\QWKqVH�G¶XQH�PXOWLWXGH�GH�WUDQVFUits, non épissés, mono-

épissés ou multi-épissés permettant la synthèse des différentes protéines virales. Un 

SUREOqPH�G¶pSLVVDJH�SHXW�LQGXLUH�XQH�DEVHQFH�GH�V\QWKqVH�GHV�SURWpLQHV�YLUDOHV�GRQW�

Tat (Yukl et al., 2018). Les cellules latentes expriment la protéine PTB (polypyrimidine 

tract-binGLQJ�SURWHLQ��TXL�LQGXLW�XQ�GpIDXW�GDQV�O¶H[SRUW�GHV�$51�YLUDX[�GX�QR\DX�YHUV�

le cytoplasme (Lassen et al., 2006). Enfin, des microARN peuvent empêcher la 

traduction des transcrits viraux. Ils maintiennent OD�ODWHQFH�YLUDOH�HQ�FLEODQW�OD�SDUWLH��¶�

des transcrits. Plusieurs microARN ont été décrits comme impliqués dans la latence 

virale : miR-28, miR-125b, miR-150, miR-223, miR-382 (Huang et al., 2007) et miR-

29a (Ahluwalia et al., 2008). 

 

Les cellules infectées latentes sont maintenues par différents signaux, à la fois par des 

signaux de survie cellulaire, empêchant les cellules infectées par le VIH de mourir, et 

par des signaux de division cellulaire favorisant l'expansion des clones infectés par le 

VIH (Chomont et al., 2009, 2011). Ainsi différentes études ont clairement démontré 

que des expansions clonales se produisent dans les réservoirs du VIH suite à 

O¶REVHUYDWLRQ�GH�GXSOLFDWLRQ�GHV�VLWHV�G¶LQWpJUDWLRQ�GX�9,+�HW�RX�GH�OD�GXSOLFDWLRQ�GHV�

génomes viraux (Gantner et al., 2020). Ces clones infectés croissent et décroissent et 

donnent un groupe dynamique de cellules infectées au fil du temps (Josefsson et al., 

2013; von Stockenstrom et al., 2015; Wang et al., 2018). Plusieurs mécanismes 

perPHWWHQW� G¶H[SOLTXHU� OD� G\QDPLTXH� GHV� UpVHUYRLUV� YLUDX[�� SULQFLSDOHPHQW� OD�

prolifération induite par l'antigène (Henrich et al., 2017; Mendoza et al., 2020; Simonetti 

et al., 2016) mais aussi la prolifération homéostatique (Chomont et al., 2009; Hosmane 

et al., 2017; Wang et al., 2018) et la prolifération induite par l'intégration du VIH dans 

des gènes cellulaires impliqués dans la prolifération cellulaire (Cesana et al., 2017; 

Maldarelli et al., 2014; Wagner et al., 2014)��8QH�pWXGH�UpFHQWH�V¶HVW�SHQFKpH�VXU�OD�
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dynamique des réservoirs lymphocytes sous cART (Gantner et al., 2020)��/¶H[SDQVLRQ�

clonale contribue activement à la persistance des réservoirs du VIH. Les cellules des 

réservoirs avec un phénotype différencié sont la descendance des cellules de la 

mémoire infectées subissant une expansion clonale induite par l'antigène sous ARV. 

Ainsi, même sous ARV, les cellules infectées latentes des réservoirs sont 

extrêmement dynamiques et leur expansion clonale participe activement à la 

SHUVLVWDQFH�GX�9,+�GDQV�O¶RUJDQLVPH�GHV�SDWLHQWV�LQIHFWpV��,O�HVW�GRQF�QpFHVVDLUH�GH�

développer des stratégies thérapeutiques qui ciblent ces mécanismes afin de limiter la 

dynamique des réservoirs et de diminuer le nombre de cellules présentes dans les 

réservoirs.  

'DQV�OHV�FHOOXOHV�PLFURJOLDOHV��GLIIpUHQWV�PpFDQLVPHV�SHUPHWWHQW�G¶H[SOLTXHU�OD�ODWHQFH�

post-intégrative du VIH-1.  

 

4.2.1. /¶pWDEOLVVHPHQW� HW� Oe maintien de la latence dans les 

cellules microgliales  
 

Le facteur de transcription cellulaire CTIP2 (chicken ovalbumin upstream 

promoter transcription factor-interacting protein 2) joue un rôle primordial dans 

O¶pWDEOLVVHPHQW� HW� OH� PDLQWLHQ� GH� OD� ODWHQFe virale post-intégrative des cellules 

microgliales. CTIP2 aussi appelé BCL11b est un facteur de transcription appartenant 

à la famille des protéines à doigts de zinc. Il possède différents domaines de liaison à 

O¶$'1� �GRLJW�GH�]LQF��DLQVL�TXH�GHV�GRPDLQHV SHUPHWWDQW� O¶LQWHUDFWLRQ�DYHF�G¶DXWUHV�

protéines (Figure 21) (pour revue (Le Douce et al., 2014)). Ainsi CTIP2 peut réguler la 

transcription des gènes en se fixant directement sur le promoteur via des séquences 

spécifiques ou en se fixant à des facteurs de transcription eux-mêmes liés au 

promoteur comme Sp1 (Avram et al., 2000, 2002; Marban et al., 2005).  
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Figure 21 : Structure de la protéine CTIP2 et domaines de liaison aux protéines 
LPSOLTXpHV�GDQV�OD�ODWHQFH�YLUDOH��G¶DSUqV�(Le Douce et al., 2014)).  
 

'DQV�XQ�SUHPLHU� WHPSV� O¶DFWLYLWp�GX�SURPRWHXU�YLUDO�GpSHQG�GH�VRQ�HQYLURQQHPHQW�

chromatinien. Ainsi, dans les cellules microgliales, CTIP2 fixé aux sites Sp1 du LTR 

sert de plateforme d'ancrage à un complexe modificateur de la chromatine qui favorise 

la formation d'hétérochromatine au voisinage du promoteur viral (Figure 22a). Les 

+'$&��HW�+'$&��SHUPHWWHQW� OD�GpDFpW\ODWLRQ�GH� OD� O\VLQH���GH� O¶KLVWRQH���SXLV le 

recrutement de Suv39H1 qui entraine le dépôt de la marque répressive H3K9me3. 

Celle-FL�IDYRULVH�OH�UHFUXWHPHQW�GH�OD�SURWpLQH�+3��HW�SDU�FRQVpTXHQW�O¶LQGXFWLRQ�GH�OD�

IRUPDWLRQ� G¶KpWpURFKURPDWLQH� (Marban et al., 2007). De plus, dans les cellules 

microgliales, LSD1 recrute au niveau du promoteur viral hSet1 et WDR5 qui induisent 

OH�GpS{W�GH�OD�PDUTXH�+�.�PH���/¶DVVRFLDWLRQ�GHV�PDUTXHV H3K9me3 et H3K4me3 

GDQV�OHV�FHOOXOHV�PLFURJOLDOHV�SHUPHW�OD�IRUPDWLRQ�G¶KpWpURFKURPDWLQH�HW�O¶LQKLELWLRQ�GH�

la transcription des gènes du VIH-1. (Le Douce et al., 2012). 
 

'¶DXWUH�SDUW��&7,3��HVW�pJDOHPHQW�LPSOLTXp�GDQV�OH�PDLQWLHQ�GH�OD�ODWHQce virale. En 

effet, les virus intégrés latents persistent dans les cellules réservoirs par un mécanisme 

spécifique ciblant PTEF-E�� /¶DFWLYDWLRQ� GH� OD� WUDQVFULSWLRQ� GHV� JqQHV� GX� 9,+-1 est 

SDUWLFXOLqUHPHQW�VHQVLEOH�DX�IDFWHXU�G¶pORQJDWLRQ�FHOOXODLUH�37()-b. Sans recrutement 

de ce facteur, les gènes viraux ne peuvent être transcrits. La protéine virale Tat joue 

un rôle majeur dans le recrutement de PTEF-b pour activer la transcription du virus. 

Tat se lie à la région TAR (Trans-activation response element) des ARN viraux pour y 

recruter PTEF-b. Dans le contexte de latence, CTIP2 recruté par HMGA1 au niveau 

du promoteur, séquestre le facteur PTEF-b (Cycline T1 et CDK9) dans un complexe 
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LQDFWLI�FRPSUHQDQW�O¶$51�FHOOXODLUH�QRQ�FRGDQW��6.�HW�OD�SURWpLQH�+(;,0 (Figure 22b). 

,O�LQKLEH�O¶DFWLYLWp�NLQDVH�SRUWpH�SDU�&GN��TXL�HPSrFKH�O
DFWLYDWLRQ�GH�O
$51�Pol II en 

inhibant sa phosphorylation ainsi que celle de NELF et DSIF. Il contribue ainsi à limiter 

le recrutement de PTEF-E�DFWLI�SDU�7DW�HW�UpGXLW�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�Jqnes viraux (Cherrier 

et al., 2013; Eilebrecht et al., 2014)�� 5pFHPPHQW�� LO� D� pWp� GpPRQWUp� TXH� O¶DFWLYLWp�

répressive de CTIP2 pouvait être modulée par phosphorylation ou SUMOylation 

(Dubuissez et al., 2016). 

 

 
Figure 22 : Complexes recrutés au niveau du promoteur du VIH-1 permettant 
O¶pWDEOLVVHPHQW�HW�OH�PDLQWLHQ�GH�OD�ODWHQFH�YLUDOH�GDQV�OHV�FHOOXOHV�PLFURJOLDOHV�(Wallet 
et al., 2019).  
 

CTIP2 étant un acteur central de la latence du VIH-1, des études ont analysé et 

quantifié sa présence dans différents cellules et tissus. Juan Wang et al. ont étudié 

O¶H[SUHVVLRQ�GH�&7,3���$51P��GDQV� OHV�/7&'���GH�GLIIpUHQWV�JURXSHV�GH�SDWLHQWV�

(patients non infectés, patients VIH+ non traités et patients VIH+ traités). Ils ont 

FRQVWDWp�GHV�QLYHDX[�pOHYpV�G¶$51P�&7,3��FKH]�OHV�SDWLHQWV�WUDLWpV�SRXU�OH�9,+�SDU�

rapport aux deux autres groupes. Ces niveaux de CTIP2 sont aussi associés à des 

niveaux élevés de facteurs modifiant la chromatine associés à CTIP2, notamment 

HDAC2, SUV39H1 et HP1 (Wang et al., 2020). Paula Desplats et al. ont étudié 

O¶H[SUHVVLRQ� GH� &7,3�� GDQV� GLIIpUHQWV� WLVVXV� GX� 61&� PDLV� DXVVL� GDQV� OH� OLTXLGH�

céphalorachidien de 3 groupes de patients définis en fonction de leur niveau en ADN 

VIH, ARN VIH et p24. LH� JURXSH� FRQWU{OH� 9,+�� �SDV� G
$'1�� G¶$51� RX� GH� S���

détectable), le groupe VIH+ latent (taux d'ADN élevé mais pas d'ARN ou de p24 

GpWHFWDEOH��HW�OH�JURXSH�HQFpSKDOLWH�9,+�RX�+,9(��WDX[�GpWHFWDEOHV�G
$'1��G¶$51�HW�
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de p24). Ils ont montré que les niveaux d'expression de CTIP2 augmentent dans le 

cortex frontal, la matière blanche et les cellules microgliales de sujets infectés latents 

par rapport aux groupes contrôle et encéphalite. Ils ont également démontré que le 

niveau de CTIP2 dans le liquide céphalorachidien est le plus élevé chez les sujets 

latents et très faible chez les sujets HIVE (Desplats et al., 2013). Ainsi, CTIP2 peut 

être considéré comme un marqueur de la latence du VIH-1, ce qui sera confirmé par 

la suite (Cysique et al., 2019). 

 

4.3. Les nouvelles stratégies de guérison 

Les réservoirs du VIH-1 notamment les cellules microgliales du SNC sont donc 

XQ� REVWDFOH� PDMHXU� j� O¶pUDGLFDWLRQ� GX� 9,+-�� GH� O¶RUJDQLVPH�� eOLPLQHU� FHV� FHOOXOHV�

latentes permettrait d'obtenir une guérison, ou à minima une rémission. De plus, la 

présence de virus latents dans le SNC induit une inflammation chronique notamment 

par la présence de protéines virales comme Nef, Tat, Rev ou Vpr. Ces protéines 

activent les macrophages anti-inflammatoires via des cytokines pour modifier leur 

phénotype et devenir pro-inflammatoires. La production du virus dans les cellules 

microgliales est associée au développement de HAND. Il est donc nécessaire de 

purger les réservoirs afin de limiter ces effets secondaires de la neuroinflammation 

obsHUYpH�PDOJUp� OD�SULVH�G¶DQWLUpWURYLUDX[� (Sutherland and Brew, 2018). Mais cibler 

ces cellules situées dans des sanctuaires viraux semble compliqué. Plusieurs 

obstacles et considérations sont à prendre en compte. En suivant le modèle des 

contrôleurs élites qui vivent infectés par le VIH-1 sans traitement et avec une charge 

virale très faible, plusieurs stratégies ont été proposées (Figure 23) : la stratégie Shock 

and Kill, la stratégie Block and Lock et la thérapie génique (pour revue (Wallet et al., 

2019)). Le but de ces stratégies est de moduler les réservoirs qui sont la source du 

rebond de virémie.  
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Figure 23 : Fonctionnement des trois nouvelles stratégies pour éliminer ou réduire les 
réservoirs viraux (Wallet et al., 2019).  

4.3.1. La stratégie Shock and Kill  
 

&HWWH� VWUDWpJLH� D� SRXU� EXW� GH� UpDFWLYHU� O¶H[SUHVVLRQ� YLUDOH� GDQV� OHV� FHOOXOHV�

latentes grâce à des molécules appelées Latency reversing agents (LRAs) qui ciblent 

OHV�PpFDQLVPHV�G¶pWDEOLVVHPHQW�HW�GH�PDLQWLHQ�GH�OD�ODWHQFH�GDQV�OHV�UpVHUYRLUV��'DQV�

un même temps, la cART est maintenue afin que les virus nouvellement synthétisés 

n¶infectent pas les cellules voisines saines. De plus, le système immunitaire et 

notamment les lymphocytes cytotoxiques sont stimulés pour éliminer les cellules 

réactivées (Schwartz et al., 2017). Cette stratégie nécessite une étude extrêmement 

précise des mécanismes qui régissent la latence virale afin de développer les LRAs. 

Différents types de LRAs sont déjà disponibles. On retrouve des inhibiteurs de HDACs 

�DFLGH� YDOSURwTXH�� 9RULQRVWDW�� SDQRELQRVWDW�� URPLGHSVLQH��� OHV� LQKLELWHXUV� G¶KLVWRQH�

methyltransférases (chaetocine et BIX 01294) ou des inhibiteurs de la méthylation de 

O¶$'1���-$]DG&���/D�SURVWUDWLQH��OD�EU\RVWDWLQH�HW�O¶LQJpQRO�%�DFWLYHQW�OD�YRLH�3.&�HW�

libèrent les facteurs NF-kB et PTEF-b des complexes inactifs, ce qui conduit à la 

réactivation du VIH-1. JQ-1, un inhibiteur de bromodomaine permet également de 

libérer PTEF-b. Cependant, ces LRAs utilisés seuls ne permettent pas de réactiver de 

façon satisfaisante l'expression du VIH-1. Cette observation confirme le fait que la 

latence virale est multifactorielle. De ce fait, les études se concentrent désormais sur 

GHV�FRPELQDLVRQV�GH�/5$V�DILQ�G¶REWHQLU�XQ�HIIHW�V\QHUJLTXH. Le but est G¶DXJPHQWHU�

l'efficacité de réactivation et de réduire la toxicité de ces molécules en utilisant des 
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doses plus faibles (pour revue (Sengupta and Siliciano, 2018)). Une étude récente 

VXJJqUH�TXH�O¶HIIHW�GH�V\QHUJLH�REVHUYp�SDU�OD�FRPELQDLVRQ�GH�GLIIpUHQWV�/5$V�SRXUUDLW�

V¶H[SOLTXHU�SDU� OH� IDLW�TXH� OHV�GLIIpUHQWHV�FHOOXOHV� LQIHFWpHV�GH�PDQLqUH� ODWHQWH�VRQW�

réactivées de façon plus ou moins efficace par chaque LRA (Sannier et al., 2021). Le 

but final de cette stratégie serait également de fournir un traitement personnalisé aux 

personnes infectées par le VIH-1. Comme décrit précédemment, les réservoirs sont 

extrêmement hétérogènes par leur localisation mais aussi par les mécanismes qui 

régissent la latence virale. Ainsi, la réactivation de ceux-ci par les LRAs peut varier en 

fonction des individus. Il serait donc envisageable de tester in-vivo la combinaison de 

LRAs efficace pour un patient avant de passer à la phase de traitement.  

4.3.2. La stratégie Block and Lock  
 

/D� WUDQVFULSWLRQ� UpVLGXHOOH�REVHUYpH�GDQV� OHV� UpVHUYRLUV�HVW� UHVSRQVDEOH�G¶XQH�

activation chronique du SI, ce qui peut induire des comorbidités non-liées au SIDA. 

Ainsi l'activation immunitaire et l'inflammation persistante entraînent par exemple un 

dépôt de collagène dans le tissu lymphoïde et une perturbation progressive de 

l'architecture des ganglions lymphatiques (Massanella et al., 2016). Le but de la 

stratégie Block and Lock HVW�G¶HPSrFKHU�O¶H[SUHVVLRQ�GX�9,+-��GHV�UpVHUYRLUV�j�O¶DLGH�

de molécules appelées Latency Promoting Agents (LPAs) et donc de limiter les 

prREOqPHV� OLpV� j� O¶LQIODPPDWLRQ�� &HV� /3$V� LQGXLVHQW� XQH� ODWHQFH� SURIRQGH� HQ�

VXSSULPDQW�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�GX�9,+-1 (block) puis en empêchant la transcription 

des gènes viraux (lock) (pour revue (Castro-Gonzalez et al., 2018)). Un LPA très 

prometteur a été identifié : le didehydro-Cortistatin A (dCA). Le dCA est un inhibiteur 

GH� 7DW� TXL� VH� OLH� DX� GRPDLQH� GH� OLDLVRQ� GH� 7DW� j� OD� 7$5�� FH� TXL� EORTXH� O¶pWDSH�

G¶pORQJDWLRQ� GH� OD� WUDQVFULSWLRQ�� 5pFHPPHQW� .HVVLQJ� HW� DO��� RQW� GpPRQWUp� TXH�

l'association du dCA avec GHV�$59�SHUPHW� OD�VXSSUHVVLRQ�GH� O¶H[SUHVVLRQ�9,+-1 et 

prévient le rebond viral après l'interruption des ARV, même lors d'une forte activation 

cellulaire (Kessing et al., 2017). 

4.3.3. La thérapie génique  
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Finalement��OD�GHUQLqUH�VWUDWpJLH�SURSRVpH�SRXU�OXWWHU�FRQWUH�O¶LQIHFWLRQ�SDU�OH�9,+-

1 est la thérapie génique. Le premier cas de guérison établie du VIH-1 est basée sur 

XQH� WKpUDSLH� JpQLTXH�� F¶HVW� OH� ©SDWLHQW� GH� %HUOLQª�� &HWWH� SHUVRQQH� D� VXEL� XQH�

transplantation de cellules souches hématopoïétiques ayant une mutation pour le 

récepteur CCR5 (CCR532). Elle coQIqUH�XQH�UpVLVWDQFH�GHV�FHOOXOHV�j�O¶LQIHFWLRQ�SDU�

le VIH-1. Cependant, ce cas de guérison a fait appel à un processus complexe qui ne 

peut être appliqué à toutes les personnes infectées par le VIH car trop risqué et très 

coûteux. Trois outils sont disponibles pour les essais de thérapie génique : ZFN1 ; 

TALEN ; CRISPR/Cas9 (Panfil et al., 2018; Wang et al., 2018). Les deux premières 

techniques sont assez couteuses et demandent beaucoup de temps contrairement à 

la nouvelle technique, CRISPR/Cas9. De nombreuses études se penchent sur 

O¶XWLOLVDWLRQ�GH�FHW�RXWLO. Le but est de FLEOHU�O¶$'1�YLUDO�LQWpJUp�RX�HQFRUH�OH�JqQH�TXL�

FRGH� SRXU� OH� UpFHSWHXU� G¶HQWUpH� &&5��� 8QH� pWXGH� D� PrPH� FRXSOp� OD� WHFKQLTXH�

CRISPR/Cas9 avec des LRAs dans un but de stratégie Shock and Kill (Limsirichai et 

al., 2016). Ils ont utilisé la technique CRISPR/Cas9 pour activer l'expression des gènes 

viraux dans des modèles de lignées cellulaires de latence du VIH-1. Ils ont également 

démontré la complémentarité des activateurs Cas9 avec des LRAs pour favoriser 

O
DFWLYDWLRQ� GH� O¶H[SUHVVLRQ� GHV� JqQHV� YLUaux. Une autre stratégie est également à 

O¶pWXGH��OD�WKpUDSLH�Suicide Gene. Cette thérapie initialement testée dans le traitement 

GHV�FDQFHUV�SRXUUDLW�rWUH�DSSOLTXpH�j�O¶LQIHFWLRQ�SDU�OH�9,+-1. Le but de cette thérapie 

HVW�G¶LQWURGXLUH�XQ�JqQH�VXLFLGH�GDQV XQH�FHOOXOH�FLEOH�DILQ�G¶LQGXLUH�O¶H[SUHVVLRQ�G¶XQH�

HQ]\PH�VSpFLILTXH��G¶XQH�WR[LQH�RX�G¶XQH�SURWpLQH�SUR-apoptotique qui induirait la mort 

de la cellule ciblée. Dans le cas du VIH-���O¶REMHFWLI�VHUDLW�GH�FLEOHU�OHV�FHOOXOHV�LQIHFWpHV 

latentes.  

4.3.4. Les limites de ces stratégies 
 

Les nouvelles stratégies pour cibler le VIH-�� VRQW� HQFRUH� HQ� SKDVH� G¶pWXGH�

QRWDPPHQW� HQ� UDLVRQ� GHV� OLPLWHV� TX¶HOOHV� LPSRVHQW�� /HV� FHOOXOHV� PLFURJOLDOHV� VRQW�

situées dans un sanctuaire virologique, ce qui engendre une faible pénétration des 

molécules antirétrovirales par la présence de la BHE. Ainsi, de nombreux travaux se 

concentrent sur le développement de nouvelles molécules qui traversent efficacement 

OD�%+(��'H�QRXYHOOHV�YRLHV�G¶DGPLQLVWUDWLRQ�TXL�SHUPHWWUDLW�GH�FRQWUHFDUUHU�O¶HIIHt de 
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OD� %+(� FRPPH� SDU� H[HPSOH� OD� YRLH� QDVDOH� VRQW� pJDOHPHQW� j� O¶pWXGH� �SRXU� UHYXH�

(Wallet et al., 2019)).  

Appliquée au SNC, la stratégie Shock and Kill pourrait se révéler intéressante afin de 

limiter les problèmes neurocognitifs associés à la présence du VIH-1 dans cet organe. 

Cependant plusieurs limites et questions se posent en raison de la spécificité du SNC 

(pour revue (Marban et al., 2016)).  

- Il est tout G¶DERUG�QpFHVVDLUH�GH�SUHQGUH�HQ�FRPSWH�OD�SUpVHQFH�GH�OD�%+(�TXL�

limite l¶DFFqV�DX�61&�GH�QRPEUHXVHV�PROpFXOHV��$LQVL��OHV�IXWXUV�/5$V�GRLYHQW�

pouvoir passer cette barrière pour avoir un effet sur les réservoirs présents dans 

le cerveau.  

- La stratégie Shock and Kill SUpYRLW�OH�PDLQWLHQ�GHV�$59�DILQ�GH�OLPLWHU�O¶LQIHFWLRQ�

de nouvelles cellules. Dans le SNC, les principales cellules réservoirs du VIH-1 

sont les macrophages périvasculaires et les cellules microgliales. Il est donc 

LPSRUWDQW�G¶LQWpJUHU�des ARV qui ciblent les macrophages et qui passent la BHE 

(Watters et al., 2013). 

- /¶DFWLYDWLRQ�GHV�O\PShocytes T cytotoxiques est nécessaire pour éliminer les 

cellules infectées réactivées or le SNC est un site immunoprivilégié. Cette 

activation pourrait induire une inflammation qui serait délétère pour le cerveau.  

- Enfin, la réactivation des réservoirs par les LRAs induira la synthèse de 

protéines virales neurotoxiques telles que Tat ou encore gp120. Aucune 

molécule DFWXHOOHPHQW� GLVSRQLEOH� QH� SHUPHW� SRXU� O¶LQVWDQW� G¶LQKLEHU� OD�

transcription ou Tat.  

/¶XQH�GHV�DOWHUQDWLYHV�SRVVLEOHV��VHUDLW��GH�FRPELQHU� OD stratégie Shock and Kill en 

première intention suivie de la stratégie Block and Lock. La première permettrait de 

réactiver tous les réservoirs possibles afin de diminuer leur taille puis la deuxième 

bloquerait de façon définitive les réservoirs résistant à la réactivation (Wallet et al., 

2019). 

Enfin, la thérapie génique présente les mêmes limites que les autres stratégies��F¶HVW�

à dire, la pénétration des composants du système CRISPR/Cas9 dans le SNC et 

O¶LQIODPPDWLRQ�LQGXLWH��$�O¶LQVWDU�GHV�DXWUHV�VWUatégies, un développement de variants 

du VIH-1 résistant aux mécanismes CRISPR/Cas9 a été observé pour cette stratégie 

(Wang et al., 2018).  

Il est donc nécessaire de poursuivre les efforts de recherche pour toutes ces stratégies 

dans le but de cibler ces réservoirs qui restent le principal frein à la guérison du VIH.  
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5. /D�6802\ODWLRQ� 
 

La SUMOylation est une modification post-traductionnelle présente chez tous les 

eucaryotes et découverte dans les années 1990 initialement chez Saccharomyces 

cerevisiae (Kamitani et al., 1997; Matunis et al., 1996; Meluh and Koshland, 1995). Le 

nom SUMO pour Small ubiquitin-like modifiers vient d'une similitude avec 

l'ubiquitination à laquelle la SUMOylation est souvent comparée du fait de la 

ressemblance des mécanismes de conjugaison. Cette modification post-

traductionnelle réversible est extrêmement conservée et essentielle au bon 

développement des organismes (Geiss-Friedlander and Melchior, 2007). Ainsi, une 

étude a démontré que des embryons de souris déficients pour la SUMOylation 

�DEVHQFH�G¶8%&���QH�VXUYLYHQW�SDV�DSUqV� O¶pWDSH�G¶LPSODQWDWLRQ�HW�LO�VHPEOHUDLW�TXH�

O¶LVRIRUPH�6802��soit essentiel au développement embryonnaire (Wang et al., 2014). 

De plus, les cellules déficientes en UBC9, principale enzyme de la SUMOylation, 

présentent de nombreux dysfonctionnements notamment du point de vue de 

O¶RUJDQLVDWLRQ� QXFOpDLUH� (Nacerddine et al., 2005). La SUMOylation régule de 

nombreux processus cellulaires, principalement nucléaires, dont la réplication, la 

UpSDUDWLRQ�GH�O¶$'1��OD�WUDQVFULSWLRQ�RX�HQFRUH�OD�SUROLIpUDWLRQ�FHOOXODLUH��(OOH�SHXW�DLQVL�

modifier la localisation de sa cible, son activité ou encore sa stabilité et donc ses 

interaFWLRQV� DYHF� G¶DXWUHV� SURWpLQHV� (Geiss-Friedlander and Melchior, 2007). Elle 

FRQVLVWH� FODVVLTXHPHQW� HQ� OD� IL[DWLRQ� GH� IDoRQ� FRYDOHQWH� G¶XQH� SURWpLQH� 6802��

Cependant, certaines protéines contiennent des motifs d'interaction SUMO (SIM) qui 

permettent leur interaction non covalente avec les protéines SUMOylées.  

 

5.1. Le mécanisme de SUMOylation et les enzymes 

associées 

5.1.1. Le cycle de SUMOylation 

La SUMOylation consiste en O¶DWWDFKHPHQW� GH� IDoRQ� FRYDOHQWH� G¶XQ� LVRIRUPH�

6802� G¶HQYLURQ� ��� N'D� VXU� XQ� UpVLGX� O\VLQH� G¶XQH� SURWpLQH� FLEOH�� /H� F\FOH� GH�

SUMOylation (Figure 24) implique une cascade de réactions enzymatiques et fait 

intervenir différentes enzymes.  
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Figure 24 : Mécanisme de la SUMOylation (Imbert and Langford, 2021).  
 

$ILQ�TXH�OH�SURFHVVXV�SXLVVH�V¶LQLWLHU�LO�IDXW�TXH�OH�SUpFXUVHXU�6802�VRLW�PDWXUp (Fig. 

24 ᬅ). Pour ce faire des protéases spécifiques, les SENP (sentrin/SUMO-specific 

protease) clivent des acides aminés en C-WHUPLQDO�GX�SUpFXUVHXU�DILQ�G¶H[SRVHU�XQ�

motif di-glycine «Gly-*O\ª�TXL�SHUPHW�j�6802�G¶rWUH�FRQMXJXp�j�OD�O\VLQH�GH�OD�SURWpLQH�

cible. Les SENP clivent 4 acides aminés pour SUMO1, 11 acides aminés pour SUMO2 

et 2 aciGHV�DPLQpV�SRXU�6802���$SUqV�O¶pWDSH�GH�PDWXUDWLRQ��OD�SURWpLQH�6802�GRLW�

être activée de façon ATP-GpSHQGDQWH�SDU�O¶HQ]\PH�(� (Fig. 24 ᬆ). Cette enzyme 

est composée du dimère SAE (SUMO-activating enzyme) 1 et 2. Lors de cette étape, 

V¶pWDEOLW�XQH�OLDLVRQ�thioester entre la cystéine 173 du site actif de SAE2 et un résidu 

JO\FLQH�HQ�&WHU�GH� OD�SURWpLQH�6802��3XLV�6802�HVW� FRQMXJXp�j� O¶HQ]\PH�(��GH�

conjugaison, UBC9, par une liaison thioester au niveau de sa cystéine catalytique 

(Cys93) (Fig. 24 ᬇ). Enfin, SUMO est transféré par UBC9 sur la protéine cible (Fig. 

24 ᬈ). Une liaison isopeptidique est formée entre la glycine en Cter de SUMO et le 

groupement H-amine de la lysine acceptrice de la protéine cible. Cette dernière étape 

peut être directe ou facilitée par les enzymes E3 qui guident UBC9 vers sa lysine cible 

(pour revue (Pichler et al., 2017). Une protéine peut être SUMOylée par un seul 

isoforme SUMO ou plusieurs, qui forment des chaines. De plus, la SUMOylation est 

un mécanisme extrêmement dynamique, ainsi la balance SUMOylation 

/déSUMOylation des protéines est en constante évolution. Les SUMO protéases 

clivent la liaison isopeptidique entre SUMO et le substrat, ce qui modifie constamment 

l'équilibre entre le pool de SUMO libres et celui de SUMO conjugués (Fig. 24 ᬉ).  



 55 

5.1.2. /¶HQ]\PH�(��GH�FRQMXJDLVRQ� 

/¶HQ]\PH�GH�FRQMXJDLVRQ�(���8%&��D�XQ�U{OH�HVVHntiel dans le mécanisme de 

6802\ODWLRQ��8%&��HVW� OD�VHXOH�HQ]\PH�(��FDSDEOH�G¶HIIHFWXHU� OD�FRQMXJDLVRQ�GH�

SUMO à sa cible. UBC9 interagit avec E1 pour fixer la protéine SUMO et former une 

liaison thioester SUMO~Ubc9. Puis UBC9 chargé interagit avec le substrat mais 

également avec une enzyme E3 pour le transfert du résidu SUMO sur le substrat. 

Ainsi, UBC9 possède la capacité d'interagir avec différentes protéines (Figure 25) 

(Varejão et al., 2020). Certains résidus au sein du site actif E2, à savoir Tyr87, Cys93, 

Asn85 et Asp127, sont essentiels à son activité catalytique (Hayashi et al., 2002; 

Nacerddine et al., 2005; Nowak and Hammerschmidt, 2006). 

 

 
Figure 25 : DRPDLQHV�G¶LQWHUDFWLRQV�G¶8%&�� 
(A) Interfaces des liaisons sur la surface d'UBC9. Le domaine N-terminal de UBC9 lie E1 (ligne 
noire) et les E3 (ligne verte). La fente catalytique E2 autour de Cys93 permet les liaisons E2-
substrat. La face arrière de UBC9 opposée à son centre catalytique, lie SUMO (ligne brune). 
(B) Alignement de séquences de UBC9 Humain (et levure) avec les caractéristiques 
structurelles indiquées. Les acides aminés impliqués dans les interactions sont représentés 
dans la même couleur qu'en (A). Les aa qui sont des cibles de modifications sont indiqués, Ac 
pour l'acétylation, S pour la SUMOylation et P pour la phosphorylation (Pichler et al., 2017). 

5.1.3. Les SENP  

/D� OLDLVRQ� DX[� SURWpLQHV� FLEOHV� G¶XQ� RX� SOXVLHXUV� LVRIRUPHV� 6802� SHXW� rWUH�

supprimée par une famille de protéases à cystéine appelées SENP. Le génome 

humain code six SENP : SENP1/2/3 et SENP5/6/7. Mais des études plus récentes ont 
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identifié trois nouvelles SUMO protéases chez l'Homme, DESI1, DESI2 ainsi que 

USPL1 (Schulz et al., 2012; Shin et al., 2012). Chacune de ces enzymes a sa propre 

fonction et localisation subcellulaire (Tableau 1). Comme indiqué précédemment, 

FHUWDLQHV�6(13�SHUPHWWHQW�OD�PDWXUDWLRQ�GHV�SUpFXUVHXUV�6802��'¶DXWUHV�SHUPHWWHQW�

la déconjugaison des isoformes SUMO des substrats et dépolymérisent les chaînes 

polySUMO2/3. SENP1 a une préférence pour SUMO1, alors que les autres membres 

de la famille SENP ont une préférence pour SUMO2/3. SENP 6 et 7 semblent 

spécifiques à la régulation de la formation des chaines SUMO. Elles régulent ainsi 

dans certains cas la dégradation des protéines SUMOylées par la voie du protéasome 

(pour revue (Hickey et al., 2012)). 

 

 
Tableau 1 : Liste des différentes SENP avec leurs localisations cellulaires et leurs 
IRQFWLRQV��G¶DSUqV�(Hickey et al., 2012)).  
* Les localisations subcellulaires principales sont listées mais des fractions mineures peuvent être 
REVHUYpHV�DLOOHXUV��Á�/
pGLWLRQ�GH�FKDLQHV� IDLW� UpIpUHQFH�j� OD�FDSDFLWp�G
XQH�6(13�j�pOLPLQHU�XQ�RX�
plusieurs SUMO d'une chaine poly-SUMO en conservant tout de même une partie de la chaine. § 
SENP2 a au moins trois variants d'épissage qui localisent différemment.  
 
 

5.2. Les motifs de SUMOylation  

5.2.1. Les sites consensus de SUMOylation 

La modification post-traductionnelle des protéines SDU�OD�6802\ODWLRQ�V¶HIIHFWXH�

uniquement sur les lysines des protéines cibles. Il existe un motif consensus central 

appelé SCM pour SUMO consensus motif. Fréquemment retrouvé au niveau des sites 

de SUMOylation, il permet la conjugaison de façon covalente d¶XQH�SURWpLQH�6802�j�

une protéine cible. Ce motif <-K-x-'�(�UHFRQQX�SDU�8%&��HVW�FRPSRVp�G¶XQ�UpVLGX�
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hydrophobe (<��� GH� OD� O\VLQH� FLEOH� GH� OD�6802\ODWLRQ� �.��� GH�Q¶LPSRUWH� TXHO� DFLGH�

DPLQp��[��HW�HQILQ�G¶XQ�DFLGH�DVSDUWLTXH��'��RX�G¶XQ�DFLGH�JOXWDPLTXH��(�. Les résidus 

du motif interagissent directement avec UBC9 et ont un rôle important dans la stabilité 

GH�O¶LQWHUDFWLRQ�HQWUH�8%&��HW�OD�SURWpLQH�6802\OpH��/RUV�GH�OD�6802\ODWLRQ��OH�PRWLI�

consensus adopte une conformation plus étendue, ce qui permet de positionner la 

lysine acceptrice proche du site actif de UBC9 situé dans une région hydrophobe. 

&HWWH� pWDSH� LQGXLW� OD� PLVH� HQ� SODFH� GH� OLDLVRQV� K\GURJqQH� HW� G¶LQWHUDFWLRQV�

électrostatiques pour augmenter la reconnaissance UBC9/motif (Gareau and Lima, 

2010). Ce motif consensus est fréquemment retrouvé dans les protéines SUMOylées, 

cependant, toutes ne présentent pas ce motif. Dans des conditions physiologiques, 

environ la moitié des protéines SUMOylées présentent le motif SCM. En revanche 

dans des FRQGLWLRQV�GH�VWUHVV�FRPPH�XQ�GRPPDJH�j�O¶$'1�RX�HQFRUH�XQH�LQIHFWLRQ�

virale, il a été démontré que beaucoup de lysines cibles de la SUMOylation ne sont 

pas comprises dans le motif SCM (Pichler et al., 2017). De plus, le motif consensus 

peut être positionné au niveau de structures secondaires dont des structures en 

ERXFOH��'H�FH�IDLW�� OD�6802\ODWLRQ�GH�FHV�SURWpLQHV�GpSHQG�GH�O¶DFFqV�au motif par 

UBC9, qui peut donc dans certains cas être limité (Anckar et al Mol and Cell Biology 

�������(QILQ�� G¶DXWUHV�PRWLIV�H[LVWHQW�� QRWDPPHQW� OH�PRWLI�3'60� �3KRVSKRU\ODWLRQ-

Dependent Sumoylation Motif), le motif NDSM (Negatively Charged Amino Acid-

Dependent Sumoylation Motif) (Pichler et al., 2017) et le motif HCSM (Hydrophobic 

Cluster Sumoylation Motif) (Matic et al., 2010) qui sont des extensions du motif 

consensus.  

 

Le motif PDSM, <-K-x-E-x-x-S-3�HVW�FRPSRVp�GX�VLWH�FRQVHQVXV�VXLYL�G¶XQ�VLWH�GH�

SKRVSKRU\ODWLRQ� FRPSRVp� G¶XQH� VpULQH� HW� G¶XQH� SUROLQe. La phosphorylation des 

résidus Ser et Pro (SP) voisins du site consensus de la SUMOylation augmente le taux 

GH�6802\ODWLRQ��&H�PRWLI�D�G¶DERUG�pWp�GpFRXYHUW�dans les facteurs de choc thermique 

(heat shock factors) puisque le stress induit une augmentation des niveaux de 

phosphorylation et de SUMOylation, notamment via le motif PDSM. Cependant, ce 

motif a également été identifié chez plusieurs facteurs de transcription où la 

phosphorylation suivie de la SUMOylation induit une répression. La phosphorylation 

LQGXLW�O¶DMRXW�GH�FKDUJHV�QpJDWLYHV�DXWRXU�GH�OD�O\VLQH�FLEOH��FH�TXL�VHPEOH�DXJPHQWHU�

O¶LQWHUDFWLRQ�HQWUH� OD� O\VLQH�HW�8%&���&H�PpFDQLVPH�HVW�pJDOHPHQW� UHWURXYp�SRXU� OH�

motif NDSM (Hietakangas et al., 2006; Mohideen et al., 2009; Picard et al., 2012).  
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Le motif NDSM <-K-x-E-x-x-E-E-E-(�� HVW� FRQVWLWXp� G¶XQH� GL]DLQH� G¶DFLGHV� DPLQpV�

autour du motif consensus. Les acides aminés acides en aval du motif consensus 

SHUPHWWHQW�j�FH�PRWLI�G¶rWUH�FKDUJé négativement, ce qui augmente la liaison entre la 

protéine cible et UBC9. La reconnaissance au niveau de UBC9 se fait grâce à une 

région basique en aval du site de SUMOylation de la protéine. Cette deuxième 

interaction permet donc de renforcer la SUMOylation par des interactions 

électrostatiques. De plus, il a été démontré que 81% des protéines présentant un motif 

NDSM étaient SUMOylées. Ce motif permet donc de mieux prédire la possible 

6802\ODWLRQ�G¶XQH�SURWpLQH�SDU�UDSSRUW�DX�PRWLI�FHQWUDO�(Yang et al., 2006).  

 

Finalement, comme indiqué précédemment OD� SUpVHQFH� GH� FHV� PRWLIV� Q¶HVW� SDV�

indispensable à la SUMOylation. Certaines protéines sont SUMOylées sur des lysines 

qui ne sont comprises dans aucun motif connu à ce jour. De même la présence de ces 

motifs dans des protéines non SUMOylées démontre que leur simple présence ne 

GpILQLW�SDV�OD�VXVFHSWLELOLWp�G¶XQ�VXEVWUDW�j�OD�6802\ODWLRQ�(Gareau and Lima, 2010; 

Pichler et al., 2005, 2017). 

5.2.2. Les SIM : motifs G¶LQWHUDFWLRQ SUMO. 

Alors que les motifs consensus SUMO facilitent les interactions covalentes entre 

XQ�LVRIRUPH�6802�HW�OH�VXEVWUDW��GHV�PRWLIV�G¶LQWHUDFWLRQ�6802��6,0��SHUPHWWHQW�GHV�

interactions non covalentes entre les SUMO de protéines SUMOylées et des protéines 

contenant ces SIM. Ces motifs consistent généralement en plusieurs résidus 

hydrophobes avec un résidu ou une région acide proche. Ce noyau forme un brin-ȕ�

qui peut s'insérer dans un sillon hydrophobe entre une hélice-Į� HW� XQ� EULQ-ȕ� G¶XQ�

isoforme SUMO. Ils ont été identifiés dans de nombreuses protéines, y compris les 

enzymes SUMO, les substrats SUMO, les protéines de liaison SUMO et des ubiquitine 

ligases (Miteva et al., 2010).  

 

&HV�6,0�RQW�SOXVLHXUV�PpFDQLVPHV�G¶DFWLRQ (Figure 26) :  

- Ils permettent les interactions non covalentes entre un isoforme SUMO et une 

protéine spécifique, ce qui peut LQGXLUH�XQ�FKDQJHPHQW�G¶DFWLYLWp�GH�OD�SURWpLQH�

cible ou une modification de sa localisation (Figure 26a).  
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- L'ubiquitine E3 ligase ring-finger 4 (RNF4) possède des SIM et est recrutée 

dans des protéines multi-SUMOylées. Elle les ubiquitine ensuite pour entraîner 

leur dégradation par le protéasome (Figure 26b). 

- Les protéines contenant un SIM peuvent être recrutées et immobilisées sur 

des protéines SUMOylées, ce qui peut conduire à leur SUMOylation covalente 

en raison de la proximité des SUMO ligases (Figure 26c en haut). Les SIM de 

protéines peuvent faciliter le recrutement de 8%&�� FKDUJp� G¶XQ� 6802� DX�

niveau de la protéine, entraînant une SUMOylation covalente d'un résidu Lys à 

proximité (Figure 26c en bas). Une combinaison des deux mécanismes peut 

conduire à des amas de protéines SUMOylées.  

 

 
Figure 26 : Mécanismes de fonctionnement des SIM (Hendriks and Vertegaal, 2016) 

 

Enfin, la présence de ces 6,0�SHXW�rWUH�DVVRFLpH�j�OD�PRGLILFDWLRQ�SUpIpUHQWLHOOH�G¶XQ�

substrat pour un isoforme SUMO donné. Par exemple, la protéase 25 spécifique de 

l'ubiquitine (USP25) contient un SIM qui contribue à la modification préférentielle de 

cette protéine par SUMO2/3. De même, on retrouve deux SIM dans le domaine E3 

ligase de RanBP2/Nup358 nommés IR1 et IR2. Le SIM IR1 permet des interactions 

non covalentes spécifiquement avec SUMO1 (pour revue (Gareau and Lima, 2010).  
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5.3. Les protéines SUMO et la formation de chaines SUMO 

5.3.1. Les isoformes SUMO 

La SUMOylation peut modifier les protéines de tous les eucaryotes, ils expriment 

tous au moins un membre de la famille des protéines SUMO. La plupart des 

mammifères expriment trois protéines SUMO alors que Arabidopsis thaliana en 

expriment huit (Miura et al., 2007)�� /HV� HXFDU\RWHV� ©LQIpULHXUVª� Q¶H[SULPHQW� TX¶XQ�

isoforme SUMO. Pour les humains, 5 isoformes SUMO ont été identifiés à ce jour 

(Mattoscio et al., 2019)��/¶pWXGH�GH�OD�VWUXFWXUH��'�GHV�SURWpLQHV�6802�D�PRQWUp�XQH�

forte identité avec les ubiquitines. En revanche, la séquence en acides aminés entre 

ces deux familles de protéines diffère de plus de 80% (Geiss-Friedlander and Melchior, 

2007).  

 

/¶LVRIRUPH�6802��HVW�XQH�SURWpLQH�de 101 aa presque toujours retrouvée sous forme 

conjuguée, la quantité de SUMO1 libre est très limitée. Elle a une affinité particulière 

pour certains substrats spécifiques comme par exemple RanGAP1. (Shen et al., 

1996).  

 

Les protéines SUMO2 (95aa) et SUMO3 (103aa) sont très proches au niveau de leurs 

séquences (97%). Seuls quelques acides aminés situés en N-terminal diffèrent dans 

OHXU�VpTXHQFH�UHVSHFWLYH��/RUVTX¶RQ�FRPSDUH�OD�VpTXHQFH�GH�6802��DYHF�6802�����

RQ� QH� UHWURXYH� TXH� ���� G¶KRPRORJLH�PDis leur structure 3D reste très proche. À 

O¶LQYHUVH�GH�6802���HOOHV�VRQW�SULQFLSDOHPHQW�UHWURXYpHV�VRXV�IRUPH�QRQ�FRQMXJXpH�

et en quantité abondante. SUMO2/3 sont souvent associées à la poly-SUMOylation 

(chaines de protéines SUMO) et SUMO1 termine généralement ces chaines afin 

G¶HPSrFKHU�O¶DMRXW�VXSSOpPHQWDLUH�G¶LVRIRUPHV�6802�(Lapenta et al., 1997; Mannen 

et al., 1996)��/¶DERQGDQFH�GHV�6802����SHUPHW�XQH�PRELOLVDWLRQ�UDSLGH�HW�PDVVLYH�

de celles-ci en réponse à un stress cellulaire ou autres stimuli (Saitoh and Hinchey, 

2000).  

 

/¶LVRIRUPH� 6802�� Q¶HVW� SDV� H[SULPp� GDQV� WRXV� OHV� WLVVXV. Il est principalement 

retrouvé dans les ganglions lymphatiques, la rate, les reins et le placenta. Il ne semble 
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pas FRQMXJXp�GDQV�GHV�FRQGLWLRQV�QRUPDOHV��QRQ�SDWKRORJLTXHV�SXLVTX¶LO�D�pWp�UHWURXYp�

en association avec le diabète (Wang et al., 2006).  

 

Enfin, la protéine SUMO5 (84aa) identifiée plus récemment en 2016 par Liang et al, 

est exprimée principalement dans les testicules mais aussi dans le placenta, les 

poumons et le foie. Il a notamment été démontré que SUMO5 participe à la formation 

des PML-NB (Promyelocytic Leukaemia Nuclear Bodies), structures connues comme 

riches en protéines sumoylées (Liang et al., 2016). 

 

Dans des conditions physiologiques, SUMO1 est constitutivement conjugué à des 

substrats, tandis que tous les autres paralogues SUMO sont préférentiellement 

conjugués en réponse au stress (Liang et al., 2016; Saitoh and Hinchey, 2000; Wei et 

al., 2008) 

5.3.2. Les modifications post-traductionnelles des protéines 

SUMO  

La SUMOylation est donc une modification post-traductionnelle permettant de 

réguler différents mécanismes cellulaires par ajout de protéines SUMO sur les lysines 

de protéines cibles. De même, ces protéines SUMO sont elles aussi la cible de 

modifications post-traductionnelles WHOOHV� TXH� O¶DFpW\ODWLRQ�� OD� SKRVSKRU\ODWLRQ� HW�

O¶XELTXLWLQDWLRQ��)LJXUH����� 

 

- SUMO1 peut être phosphorylée aux sérines 2, 9 et 32, ainsi qu'aux thréonines 

10 et 76 ; acétylée aux lysines 23 et 37 ; et ubiquitinée aux lysines 7, 17, 23, 25, 

37, 39, 48 et 78.  
 

- SUMO2 peut être phosphorylée aux sérines 2, 27 et 53, et aux thréonines 12 

et 37; acétylée aux lysines 11, 32, 41 et 44 ; et ubiquitinée aux lysines 7, 11, 20, 

32, 34, 41 et 44.  
 

- SUMO3 peut être phosphorylée aux sérines 28 et 54 et aux thréonines 12 et 

38; acétylée aux lysines 11, 33, 42 et 45 et ubiquitinée aux lysines 7, 11, 21, 33, 

35, 42 et 45 (pour revue (Hendriks and Vertegaal, 2016). 
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/¶DFpW\ODWLRQ� TXL� HVW� XQH� PRGLILFDWLRQ� SRVW-traductionnelle ciblant les lysines des 

protéines peut ainsi entrer en compétition avec la SUMOylation qui elle-même cible 

les lysines. De ce fait, certains mécanismes induits par la SUMOylation de protéines 

VRQW�UpJXOpV�SDU�O¶DFpW\ODWLRQ�(Ullmann et al., 2012).  

 

Figure 27 : La modification des protéines SUMO par d'autres modifications post-
traductionnelles. 
a. Les protéines SUMO (S) peuvent être la cible de plusieurs modifications post-traductionnelles, 
O¶XELTXLWLQDWLRQ��8E��� OD�SKRVSKRU\ODWLRQ��3��HW�O¶DFpW\ODWLRQ��$F���b. SUMO2 et SUMO3 (S2/3) forment 
des chaînes qui peuvent inclure SUMO1 (S1). SUMO1 contient un site de SUMOylation inversé, 
également utilisé pour la formation de chaînes. De plus, les chaînes SUMO peuvent être ramifiées. c. 
Les SUMO peuvent former des chaînes mixtes avec l'ubiquitine par ubiquitination de SUMO et 
SUMOylation de l'ubiquitine. d. Les chaînes SUMO et les chaînes mixtes SUMO-ubiquitine peuvent être 
modifiées par phosphorylation et acétylation, augmentant encore la complexité de la signalisation 
(Hendriks and Vertegaal, 2016). 
 

5.4. /HV�FKDLQHV�6802�� O¶XELTXLWLQDWLRQ�HW� OD�GpJUDGDWLRQ�

protéasomale 

5.4.1. Les chaines SUMO  

Comme pour les ubiquitines, les isoformes SUMO ont la capacité de former des 

chaines de protéines SUMO (Figure 27b��� -XVTX¶j� UpFHPPHQW�� VHXOHV� 6802����

étaient décrites comme pouvant former des chaines SUMO. Elles possèdent toutes 

les deux un motif consensus SUMO qui permet la formation de ces chaines au niveau 

de leur lysine 11 (Tatham et al., 2001). SUMO1 semblait uniquement participer à ces 

FKDLQHV� FRPPH�XQH� VRUWH� GH� WHUPLQDWHXU� HPSrFKDQW� O¶DMRXW� G¶DXWUHV�SUMO2 ou 3 
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(Matic et al., 2008)��0DLV�GH�UpFHQWHV�pWXGHV�RQW�GpPRQWUp�OD�SUpVHQFH�G¶XQ�PRWLI�GH�

SUMOylation inversé dans SUMO1 au niveau de sa lysine 7 favorisant la formation de 

chaines SUMO. De plus, deux nouvelles lysines cibles pour la formation de chaines 

ont été identifiées pour SUMO2/3, K21 et K33.  

La poly-SUMOylation (chaines) ainsi que la multi-SUMOylation (SUMOylation sur 

différentes lysines) peuvent être reconnues par certaines ligases E3 spécifiques 

appelées STUbL (SUMO-targeted ubiquitin E3 ligases).  

5.4.2. Les STUbL et RNF4 

Les protéines SUMOylées peuvent être ciblées par des ligases d'ubiquitine 

spécifiques à SUMO (STUbL). Elles sont un sous-HQVHPEOH�G¶XELTXLWLQH�(��OLJDVHV�TXL�

reconnaissent spécifiquement les protéines SUMOylées pour y déposer une marque 

G¶XELTXLWLQDWLRQ�(Gareau and Lima, 2010). Ainsi, des expériences ont démontré que la 

surexpression de SUMO2 induit la formation de protéines poly-SUMOylées et que 

celles-ci sont également ubiquitinées (Schimmel et al., 2008). De nombreuses STUbL 

ont été identifiées chez les eucaryotes inférieurs. Chez l'homme, deux STUbL ont été 

identifiées à ce jour, la principale RNF4 (ubiquitin±protein ligase ring-finger 4) et 

RNF111.  

 

RNF4 est une protéine de 190 aa possédant 4 SIM et un domaine RING. Des études 

ont démontré que ses SIM 2 et 3 se lient aux chaines poly-SUMO2 alors que les deux 

autres SIM semblent avoir un rôle mineur (Kumar and Sabapathy, 2019). Ses 

domaines SIM permettent la reconnaissance des protéines SUMOylées alors que son 

domaine RING permet de catalyser l'ubiquitination des protéines modifiées par SUMO 

(Figure 28). Ainsi 51)��OLH�OD�6802\ODWLRQ�HW�O¶XELTXLWLQDWLRQ��8QH�pWXGH�D�GpPRQWUp�

TXH�51)��V¶DVVRFLH�IDLEOHPHQW�DYHF�OHV�SURWpLQHV�PRGLILpHV�SDU�XQ�VHXO�6802��RX�

SDU�XQ�6802��GLPpULTXH��(Q�UHYDQFKH��LO�V¶DVVRFLH�IRUWHPHQW�Dvec les chaines poly-

SUMO2 (Tatham et al., 2008). RNF4 est important dans le maintien de la stabilité du 

génome, en régulant les composants de réponse aux dommages de l'ADN tels que 

MDC1, BRCA1, PARP1 et JARID1B/KDM5B (Galanty et al., 2012; Hendriks et al., 

2015; Vyas et al., 2013). De plus, les modifications par RNF4 peuvent altérer la 

localisation subcellulaire et la dynamique fonctionnelle des substrats cibles (Fryrear et 
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al., 2012). Enfin RNF4 permet comme indiqué précédemment le marquage des 

protéines pour leur dégradation protéasomale (Tatham et al., 2008). 

 

 
Figure 28 : Domaines qui composent RNF4 (Staudinger, 2017) 

5.4.3. La SUMOylation comme signal pour la dégradation des 

protéines par la voie du protéasome 

Contrairement aux premières études qui indiquaient que la SUMOylation et 

O¶XELTXLWLQDWLRQ� pWDLHQW� GHX[� PRGLILFDWLRQV� SRVW-traductionnelles antagonistes 

SXLVTX¶HOOHV�FLEOHQW� OHV�PrPHV� O\VLQHV�� LO�DSSDUDvW�TXH�FHV�GHX[�YRLHV�SHXYHQW�rWUH�

connectées par des STUbL (Figure 26, 27, �����'HV�pWXGHV�RQW�GpPRQWUp�TX¶XQ�TXDUW�

des lysines ciblées par la SUMOylation peuvent également être la cible de 

O¶XELTXLWLQDWLRQ�(Geoffroy and Hay, 2009).  

 

/¶XQ� GHV� H[HPSOHV� OHV� SOXV� FRQQXV� RSSRVDQW� OD�6802\ODWLRQ�j� O¶XELTXLWLQDWLRQ�HVW 

O¶LQKLELWHXU�GH�1)-N%��,N%Į��$LQVL��,N%Į�SHXW�rWUH�XELTXLWLQp��FH�TXL�LQGXLW�VD�GpJUDGDWLRQ�

par la voie du protéasome et libère NF-N%�� &HSHQGDQW�� ,N%Į� SHXW� pJDOHPHQW� rWUH�

SUMOylé sur la même lysine, ce qui empêche sa dégradation, renforce son action 

inhibitrice et empêche la transcription dépendante de NF-kB (Miteva et al., 2010).  

 

Plusieurs études ont ensuite démontré le lien entre la poly-SUMOylation, RNF4, 

O¶XELTXLWLQDWLRQ�HW�OD�GpJUDGDWLRQ�SURWpDVRPDOH��'HV�H[SpULHQFHV�GH�GpSOpWLRQ�GH�51)��

SDU�VL51$�RQW�LQGXLW� O¶DFFXPXODWLRQ�GH�FRQMXJXpV�6802�GH�KDXW�SRLGV�PROpFXODLUH��

RNF4 est donc impliqué dans la dégradation de ces protéines poly-SUMOylées 

(Tatham et al., 2008). De plus, le traitement avec des inhibiteurs du protéasome induit 

pJDOHPHQW�O¶DFFXPXODWLRQ�GH�FRQMXJXpV�6802�GH�KDXW�SRLGV�PROéculaire (Bailey and 

2¶+DUH�������. Ainsi, la poly-SUMOylation sert de signal au recrutement de RNF4 sur 

les protéines poly-6802\OpHV� DILQ� G¶LQGXLUH� OHXU� XELTXLWLQDWLRQ� HW� HQILQ� OHXU�

dégradation par le protéasome (pour revue (Geoffroy and Hay, 2009). De plus en plus 
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G¶pWXGHV�GpFULYHQW�HW�PHWWHQW�HQ�OXPLqUH�GH�QRXYHOOHV�SURWpLQHV�FLEOHV�GH�FHWWH�YRLH�

G¶XELTXLWLQDWLRQ�6802-dépendante et de la dégradation par la voie du protéasome 

(Cheng et al., 2007; Sun et al., 2020; Swift et al., 2021; Tatham et al., 2008).  

 

5.5. Les effets de la SUMOylation 
 

Il est très difficile de prédire les conséquences de la SUMOylation sur les 

protéines FRQWUDLUHPHQW� j� G¶DXWUHV� PRGLILFDWLRQV� SRVW-traductionnelles comme 

O¶DFpW\ODWLRQ��/D�6802\ODWLRQ�SHUPHW, comme décrit précédemment, la régulation de 

QRPEUHX[�SURFHVVXV�QXFOpDLUHV��$LQVL��GDQV�OHXU�UHYXH�VXU�O¶HIIHW�GH�OD�6802\ODWLRQ�

sur la transcription, Rosonina E. et al., annoncent que plus de 300 facteurs de 

transcription activateurs ou répresseurs de la WUDQVFULSWLRQ� SDU� O¶$51 Pol II sont 

SUMOylés (Rosonina et al., 2017). Les nombreuses études sur la SUMOylation et son 

effet sur la transcription ont identifié que celle-ci a généralement un effet répresseur 

malgré certaines exceptions notables. La modulation de la transcription par la 

SUMOylation se fait principalement par deux mécanismes :  

 

(1) le recrutement de complexes répresseurs au niveau des promoteurs des 

gènes  

����OD�FRPSpWLWLRQ�HW�O¶LQWHUIpUHQFH�DYHF�G¶DXWUHV�370�TXL�FLEOHQW�VRLW�OHV�PrPHV�

lysines que la SUMOylation soit un résidu proche du site de SUMOylation telles 

TXH�O¶DFpW\ODWLRQ�RX�OD�SKRVSKRU\ODWLRQ��SRXU�UHYXH�(Rosonina et al., 2017)). 

 

 

Figure 29 : 0RGXODWLRQ�GH�O¶DFWLYLWp�GHV�IDFWHXUV�GH�WUDQVFULSWLRQ�SDU�OD�6802\ODWLRQ�

(Rosonina et al., 2017). 
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5.5.1. La modulation des complexes répresseurs ou 

activateurs de la transcription par la SUMOylation 

La principale conséquence de la SUMOylation des facteurs de transcription est 

la modification des niveaux de FT associés à la chromatine de façon directe en 

LPSDFWDQW� OD� FDSDFLWp� GX� )7� j� VH� OLHU� j� O¶$'1� RX� GH� IDoRQ� LQGLUHFWH� HQ� UpJXODQW�

O¶DERQGDQFH�PDLV�DXVVL�OD�ORFDOLVation du FT (Rosonina et al., 2017)��/¶H[HPSOH�OH�SOXV�

connu GH�O¶HIIHW�UpSUHVVHXU�TXH�SHXW�DYRLU� OD�6802\ODWLRQ�VXU�OD�WUDQVFULSWLRQ�HVW�OH�

FDV� GH� O¶LQKLELWHXU� GH� 1)-N%�� ,N%Į� SUpVHQWp� FL-GHVVXV�� 0DLV� G¶DXWUHV� SURWpLQHV�

SUMOylées peuvent induire par exemple le recrutement de HDACs et ainsi réduire 

O¶HIILFDFLWp�GH�Wranscription (Figure 29a).  

Par exemple, le facteur Elk-1 est SUMOylé au niveau de son domaine ETS, ce qui 

induit le recrutement de HDAC2, une diminution de l'acétylation des histones et 

finalement une répression transcriptionnelle au niveau des gènes cibles de Elk-1. 

Cette modification peut être inversée par l'activation de la voie ERK MAP kinase (Yang 

and Sharrocks, 2004).  

Une autre étude sur le récepteur des glucocorWLFRwGHV�D�GpPRQWUp�O¶HIIHW�UpSUHVVHXU�GH�

la SUMOylation. La modification par un isoforme SUMO de la lysine 293 présente dans 

une séquence conservée en Nter du récepteur permet la formation d'un complexe 

répresseur SUMO-NCoR1/SMRT-HDAC3. Une forme non SUMOylée du récepteur 

nucléaire est incapable de recruter le complexe répresseur NCoR1/SMRT-HDAC sur 

les gènes cibles normalement réprimés (Hua et al., 2016).  

Le répresseur transcriptionnel GFI1 (growth factor independence 1) est également 

SUMOylé sur sa lysine 239 ce qui permet le recrutement du complexe LSD1/CoREST 

et la répression de MYC. Mais une forme déficiente en SUMOylation de ce facteur ne 

s'associe pas efficacement avec les composants du CoREST/HDAC et ne parvient 

pas à réprimer correctement la transcription. Cette étude démontre que la 

SUMOylation de GFI1 favorise le recrutement de LSD1/CoREST et donc la répression 

de MYC pour réguler la différenciation hématopoïétique (Andrade et al., 2016). 

Enfin, le répresseur transcriptionnel KAP1 peut être SUMOylé au niveau de plusieurs 

lysines, K554, K779 et K804. Il peut être modifié par SUMO1 et le statut de 

SUMOylation de celui-ci est corrélé avec sa capacité de répression. Lorsque KAP1 est 

SUMOylé, il diminue l'acétylation de H3K9 et H3K14 et augmente la méthylation de 

H3K9 au niveau du promoteur p21 (Lee et al., 2007).  
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Cependant, certaines études ont tout de même montré un rôle activateur de la 

transcription par la SUMOylation (Figure 29B). Par exemple, CTIP2 peut être 

SUMOylé sur sa lysine 679. Celle-ci entraîne le recrutement du co-activateur 

transcriptionnel p300 sur les promoteurs réprimés par CTIP2 et induit donc la 

transcription de gènes nécessaires au développement des lymphocytes T (Zhang et 

al., 2012).  

5.5.2. /D�FRPSpWLWLRQ�HQWUH�O¶DFpW\ODWLRQ�RX�OD�SKRVSKRU\ODWLRQ�

avec la SUMOylation  

En plus des effets décrits dans la partie précédente, la SUMOylation peut aussi 

HQWUHU�HQ�FRPSpWLWLRQ�DYHF�G¶DXWUHV�370�FRPPH�O¶DFpW\ODWLRQ�HW� OD�SKRVSKRU\ODWLRQ. 

Elle influence ainsi également O¶DFWLYLWp�GHV�IDFWHXUV�GH�WUDQVFULSWLRQ�WRXFKpV�SDU�FHV�

PTM.  

 

/¶DFpW\ODWLRQ�V¶HIIHFWXH�pJDOHPHQW�VXU�OHV�O\VLQHV des protéines cibles, il y a donc une 

FRPSpWLWLRQ�GLUHFWH�HQWUH�FHV�GHX[�370��)LJXUH���&���$LQVL��VHORQ�O¶pWDW�GH�OD�FHOOXOH��

une même protéine peut être soit acétylée soit SUMOylée sur une même lysine. Par 

H[HPSOH�� O¶DFpW\ODWLRQ� GH� +,&�� QH� SHUPHW� SOXV� VRn interaction avec MTA1, un 

composant du complexe répresseur NuRD. Mais la SUMOylation sur la même lysine 

UpWDEOLW� O¶LQWHUDFWLRQ�HQWUH�+,&��HW�07$��HW�GRQF� O¶DFWLYLWp� UpSUHVVLYH�GH�+,&�� (Van 

Rechem et al., 2010).  

 

La phosphorylation peut aussi entrer en compétition avec la SUMOylation même si 

ces deux PTM ne ciblent pas les mêmes acides aminés (Figure 29D). Par exemple, le 

facteur STAT5 peut être SUMOylé sur deux lysines proches : K696 et K700. La 

SUMOylation de ces deux lysines inhibe la phosphorylation de Y694 et entre en 

FRPSpWLWLRQ�DYHF�OD�SRVVLEOH�DFpW\ODWLRQ�GH�.�����/¶DFpW\ODWLRQ�HW�OD�SKRVSKRU\ODWLRQ�

de STAT5 favorisent la transcription de gènes impliqués dans le développement et 

dans différentes fonctions des cellules immunitaires (Van Nguyen et al., 2012). De 

même, STAT1 phosphorylé sur Y701 active la transcription des gènes régulés par ce 

facteur de transcription. La SUMOylation de K703 empêche cette phosphorylation 

activatrice (Droescher et al., 2017).  
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5.5.3. /D� PRGXODWLRQ� GH� O¶DVVRFLDWLRQ� GHV� IDFWHXUV� GH�

WUDQVFULSWLRQ�j�O¶$'1�SDU�OD�6802\ODWLRQ 

En plus de réguler l'activité des FT via des interactions avec différents complexes 

et d'autres PTM, la SUMOylation peut aussi contrôler l'association des FT avec leurs 

sites de fixation sur la chromatine. Dans la plupart des études, la SUMOylation réduit 

O¶DVVRFLDWLRQ�GHV�)7�DYHF�OD�FKURPDWLQH�HW�FH�SDU�GLIIpUHQWV�PpFDQLVPes. Il peut y avoir 

XQH� DFWLRQ� GLUHFWH� GH� OD� 6802\ODWLRQ� VXU� OD� FDSDFLWp� GX� )7� j� VH� OLHU� j� O¶$'1. La 

réduction de la présence des FT par la SUMOylation peut aussi être indirecte en 

contrôlant la quantité de FT au niveau des promoteurs ou encore en influençant la 

distribution subcellulaire des FT. Cependant, certains FT font exception à cette 

généralité, notamment GATA1 ou Prox1. Pour ce dernier, la lysine 556 est le principal 

site de SUMOylation de Prox1 et la mutation de ce site (K556R) réduit la liaison à 

l'ADN et l'activité transcriptionnelle de Prox1 (Pan et al., 2009). 

 

Certains FT sont principalement SUMOylés lorsqu'ils sont déjà associés à l'ADN et 

pendant la transcription active des gènes cibles. Cette modification favorise leur 

FODLUDQFH�GH�O
$'1�HW�OLPLWH�DLQVL�O
H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV��&¶HVW�OH�FDV�SDU�H[HPSOH�GH�

c-Fos qui est SU02\Op�ORUVTX¶LO�HVW�IL[p�j�O¶$'1��8QH�pWXGH�D�GpPRQWUp�TXH�OH�EORFDJH�

de la SUMOylation de c-)RV� VWLPXOH� O¶DFWLYLWp� GX� SURPRWHXU� HW� LQGXLW� DXVVL� XQH�

augmentation des niveaux de c-Fos au niveau du promoteur. Ces résultats suggèrent 

ainsi que la SUMOylation de ce FT régule sa présence sur le promoteur (Tempé et al., 

2014)�� &H�PpFDQLVPH� FRQWU{OHUDLW� O¶H[SUHVVLRQ� GHV� JqQHV� XQH� IRLV� OD� WUDQVFription 

initiée et expliquerait OD�SUpVHQFH�G¶XQH�PDUTXH�SULQFLSDOHPHQW�UpSUHVVLYH�DX�QLYHDX�

de gènes actifs.  

 

8Q� DXWUH� PpFDQLVPH� GpFULW� FRPPH� SRXYDQW� LPSDFWHU� O¶DVVRFLDWLRQ� GHV� )7� j� OD�

chromatine est la régulation de la stabilité des FT par la SUMOylation. Comme décrit 

SUpFpGHPPHQW��OD�6802\ODWLRQ�SHXW�LQWHUDJLU�DYHF�O¶XELTXLWLQDWLRQ�DILQ�GH�GLULJHU�OHXUV�

cibles communes vers une dégradation protéasomale. Ce mécanisme permet donc de 

réguler les niveaux de FT et le nombre de FT capables de se lier aux promoteurs. 

Plusieurs facteurs de transcription ont été décrits comme SUMOylés puis ciblés par 

les STUbL afin de les dégrader notamment Sp1 ou c-Myc (González-Prieto et al., 

2015; Wang et al., 2016). 
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,O�HVW�FODVVLTXHPHQW�GpFULW�TXH� O¶XQ�GHV�HIIHWV�GH� OD�6802\ODWLRQ�HVW�GH�PRGLILHU� OD�

ORFDOLVDWLRQ�FHOOXODLUH�GH�VD�FLEOH��&¶HVW� pJDOHPHQW� OH� FDV�SRXU�FHUWDLQV� IDFWHXUV�GH�

transcription, ce qui a un effet sur la transcription de leurs gènes cibles. Par exemple, 

OD� 6802\ODWLRQ� G¶XQ� )7� SUpVHQW� j� XQ� LQVWDQW� SUpFLV� GDQV� OH� QR\DX� SRXU� LQLWLHU� OD�

WUDQVFULSWLRQ�G¶XQ�GH�FHV�JqQHV�FLEOHV�SHXW�LQGXLUH�VD�UHORFDOLVDWLRQ�GDQV�OH�F\WRSODVPH�

et ainsi empêcher une WUDQVFULSWLRQ�HIILFDFH��&¶HVW�HQ�HIIHW�OH�FDV�GX�IDFWHur FoxM1b, 

une étude a démontré que sa SUMOylation favorise sa translocation cytosolique. De 

plus, la modification SUMO de FoxM1b facilite sa dégradation protéasomale (Zhang 

et al., 2015). 

5.5.4. La SUMOylation, les histones et la chromatine 

/D�VWUXFWXUH�GH� OD�FKURPDWLQH�HW�GRQF� O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�est contrôlée de 

façon dynamique par différentes modifications post-traductionnelles qui peuvent cibler 

les histones. En plus des PTM classiquement décrites, les histones peuvent également 

être la cible de la SUMOylation. Celle-FL�V¶HIIHFWXH�FRPPH�OD�SOXSDUW�GHV�DXWUHV�370�

au niveau de la queue des histones. Les études ont initialement démontré la 

SUMOylation des histones 4 (H4) mais les autres histones peuvent également être 

6802\OpV�� /D� FRQMXJDLVRQ�G¶XQ� LVRIRUPH�6802�VXU�+��DXJPHQWH� VRQ� LQWHUDFWLRQ�

DYHF�+'$&��HW�DYHF�+3�Ȗ��KpWpURFKURPDWLQH�SURWpLQH�����VXJJpUDQW�LQLWLDOHPHQW�XQ 

rôle répressif de la SUMOylation des histones (Shiio and Eisenman, 2003).  

 

Il a été démontré que la SUMOylation des histones peut moduler et interagir avec 

G¶DXWUHV�370��/RUV�GX�SDVVDJH�G¶XQH�WUDQVFULSWLRQ�DFWLYH�j�XQH�WUDQVFULSWLRQ�UpSULPpH��

l'acétylation des histones médiée par la p300 une HAT favorise la SUMOylation des 

histones. Ainsi, une fois SUMOylés, les histones recrutent HDAC6 et HP1, qui 

FRQWULEXHQW�j�OD�FRPSDFWLRQ�GH�OD�FKURPDWLQH��&HSHQGDQW��LO�Q¶HVW�SDV�HQFRUH�FODLU�VL�OD�

SUMOylation des histones stimule la méthylation de H3K9, un marqueur de la liaison 

à HP1 (Figure 30A) (Girdwood et al., 2003). 

'¶DXWUHV�pWXGHV�QRWDPPHQW�VXU�OHV�OHYXUHV�S. cerevisiae ont clairement établi que la 

SUMOylation régule directement la dynamique de la chromatine et que cette 

modification est classiquement répressive notamment par compétition ou inhibition de 

marques épigénétiques activatrices (Nathan et al., 2006). La SUMOylation des 

histones chez la levure interfère avec l'acétylation des histones par les HATs ou avec 



 70 

l'ubiquitination de H2BK123 par Rad6 et Bre1, inhibant ainsi la transcription (Figure 

30B ) (pour revue (Ryu and Hochstrasser, 2021)). 

 

Le groupe de Champak Chatterjee a activement étudié les mécanismes de 

6802\ODWLRQ� GH� O¶KLVWRQH� ��� 'DQV� XQH� SUHPLqUH� pWXGH�� LOV� RQW� GpPRQWUp� TXH� OD�

SUMOylation de H4 (suH4) empêche la compaction de la chromatine en atténuant les 

interactions entre les nucléosomes (Dhall et al., 2014). Cette découverte est 

cependant en contradiction avec les premières études sur la SUMOylation des 

histones qui avaient mis en évidence la répression des gènes par suH4 comme indiqué 

précédemment. Mais dans une deuxième étude, ce même groupe a démontré que 

suH4 stimule aussi l'élimination de la marque activatrice H3K4me des histones par 

/6'��DVVRFLp�DYHF�&R5(67�HW�+'$&���&H�PpFDQLVPH�V¶HIIHFWXH�JUkFH�DX�PRWLI�6,0�

présent dans CoREST qui permet une interaction avec le suH4. Ainsi, la SUMOylation 

de H4 pourrait servir de plateforme de recrutement au complexe 

LSD1/CoREST/HDAC1. Puis ce complexe induit la répression des gènes par 

suppression des marques épigénétiques activatrices présentes comme la méthylation 

+�.�� HW� O¶DFpW\ODWLRQ� �)LJXUH� ��&��� (QVXLWH�� 6802�� HVW� UHWLUp� GH� O¶KLVWRQH� �� SRXU�

faciliter la formation d'hétérochromatine transcriptionnellement silencieuse (Dhall et 

al., 2017).  

 

 
 
Figure 30 : Mécanismes de répression de la transcription par la SUMOylation des 
histones (Ryu and Hochstrasser, 2021).  
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5.6. La SUMOylation et le VIH 
 

De nombreuses études se sont penchées sur les mécanismes de SUMOylation 

ORUV� GH� O¶LQIHFWLRQ� YLUDOH� HW� sur leurs effets. Les protéines virales peuvent être 

SUMOylées mais la machinerie cellulaire de la SUMOylation peut également être 

PDQLSXOpH�SDU�OHV�YLUXV�DILQ�G¶LQGXLUH�OD�6802\ODWLRQ�GH�FHUWDLQHV�SURWpLnes cellulaires 

impliquées notamment dans la réponse immunitaire antivirale. La réponse immunitaire 

LQQpH�HVW� OD�SUHPLqUH� OLJQH�GH�GpIHQVH�GH�O¶RUJDQLVPH. LRUV�G¶XQH�LQIHFWLRQ�YLUDOH� OD�

reconnaissance de certains composants du virus par les PRR composés des 

récepteurs cellulaires membranaires (Toll-like receptors) ou cytoplasmiques (RIG-I-

OLNH�KHOLFDVHV�� LQGXLW� OD�V\QWKqVH�G¶,)1�GDQV� OHV�FHOOXOHV� LQIHFWpHV�� O¶DFWLYDWLRQ�GH� OD�

voie Jak/STAT et des ISG (interferon-stimulated genes). Ce mécanisme induit 

O¶H[SUession de protéines possédant une activité antivirale ou immunomodulatrice. La 

SUMOylation pourrait jouer un rôle dans la régulation de la réponse antivirale 

QRWDPPHQW� HQ�PRGXODQW� OD� V\QWKqVH� G¶,)1� (Kim and Ahn, 2015; Liu et al., 2013a, 

2013b)�� 'H� SOXV�� FHUWDLQV� YLUXV� FRGHQW� SRXU� GHV� SURWpLQHV� TXL�PLPHQW� O¶DFWLRQ� GHV�

STUbLs, cela permet ainsi la dégradation de protéines SUMOylées (Boutell et al., 

2011)��'¶DXWUHV�YLUXV�DUULYHQW�j�PRGXOHU�OHV�QLYHDX[�JOREDX[�GH�6802\ODWLRQ�GDQV�OHV�

FHOOXOHV�TX¶LOV� LQIHFWHQW��/D�SURWpLQH�%*/)��GX�9LUXV�G
(SVWHLQ-Barr a la capacité de 

baisser les niveaux de SUMOylation (Li et al., 2012b). Inversement, l'infection par le 

virus de la grippe de type A (IAV) augmente significativement la SUMOylation à la fois 

par SUMO1 et SUMO2/3 (Domingues et al., 2015).  

 

Pour le VIH-1, plusieurs des protéines virales ainsi que les facteurs cellulaires associés 

au VIH-1 peuvent être SUMOylés avec des effets qui diffèrent sur la réplication virale.  
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Figure 31 : Effets de la SUMOylation sur les facteurs cellulaires impliqués dans la 
réplication du VIH (Colomer-Lluch et al., 2019). 
 

La protéine p6 provient de la polyprotéine Gag du VIH-1, elle est constituée des 52 

GHUQLHUV�DD�HQ�&WHU�GH�*DJ��(OOH�D�XQ�U{OH�GDQV�O¶LQFRUSRUDWLRQ�GH�9SU�GDQV�OD�39�DLQVL�

que dans le bourgeonnement des virions. Il a été démontré que p6 est SUMOylé sur 

VD� O\VLQH� ��� SDU� O¶LVRIRUPH� 6802��� 'HX[� GRPDLQHV� GH� S�� LQWHUDJLVVHQW� DYHF� OHV�

protéines Tsg101 et ALIX appartienant à la machinerie ESCRT qui joue un rôle dans 

le relargage des viULRQV�QpRV\QWKpWLVpV��'H�SOXV�� O¶XELTXLWLQDWLRQ�GH�S��UHQIRUFH�VRQ�

interaction avec ESCRT (Patnaik et al., 2000). Or la SUMOylation et la 

PRQRXELTXLWLQDWLRQ� GH� S�� V¶HIIHFWXHQW� VXU� OD� PrPH� O\VLQH� HW� HQWUHQW� GRQF� HQ�

compétition. La SUMOylation de S�� SHXW� HPSrFKHU� O¶XELTXLWLQDWLRQ� HW� donc limiter 

indirectement le relargage efficace des virions (pour revue (Colomer-Lluch et al., 

2019)). De plus, cette étude a démontré que la SUMOylation de p6 induit une réduction 

GH�O¶LQIHFWLRVLWp�GHV�YLULRQV�(Gurer et al., 2005).  

/¶LQWpJUDVH��,1��HVW�XQH�HQ]\PH�YLUDOH�GRQW�O¶REMHFWLI�HVW�G¶LQWpJUHU�O¶$'1�YLUDO�GRXEOH�

brin dans le génome de la cellule hôte infectée. ElOH�SDUWLFLSH�pJDOHPHQW�j�G¶DXWUHV�

étapes de la réplication du VIH-1 comme la transcription inverse ou encore import 

QXFOpDLUH� GX� 3,&�� /¶LQWpJUDVH� HVW� OD� FLEOH� GH� plusieurs PTM dRQW� O¶DFpW\ODWLRQ�� OD�

SKRVSKRU\ODWLRQ�� O¶XELTXLWLQDWLRQ� HW� OD� 6802\ODWLRQ� TXL� Sermettent de réguler son 

activité. Par exemple, son ubiquitination induit sa dégradation par le protéasome. 

/¶LQWpJUDVH�SHXW�rWUH�6802\OpH�VXU���GH�ses lysines : K46, K136 et K244. Ainsi, la 
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phosphorylation of CXCR4 triggers responses 
to support migration, proliferation and 
homing of other immune cells (Busillo and 
Benovic, 2007; D|Uing et al., 2014). However, 
ligand binding-induced ubiquitination leads to 
the internalization and lysosomal degradation 
of CXCR4 through the activity of di erent 
ubiquitin-conjugating systems (Marchese and 
Benovic, 2001; Busillo et al., 2010) (Fig. 24.4). 
Among the di erent enzymatic complexes that 
play a direct role in the ubiquitination of this 
co-receptor, AIP4 and RNF113A are the E3 
ligases predominantly used (Marchese et al., 
2003) and all of them a ach ubiquitin at Lys331 
in CXCR4, although the moiety of the ubiq-
uitin chains remains to be elucidated (Lear et 
al., 2017). Remarkably, the gS���±CXCR4 
interaction, as well as CXCR4 association 

with agonists, also leads to the degradation of 
this HIV co-receptor (Marchese and Benovic, 
2001; Fernandis et al., 2002). erefore, the 
ubiquitin-mediated removal of CXCR4 not 
only precludes superinfection by other HIV 
virions, but also provides a mechanism of 
immune evasion when associated to gp120: by 
impeding CXCL12 from binding and signal-
ling through CXCR4 (Tran et al., 2005).

2 LEDGF/ p75. At a di erent level of the replica-
tion cycle, the SUMOylation state of the cell 
protein LEDGF/ p75 plays a crucial role in the 
integration process of the proviral DNA into 
the host genome (Shun et al., 2007; Engelman 
and Cherepanov, 2008). LEDGF/ p75 is a 
transcription co-activator that regulates gene 
expression in response to stress (Shinohara 
et al., 2002). In the context of HIV infection, 

Figure 24.4 

moiety (if known) is indicated in red, and the amino acid position where these chains are attached in black and 
italics. Virus proteins are labelled in grey. PIC: pre-integration complex.

caister.com/cimb 171 Curr. Issues Mol. Biol. Vol. 35
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PXWDWLRQ�GHV�UpVLGXV�DFFHSWHXUV�6802�GDQV�O¶LQWpJUDVH�UpGXLW�O¶LQIHFWLRVLWp�HW�UDOHQWLt 

la réplication des virus mutés. De plus, les cellules infectées par des virus avec une IN 

mutée sur ses lysines SUMOylées présentent une diminution significative des 

événements d'intégration par rapport aux virus non mutés. La SUMOylation semble 

GRQF� UpJXOHU� O¶DIILQLWp� GH� O¶LQWpJUDVH� DYHF� GLIIpUHQWV� IDFWHXUV� TXL� SDUWLFLSHQW� j� OD�

UpSOLFDWLRQ�GX�9,+��(QILQ��O¶LQWpJUDVH�SRVVqGH�GHV�6,0�TXL�SHUPHWWHQW�VRQ�LQWHUDFWLRQ�

avec des facteurs cellulaires ou viraux SUMOylés dont LEDGF/p75 ou p300 (pour 

revue (Colomer-Lluch et al., 2019)).  

 

En plus des protéines virales, la SUMOylation peut également cibler les facteurs 

cellulaires qui participent et régulent la réplication du VIH-1.  

&RPPH� GpFULW� SUpFpGHPPHQW�� /('*)�S��� HVW� DVVRFLp� j� O¶pWDSH� G¶LQWpJUDWLRQ� GX�

génome viral. LEDGF/p75 interagit directement avec la protéine virale IN via un 

domaine de liaison situé en Cter. Cette interaction permet l'association du PIC et 

favorise à terme l'intégration du provirus VIH dans le génome de l'hôte (Engelman and 

Cherepanov, 2008; Llano et al., 2006; Shun et al., 2007). LEDGF/p75 est SUMOylé 

sur plusieurs lysines dont la lysine 364 en Cter. Celle-ci diminue sa stabilité mais 

augmente significativement l'efficacité d'intégration de l'ADN proviral (Bueno et al., 

2010; Colomer-Lluch et al., 2019) 

 

Les facteurs de transcription se lient sur le promoteur du virus intégré et permettent 

l'expression de l'ADN viral. Ainsi, le facteur de transcription NF-kB joue un rôle 

HVVHQWLHO�GDQV�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�GX�9,+-1. Comme décrit précédemment, dans 

des conditions normales, NF-kB est séquestré dans le cytoplasme par son inhibiteur 

,N%Į��0DLV�VL�QpFHVVDLUH��,N%Į�SHXW�rWUH�GpJUDGp�SDU�OH�SURWpDVRme par une cascade 

de phosphorylation et d¶XELTXLWLQDWLRQ�SHUPHWtant finalement la translocation de NF-kB 

GDQV�OH�QR\DX��(Q�UHYDQFKH��OD�6802\ODWLRQ�GH�,N%Į�VXU�VD�O\VLQH����(Desterro et al., 

1998) empêche son ubiquitination et renforce donc son activité inhibitrice sur NF-kB 

HPSrFKDQW�DX�ILQDO�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�(Colomer-Lluch and Serra-Moreno, 2017). 

Mais le virus peut contrecarrer cet effet par ses protéines virales Nef et gp41 qui 

IDFLOLWHQW�O
XELTXLWLQDWLRQ�G
,N%Į�HW�GRQF�OD�OLEpUDWLRQ�QXFOpDLUH de NF-kB pour favoriser 

O¶H[SUHVVLRQ�GX�9,+-1 (Postler and Desrosiers, 2013; Sauter et al., 2015).  

Le facteur de transcription NFAT spécifique aux lymphocytes est SUMOylé sur 

plusieurs de ces lysines. La SUMOylation de K684 est requise pour l'activité 



 74 

transcriptionnelle de NFAT1 (Terui et al., 2004) alors que la modification par un 

LVRIRUPH�6802�GH�VHV� O\VLQHV�����HW�����IDYRULVH� O¶LQWHUDFWLRQ�GH�1)$7�DYHF�GHV�

HDACs, ce TXL�LQGXLW�OD�IRUPDWLRQ�G¶KpWpURFKURPDWLQH�(Nayak et al., 2009).  

Enfin, le facteur de transcription STAT5 permet lui aussi la transcription des gènes 

viraux et est lui aussi touché par la SUMOylation. Pour être actif, STAT5 est 

SKRVSKRU\Op�GDQV�OH�F\WRSODVPH�DILQ�G¶rWUH�transporté dans le noyau et de jouer son 

U{OH� G¶DFWLYDWLRQ� GH� OD� WUDQVFULSWLRQ�� 0DLV�� VD� 6802\ODWLRQ� OH� UHGLULJH� YHUV� OH�

cytoplasme et supprime son état de phosphorylation. Par conséquent, la SUMOylation 

de STAT5 inhibe la transcription du VIH et peut favoriser la latence virale (Bosque et 

al., 2017).  

 

Les facteurs de restriction sont des protéines cellulaires généralement induites par la 

VWLPXODWLRQ�SDU�O¶LQWHUIpURQ��,OV�EORTXHQW�GHV�pWDSHV�VSpFLILTXHV�GX�F\FOH�GH�UpSOLFDWLRQ�

GHV� YLUXV� HW� DJLVVHQW� FRQWUH� O¶LQIHFWLRQ� YLUDOH�� &RPPH� WRXWHV� OHV� DXWUHV� SURWpLQHV��

O¶DFWLYLWp�GHV�IDFWHXUV�GH�UHVWULFWLRQ�SHXW�rWUH�PRGulée par les PTM.  

75,0�Į��7ULSDUWLWH�PRWLI��-alpha) se lie à la capside virale et favorise sa dégradation 

SUpPDWXUpH�HQ�UHFUXWDQW�OD�PDFKLQHULH�SURWpDVRPDOH��75,0�Į�SHXW�rWUH�6802\Op�VXU�

la lysine 10 mais cette modification directe ne semble pas affecter son activité 

DQWLYLUDOH��(Q�UHYDQFKH����PRWLIV�6,0�RQW�pWp�LGHQWLILpV�GDQV�75,0�Į�HW�OHXU�PXWDWLRQ�

DEROLW� VRQ� DFWLYLWp� DQWLYLUDOH�� &HWWH� pWXGH� SURXYH� O¶LPSOLFDWLRQ� GH� OD� PDFKLQHULH� GH�

SUMOylation dans le rôle de TRIM5Į HW� SOXV� SDUWLFXOLqUHPHQW� O¶LPSRUWDQFH� GHV�

interactions non covalentes via les SIM (Dutrieux et al., 2015). De plus, la SUMOylation 

GH�75,0�Į�UpJXOH�VRQ�DFWLYLWp� OLJDVH�(��HW�GLPLQXH�QRWDPPHQW�VRQ�DFWLYLWp�G
DXWR-

ubiquitination, ce qui facilite l'activation de NF-kB et AP-1, déclenchant par conséquent 

une réponse immunitaire innée (pour revue (Colomer-Lluch et al., 2019))(Dutrieux et 

al., 2015; Nepveu-Traversy and Berthoux, 2014) 

6$0+'��HVW�XQH�HQ]\PH�FHOOXODLUH�TXL�LQKLEH�O¶pWDSH�GH�WUDQVFULSWLRQ�LQYHUVH�GX�9,+-

1 principalement en limitant le nombre de dNTP dans les cellules infectées non 

cycliques. La phosphorylation T592 de SAMHD1 régule négativement son activité 

antivirale, mais pas sa fonction dNTPase. Ces données remettent en question 

l'établissement d'un état antiviral médié par SAMHD1 qui repose uniquement sur 

O
pSXLVHPHQW�GHV�G173�HW�VXU�O¶pWDW�GH�SKRVSKRU\ODWLRQ�GH�OD�WKUpRQLQH������8QH�pWXGH�

récente a démontré la SUMOylation de SAMHD1 sur sa lysine K595 via un motif SIM. 

/D� VXSSUHVVLRQ�GH� OD�6802\ODWLRQ� LQKLEH� O¶DFWLYLWp� GH� UHVWULFWLRQ�PDLV�SDV� l'activité 
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dNTPase et ceci même lorsque T592 est déphosphorylé et donc TXH�O¶DFWLYLWp�DQWLYLUDOH�

GHYUDLW� rWUH� DFWLYH��'H� SOXV�� OD� IXVLRQ� DUWLILFLHOOH� GH� O¶LVRIRUPH�6802��j�XQ� YDULDQW�

SAMHD1 inactif restaure sa fonction antivirale. Cette étude établit clairement que 

l'absence de phosphorylation de T592 ne suffit pas à expliquer l'activité de restriction 

de SAMHD1. La SUMOylation de K595 est nécessaire pour stimuler une activité 

antivirale indépendante de la dNTPase dans les cellules immunitaires non cycliques, 

effet inhibé par la phosphorylation dépendante de la cycline/CDK de T592 dans les 

cellules cyclables (Martinat et al., 2021). 
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6. 2EMHFWLIV�GH�WKqVH� 
 

/H�WUDLWHPHQW�GH�O¶LQIHFWLRQ�SDU�9,+-1 avec les antirétroviraux est efficace SXLVTX¶LO�

fait chuter la virémie des patients sous les limites de détection des techniques de 

diagnostic classiques. En revanche, dès lors que le traitement est interrompu, la 

FKDUJH�YLUDOH�DXJPHQWH�HW�OH�YLUXV�HVW�j�QRXYHDX�GpWHFWDEOH��,O�Q¶HVW�GRQF�SDV�pliminé 

par le traitement antirétroviral. Il a été démontré que le VIH-1 persiste sous la forme 

GH�YLUXV�ODWHQWV�GDQV�GHV�FHOOXOHV�TX¶RQ�DSSHOOH�UpVHUYRLUV��&HV�FHOOXOHV�ODWHQWHV�VRQW�

XQ�IUHLQ�j�O¶pUDGLFDWLRQ�GX�9,+�Ge O¶RUJDQLVPH�HW�GRQF�j�OD�JXpULVRQ�RX�Oa rémission des 

patients (Davey et al., 1999; García et al., 1999; Mata et al., 2005). La compréhension 

fine des mécanismes qui régissent cette latentH�SHUPHWWUDLW�G¶HQYLVDJHU�GH�QRXYHDX[�

WUDLWHPHQWV�TXL�DXUDLHQW�SRXU�EXW�G¶pOLPLQHU�FHV�UpVHUYRLUV�RX�DX�PLQLPXP�GH�UpGXLUH�

leur taille. Un important réservoir de cellules infectées latentes se trouve dans le 

système nerveux central avec les cellules microgliales (Churchill et al., 2006; Cosenza 

et al., 2002; Joseph et al., 2015)��/¶pWXGH�GHV�PpFDQLVPHV�PROpFXODLUHV�GH�OD�ODWHnce 

virale dans ces cellules a mis en lumière le rôle clé du facteur de transcription cellulaire 

CTIP2 (Cherrier et al., 2013; Marban et al., 2005, 2007). Récemment, un projet de 

recherche de notre laboratoire sur le facteur de transcription cellulaire KAP1, a permis 

de démontrer que CTIP2 et KAP�� FRRSqUHQW� GDQV� O¶LQKLELWLRQ� GH� O¶H[SUHVVLRQ� GHV�

gènes du VIH-1. De plus cette étude a mis en lumière un lien entre la latence virale 

dans les cellules microgliales, KAP1 et la machinerie de SUMOylation (Ait-Ammar et 

al., 2021)�� 0RQ� SURMHW� GH� WKqVH� SULQFLSDO� V¶DWWDFKH� GRQF� j� pWXGLHU� OH� U{OH� GH� OD�

SUMOylation dans la latence du VIH-1 dans les cellules microgliales.  

Notre laboratoire fait partie du consortium européen EU4HIVCURE qui travaille sur les 

stratégies de guérison des patients infectés par le VIH-1. Cela P¶D�SHUPLV�GH�UpDOLVHU�

XQ�GHX[LqPH�SURMHW�HQ�FROODERUDWLRQ�DYHF�OH�ODERUDWRLUH�&(3+5�GH�O¶8QLYHUVLW\�&ROOHJH�

Dublin et le Mater Misericordiae University Hospital. Le but a été de développer une 

technique de quantification de CTIP2 dans le plasma de patients infectés et de 

GpWHUPLQHU�V¶LO�\�D�XQH�FRUUpODWLRQ�HQWUH� OD� ODWHQFH�YLUDOH�HW� OHV�QLYHDX[�GpWHFWpV�GH�

CTIP2. Ce projet est encore en cours et nécessite une analyse statistique poussée, 

les résultats ne sont donc pas assez aboutis pour être présentés dans cette thèse.  
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Enfin, suite à la découverte du SARS-CoV-2 et à la pandémie actuelle, nous avons 

initié un nouveau projet au laboratoire, sur la détection du SARS-CoV-2 dans les eaux 

usées. Nous avons mis en place une procédure de quantification du SARS-CoV2 dans 

les eaux usées de 11 stations alsaciennes pour VXLYUH� O¶pYROXWLRQ� GH� O¶pSLGpPLH� HW�

informer les autorités locales, régionales et nationales. Tous nos efforts se sont 

FRQFHQWUpV�VXU�FH�SURMHW�HW�M¶\�DL�FRQWULEXp�SHQGDQW���PRLV��VRLW�SUHVTXH�XQ�WLHUV�GH�OD�

GXUpH� GH� PD� WKqVH�� -¶DL� SDUWLFLSp� GH� IDoRQ� DFWLYH� j� O¶pODERUDWLRQ� Gu protocole de 

quantification du virus et sa validation dans le cadre des Essais Inter Laboratoires 

(EIL). Il fait intervenir des techniques de biologie moléculaire classiques utilisées 

TXRWLGLHQQHPHQW� DX� ODERUDWRLUH�PDLV� TX¶LO� D� IDOOX� DGDSWHU� j� XQH�PDWULFH� WRWDOHPHQW�

différente, qui est celle des eaux usées. Ce projet a SHUPLV�DX�ODERUDWRLUH�G¶LQWpJUHU�OH�

réseau national «Obépine» de surveillance du SARS-CoV-2 dans les eaux usées. Il a 

également permis de lever des fonds afin de poursuivre ce nouvel axe de recherche. 

Ce protocole a aussi été utilisé pour certains résultats de la publication sur le SARS-

CoV-��HQ�DQQH[H��j�ODTXHOOH�M¶DL�SDUWLFLSp�� 

 

Mon manuscrit de thèse sera avant tout orienté sur le VIH-1, principal sujet de 

mes recherches mais le protocole du projet Sars-CoV-2 est disponible en annexe.  
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 Résultats 
1. 3XEOLFDWLRQ�Q�� 
 

HIV-1 Vpr mediates the depletion of the cellular repressor CTIP2 to 
counteract viral gene silencing 
 

Forouzanfar F, Ali S, Wallet C, De Rovere M, Ducloy C, El Mekdad H, El Maassarani 

M, Aït-Ammar A, Van Assche J, Boutant E, Daouad F, Margottin-Goguet F, Moog C, 

Van Lint C, Schwartz C, Rohr O. HIV-1 Vpr mediates the depletion of the cellular 

repressor CTIP2 to counteract viral gene silencing.  

Sci Rep. 2019 Sep 11;9(1):13154.  

doi: 10.1038/s41598-019-48689-x. PMID: 31511615; PMCID: PMC6739472. 

 

La latence post-intégrative du VIH-��UHVWH�O¶XQ�GHV�SULQFLSDX[�IUHLQV�j�O¶pUDGLFDWLRQ�GX�

VIH-��GDQV�O¶RUJDQLVPH��/HV�FHOOXOHV�PLFURJOLDOHV�VRQW�OH�SULQFLSDO�UpVHUYRLU�GH�FHOOXOHV�

infectées latentes dans le système nerveux central. Le laboratoire a démontré 

O¶LPSRUWDQFH�GX�IDFWHXU�FHOOXODLUH�&7,3��GDQV�O¶pWDEOLVVHPHQW�HW� OH�PDLQWLHQ�GH�FHWWH�

latence dans ces cellules par recrutement de deux complexes. Le VIH-1 possède des 

SURWpLQHV�DSSHOpHV�©DFFHVVRLUHVª�GRQW�FHUWDLQHV�SHUPHWWHQW�DX�YLUXV�G¶pFKDSSHU�DX�

conWU{OH� GH� O¶LQIHFWLRQ� SDU� OD� UpSRQVH� LPPXQLWDLUH�� /D� SURWpLQH� YLUDOH� 9LI� FLEOH�

APOBEC3G, Vpu cible la tetherine et Vpx cible SAMHD1. En revanche, aucun 

PpFDQLVPH� FODLU� Q¶DYDLW� SRXU� O¶LQVWDQW� pWp� DWWULEXp� j� 9SU�� 'DQV� FHWWH� pWXGH�� OH�

ODERUDWRLUH�D�GpPRQWUp� O¶H[LVWHQFH�G¶XQ�PpFDQLVPH�YLUDO�G¶pFKDSSHPHQW�DX�FRQWU{OH�

GH� O¶H[SUHVVLRQ� GHV� JqQHV� GX� 9,+-1 par CTIP2. La production de Vpr induit la 

dégradation de CTIP2 par la voie du protéasome dans les cellules infectées. Cette 

dégradation fait intervenir le complexe Cul4A-DDB1-DCAF1 ubiquitin ligase. La 

dégradation de CTIP2 sur le promoteur du VIH-1 par Vpr a un impact positif sur la 

transcription virale puisque Vpr réduit la répression transcriptionnelle induite par CTIP2 

en le dégradant. Ce mécanisme permet également de favoriser les fonctions de Tat, 

SULPRUGLDOHV�j�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�GX�9,+-1.  

 

'DQV�FHWWH�SXEOLFDWLRQ��M¶DL�SDUWLFLSp�DX�SURFHVVXV�GH�UpYLVLRQ� 
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Jawed vertebrates including mammals have developed innate and acquired immune responses to !ght infections. 
Mammals have evolved many antiviral factors such as SAMHD1 or APOBEC3G that limit virus expression1–3. 
We have reported that the cellular cofactor CTIP2 (Bcl11b) favors the establishment and the persistence of HIV-1 
post-integration latency in microglial cells, the main target of the virus in the brain4–6. CTIP2 works as a sca"old 
protein to recruit at least two di"erent complexes in microglial cells. As part of a chromatin remodelling complex 
CTIP2 is associated with the lysine demethylase LSD1, the histone deacetylases HDAC1 and HDAC2, and the 
histone methyltransferase SUV39H14,7–9. In CD4+ T cells, CTIP2 associates with the NuRD chromatin remod-
elling complex10. In addition to this epigenetic silencing, CTIP2 contributes to control the elongation process of 
gene transcription. Indeed, we found CTIP2 associated with an inactive P-TEFb complex including HEXIM1, 
HMGA1 and the 7SK snRNA11,12. As part of this new complex, CTIP2 represses P-TEFb functions and thereby 
contributes to limit the reactivation of latently integrated HIV-1 proviruses. Altogether, CTIP2 favors the estab-
lishment and the persistence of HIV-1 gene latency in microglial cells, the major reservoirs of virus in the central 
nervous system.

Lentiviruses such as SIV and HIV have developed several mechanisms to evade innate and adaptive immune 
responses. “Accessory” proteins (Nef, Vif, Vpu, Vpx) are encoded by these viruses to allow immune evasion. 
For example, Vpx is involved in the degradation of SAMHD1 via the proteasome pathway (reviewed in13). 
Proteasome-mediated degradation is a privileged pathway subverted by HIV-1 to counteract cellular defenses. 
Associated with a Cul4A-based ubiquitin ligase complex through DCAF1 (VprBP), the HIV-1 accessory protein 
Vpr has long been hypothesized to target an as-yet undiscovered host restriction factor for degradation in order 
to induce G2 arrest14,15. Vpr has been proposed to promote the degradation of cellular factors including UNG216, 
Dicer17, IRF318, ZIP19, the HTLF DNA translocase20 and the post-replication DNA repair factor Exo121. By 
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activation of the SLX4 complex, Vpr prevents an appropriate innate immune response22. Recently, Vpr has been 
shown to repress HIV-1 expression by targeting APOBEC3G23 and an as-yet unidenti!ed macrophage restriction 
factor24. Finally, two recent papers described that the human silencing hub complex (HUSH) is also targeted to 
degradation by Vpr and HIV-2/SIV Vpx25,26. Interestingly, the HUSH complex is presented by the authors as a 
potent restriction factor regulating the transcription step of the viral life cycle.

Here we show that HIV-1 developed a strategy to counteract CTIP2-mediated repression. We report that the 
viral accessory protein Vpr promotes the degradation of CTIP2 through physical and functional interactions with 
the Cul4A-DDB1-DCAF1 complex. Vpr targets CTIP2 associated with the heterochromatin-modifying complex. 
Interestingly, Vpr expression also correlated with a reduced binding of CTIP2 at the HIV-1 promoter and a reac-
tivation of the latent virus in the CHME5-HIV microglial model of latency.

�������
���Ǧͷ��������������������������Ǧ�����������������������������͸Ǥ� To investigate a possible mod-
ulation of CTIP2 expression in response to HIV-1 infection, we measured its protein and its RNA levels in time 
course experiments in Jurkat T-cells and microglial cells.

Following an initial induction of both CTIP2 mRNA and protein expression a#er the !rst 24 h post HIV-
1-infection (Fig. 1, panels A and C), CTIP2 protein expression levels decreased in Jurkat T cells (Fig. 1B WT 
panel) and in microglial cells (Fig. 1D, WT panel) at later time points. Interestingly, while levels of CTIP2 mRNA 
were not a"ected along the time course (from 24 h to 96 h of infection), deletion of the Vpr gene (Vpr-deleted 
virus - ∆Vpr) abrogated CTIP2 depletion upon viral expression (Fig. 1B,D, ∆Vpr Panels). To con!rm that the 
depletion of CTIP2 mediated by Vpr occurs at a post-transcriptional step, we next overexpressed a FLAG tagged 
CTIP2 in the presence of normalized quantities of WT and ∆Vpr proviruses. %e WT-, but not the ∆Vpr provi-
rus, promoted a depletion of CTIP2 expressed under the control of a CMV promoter (Figure S1). %ese results 

Figure 1. CTIP2-induced expression in infected cells is counteracted by HIV-1 in a Vpr dependent manner. 
(A,C) Jurkat T cells (A) and Microglial cells (C) were infected with 25 × 103 copies/ml of a VSV-G pseudotyped 
NL4.3∆Env-LUC provirus for 24 h. %e presence of CTIP2 in infected cells was assessed by western blot and 
the CTIP2 mRNA quanti!ed by RT-Q-PCR. (B,D) Jurkat T cells (B) and Microglial cells (D) were infected 
with 150 × 103 copies/ml of a VSV-G pseudotyped NL4.3∆Env-LUC (WT) and a NL4.3∆Env∆Vpr -LUC 
(∆Vpr) provirus for 24, 48 and 96 h. %e presence of CTIP2 in infected cells was assessed by western blot and 
the viral expression was quanti!ed by luciferase assay. %e quanti!cations are presented relative to the quantities 
obtained a#er 24 h of infection. %e results are representative of at least three independent experiments.

https://doi.org/10.1038/s41598-019-48689-x


3SCIENTIFIC REPORTS |         (2019) 9:13154  | �����ǣȀȀ���Ǥ���ȀͷͶǤͷͶ͹;Ȁ�ͺͷͻͿ;ǦͶͷͿǦͺ;ͼ;ͿǦ�

www.nature.com/scientificreportswww.nature.com/scientificreports/

con!rmed that CTIP2 expression was impacted post-transcriptionally. Vpr molecules are known to be incorpo-
rated into the virions27. To determine if incoming Vpr proteins are su&cient to induce a depletion of CTIP2 in 
primary cells, we next generated virus-like particles (VLPs) to deliver Vpr in puri!ed CD4+ T cells. As shown 
in Fig. 2A, incoming Vpr induced a signi!cant depletion of CTIP2 in primary CD4+ T cells, suggesting that 
Vpr produced in cells upon HIV-1 replication and Vpr delivered by the virions upon infection reduce CTIP2 
expression. Since CTIP2 has been described to limit the reactivation of latently integrated viruses in microglial 
cells9, we next investigated the impact of incoming Vpr on the CHME5-HIV microglial model of HIV-1 latency. 
Interestingly, Vpr delivery increased by two-fold the number of HIV-1 expressing cells (Fig. 2B). %is magnitude 
of reactivation was similar to that obtained with TNFα treatment (Fig. 2B column HA-Vpr vs TNFα). As we 
previously reported that CTIP2 associates with the latent HIV-1 promoter in microglial cells, we next performed 
chromatin IP experiments targeting CTIP2 in the presence or not of Vpr (Fig. 2C). As expected, CTIP2 was found 
associated with the viral promoter but not with the luciferase gene of the construct in microglial cells (Fig. 2C: 
IgG vs (-) mock CTIP2 IP column). However, Vpr expression signi!cantly reduced the binding of CTIP2 (Fig. 2C: 
Vpr vs (-) mock), in line with the previously observed depletion of the protein in nuclear extracts. Vpr has been 
shown to interact directly with the 26 S proteasome and to degrade target cellular factors via the proteasome 
pathway28. We indeed found CTIP2 associated with the 19S subunit of the proteasome but not Vpr (Figure S5). 
To further determine the mechanism underlying CTIP2 depletion, we next treated the cells with the proteas-
ome inhibitor MG132. As shown, MG132 treatment favored CTIP2 binding to the viral promoter (MG132 vs 
(-) mock) and strongly impaired the impact of Vpr (MG132+ Vpr vs MG132). Altogether, these results suggest 
that Vpr produced in cells upon HIV-1 replication and Vpr particles incorporated in virions both contribute to 
the depletion of CTIP2 in cell lines and primary cells. %is depletion correlates with reduced binding of CTIP2 

Figure 2. Vpr promotes depletion of CTIP2 in primary CD4+ T cells and at the HIV-1 promoter to induce 
viral reactivation in microglial cells. (A) Relative CTIP2 expression in CD4 T cells was quanti!ed by 'ow 
cytometry. Expression levels in cells incubated with Virus Like-Particles VLP-HA-Vpr were compared to the 
control VLP-HA particles taken as 1. (B) CHME5-HIV latently infected microglial cell line was infected with 
VPLs or treated by TNFα. %e number of GFP+ cells was quanti!ed by 'ow cytometry and presented relative 
to GFP+ cells obtained a#er VLP-HA infections. (C) Chromatin Immuno-precipitation experiments targeting 
endogenous CTIP2 at the HIV-1 promoter were performed with chromatin from microglial cells expressing 
the chromatinized LTR-LUC episomal vector and Vpr as indicated. %e cells were subjected or not to MG132 
treatment. Enrichments are presented as percentages of the inputs. As a control, the presence of CTIP2 has been 
concomitantly quanti!ed at the luciferase gene region. Results are representative of at least three independent 
experiments.
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at the viral promoter and reactivation of the latent HIV-1. In addition, the impact of MG132 on Vpr-mediated 
depletion of CTIP2 and the interaction of CTIP2 with the 19S subunit of the proteasome suggest an involvement 
of the proteasome pathway and a degradation of the protein rather than translational regulation. To further inves-
tigate Vpr-induced depletion of CTIP2 biochemically, we next expressed increasing amounts of Vpr in CTIP2 
expressing cells. As expected, Vpr expression promoted a dose-dependent depletion of CTIP2 (Fig. 3A). Of note, 
levels of CTIP2 mRNA from control and from CTIP2-overexpressing cells were not signi!cantly a"ected by 
Vpr (Fig. 3B,C, respectively) con!rming the post-transcriptional impact of Vpr on CTIP2 expression. To fur-
ther investigate the involvement of the proteasome pathway, microglial cells were treated with the proteasome 
inhibitor MG132. In accordance with the ChIP results presented in Fig. 2C, MG132 increased the level of endog-
enous CTIP2 expression in nuclear extracts (Fig. 3D, row 7 vs 5), suggesting that the physiological turnover of 
CTIP2 needs a functional proteasome pathway. Again, Vpr reduced CTIP2 expression (Fig. 3D, column 5 vs 1), 
and MG132 impaired Vpr-mediated depletion of CTIP2 (Fig. 3D, column 1 vs 3). %ese observations strongly 
advocate for a degradation of CTIP2 by the proteasome pathway. To determine if this degradation occurs in 
the nucleus, cells were treated with leptomycin B (LMB), an inhibitor of nuclear export. As shown, LMB treat-
ment did not signi!cantly a"ect the level of CTIP2 degradation by Vpr (Fig. 3D, column 2 vs 1). We next took 
advantage of the replicates of these experiments to quantify the impact of Vpr on CTIP2 expression levels in the 
presence of LMB and MG132. As shown in Fig. 3E, Vpr promoted a more than two-fold depletion of CTIP2 in 
microglial cells nuclei (!rst column). However, MG132 abolished the Vpr-mediated depletion of CTIP2 in the 
presence or absence of LMB (two last columns). Altogether, our results suggest that Vpr degrades CTIP2 via the 
proteasome pathway in the nuclei of HIV-1 target cells.

����͸������������������������ͺȀ���ͷǦ����ͷ�������������������������Ǥ� Vpr has been reported to target 
cellular proteins for degradation through recruitment of the Cul4A-DDB1-DCAF1 complex. Since inhibiting the 
proteasome pathway increased CTIP2 expression levels in the absence of Vpr, we !rst investigated its possible 
interaction with the ubiquitin ligase complex. Confocal microscopy observations were performed on microglial 
cells expressing RFP-CTIP2, GFP-DCAF1, and HA-Vpr alone (Fig. 4A) or in combination (Fig. 4B). As pre-
viously described, CTIP2 is localized in dense- and structured-nuclear domains29. %e expression of HA-Vpr 
and GFP-DCAF1 was mainly observed in the nuclear compartment. However, the combined expression of 

Figure 3. Vpr targets nuclear CTIP2 to degradation via the proteasome pathway. (A) Nuclear extracts from 
HEK cells expressing Tap-CTIP2 (t-CTIP2) and increasing amount of GFP-Vpr (g-Vpr) were analyzed by 
western blot for the presence of the proteins indicated. (B,C) CTIP2 mRNA were quanti!ed by RT-Q-PCR in 
the presence or not of Vpr in the absence (B) and in the presence (C) of CTIP2 overexpression. %e results are 
presented relative to the pCDNA3 control vector taken as one. (D) Endogenous CTIP2 expression was analyzed 
by western blot in extracts from cells expressing GFP-Vpr or the control GFP and subjected to the indicated 
treatments. Cells were treated with 10 ng/ml leptomycin B for 4 h and then with MG132 (5 µg/µl) for 6 h before 
lysis and nuclear protein extraction. Protein expression was assessed by western blot. (E) Expression of CTIP2 
in the presence of GFP-Vpr was quanti!ed relative to β-actin and presented relative to the quantities obtained in 
the presence of the GFP control protein57. Results are representative of at least three independent experiments.
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RFP-CTIP2 with GFP-DCAF1 promoted a relocation of DCAF1 proteins to CTIP2-induced structures (Fig. 4B, 
upper panel). %e yellow staining of the CTIP2-induced structures results from this colocation. Interestingly, Vpr 
expression further turned the staining of CTIP2 structures white, suggesting a triple colocation of Vpr, DCAF1 
and CTIP2 (Fig. 4B, lower panel). We have previously reported that CTIP2 associates with Vpr in CTIP2-induced 
nuclear structures7. To determine whether CTIP2 interacts directly with DCAF1, we next performed 'uores-
cence resonance energy transfer (FRET) experiments. As shown in Fig. 4C, the presence of RFP-CTIP2 reduced 
signi!cantly the lifetime of GFP-DCAF1 in the nuclear structures, indicating a direct interaction between these 
two proteins. Surprisingly, the presence of Vpr did not signi!cantly impact on this e"ect. To con!rm the physi-
cal interaction between DCAF1 and CTIP2 biochemically, we performed co-immuno-precipitation experiments 
targeting !rst CTIP2. DCAF1 and DDB1 were found in association with CTIP2 (Fig. 4D). %ese associations 
are in accordance with the increased CTIP2 expression observed following MG132 treatment. In addition, we 
found Vpr associated with CTIP2 and the DDB1-DCAF1 complex in nuclear extracts from MG132-treated cells 
(Fig. 4E). %ese results suggest that Vpr takes advantage of the cellular degradation machinery to deplete CTIP2 
from HIV-1 infected cells and favor HIV-1 expression.

We have reported that CTIP2 associates with two di"erent and exclusive complexes: A complex dedicated 
to epigenetic silencing of gene expression (chromatin modifying enzymes)9 and an inactive form of the P-TEFb 
elongation complex including the 7SK snRNA11. To characterize CTIP2-associated DCAF1 containing com-
plexes, we performed sequential immunoprecipitation (IP) experiments (Fig. 4F). In the !rst IP that targeted 
DCAF1-associated complexes, we found CTIP2 and HDAC2 (chromatin-modifying enzyme) but not CDK9, 

Figure 4. CTIP2 interacts with the Cull4-DDB1-DCAF1 ubiquitin ligase complex. (A,B) Microglial cells 
expressing RFP-CTIP2, HA-Vpr and GFP-DCAF1 alone (panel A) or in combination (panel B) were subjected 
to confocal microscopy. Scale bars are set to 5 µm. (C) Lifetimes from GFP proteins FRET experiments are 
presented for each condition. %e results are representative of 5 independent experiments and from 6 to 10 
quanti!cations for each condition per experiment. (D,E) Nuclear extracts from cells expressing the proteins 
indicated were subjected to immunoprecipitation experiments targeting Tap-CTIP2 (t-CTIP2) (D) and HA-
Vpr (E). %e inputs and the immunoprecipitated complexes were analyzed by western blot. (F) Nuclear extracts 
from cells expressing the proteins indicated were subjected to a !rst immunoprecipitation targeting FLAG-
DCAF1 (f-DCAF) with anti-FLAG antibodies. %e DCAF1 associated complexes were eluted by incubation 
with FLAG peptides and subjected to a second immuno-precipitation targeting CTIP2. %e presence of the 
indicated proteins was analyzed at each step by western blot.
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the kinase subunit of the P-TEFb complex. %is result suggests that DCAF1 may interact with CTIP2 and its 
chromatin-modifying complex. To con!rm that CTIP2, HDAC2 and DCAF1 are part of the same complex, pro-
teins were eluted from the !rst IP and submitted to a second IP targeting CTIP2. DCAF1 and HDAC2 were found 
associated with CTIP2 in the eluted DCAF1-containing complex, suggesting that CTIP2, DCAF1 and HDAC2 
are members of the same complex (Fig. 4F). Altogether, these results strongly suggest that DCAF1 interacts with 
and degrades CTIP2 bound to the chromatin modifying enzyme complex (HDAC1/2, SUV39H1) but not with 
CTIP2 bound to the inactive P-TEFb complex. %is conclusion is in accordance with the degradation of HDAC1 
by Vpr upon HIV-1 infection (Figure S3 and30).

���������������������ͷ�������������������Ǧ����������������������������͸Ǥ� To further characterize 
mechanistically the degradation of CTIP2 by Vpr, we explored whether DCAF1 is needed for the Vpr-mediated 
degradation process by using a Si RNA-based knock-down approach. As expected, depletion of DCAF1 abrogated 
the degradation of CTIP2 (Fig. 5A column 4 vs 2). We next quanti!ed CTIP2 expression levels in the presence 
of WT or mutated Vpr proteins (Fig. 5B). %e mutations Q65R (which abrogates DCAF1 binding and G2 arrest) 
and R80A (supports e&cient DCAF1 binding but abolishes G2 arrest) were tested14,31,32. As expected, CTIP2 was 
barely detectable in the presence of WT and R80A Vpr proteins (Fig. 5B columns 1 and 3). However, the Q65R 
mutation, abolished Vpr-mediated degradation of CTIP2 (Fig. 5B column 2). %ese results demonstrated that 
Vpr-mediated G2 arrest does not impact CTIP2 expression and con!rmed the requirement for DCAF1 for the 
depletion of CTIP2 by Vpr. Interestingly, upon a strong overexpression of CTIP2, allowing its detection in the 
presence of Vpr, we were able to !nd WT, R80A and Q65R Vpr proteins associated with CTIP2 (Fig. 5C). %ereby, 
our results suggest that recruitment of DCAF1 is crucial to ensure the Vpr-mediated degradation of CTIP2 but 
dispensable for the physical interactions between the proteins.

����������
CTIP2/Bcl11B is involved both in the establishment and the persistence of HIV-1 latency in CD4+ T cells and 
microglial cells8,9,11,33. By silencing integrated HIV-1 proviruses and disfavoring its reactivation, this cellular 
cofactor constitutes a major block to viral expression. To prevent abortive infections, HIV-1 has evolved sophisti-
cated mechanisms to evade innate and adaptive immune responses. Accessory proteins such as Nef, Vif, Vpu, Vpx 
and Vpr are dedicated to some aspects of this immune evasion. Indeed, several restriction factors are targeted to 
degradation by these accessory proteins. Vif targets APOBEC3G23, Vpu targets tetherin by sequestration from the 
site of budding and proteasomal degradation34,35 and Vpx targets SAMHD12. Among the so-called accessory pro-
teins which have to be rather considered as key virulence factors, Vpr remained enigmatic. Vpr is a small protein 
(around 14 kDa) which is involved in several biological functions including nuclear import of the pre-integration 
complex36; envelope protein expression and virion production24; HIV-1 transcription37; post-replication DNA 
repair21, HIV-1 gene splicing38; induction of apoptosis39 and cell cycle arrest22 (reviewed in40). Vpr is produced 
upon HIV-1 replication and a signi!cant amount (275 molecules) is incorporated in the new virion27. We report 
here that Vpr expressed in infected cells (Fig. 1) and incoming-Vpr molecules (Fig. 2) favor the degradation 
of CTIP2 as previously described for the translocase HTLF20. Interestingly, incoming Vpr is necessary to over-
come the HIV-1 transcriptional block observed in dendritic cells41. %e in'uence of CTIP2 in dendritic cells 
has not yet been studied. However, our results suggest that Vpr contributes to unlock CTIP2-mediated blocks 
of HIV-1 gene expression. Vpr has been described associated with the E3 ubiquitin ligase complex to promote a 

Figure 5. DCAF1 binding is necessary for Vpr-mediated degradation of CTIP2. (A) Nuclear extracts from 
control or DCAF1 knock-down cells were analyzed by western blot for the presence of the indicated proteins in 
the presence of GFP-Vpr and the control GFP. CTIP2 expression was quanti!ed relative to the loading control 
using ImageJ so#ware. DCAF1 knock-down e&ciency in our experiments is presented. (B) Nuclear extracts 
from cells expressing the indicated proteins were analyzed by western blot. β-actin is presented as a loading 
control. (C) Nuclear extracts from cells expressing large amount of Tap-CTIP2 (t-CTIP2) and the indicated HA-
Vpr proteins were subjected to immunoprecipitation experiments targeting the HA tag. %e input and the Vpr-
associated complexes were analyzed for the presence of CTIP2 by western blot.
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proteasome-mediated degradation of cellular targets (for review15). Here we report that CTIP2 interacts with this 
ubiquitin ligase complex via DCAF1/VprBP. Of note, DCAF1 was reported to interact and to protect Vpr from 
proteasomal degradation42. We found Vpr, CTIP2 and DCAF1 co-localized in dense subnuclear structures, and 
FRET studies demonstrated a direct association between CTIP2 and DCAF1. %ese observations suggested to 
us that Vpr may subvert the proteasome pathway to promote CTIP2 degradation. Interestingly, we showed that 
CTIP2 protein expression is higher in cells treated with MG132 suggesting a physiological regulation of CTIP2 
through the proteasome pathway. Such a CTIP2 protein degradation has been described in a physiological con-
dition such as TCR activation43,44. %erefore, Vpr promotes a constitutive DCAF1-dependent CTIP2 turnover. 
Such a mechanism of action for Vpr has already been described for UNG216 and discussed elsewhere15. In agree-
ment with this, we show that Vpr enhances the ubiquitination of CTIP2 (Figure S2). An increase of the basal 
ubiquitination has already been described for HDAC1 and HDAC3, proteins associated with the formation of 
heterochromatin, the compact-inactive form of the promoters30,45. We further report that Vpr promotes CTIP2 
degradation in the nucleus, at the HIV-1 promoter. %is observation strongly argues for an indirect impact of Vpr 
on HIV-1 gene transcription. As a consequence of CTIP2 degradation, Vpr contributes to overcome the transcrip-
tional silencing induced by CTIP2-associated complexes, and to favors Tat function (Figure S4). Interestingly, 
we found CTIP2, HDAC2 and DCAF1 in the same complex. Since P-TEFb is excluded from this complex, our 
results suggest that Vpr promotes the degradation of CTIP2 associated with HDAC1/2 and SUV39H1. %e con-
comitant degradation of CTIP2 and HDAC1 (Figure S3) and the recent demonstration that Vpr targets HDAC1 
to a proteasome-mediated degradation further support these conclusions30. Moreover, results of a recent screen 
for factors targeted by the virulence factors Vpr and HIV-2/SIV Vpx strengthen our results25,26. %is screen iden-
ti!ed the human silencing hub (HUSH) complex as a new target of Vpr46,47. By the degradation of CTIP2 and 
its associated heterochromatin-promoting enzymes, Vpr unlocks an epigenetic block and activates HIV-1 gene 
transcription. As commented in48, our results suggest a link between the intrinsic immunity and the epigenetic 
control of HIV-1 gene transcription, which might lead to new ways to combat HIV-1.

%ere are now several pieces of evidence that Vpr is a key virulence factor. It has been shown to disturb several 
cellular pathways including cell cycle arrest (reviewed in40) and DNA repair (reviewed in49). %e involvement of 
Vpr in the latter pathway has been associated with the viral escape from innate immune sensing22. We and others 
reported that Vpr is involved in the epigenetic regulation of HIV-1 gene transcription. Vpr promotes the degra-
dation of members of chromatin remodeling complexes such as CTIP2, HDAC130, ZIP and sZIP, the adaptors of 
the NuRD complex19. Interestingly CTIP2 recruits NuRD to silence HIV-1 gene transcription in CD4+ T cells10. 
Recently, we have shown that PKC-mediated phosphorylation on Ser2 of CTIP2 abrogates the recruitment of 
NuRD upon activation via the TCR50. Post-translational modi!cations drive the association of CTIP2 with di"er-
ent complexes and thereby determine CTIP2 functions. Whether or not Vpr is able to discriminate between the 
diverse forms of CTIP2 will require further investigation.

%e recognition of Vpr functions in the viral escape from the immune responses in general and in preventing 
HIV-1 latency, as described in the present article, may have profound therapeutic implications51. We have recently 
reviewed the possibilities of targeting post-replication DNA repair complexes to prevent HIV-1 latency52. Taking 
advantage of Vpr-induced depletions of key cellular factors may be an interesting option, as recently described for 
the post replication DNA repair protein Exo121.

���������������������
��������Ǥ� Most of the constructs used in our assays have been described previously: pcDNA3, pNTAP, 
pFLAG-CTIP2 (f-CTIP2), pRFP-CTIP2, pNTAP-CTIP2 (t-CTIP2) were used8,9,11. pGFP-Vpr WT (g-Vpr), pNL- 
4.3 ∆Env-luc wt, pNL-4.3 ∆Env-luc ∆Vpr19 and pMyc-DDB1 (m-DDB1), pFLAG-DCAF1 (f-DCAF1), pHA- Vpr 
wt, pHA-Vpr Q65R were kindly provided by Dr. F. Margottin-Goguet.

������������Ǥ� %e human microglial (provided by M. Tardieu, Paris, France)53, HEK293T and CHME5-HIV 
cell lines were maintained in Dulbecco’s modi!ed Eagle medium (DMEM) and Jurkat cell line in RPMI 1640. %e 
culture mediums were completed with 10% (vol/vol) heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) and 100 U/mL 
penicillin/streptomycin. Where indicated, the cells were treated with MG132 (5 µg/µl) for 6 h, 10.0 ng/ml lepto-
mycin B (LMB) for 5 h before harvesting the cells.

�����������������������Ǥ� CTIP2 (ab18465) antibodies were purchased from Abcam, BCL11b (A300–
384A) from Bethyl Laboratories, CDK9 (sc-8338), Myc epitope (9 E10), mouse and rat HRP-conjugated from 
Santa Cruz Biotechnology, anti-FLAG M2 a&nity gel and β-actin (A5441) from Sigma-Aldrich, and anti-HA.11 
Tag Antibody (AFC-101P) was from Eurogentec. Rabbit HRP-conjugated antibodies were purchased from 
%ermo Fisher Scienti!c, anti-GFP (632592) from Clontech, and Protein G Magnetic beads from Millipore. 
MG132 and leptomycin B molecules were provided by Sigma-Aldrich, and the protease inhibitor mixture by 
Roche. VprBP (DCAF1) and non-targeting siRNAs were from Dharmacon. SYBR Select Master Mix used for 
Q-PCR was from %ermo Fisher. CTIP2-FITC (25B6) ab123449 and IgG control were purchased from Abcam. 
Anti-HA.11-AF647 was used for the confocal microscopy observations.

���Ǧͷ����������������������������������������������Ǥ� %e VSV-G pseudotyped ∆Env-LUC HIV-1 viruses 
were produced by transfecting the pNL4.3 ∆Env-LUC HIV-1 (WT) or pNL4.3 ∆Env∆Vpr-LUC HIV-1 (∆Vpr) 
constructs together with the VSV-G expression plasmid in 293 T cells. 48 h a#er transfection, the culture super-
natants were collected and viral production was measured by clinical HIV-1 viral load test (quanti!cation of the 
genomic RNAs).

����͸�������������������������ͺ+��������������������������Ǥ� Primary CD4+ T cells were isolated 
and puri!ed from human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of healthy blood donors by positive 
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selection using CD4 MicroBeads selection kits and autoMACS Pro Separator (Miltenyi Biotec) as previously 
described54,55. CD4+ T lymphocytes were activated with phytohemaglutinin A (PHA) (2 µg/ml) (Sigma-Aldrich) 
for 3 days in RPMI 1640 plus Gibco GlutaMAX medium (%ermo Fisher) supplemented with 10% fetal calf 
serum (FCS). Cells were stored frozen. %ey were thawed the night before use. CD4 T cells were incubated with 
Viral-like particles VLP-HA or VLP-HA-Vpr (obtained from FMG) at 0.1 µg for 0.1 million cells for 1 days. For 
the quanti!cation of intracellular CTIP2 expression, cells were incubated for 10 min at 4 °C with CD3 cell sur-
face molecules before !xation with the Cyto!x solution (BD Biosciences) and permeabilized with a solution of 
0.1% Triton X-100. CTIP2 or IgG control isotype were incubated for 30 min at 4 °C. A#er extensive washing, 
the percentage of CD3-PEC T cells positive for CTIP2 expression was de!ned by 'ow cytometry (MACSQuant, 
Miltenyi) and analyzed with Kaluza so#ware.

��Ǧ�����������������������������������������������Ǥ� Cells cultured in 150-mm diameter dishes 
were transfected using a calcium phosphate co-precipitation method with the plasmids indicated. Lysates were 
prepared two days post-transfection as previously described11. Immunoprecipitations were performed using 
the standard technique, as in11. Finally, the immunoprecipitated complexes were processed for SDS-PAGE and 
immunoblot analysis. Proteins were visualized by chemiluminescence using the SuperSignal Chemiluminescence 
Detection System (%ermo Fisher).

���������� ��������������������ȋ����ȌǤ� Cells expressing the chromatinized HIV-1 episomal 
LTR-luciferase construct were subjected to ChIP experiments with IgG control or anti-CTIP2 IgG antibodies, as 
in8,9. %e presence of CTIP2 at the promoter- or the luciferase gene- regions was quanti!ed by qPCR. Results are 
presented as percentages of inputs. Values are representative of three independent experiments.

�������������������Ǥ� Microglial cells were transfected in 24-well glass-bottomed plates (Greiner Bio-One, 
Ref. 662892) with a DNA mixture containing eGFP-DCAF1, mRFP-CTIP2 or HA-Vpr. At 24 h post-transfection, 
cells were extensively washed, !xed with 4% PFA/PBS solution and kept in 1x PBS at 4 °C until observation with a 
Leica SPE confocal microscope equipped with a Leica 63x1.4NA oil immersion objective (HXC PL APO 63x/1.40 
OIL CS).

������ƪ�������������������Ǥ� Microglial cells expressing HA-tagged Vpr were immunodetected as 
described before56. Anti-HA (BioLegend, 901501) was diluted 1/1000 and Alexa Fluor goat anti-mouse (A-21237, 
%ermo Fisher) 1/250. Cells were analyzed by confocal microscopy.

	����������������������������������������ȋ	���ȌǤ� Time-correlated single-photon counting FLIM 
was performed on a home-made laser scanning set-up based on an Olympus IX70 inverted microscope with 
an Olympus 60× 1.2NA water immersion objective, as described56. Two-photon excitation at 900 nm was pro-
vided by an InSight DeepSee laser (Spectra Physics). For FLIM, the laser power was adjusted to give count rates 
with peaks up to as few as 106 photons.s−1, so that the pile-up e"ect can be neglected. Photons were collected 
using a short pass !lter with a cut-o" wavelength of 680 nm (F75-680, AHF, Germany), and a band-pass !lter 
of 520 ± 17 nm (F37-520, AHF, Germany). %e 'uorescence was directed to a !ber-coupled APD (SPCM-AQR-
14-FC, Perkin Elmer), which was connected to a time-correlated single photon counting module (SPC83, Becker 
and Hickl, Germany). Typically, the samples were scanned continuously for about 60 s to achieve appropriate 
photon statistics to analyze the 'uorescence decays. %e FRET phenomenon causes a decrease in the 'uores-
cent lifetime (τ) of the donor, which can be measured by the FLIM technique at each pixel or group of pixels. 
Experiments were performed with eGFP as a FRET donor and mRFP as acceptor. %e FRET e&ciency (E) was 
calculated according to: E = 1 − τDA/τD = 1/1 + (R/R0)6 where τDA is the lifetime of the donor in the presence of 
the acceptor and τD is the lifetime of the donor in the absence of the acceptor. A Förster R0 distance (where the 
transfer e&ciency is 50%) of 56 Ä was calculated between eGFP used as a donor and mRFP used as acceptor.

�����������������Ǥ� Microglial cells cultured in 48-well plates were transfected with the indicated vectors and 
the CMV-Renilla luciferase control vector using the calcium phosphate co-precipitation method. Two days later, 
cells were collected and !re'y luciferase activity was determined using the Dual-Glo Luciferase Assay System 
(Promega, Madison, WI, USA) and normalized to the Renilla luciferase activity. Values correspond to an average 
of at least three independent experiments performed in triplicates.

�����������Ƥ������Ǥ� %e total RNA was extracted using an RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Germantown, 
MD, USA) according to the manufacturer’s instructions. Using SuperScript III Reverse Transcriptase (%ermo 
Fisher) and oligo (dT)12–18 Primers (%ermo Fisher), RNA was reverse transcribed into cDNA. %e cDNA 
was diluted 10-fold with DNase-free water. Quantitative PCR was performed on the diluted cDNA using 
SYBR Select Master Mix. Primers used in qPCR include: CTIP2-F 5′-ATTGGAACCTGCCACTTG-3′, 
CTIP2-R 5′-TTTGCCTGTGTTCCACGA-3′ GAPDH-F5′-GAGAAGGCTGGGGCTCATTT-3′, GAPDH-R 
5′-GCAGTGATGGCATGGACTGT-3′. Data were normalized to GAPDH and calculated using the 2−(∆∆CT) 
method.

��������������������Ǥ� Data were statistically analyzed by using t tests with Excel (Microso#) or StatView (SAS 
Institute Inc.). A value of p < 0.05 was considered statistically signi!cant. Results were expressed as S.D. and rep-
resent data from a minimum of three independent experiments.
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La protéine Ku formée par les hétérodimères Ku70 et Ku80 a comme principale 

IRQFWLRQ� GH� SDUWLFLSHU� j� OD� UpSDUDWLRQ� GHV� FDVVXUHV� GRXEOH� EULQ� GH� O¶$'1� YLD� OH�

mécanisme NHEJ (non-homologous end-joining DNA repair). Elle est de ce fait, décrite 

comme une protéine pouvant se lieU� j� O¶$'1�� &HSHQGDQW�� SOXVLHXUV� pWXGHV� RQW�

démontré que Ku pouvait également interagir avec les ARN mais les mécanismes 

SUpFLV�GH�FHV�LQWHUDFWLRQV�QH�VRQW�SRXU�O¶LQVWDQW�TXH�WUqV�SHX�GpFULWV��'DQV�FHWWH�pWXGH��

une structure consensus spécifique a été proposée pour la liaison de Ku à différents 

ARN. Cette structure en épingles à cheveux possède un renflement à la fin de la 

ERXFOH��SURFKH�G¶XQH�VpTXHQFH�*S*��'HV�VWUXFWXUHV�LGHQWLTXHV�RQW�pWp�UHWURXYpHV�VXU�

les petits ARN nucléaires 7SK et sur les ARN TAR du VIH-1. Ainsi, il a été démontré 

que Ku se lie aux ARN TAR et 7SK qui sont impliqués dans la transcription du VIH-1. 

&HWWH�pWXGH�D�GpPRQWUp�TX¶HQ�SOXV�G¶LQWHUDJLU�DYHF�O¶$51��6.��.X�LQWHUDJLW�pJDOHPHQW�

avec certaines protéines qui composent le complexe 7SK snRNP notamment Cdk9 et 

+(;,0���/¶LQWHUDFWLRQ�.X-&GN��HVW�LQGpSHQGDQWH�GH�OD�SUpVHQFH�G¶$51��(Q�UHYDQFKH��

XQ�WUDLWHPHQW�DX[�51$VHV�LPSDFWH�GH�IDoRQ�QpJDWLYH�O¶LQWHUDFWLRQ�DYHF�+(;,0���FH�

qui indique que cette interaction est ARN-dépendante et plus spécifiquement 

GpSHQGDQWH� GH� O¶$51� �6.�� /H� ODERUDWRLUH� '+3,� D� GpPRQWUp� TXH� OH� IDFWHXU� GH�

WUDQVFULSWLRQ� FHOOXODLUH� &7,3�� V¶DVVRFLDLW� DYHF� O¶$51� VQ�6.� HW� +(;,0�� HW� TX¶LO�

maintenait le complexe PTEF-b sous forme inactive. Dans cette étude sur les 

interactions de Ku avHF�GLIIpUHQWV�$51��QRXV�DYRQV�GpPRQWUp�O¶LQWHUDFWLRQ�HQWUH�.X�HW�

CTIP2 par immunoprécipitation et microscopie confocale. En conclusion, Ku se lie aux 
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ARN TAR et 7SK qui sont impliqués dans la régulation de la transcription du VIH-1. 

De ce fait, Ku pourrait également être impliqué dans cette régulation. Enfin, 

O¶DVVRFLDWLRQ�GH�.X�DYHF�OD�IRUPH�LQDFWLYH�GX�FRPSOH[H�37()-E�DLQVL�TX¶DYHF�&7,3��

(aussi associé au complexe PTEF-b inactif), suggère une implication de Ku dans la 

UpJXODWLRQ�GH�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�du VIH-1 via ce complexe.  

 

'DQV�FHWWH�SXEOLFDWLRQ��M¶DL�FRQWULEXp�j�OD�SURGXFWLRQ�GH�UpVXOWDWV�H[SpULPHQWDX[�DLQVL�

TX¶DX�SURFHVVXV�GH�UpYLVLRQ�� 
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a b s t r a c t

Human Ku heterodimeric protein composed of Ku70 and Ku80 subunits plays an important role in the
non-homologous end-joining DNA repair pathway as a sensor of double strand DNA breaks. Ku is also
involved in numerous cellular processes, and in some of them it acts in an RNA-dependent manner.
However, RNA binding properties of the human Ku have not been well studied. Here we have analyzed
interactions of a recombinant Ku heterodimer with a set of RNAs of various structure as well as eCLIP
(enhanced crosslinking and immunoprecipitation) data for human Ku70. As a result, we have proposed a
consensus RNA structure preferable for the Ku binding that is a hairpin possessing a bulge just near GpG
sequence-containing terminal loop. 7SK snRNA is a scaffold for a ribonucleoprotein complex (7SK
snRNP), which is known to participate in transcription regulation. We have shown that the recombinant
Ku specifically binds a G-rich loop of hairpin 1 within 7SK snRNA. Moreover, Ku protein has been co-
precipitated from HEK 293T cells with endogenous 7SK snRNA and such proteins included in 7SK
snRNP as HEXIM1, Cdk9 and CTIP2. Ku and Cdk9 binding is found to be RNA-independent, meanwhile
HEXIM1 and Ku co-precipitation depended on the presence of intact 7SK snRNA. The latter result has
been confirmed using recombinant HEXIM1 and Ku proteins. Colocalization of Ku and CTIP2 was addi-
tionally confirmed by confocal microscopy. These results allow us to propose human Ku as a new
component of the 7SK snRNP complex.

© 2020 Elsevier B.V. and Société Française de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBBM). All rights
reserved.

1. Introduction

The Ku protein is a highly abundant protein in mammalian cells
made up by two subunits, Ku70 and Ku80 [1]. The most well-
known Ku function is participation in the repair of DNA double-
strand breaks (DSBs) through the non-homologous end joining
(NHEJ) pathway where the Ku heterodimer acts as the main sensor
of DSBs. Being bound to DNA ends, Ku recruits the catalytic subunit

of DNA-dependent protein kinase (DNA-PKcs) and forms the
trimeric complex DNA-PK, which triggers a cascade of phosphor-
ylation events required for the subsequent DSB repair [2e4]. In
addition to NHEJ, Ku is involved in various cellular processes such
as V(D)J recombination, AP-site repair, telomere maintenance,
apoptosis, transcription, and translation [1,5e9]. Its exact function
in these processes remains the subject of intensive research. In
particular, one cannot rule out a possibility of RNA-mediated
participation of Ku in some of these processes. Indeed, even in
the well-studied DSB repair, a direct role of RNA has been revealed
in recent works [10e12]. In particular, the noncoding RNA LINP1
acts as a scaffold that links Ku and DNA-PKcs and enables efficient
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DNA repair through the NHEJ pathway in breast cancer cells [12].
Accumulating evidence demonstrates that Ku acts as an RNA

binding protein in telomere-length maintenance in yeast [13e17]
and in human cells [18]. There is no sequence similarity between
the RNA components of yeast and human telomerases, but in both
RNAs Ku associates with similar stem-loop structures [14,18]. The
interaction between the Ku heterodimer and telomerase RNA
(TLC1) from Saccharomyces cerevisiae is required for proper
recruitment of yeast telomerase to the chromosome end and telo-
mere synthesis [15,19].

Ku participation in translation can also be mediated by its
interaction with RNA. For example, Ku70 is found to bind the 50-
UTR elements of mRNAs of some growth factors, and this finding
provides data to propose a role for Ku in the modulation of IRES-
mediated mRNA translation [20]. Both Ku subunits are identified
in a screen for proteins’ binding to the 50-UTR of the mRNA
encoding the tumor suppressor protein p53, a master gene regu-
lator of the DNA damage response [21]. The Ku binding with p53
mRNA results in repression of p53 protein synthesis and p53-
mediated apoptosis and the translational repression is relieved
after genotoxic stress due to Ku acetylation, which disrupts Ku-p53
mRNA interactions [6].

Another important cellular process where Ku participation
might be mediated by its binding to RNA is alien DNA sensing and
innate immune response. Several works have shown that Ku (alone
or in its complex with DNA-PKcs) can activate an innate immune
response when it detects foreign DNA [22e25]. Recently, it has
been found that Ku is involved in DNA-mediated innate immune
response being a component of a multi-subunit RNP complex, in
which several proteins are associated with a long non-coding RNA
NEAT1 [26]. This RNA is known as a paraspeckle marker [27], and in
addition to Ku70, Ku80 and DNA-PKcs, this RNP complex also
contains paraspeckle proteins (SFPQ, NONO, PSPC1, RBM14, and
MATRIN3). Another interesting component of the RNP is
hexamethylene-bis-acetamide-inducible protein 1 (HEXIM1), an
RNA-binding protein involved in the control of transcription elon-
gation by RNA polymerase II (RNAPII) [28,29]. Among all the pro-
teins listed above, only SFPQ, HEXIM1, and Ku70 have been found to
be co-localized with the NEAT1 accordingly to immuno-
fluorescence in situ hybridization in HeLa cells. This data allows
supposing a direct interaction of Ku70 with RNA NEAT1.

It should also be noted that Ku has been found to associate with
RNA helicase A (RHA) [30], a multifunctional protein, which is
involved in several steps of RNA metabolism, such as RNA pro-
cessing, cellular transit of viral molecules, ribosome assembly,
regulation of transcription, and translation of specific mRNAs [31].
Interestingly, Ku was immunoprecipitated with RHA in an RNA-
dependent manner, and both proteins were identified in hnRNP
complexes [30]. Moreover, in these complexes, DNA-PK consisting
of Ku protein and a kinase subunit (DNA-PKcs) was able to perform
RNA-dependent phosphorylation of hnRNP proteins and of RHA
[30]. It was a surprising result since previously DNA-PK had been
believed to exhibit its phosphorylating activity only after binding to
DNA, but not RNA [32,33]. However, later it was shown that DNA-
PK could phosphorylate heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
A1 (hnRNPA1), and its phosphorylation is stimulated by the pres-
ence of both DNA and the telomerase RNA component, hTR [34].

Participation of Ku protein in the transcription regulation of
cellular and viral genes has been extensively studied [35e40], and
no uniformmechanism has been revealed. Nothing is known about
Ku interactions with any RNA during transcription regulation.
However, Ku has been found to interact with TAR (trans-activation
response) RNA [41] forming a hairpin structure located at the 50-
end of the synthesized mRNA and known as a key player in active
transcription from the HIV-1 promoter [42e44]. Therefore, one

cannot rule out that at least the viral transcription regulation by Ku
could be mediated by some Ku-RNA interplays.

The structural aspects of Ku-RNA binding have been well stud-
ied for the yeast Ku protein, and a minimum consensus structure
for a Ku-binding site within RNAs has been proposed [16]. It rep-
resents a bulged stem-loop structure, and the presence of UA or UG
bulge, and the size of the terminal loop, but not the loop sequence
are the most important marks for Ku recognition. For Saccharo-
myces cerevisiae, it has been shown that Ku defective in DNA
binding also loses its affinity to telomerase RNA (TLC1) [13]. This
result allows considering that the yeast Ku protein has the same
binding site for both types of nucleic acids. Interaction of Ku from
mammalian cells with different RNA structures is less studied, but
the existing data show that the human protein also prefers stem-
loop RNAs containing a bulge [6,18]. Analysis of Ku binding with
TAR RNA demonstrates that, in contrast to the yeast protein, the
loop sequence may be important for recognition by human Ku [41].
Besides, a series of RNA aptamers for Ku heterodimer has been
developed [33], however, the nature of their binding to Ku has not
been clarified.

Here we have analyzed structural aspects of RNA interactions
with human Ku heterodimer based on the results of eCLIP
(enhanced crosslinking and immunoprecipitation) experiments
available from ENCODE database, and our experimental study of
recombinant Ku binding with different RNA molecules. As a result,
we could propose a consensus RNA structure favorable for the Ku
binding, which is a hairpin containing a bulge within a few nu-
cleotides from the loop and possessing GpG sequence in the ter-
minal loop. Also, we investigated Ku interplay with a non-coding
small nuclear 7SK RNA (7SK snRNA), which is a scaffold for a
ribonucleoprotein complex (7SK snRNP) participating in tran-
scription regulation [45]. We have found that Ku binds mainly the
hairpin 1 containing themost G-rich loop in the complex secondary
structure of 7SK snRNA. Interestingly, the hairpin 1 is involved in
7SK snRNA interaction with HEXIM1 protein, an RNA-binding
protein well-known as an inhibitor of the positive transcription
elongation factor b (P-TEFb), which controls transcription elonga-
tion by RNAPII [29,46]. Of note, Ku does not compete with HEXIM1
for binding to 7SK snRNA, since we detected formation of a ternary
complex composed of both proteins and 7SK snRNA. Ku has been
co-precipitated with HEXIM1 from cells, however RNase treatment
destroyed HEXIM1-Ku complex. Moreover, Ku interacts with some
other proteins of the 7SK snRNP complex, namely cyclin-dependent
kinase 9 (Cdk9), which is the part of P-TEFb, and the cellular
repressor CTIP2. It is known that 7SK snRNA links HEXIM1 and
CTIP2 to Cdk9 and CyclinT1 in an inactive form of the P-TEFb
complex [47]. Basing on the results obtained we can consider Ku
protein as a new component of the 7SK snRNP complex.

2. Materials and methods

2.1. Plasmids

For the construction of heterodimer Ku expression, vector
pET15b_His6_Ku70_(-1 nt)_Ku80, PCR with primers Ku70-N-NdeI
(50-CATATGTCAGGGTGGGAGTCATATTACA-30) and Ku70-C-BamHI
(50-GGATCCGTCCTGGAAGTGCTTGGTGA-30) was used to amplify the
human Ku70 coding sequence (corresponded to NP_001275905.1)
from pGEX-6p-1-Ku70 without a stop codon [48], and the product
predigested with NdeI and BamHI restriction endonucleases
(Thermo Fisher Scientific, USA) was cloned between NdeI and
BamHI sites into a pET15b vector (Merk Millipore, USA). A new XhoI
restriction site was added following by the BamHI site in the
resulted plasmid by site-directed mutagenesis (Quick Change II
Site-Directed Mutagenesis Kit, Agilent Technologies, USA) with
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primers (50-AACAAAGCCCGAAAGGAACTCGAGTTGGCTGCTGCCACC-
30 and 50-GGTGGCAGCAGCCAACTCGAGTTCCTTTCGGGCTTTGTT-30).
Then, human Ku80 coding sequence (corresponded to
NP_066964.1) was amplified from a pCDNA3_Ku80_3xFLAG vector
(described in Ref. [49]) with primers Ku80-N-BamHI (50-
GGATCCTTAAAAGAGGAATTATAATGGTGCGGTCGGGGAATAA-30)
and Ku80-C-XhoI (50- CTCGAGTTATATCATGTCCAATAAATCGTCCAC
-30) and cloned between BamHI and XhoI restriction sites into the
vector pET15b-Ku70, obtained at the previous step. The primer
Ku80-N-BamHI introduced the Shine-Dalgarno sequence GAGG, the
intercistronic sequence AATT, and a stop codon at the 30-end of the
Ku70 gene after the ligation of the PCR product into the vector for
the optimal translation efficiency of the Ku80 gene located with
-1nt shift relative to the stop codon of the Ku70 gene [50].

To obtain the sequence coding the human HEXIM1 protein, total
RNA from HEK 293T cells was extracted by TRIzol Reagent (Thermo
Fisher Scientific, USA) according to the manufacturer’s protocol and
cDNAwas synthesized using the MMLV kit (Evrogen, Russia). Then,
the HEXIM1 coding sequence (corresponded to NP_006451.1) was
amplified from cDNA by PCR using primers 50-ACTTCGAGGACTC-
TACTAGCC-30 and 50-GTTTCAGTCTAGTCTCCAACTTGG-30 and veri-
fied by Sanger sequencing. For the construction of the GST-HEXIM1
expression vector (pGEX-6p-1-hHEXIM1), HEXIM1 coding
sequence was amplified using primers HEXIM1-N-BglII (50-ATG-
CAGATCTATGGCCGAGCCATTCTTG-30) and HEXIM1-C-XhoI (50-
ATGCCTCGAGTTACTAGTCTCCAAACTTGGAAAGCGG-30) and cloned
into the pGEX-6p-1 vector between BglII and XhoI restriction sites
in frame with GST tag. The vector for mammalian expression of
human HEXIM1 protein (pcDNA3_HEXIM1_3xFLAG) was obtained
by cloning the HEXIM1 coding sequence into the AflII restriction
site after the Ku70 genewas сut out of pcDNA3_Ku70_3xFLAG (used
in Ref. [49]) by the AflII restriction enzyme.

pNTap-CTIP2 and RFP-CTIP2 plasmids were described previ-
ously [51].

2.2. Expression and purification of recombinant proteins

For recombinant human His6-Ku70/Ku80 production, E.coli
BL21(DE3) Codon Plus/pLysS strain was transformed with plasmid
pET15b_His6_Ku70_(-1 nt)_Ku80, grown in 2 L of modified 2 YT
medium (16 g/L bactotryptone, 10 g/L yeast extract, 1 g/L K2HPO4,
1.5 g/L NaH2PO4, 1% glycerol, pH 7.5) in the presence of 100 mg/L
ampicillin (Sigma, USA) at 37 !C until the culture reached
OD600 ¼ 0.6. Recombinant protein expression was induced by
adding IPTG water solution up to 0.1 mM, and bacteria were
cultured at 18 !C. After 6 h of cultivation, lactose in the concen-
tration of up to 5 g/l was added. The total cultivation time was
20 h at 18 !C. Cells were harvested by centrifugation (20 min, 4 !C,
4000 g), and 50 g of cellular debris was resuspended in 1 L of lysis
buffer (50mMTris-HCl, pH 8.0, 3mM2-mercaptoethanol,1MNaCl,
5% sucrose, 0.05% TritonX-100, 2 mM PMSF) with 1 g/L lysozyme
and incubated on ice for 30 min. After sonication, the insoluble
material was removed by centrifugation (40min, 4 !C, 35000 g), the
supernatant was purified from bacterial DNA by incubation with
0.05% polyethylenimine (pH 5.0) on ice for 30 min, and centrifuged
45 min, 4 !C, 35000 g. The lysate was loaded on Ni-NTA-agarose
beads (Thermo Fisher Scientific, USA), and incubated overnight at
4 !C. After binding, the resin was washed with a buffer (50 мМ Tris-
HCl, pH 8.0, 2 мМ 2-mercaptoethanol, 0.5MNaCl, 5% glycerol, 0.05%
TritonX-100, 1 мМ PMSF), and a buffer (50 мМ Tris-HCl, pH 8.0, 2
мМ 2-mercaptoethanol, 0.1 MNaCl, 5% glycerol, 50mM imidazole,1
мМ PMSF) and finally elutedwith a buffer (50 мМ Tris-HCl, pH 8.0, 2
мМ 2-mercaptoethanol, 0.1 M NaCl, 10% glycerol, 500 mM imid-
azole, 1 мМ PMSF). The fraction of the eluted proteinwas diluted by
50 мМ Tris-HCl, pH 8.0 up to 50 mM NaCl concentration and then

loaded on the heparin-sepharose (GE Healthcare, USA), washed
with a buffer (50 мМ Tris-HCl, pH 8.0, 2 мМ 2-mercaptoethanol, 10%
glycerol, 1 mM PMSF, 50 mM NaCl), and eluted with this buffer
containing 400 mM NaCl.

For recombinant human HEXIM1 production, E.coli BL21(DE3)
Codon Plus/pLysS strainwas transformedwith plasmid pGEX-6p-1-
h-HEXIM1, grown in 2 L of 2% LB medium in the presence of
100 mg/L ampicillin (Sigma, USA) at 37 !C until the culture reached
OD600 ¼ 0.6. Recombinant protein expression was induced by
adding IPTG up to 0.1 mM and bacteria were cultured at 25 !C for
3 h. Cells were harvested by centrifugation (20 min, 4 !C, 4000 g)
and resuspended in a lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.8, 0.5 M
NaCl, 0.1% TritonX-100, 0.1 mM PMSF) containing 1 g/L lysozyme,
and incubated on ice for 30 min. After sonication, the insoluble
material was removed by centrifugation (40 min, 4 !C, 35000 g),
and the lysate was loaded on Pierce®Glutathione Agarose (Thermo
Fisher Scientific, USA). After overnight incubation at 4 !C, the resin
was washedwith 50mL of lysis buffer and 50mL volumes of awash
buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.8, 0.25 M NaCl, 2 мМ 2-
mercaptoethanol, 5% glycerol, 0.1 mM EDTA). The protein was
eluted with 1 ml of the wash buffer containing 50 mM glutathione
and was dialyzed against the wash buffer using SnakeSkin Dialysis
Tubing (Thermo Fisher Scientific, USA) overnight.

Protein concentrations were measured by Bradford assay
(Thermo Fisher Scientific, USA) using BSA (Thermo Fisher Scientific,
USA) as a protein standard.

2.3. Western blot

Protein samples were separated using 10% SDS PAGE and
analyzed by western blot with anti-His6 antibodies (produced in
mouse, SAB1305538, Sigma, USA), anti-Ku70 rabbit polyclonal
antibody (ab83502, Abcam, USA), anti-Ku80 rabbit polyclonal
antibody (#2735, Cell Signaling, USA). HRP-conjugated anti-rabbit
(produced in mouse, A6154, Sigma, USA) and anti-mouse anti-
bodies (produced in goat, A9044, Sigma, USA) were used as sec-
ondary antibodies. Visualization of specific protein bands was
performed with Clarity Western ECL substrate (Bio-Rad, USA) using
ChemiDoc MP system (Biorad, USA).

2.4. Mass-spectrometry

The protein samples were prepared for MS identification and
analyzed as described [52]. Mass-spectra were obtained on Ultra-
fleXtreme Bruker Daltonics MALDI-TOF mass-spectrometer,
analyzed by FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics, Germany), protein
identification was performed using Mascot (www.matrixscience.
com) (Table S1).

2.5. 32P-labeled nucleic acid preparation

All oligonucleotides were synthesized using the phosphor-
amidite method on a Mermaid 12 synthesizer (Bioautomation,
USA) by the standard operating procedures using commercially
available reagents (Glen Research, USA). Oligonucleotides were
double purified by denaturing PAGE, and RP-HPLC and their purity
was confirmed by LC-MS. Purified DNA and RNA ligands were
labeled with T4 polynucleotide kinase (Thermo Fisher Scientific,
USA) and 50 mCi [g-32P]-ATP (3000 Ci/mmol) for 30 min at 37 !C. T4
polynucleotide kinase was inactivated by the addition of EDTA
followed by phenol-chloroform extraction. The resulting ligands
were purified from unincorporated [g-32P]-ATP by 15% denaturing
PAGE.
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2.6. In vitro transcription

In vitro transcription was performed using MEGAscript™ T7
Transcription kit (Thermo Fisher Scientific, USA) as recommended
by the manufacturer with minor modifications: reaction mixture
contained additional 9 mM guanosine for subsequent 32P labeling
of 5’end of RNA. Primers 50-TAATACGACTCACTA-
TAGGATGTGAGGGCGATCTG-30, containing the sequence of T7
promoter, and 50-AAAGAAAGGCAGACTGCC-30 were used for the
amplification by PCR of 7SK template for in vitro transcription. The
sequence of human 7SK snRNA (332 bases long, RefSeq
NR_001445) was prepared from HEK 293T cells genome by PCR
using primers 50-CACCAATGGAGACTGCAGTATTTAGCA-30 and 50-
GCATCTAACTTAGATGGGTAATGGGTCAAAAG-3’.

2.7. Nucleic acid binding assays

For electrophoretic mobility shift assays (EMSAs), 32P-labeled
nucleic acids (0.1 nM) were annealed and then incubated with
increasing concentrations of Ku protein (0e600 nM) in 20 mL of a
buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM NaCl, 2 mM DTT, 1 mM
EDTA, 3% glycerol, 5 mg/ml yeast tRNA, 0.1 mg/ml BSA) for 20 min at
room temperature (RT) and subsequently for 10 min on ice. Then,
the resulting complexes were separated using 5% pre-run native
PAGE at 4 !C for 3 h at 60 V in 1xTBE buffer and visualized by
autoradiography (32P). For the super-shift assay, the reaction
mixture containing 0.1 nM 32P-labeled TAR RNA and 50 nM Ku
proteinwas supplemented with 1 ml of either anti-Ku70, anti-Ku80,
anti-His6, and anti-actin (A2103, Sigma) antibody and incubated for
30 min at RT.

For competition experiments, a double-stranded 40-mer DNA
duplex with the sense sequence 50-GACTACGGTTCAAGT-
CAGCGTGTGGAAAATCTCTAGCAGT-30 was used. 32P-labeled 0.1 nM
hp1RNA was incubated with 100 nM Ku protein in the reaction
buffer in the presence of increasing concentrations of the unlabeled
DNA duplex (0, 0.1, 1, 10, 25, 50, 100, 1000 nM) for 20 min at RT. For
the RNA displacement from its complex with Ku by the unlabeled
DNA, 32P-labeled 0.1 nM hp1RNA was pre-incubated with 100 nM
Ku protein in the reaction buffer for 20 min at RT, followed by the
addition of increasing amounts of the DNA and incubation for
20 min more.

To analyze binding of human full-length 7SK snRNA and re-
combinant Ku protein, 7SK snRNA was in vitro transcribed and 50-
end 32P-labeled by [g-32P]-ATP and T4 polynucleotide kinase. Then,
5 nM 7SK snRNA was incubated with increasing concentrations of
recombinant Ku protein (0e400 nM) in the reaction buffer for
20 min at RT followed by separation in the native PAGE.

Typhoon FLA9500 Phosphorimager (GE Healthcare, USA) was
used for gel visualization and quantification. The dissociation
constants were determined through an approximation of experi-
mental data using a standard equation for bimolecular ligand-
receptor binding. Chart preparation and analysis of experimental
data were performed using GraphPad Prism 7.03 software.

2.8. RNase T1 footprinting assay

200 nM recombinant Ku protein was incubated with 10 nM T7-
transcribed 50-32P-labeled full-length 7SK snRNA in 200 ml of a
buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM NaCl, 2 mM DTT, 1 mM
EDTA, 3% glycerol, 5 mg/ml yeast tRNA, 0.1 mg/ml BSA) for 20 min at
room temperature. Then, samples containing either 7SK-Ku com-
plex or only free 7SK snRNA were treated with 0.005 U RNase T1
(Thermo Fisher Scientific, USA) per 1 ml of the reaction mixture for
5 min at 37 !C. RNase T1 digestion was stopped by adding phenol-
chloroform and subsequent RNA-extraction and precipitation with

ethanol in the presence of glycogen (5 mg). Reaction products were
suspended in a loading buffer (80% formamide, 0.05% bromophenol
blue, 0.05% xylene cyanol, 1xTBE) and separated on 6%e10% and
10%e15% polyacrylamide denaturing gels.

2.9. Cell culture

HEK 293Tcells andmicroglial cells were cultured at 37 !C and 5%
CO2 in DMEMmedium supplementedwith 10% FBS and 100 I.U./mL
penicillin/100 mg/mL streptomycin solution (all from Thermo Fisher
Scientific, USA).

2.10. Immunoprecipitation assay

For RNA-immunoprecipitation assay, HEK 293T cells in a 100-
mm dish were transfected with 30 mg of the empty pCDNA3.1
vector (negative control) by calcium phosphate or co-transfected
with 15 mg of pCDNA3_Ku70_3xFLAG and 15 mg of pCDNA3_-
Ku80_3xFLAG vectors described earlier [49]. 48 h after transfection,
the cells were lysed for 30 min on ice in a lysis buffer (20 mM Tris-
HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 10% glycerol, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl2,
0.05% Triton-X100, 0.1% Tween20, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF), sup-
plemented with Protease inhibitor cocktail (Thermo Fisher Scien-
tific, USA) and RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Fisher Scientific,
USA). Extracts were cleared by centrifugation for 10 min at
14,000 g, and protein concentration was measured on NanoDrop
2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). 0.1 mg of cell
lysates were saved for input analysis. 1 mg of total protein was
mixed with FLAG-antibody conjugated agarose (Sigma) and incu-
bated overnight at 4 !C. Beads were washed 5 times with lysis
buffer for 10 min at 4 !C, and bound protein complexes were eluted
with 0.1 M glycine pH 2.5 for 20 min at room temperature. Elution
fractions and inputs were divided for Western blot analysis and
RNA extraction by TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA)
according to the manufacturer’s protocol. cDNA was synthesized
using the MMLV kit (Evrogen, Russia), and qPCR was performed
with primers for human 7SK snRNA (50-GTCAAGGGTA-
TACGAGTAGCTG-30 and 50-TGACTACCCTACGTTCTCCTAC-30), for
human U6 RNA (50-CGCTTCGGCAGCACATATAC-30 and 50-AAAA-
TATGGAACGCTTCACGA-30) using the qPCR Mix-HS SYBR (Evrogen,
Russia) on a Biorad CFX96 amplifier (Biorad, USA).

For co-immunoprecipitation following harvest, cells were lysed
for 30min on ice in the lysis buffer (20mM Tris-HCl pH 7.4,150mM
NaCl, 10% glycerol, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl2, 0.05% Triton-X100,
0.1% Tween20, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF), supplemented with
Protease inhibitor cocktail (Thermo Fisher Scientific, USA). After
centrifugation 15min 14000 rpm, the protein amount in the extract
was quantified by Bradford assay. Antibodies anti-Cdk9 (sc13130,
Santa Cruz Biotechnology, USA), anti-HEXIM1 (ab25388, Abcam,
USA), anti-Ku80 (ab119935, Abcam, USA), and rabbit IgG isotype
control (Thermo Fisher Scientific, USA) as a negative control were
incubated with Dynabeads Protein G (Thermo Fisher Scientific,
USA) for 3 h at 4 !C, after that 1 mg of total extract per immuno-
precipitation was added for overnight incubation. After several
washes with IPLS buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 120 mM NaCl,
0.5 mM EDTA, 0.5% NP40, 10% glycerol) and IPHS buffer (50 mM
Tris-HCl pH 7.4, 0.5 M NaCl, 0.5 mM EDTA, 0.5% NP40, 10% glycerol)
proteins were eluted by Laemmli sample buffer (Biorad, USA) and
analyzed by Western blot.

For HEXIM1-FLAG immunoprecipitation, HEK 293T cells in
100 mm dish were transfected with either 30 mg of the empty
pcDNA3.1 vector (negative control) or pcDNA3.1_HEXIM1_3xFLAG
by calcium phosphate. 48 h after transfection, the cells were lysed
for 30min on ice in the lysis buffer (20mM Tris-HCl pH 7.4,150mM
NaCl, 10% glycerol, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl2, 0.05% Triton-X100,
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0.1% Tween20, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF), supplemented with
Protease inhibitor cocktail (Thermo Fisher Scientific, USA). Extracts
were cleared by centrifugation for 10 min at 14000 rpm, and pro-
tein concentration was measured using NanoDrop 2000 spectro-
photometer (Thermo Fisher Scientific, USA). 0.1 mg of cell lysates
were saved for input analysis. 1 mg of total protein was mixed with
FLAG-antibody conjugated agarose (Sigma, USA) and incubated
overnight at 4 !C. Beads were washed 5 times with the lysis buffer
for 10 min at 4 !C and then bound protein complexes were eluted
by Laemmli sample buffer (Biorad, USA) and analyzed by Western
blot.

For RNаse treatment, prior to addition of antibody-bound
Dynabeads Protein G or FLAG-antibody conjugated agarose to a
cellular extract, it was incubated in the presence or absence of
RNase A at 250 U/ml and RNase T1 at 1000 U/ml for 10 min at 37 !C
and subjected to immunoprecipitation as above.

For CTIP2 immunoprecipitationwith 3FLAG-Ku70, cells cultured
in 150-mm diameter dishes were transfected using a calcium
phosphate co-precipitation method with the plasmids indicated.
Lysates were prepared two days post-transfection as previously
described [47]. Immunoprecipitations were performed using the
standard technique, as in Ref. [47]. Finally, the immunoprecipitated
complexes were processed for SDS-PAGE and immunoblot analysis.
Proteins were visualized by chemiluminescence using the Super
Signal Chemiluminescence Detection System (Thermo Fisher Sci-
entific, USA).

2.11. Bioinformatics analysis

The eCLIP data were obtained from the ENCODE database. The
data of experiments ENCSR571ROL and ENCSR258QKO, obtained
for HepG2 and K562 lines, were used respectively. Detailed pro-
tocols of experiments and data processing are available on the
pages of experiments (https://www.encodeproject.org/
experiments/ENCSR571ROL/ and https://www.encodeproject.org/
experiments/ENCSR258QKO/). Uniquely mapped reads were used
for reads coverage counting. Files were downloaded in “bed”
format containing the coordinates of the RNA binding sites in the
human genome (version GRCh38). For every site values of the
normalized coverage (eCLIP signal) and p-value were given. Peaks
were filtered by thresholds to a signal level of at least 6.3 and p-
value no more than 0.01. For further analysis, only the peaks pre-
sent in both biological replicates were used and the average
coverage was calculated. If the partially overlapping sites, the se-
quences occurring in one replicate was selected, and the average
coverage for the common fragment was counted.

For analysis we used the following software: RNAstructure for
RNA secondary structure prediction [53], RNAforester from Vien-
naRNA Package 2.0 with parameter -r for RNA secondary structure
similarity calculation [54], LocARNA for consensus RNA structure
prediction [55]. Preferable for Ku binding consensus RNA structure
was build using our tested RNAs (TAR, hp1RNA, let7a) and pub-
lished structure from p53 mRNA [6] and human telomerase RNA
[18]. Also, we included GpG sequence into consensus structure
since UGGG > CAAA substitution in the terminal loop of TAR RNA
decreased its binding with Ku.

2.12. Confocal microscopy

Microglial cells were cultivated on glass coverslips in a 24-well
plate and transfected with Jetprime® (polyplus transfection) ac-
cording to the manufacturer’s protocol. 48-hours post-transfection,
cells were fixed with PFA 4% and permeabilized with PFA 4%/Triton
1%. The cells were incubated in BSA blocking buffer, then incubated
for 1 h with primary mouse anti-Ku70 antibodies (Abcam 3114)

followed by a 1-h incubation with Alexa 647-labeled anti-mouse
antibodies. Finally, the cells were incubated for 30 min with
Hoechst to stain the cell nucleus. The cells were washed with PBS
after each step. Fluorescence was recorded by confocal microscopy
using a Zeiss laser scanning microscope (model 510 invert) equip-
ped with a Planapo oil (63x) immersion lens (numerical
aperture ¼ 1.4).

3. Results

3.1. Expression and purification of recombinant Ku protein

The Ku protein usually used for in vitro studies is either an
endogenous protein purified from mammalian cells or a protein
produced in the baculovirus system [56,57]. Both approaches to Ku
production are multi-step and result in relatively low yields and
high costs. Purification from E.coli cells is mainly used only for
truncated Ku proteins [58,59]. Earlier, we designed a method for a
recombinant Ku70 subunit production, taking advantages of two-
tags (His6-and GST-) protein purification [48,49], and here tried
to apply this method to Ku80 production. However, the expression
of Ku80 in E. coli resulted in its significant proteolysis and insolu-
bility (data not shown). Therefore, we used an approach described
earlier [60] for bi-cistronic expression of Ku70 and Ku80 subunits
from the single T7 promoter with some modifications. We con-
structed a plasmid vector containing the Ku70 (XRCC6) coding
sequence followed by the Ku80 (XRCC5) coding sequence. To in-
crease the translation efficiency from the second cistron, we used
an approach described in Ref. [50]: Ku80 sequence had an internal
Shine-Dalgarno sequence in the open reading frame of Ku70
sequence and started with a -1nt shift related to Ku70 open reading
frame (Fig. 1A).

Recombinant Ku protein bearing a His6-tag at the N-terminus of
Ku70 subunit was expressed in E.coli BL21(DE3) Codon Plus/pLysS,
and purified by two consecutive chromatography procedures.
However, the protein prepared along with a full-size Ku70
(MW ~ 75 kDa) and Ku80 (MW ~ 90 kDa) subunits contained one
major Ku80 proteolysis product (MW ~ 65 kDa) (40% according to
Western blot) (Fig. 1B). Nonetheless, the final yield of the full-
length Ku70/Ku80 was estimated at 0.45 mg/L, which is compara-
ble to that described previously [60]. The first N-terminal peptide
resulted from trypsin digestion of the Ku80 proteolysis product,
according to mass-spectrometry analysis, was 210MVMISLE-
GEDGLDEIYSFSESLR232 (Table S1). We supposed that it is C-termi-
nal fragment of Ku80 with an approximate length of 523 amino
acids. The truncated Ku80 lacked a major part of the N-terminal
alpha-helix/beta-barrel von Willebrand A (vWA) domain, which
participates in neither DNA nor Ku70 binding [61,62]. This explains
the ability of the truncated Ku80 to form a stable complex with
Ku70 during both purification steps.

The main function of Ku protein is recognition of DNA ends
during double-stranded DNA break repair via NHEJ pathway [1,4,5].
The minimal length of DNA duplexes sufficient for Ku binding is
about 14-20-mer, and this binding is not sequence-specific
[61e63]. To examine the functional quality of the prepared re-
combinant Ku protein, we tested its DNA-binding capacity using an
electrophoretic mobility shift assay (EMSA). Briefly, a32P-labeled
21-mer or 40-mer DNA duplex was incubated with increasing
concentrations of the recombinant Ku protein, and then the
mixture was resolved on a nondenaturing polyacrylamide gel. As
shown in (Fig. 1C), Ku was able to form stable complexes with both
DNA ligands; determined Kd values were 0.9 ± 0.3 nM and
0.5 ± 0.2 nM for 21-mer and 40-mer DNA duplexes, respectively,
and correlated with published data [64]. As it was described earlier
[60,62,64], we detected two lower migrating bands in the case of
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40-mer DNA, probably, corresponding to complexes with DNA:Ku
ratio equal to 1:1 and 1:2, since the latter appeared only at
increased Ku concentrations. The 21-mer duplex formed with Ku
only one complex, since the duplex length was evidently insuffi-
cient for binding two Ku heterodimers.

3.2. Ku protein binds RNA with a stem-loop structure in vitro

Having confirmed that the purified recombinant Ku can bind
dsDNA, we next studied its RNA binding capacity by EMSA using a
set of 32P-labeled RNA ligands (Table 1). No interaction between the
Ku heterodimer and a 21-mer double-stranded RNA (dsRNA) was
observed (Fig. 2A, Table 1). Ku purified from HeLa cells is known to
interact with HIV-1 TAR RNA [41], which has a hairpin structure
with a 3-nt bulge just near the terminal loop. We analyzed the
recombinant Ku binding with TAR RNA and found that incubation
of the protein with the RNA resulted in a new band with reduced
electrophoretic mobility (Fig. 2A). To verify the nature of the
complex, the binding was performed in the presence of anti-Ku80,
anti-Ku70, and anti-His6 antibodies (supershift assay). In all cases,
the appearance of a new high-mass band was observed, thus con-
firming the RNA-protein complex is composed of Ku70 and Ku80
(Fig. 2B). Thus, we confirmed that our recombinant Ku formed a
stable complex with TAR RNA (Table 1). At high protein concen-
trations, the second RNA-protein complex was detected suggesting
binding of two Ku molecules to the ligand as it was demonstrated
for Ku-DNA interactions. Earlier, we showed that the human Ku70
subunit purified from E.coli interactedwith RNA only in the absence
of Mg2þ [48]. Due to an excess of the Ku70 subunit in the purified
heterodimer, we performed Ku-TAR RNA binding in the presence
and absence of Mg2þ to distinguish between Ku70-RNA and het-
erodimer Ku-RNA complex formation. No difference in the Kd
values was determined in both experiments that confirmed the

preferable formation of the heterodimer Ku-RNA complex. Further
experiments were carried out in the absence of Mg2þ cations to
minimize RNA degradation.

We also analyzed Ku interactions with two RNA hairpins derived
from TAR RNA: TAR-M1 hairpin lacking a bulge, and TAR-M2 with
UGGG > CAAA substitutions in the terminal loop. The latter
decreased the RNA binding by Ku purified from HeLa cells [41].
Changing the loop sequence decreased the affinity of the recom-
binant Ku protein to TAR RNA as well; however, the decrease was
not as strong as in the case of the bulge deletion, which led to an
approximately 3-fold drop in Kd (Table 1).

Next, we examined Ku binding with several RNA hairpins of
various structures (Fig. 2D, Table 1). Among them, hp1RNA,
resembling TAR with the bulged stem-loop structure but without
sequence similarity, was bound the most efficiently. The Ku affinity
to RNAs without bulges, hp2RNA and microRNA mir-504, was
comparable with that to TAR-M1. Interestingly, Ku binding to
another microRNA, hsa-let-7a-2, containing a bulky bulge just near
the loop was somewhat less efficient than to TAR and hp1RNA. This
allowed assuming that the bulge in hsa-let-7a-2 was probably too
bulky and created some steric tension when binding to Ku.

Under investigation of Ku interactions with human telomerase
RNA [18] or p53 mRNA [6], it was found that endogenous Ku from
HeLa cells efficiently bound a bulged hairpin structure in both RNAs.
The p53 mRNA hairpin contained two consecutive bulges; the first
one contained two nucleotides and was located just near the loop,
and the second onewas a large bulge composed of 8 nucleotides and
located downstream the stem. Importantly, only the deletion of the
first bulge led to the disruption of the Ku-RNA complex. Noteworthy,
altogether our and literature data demonstrate the importance of the
stem-loop RNA structure containing a bulge close to the loop for its
recognition by the human Ku protein, and this is consistent with
observations made with the yeast Ku protein [16].

Fig. 1. Expression, purification, and DNA binding characteristics of the Ku heterodimer prepared in E.coli. A. Scheme of the expression vector fragment coding for the Ku
protein subunits. B. Recombinant N-His6-Ku70/Ku80 protein after two-step purification on Ni-NTA-agarose and heparin-sepharose analyzed by SDS PAGE with subsequent Coo-
massie blue staining (lane 1), and Western blot with anti-Ku70 (lane 2) and anti-Ku80 (lane 3) antibodies. M - molecular mass markers in kDa. C. Gel-shift analysis of 0.1 nM DNA
binding with increasing concentrations of recombinant N-His6-Ku70/Ku80. Protein concentrations are indicated above the gel.

O. Shadrina et al. / Biochimie 171-172 (2020) 110e123 115



To test whether the existence of a bulge is a structural motif
sufficient for RNA recognition by human Ku, we constructed an RNA
duplex (dsRNA-bulge) containing a 4-nucleotide bulge. A complex
between dsRNA-bulge and recombinant Ku turned out to be
detected only at the highest protein concentration (400 nM)
(Fig. 2A). Thus, we could conclude that an unpaired region in the
duplex is not enough for successful RNA recognition by Ku, and
therefore, the RNA structure motif necessary for the efficient Ku
binding is a hairpin with a bulge located near the loop.

To determine a regionwithin heterodimeric Ku responsible for its
interactions with a hairpin RNA, we used a competitor approach and
carried out the binding assay in two variants. First, 32P-labeled
hp1RNA was incubated with Ku in the presence of increasing con-
centrations of an unlabeled double-stranded DNA competitor. Sec-
ond, the competitor was added to a pre-formed complex of 32P-
labeled hp1RNA and Ku. In both cases, the dsDNA successfully
interrupted the complex formation suggesting the same binding site
for dsDNA and RNA hairpin (Fig. 2C). These data are consistent with
observations made with Ku purified from mammalian cells [33].

3.3. In silico secondary structure analysis of RNAs interacting with
Ku70 in cell culture

To determine RNA structures interactingwith Ku protein in cells,

we used eCLIP (enhanced crosslinking and immunoprecipitation)
data available from the ENCODE database. This method allows the
identification of protein binding sites within cellular RNAs and the
estimation of enrichment values for the precipitated RNAs [65]. The
ENCODE database contains the results of eCLIP experiments for
HepG2 and K562 cell lines. Precipitation of cross-linked RNA-Ku
complexes was carried out using antibodies to Ku70, in cells Ku70 is
tightly associated with Ku80, and the identified RNAs were most
likely bound to the Ku heterodimer. The data were obtained in a
processed form and represented positions of the protein binding
sites in the precipitated RNAs and peak intensity values. The in-
tensity of the peaks was calculated as reads coverage of the protein
binding site in RNAs in the eCLIP library, normalized to reads
coverage of the site in the transcriptome library. Importantly, these
data can be used not only to detect all RNAs associated with the
protein but also to identify specific regions of RNA, which are
recognized and bound to the protein.

The analysis of the eCLIP data revealed several transcripts that
have at least one region bound by Ku70 and longer 10 bases (28
RNA regions listed in Table S2). The set of these transcripts differed
between two cell lines, only 2 transcripts were identified in HepG2
line, and 14 transcripts in K562 line. To clarify whether there is a
specific RNA motif recognized by Ku70, we analyzed structures of
the identified RNA regions (N ¼ 28). For each region, a secondary

Table 1
Structures of DNA and RNA molecules used in the study and stability of their complexes with the recombinant Ku protein.

Name Structure Kd, nMa

21-mer DNA 0.9 ± 0.3

40-mer DNA 0.5 ± 0.2

dsRNA NB

dsRNA-bulge NB

TAR 54 ± 6

TAR-M1 145 ± 17

TAR-M2 85 ± 16

hp1RNA 45 ± 10

hp2RNA 125 ± 20

let7a 70 ± 7

mir-504 115 ± 11

NB e No binding detected.
a The mean of at least three independent experiments with standard deviations.
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structure was predicted using RNAstructure software [53]. At first
sight, the predicted structures looked rather unlike each other and
had nothing in common. Of note, the secondary structure of some
of them resembled those of HIV-1 TAR RNA and hp1RNA aswell as a
consensus RNA hairpin preferable for the yeast Ku binding [16].
Also, we noticed that some identified RNAs had G-rich sequences,
in particular, GpG dinucleotide, in the terminal loop. The presence
of this sequence was found to be important for the Ku binding since
mutations UGGG- > CAAA in the TAR RNA loop slightly decreased
its binding to Ku (Table 1).

Since RNAs had different signals in eCLIP, we assumed that the
value of the eCLIP signal should depend on the RNA structure. To
verify this assumption, we constructed a consensus RNA structure
on the base of RNAs validated in our experiments as well as in the
literature (Fig. 3A), and then we aligned structures of the identified
RNAs with it. Using the alignment, the degree of similarity between
the identified RNA fragments and the consensus structure was
calculated. The similarity to the consensus structure was found to
correlate positively with the magnitude of the eCLIP signal. The
greatest correlation was observed taking into account the presence

Fig. 2. Binding of the recombinant Ku protein to 32P-labeled RNA ligands tested by EMSA. A. Binding of 0.1 nM double-stranded RNA (dsRNA), bulged double-stranded RNA
(dsRNA-bulge) and TAR RNAwith increasing concentrations of the protein. Positions of free and Ku-bound RNAs are indicated by arrows. B. Complex formation between Ku and TAR
RNA in the presence of anti-actin (negative control), anti-Ku80, anti-Ku70, or anti-His6 antibodies. Positions of free and Ku-bound RNAs and super-shift of the Ku-RNA complex by
an antibody are indicated by arrows. C. Binding of 0.1 nM 32P-labeled hp1RNA with Ku in the presence of increasing concentrations of unlabeled DNA competitor (left gel), and
displacement of 32P-labeled hp1RNA from its pre-formed complex with Ku by increasing concentrations of unlabeled DNA (right gel). D. Curves of RNA binding with increasing
concentrations of Ku based on the gel-shift assay. Points represent the mean of at least three independent experiments.

Fig. 3. Analysis of RNA structures preferably bound by Ku in cell cultures. A. A consensus structure of RNA preferably bound by Ku. B. Dependence of the eCLIP signal of RNA
bound by human Ku on its similarity of structure to the consensus structure. For black dots, the similarity was calculated relying on the RNA folding (Spearman correlation co-
efficient r ¼ 0.43, p-value 0.021, N ¼ 28); for empty square, the similarity calculation considered the presence of GpG sequence in the loop in addition to the RNA folding (Spearman
correlation coefficient r ¼ 0.48, p-value ¼ 0.009, N ¼ 28).
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of the GpG sequence in the loop in the similarity counting
(Spearman correlation coefficient r ¼ 0.48) (Fig. 3B). Thus, we have
shown that the structure of RNA determines the Ku-binding affinity
not only in vitro but also in cells.

3.4. Ku interacts with 7SK snRNA

TAR RNA, which plays an important role in transcription regu-
lation from the HIV-1 promoter, is known to have some structural
similarities with 7SK snRNA [46,66,67]. The latter is a highly
structured small nuclear RNA participating in the regulation of
transcription elongation by RNAPII [68,69]. Taking into account the
high affinity of Ku to TAR RNA, we decided to analyze its capacity to
bind 7SK snRNA that forms four hairpins with a stem-loop
structure.

The EMSA experimentwith the recombinant Ku protein and 32P-
labeled T7-transcribed RNA showed that 7SK snRNA formed a
complex with Ku, and Kd value for this complex was estimated as
30 nM (Fig. 4A). To elucidate the Ku-binding site within 7SK snRNA,
we used a footprinting assay with RNase T1 digestion. We clearly
demonstrated strong protection of G50-G52 and G55 residues

located in the terminal loop of the conserved hairpin 1 (HP1)
pointing out to the Ku binding with this bulged stem-loop region
(Fig. 4BeC). We also observed the protection of several G-residues
in the hairpin 3 (HP3), but it was much slighter than the protection
of the G50-G55 region. We cannot rule out some weak interactions
of Ku with HP3, but rather Ku being strung on HP1 by its bulk ring-
like DNA-binding domain covers the structures lying next to it
within the tertiary RNA structure.

Further, we performed the RNA-immunoprecipitation assay to
find out interactions of Ku and 7SK snRNA in HEK 293Tcells. Briefly,
Ku70 and Ku80 tagged by 3xFLAG-peptide were overexpressed and
pulled down by anti-FLAG resin, protein-RNAs complexes were
washed and eluted, and the RNAs were extracted. Cells transfected
with an empty pcDNA3 vector was used as a negative control. The
level of the co-precipitated RNAs was estimated by RT-qPCR. We
obtained two-fold enrichment of 7SK snRNA but not U6 snRNA,
which we used as a control (Fig. 4, D). U6 snRNA is a non-coding
small nuclear RNA with a stem-loop structure, however, it con-
tains neither bulge nor terminal G-rich loop [70,71] (Fig. S1). Thus
we have first shown that Ku protein is able to bind 7SK snRNA
in vitro or being over-expressed in HEK 293T cells.

Fig. 4. Ku interacts with 7SK snRNA. A. Gel-shift analysis of binding of the 32P-labeled T7-transcribed 7SK snRNA with increasing concentrations of the recombinant Ku protein.
Positions of free and bound 7SK snRNA are indicated by arrows. B. Footprinting assay with RNase T1 digestion of the 32P-labeled T7-transcribed 7SK snRNA in the presence and
absence of the recombinant Ku protein. Products of the footprinting assay were resolved by denaturing PAGE (the left gel is 10e15%, and the right gel is 6e10%). 60-mer and 184-
mer RNAs were used as mobility controls. Positions of the protected nucleotides are marked by arrows and lines. C. Conserved hairpins of 7SK snRNA with binding sites of HEXIM1
and P-TEFb proteins. Indicated G50, G51, G52, and G55 residues were protected by Ku protein in the RNase footprinting assay. D. Immunoprecipitation of Ku70-FLAG/Ku80-FLAG
from transiently transfected HEK 293T cells using anti-Flag beads. Western blot of input and precipitated proteins with detection by anti-FLAG antibody. E. Level of co-precipitated
with Ku70-Flag and Ku80-Flag endogenous 7SK and U6 snRNAs detected by RT-qPCR. Cells transfected with the pcDNA3 vector was used as a control. Data from three independent
experiments are presented as mean of percentages of the bound input, error bars represent SD (**p < 0.01 as compared with the control according to Student’s t-test).

O. Shadrina et al. / Biochimie 171-172 (2020) 110e123118



3.5. Interactions of Ku with protein components of the 7SK
ribonucleoprotein complex

7SK RNA is known to form a scaffold for a ribonucleoprotein
complex [45,69]. We analyzed whether Ku can interact with such
components of 7SK snRNP as HEXIM1 and Cdk9. For this purpose,
we performed immunoprecipitation of these endogenous proteins
using specific anti-HEXIM1 or anti-Cdk9 antibodies, and as a result,
we observed the Ku80 subunit in the precipitated fraction (Fig. 5A).
Moreover, endogenous HEXIM1 and Cdk9 were co-precipitated
with endogenous Ku80 using anti-Ku80 antibodies (Fig. 5A). The
co-precipitation of the proteins from 7SK snRNP with Ku could be
mediated by interactions between Ku and 7SK snRNA. To clarify a
possibility of a direct Ku binding to Cdk9, we carried out

immunoprecipitation of endogenous Cdk9 in the presence and
absence of RNase cocktail, and subsequently monitored the
amounts of co-purified endogenous Ku80 (Fig. 5B). A significant
amount of Ku80 was co-precipitated with Cdk9 in an RNase-
resistant fashion suggesting direct protein-protein interactions
between them.

In the case of HEXIM1, immunoprecipitation of Flag-tagged
HEXIM1 was performed from cells transiently transfected with
either pcDNA3 or pcDNA3-HEXIM1-3xFLAG vector (Fig. 5C) also
with or without RNase treatment. We could detect Ku80-HEXIM1
complex under native conditions, whereas the RNase treatment
partially disrupted the complex. To verify if the association of these
proteins is indeed RNA-dependent, a recombinant GST-HEXIM1
protein was purified, and interaction of recombinant proteins

Fig. 5. Ku interacts with protein components of the 7SK snRNP complex. A. Immunoprecipitation of endogenous Ku80, HEXIM1, and Cdk9 from HEK 293T cells using specific
anti-HEXIM1, anti-Cdk9, and anti-Ku80 antibodies. Input and precipitation steps were monitored for endogenous Ku80, HEXIM1, and Cdk9. Immunoprecipitation with rabbit IgG
was used as a control. B. Immunoprecipitation of endogenous Ku80 and Cdk9 from HEK 293T cells in the presence (marked by a plus) or absence (marked by a minus) of RNase
cocktail. Input and precipitation steps were monitored for endogenous Ku80 and Cdk9. Immunoprecipitation with rabbit IgG was used as a control. C. Anti-Flag immunoprecip-
itation of HEXIM1-FLAG from transiently transfected HEK 293T cells with either control pcDNA3 or pcDNA3-HEXIM1-3xFLAG vector. Prior immunoprecipitation the cellular lysate
was incubated in the presence (þ) or absence ($) of RNase cocktail. Western blot using anti-Ku80, anti-Ku70, and anti-Flag antibodies. D. Gel-shift analysis of binding of the 32P-
labeled T7-transcribed 7SK snRNA with Ku and HEXIM1. Positions of free and bound 7SK snRNA are indicated by arrows. E. Nuclear extracts from HEK 293T cells transfected with
pNTap-CTIP2 combined to the pcDNA3-Flag or the pcDNA3-Ku70-3xFlag vector were subjected to immunoprecipitations targeting the Flag peptide and analyzed byWestern blot for
the presence of CTIP2 as described previously [51]. Controls of CTIP2 and Ku70 expressions in nuclear extracts of HEK 293T cells were also accessed by Western blot. F. Control
microglial cells (lane A) and microglial cells expressing RFP-CTIP2 (Lanes B and C) were subjected to immunostainings with mouse anti-Ku70/Alexa 647-labeled goat anti-mouse IgG
(Lane A and C) or with Alexa 647-labeled goat anti-mouse IgG alone (Lane B). Nuclei were stained by Hoechst as indicated. Patterns of CTIP2 and Ku70 expressions were analyzed by
confocal microscopy.
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His6-Ku70/Ku80 and GST-HEXIM1 was studied in a GST-pull-down
assay. We did not detect direct binding of Ku and HEXIM1 in the
absence of 7SK snRNA (data not shown). To examine the formation
of the ternary complex containing HEXIM1, Ku and 7SK snRNA, we
performed an EMSA using labeled T7-transcribed 7SK snRNA and
the recombinant proteins (Fig. 5D). In the absence of HEXIM1, we
detected two complexes of Ku with full-length 7SK snRNA and a
complex probably composed of Ku and degraded RNA. When
HEXIM1 was added, bands corresponding to the complexes of Ku
with full-length 7SK snRNA disappeared, and the formation of a
higher-mass complex was observed. Notably, this complex
possessed slightly lower mobility than a binary HEXIM1-RNA
complex, suggesting it contained HEXIM1, Ku and RNA. Thus, we
can conclude that the association of Kuwith HEXIM1 protein occurs
via their interactions with 7SK snRNA.

We have previously shown that the cellular repressor CTIP2
associates with 7SK snRNA and HEXIM1 to repress P-TEFb function
[47]. Here we analyzed interactions of Ku with CTIP2 by co-
immunoprecipitation experiments and confocal microscopy anal-
ysis. Co-immunoprecipitation experiments were performed with
nuclear extracts from HEK 293T cells expressing CTIP2 and Ku70-
Flag. We found that CTIP2 does interact with Ku protein (Fig. 5E).
To confirm Ku association with CTIP2 in a cellular context, we next
analyzed Ku70 and CTIP2 localization patterns in microglial cells.
These cells are considered as the main HIV-1 reservoirs of the
central nervous system, and CTIP2 is shown to be a key regulator of
HIV-1 gene transcription in microglial cells (reviewed in Ref. [72]).
The confocal microscopy analysis of CTIP2 and Ku70 nuclear
localization also pointed to the possibility of interactions of these
proteins (Fig. 5F). Ku70 harbored a punctate pattern of localization
in the nucleus of the cells in the absence of RFP-CTIP2 expression
(lane A), whereas upon RFP-CTIP2 expression we observed a clear
concentration of the endogenous Ku70 protein in CTIP2-induced
structures. As shown by the yellow staining in Fig. 5F (lane C4),
RFP-CTIP2 and Ku70 were co-localized in the nucleus. As a speci-
ficity control, no green staining was detected with the fluorescent
secondary antibody alone (lane B). Altogether, these results suggest
that the Ku protein physically interacts with the CTIP2-associated
inactive pTEFb complex.

4. Discussion

Accumulating data point out to the importance of Ku-RNAs in-
teractions in eukaryotic cells. There are studies elucidating the
functional role of Ku-RNA binding in DSB repair, telomere main-
tenance, modulation of translation and innate immune response
[10e14,21e24,29,33]. However, the mechanism of RNA binding by
human Ku heterodimer has not been yet clarified. To figure out the
structural aspects of RNA interactions with the human Ku hetero-
dimer, we developed a new system for recombinant Ku production
in E.coli, and using the purified heterodimer and RNA molecules
possessing different structures, we performed EMSA studies. Be-
sides this, we analyzed the results of eCLIP (enhanced crosslinking
and immunoprecipitation) experiments available for human Ku
from the ENCODE database. The results obtained altogether
allowed us to propose a consensus RNA structure favorable for the
Ku binding, which is a hairpin containing a bulge within a few
nucleotides from the loop and possessing the GpG sequence in the
terminal loop (Fig. 3A). The structure proposed resembles
consensus RNA preferable for binding with yeast Ku described
earlier [16] except for the loop sequence importance for the
recognition by the human protein, but not the yeast one.

We also investigated Ku interplay with a highly structured 7SK
snRNA, which is a scaffold for a ribonucleoprotein complex
participating in transcription regulation [45]. We found that the

recombinant Ku protein and T7-transcribed RNA formed a stable
complex with Kd value about 30 nM (Fig. 4A). Also, RNA-
immunoprecipitation of transiently expressed FLAG-tagged Ku in
HEK 293Tcells confirmed the intracellular interaction of 7SK snRNA
and Ku protein (Fig. 4C). To better characterize the mode of Ku-7SK
RNA interplay, we performed a footprinting assay with RNase T1
digestion, which allowed us to elucidate the Ku-binding site within
7SK snRNA. Despite a complex stem-loop structure of this RNAwith
a lot of hairpins and stem abnormalities preferable for Ku binding,
we detected strong and reliable protection only for G50-G52 and
G55 residues located in the terminal loop of a conservative hairpin
1 (HP1) (Fig. 4B). Upon our study of the Ku binding with different
RNA structures, we detected the formation of a stable complex
between Ku and TAR RNA, which is a bulged hairpin formed at the
50-end of the nascent transcript of HIV-1. Interestingly, structural
similarities of TAR and 7SK RNAs were thoroughly studied, and a
structural mimicry was found for TAR and two hairpins of 7SK
snRNA, HP1 [46] and HP4 [66]. However, we detected no protection
in the HP4; the result that points out to a specific character of the
Ku binding to 7SK snRNA.

Of note, HP1 is involved in interactions with the transcription
repressor HEXIM1 that binds an inverted GAUC double-strand
repeat located near the terminal loop [73,74]. Importantly, in 7SK
snRNP, HEXIM1 also interacts with Cdk9, a component of P-TEFb
bound with HP4, and inhibits its phosphorylating activity [75,76].
We verified the association of endogenous Ku with these proteins
in HEK 293T cells. As for Cdk9, the interaction of Ku70 only with its
minor 55 kDa-isoform was previously shown in HeLa cells [77]. In
our study, Ku was co-precipitated with the main 42 kDa-isoform of
Cdk9, and the binding of these proteins was RNA-independent.
HEXIM1 was co-precipitated with Ku as well, however, RNase
treatment destroyed HEXIM1-Ku complex (Fig. 4DeF). Moreover,
recombinant Ku and HEXIM1 were not able to interact in the
absence of 7SK snRNA. Importantly, we detected the formation of a
ternary complex containing the recombinant HEXIM1, Ku, and full-
length 7SK snRNA (Fig. 4G), although HEXIM1 and Ku bind the
same HP1. We can propose two possible explanations of this fact:
either HEXIM1 and Ku bind different regions within HP1 and
therefore do not interfere with each other, or in the presence of Ku,
HEXIM1 interacts with another 7SK snRNA region since it has been
found to bind HP3 as well [74]. We have also elucidated the inter-
action of Ku with another component of 7SK snRNP, namely, the
transcriptional repressor CTIP2 that is a major modulator of P-TEFb
activity. CTIP2 is known to interact with an inactive P-TEFb complex
containing the 7SK snRNA and HEXIM1 [47].

There are numerous studies showing the participation of Ku
protein in the transcription regulation of cellular and viral genes
[40,78e84], and it is supposed that there is a specific mechanism of
Ku-dependent regulation for each particular gene. Among the
mechanisms proposed, there is no either involving the interaction
of Ku with RNA, but we cannot completely rule out such a possi-
bility. Also, it has been shown that depletion of the Ku protein level
affects the efficiency of HIV-1 transcription in infected cells
[84e86]. However, the nature of Ku influence has not been eluci-
dated, and no Ku-binding site within the HIV-1 LTR promoter is yet
determined [87,88].

5. Conclusions

We have demonstrated that Ku may efficiently bind both TAR
and 7SK snRNA that are known to be involved in HIV-1 transcrip-
tion regulation [42,89,90]. Our data give reasons to hypothesize
that Ku protein could be involved at least in the HIV-1 transcription
regulation via its interactions with TAR and/or 7SK snRNA as well as
protein components of 7SK snRNP. Indeed, we have previously
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reported that the cellular repressor CTIP2 binds both the 7SK
snRNA HP2 and HEXIM1 to repress P-TEFb function and thereby
cellular and HIV-1 genes transcription [47]. Here we further report
that Ku binds and colocalizes with CTIP2 in the nucleus. These re-
sults confirm Ku association with the inactive P-TEFb complex and
suggest the involvement of Ku protein in the regulation of P-TEFb-
sensitive genes including HIV-1.
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3. 3XEOLFDWLRQ�Q�� 
 

Inhibition of HIVǦ1 gene transcription by KAP1 in myeloid lineage 
 

Ait-Ammar A, Bellefroid M, Daouad F, Martinelli V, Van Assche J, Wallet C, Rodari A, 

De Rovere M, Fahrenkrog B, Schwartz C, Van Lint C, Gautier V, Rohr O. Inhibition of 

HIV-1 gene transcription by KAP1 in myeloid lineage.  

Sci Rep. 2021 Jan 29;11(1):2692.  

doi: 10.1038/s41598-021-82164-w. PMID: 33514850; PMCID: PMC7846785. 

 

Les stratégies thérapeutiques actuelles permettant de lutter contre le VIH-1 induisent 

une suppression de la charge virale sous les niveaux de détection des techniques 

classiquement utilisées. Cependant, ces traitements doivent être poursuivis durant 

toute la vie, sans quoi, un rebond de la virémie est rapidement observé, j�O¶DUUrW�GHV�

WUDLWHPHQWV��/HV�UpVHUYRLUV��SULQFLSDOH�FDXVH�GH�FH�UHERQG�HW�IUHLQ�j�O¶pUDGLFDWLRQ�GX�

virus, sont présents dans différentes cellules et organes notamment dans le système 

nerveux central avec les cellules microgliales. Le laboratoire a démontré le rôle du 

facteur de transcription cellulaire CTIP2 dans cette latence par sa participation à la 

formatioQ� GH� GHX[� FRPSOH[HV� TXL� SHUPHWWHQW� O¶pWDEOLVVHPHQW� HW� OH� PDLQWLHQ� GHV�

UpVHUYRLUV��'DQV�FHWWH�pWXGH�� OH� ODERUDWRLUH�GpFULW� OH� U{OH�GDQV� OD� ODWHQFH�YLUDOH�G¶XQ�

autre facteur de transcription cellulaire appelé KAP1. Il a déjà été décrit que ce facteur 

particiSH�j�OD�UpSUHVVLRQ�GH�O¶H[SUHVVLRQ�GH�FHUWDLQV�JqQHV��&HWWH�pWXGH��GpPRQWUH�TXH�

KAP�� UpSULPH� O¶H[SUHVVLRQ� GHV� JqQHV� GX� 9,+-1. La déplétion de KAP1 stimule 

O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�GX�9,+-��HW�SOXV�SDUWLFXOLqUHPHQW�OD�SKDVH�G¶pORQJDWLRQ�GH�OD�

transcription. Il est également retrouvé sur le promoteur du VIH-1 dans les cellules 

microgliales infectées latentes. Mais lorsque les cellules sont réactivées, KAP��Q¶HVW�

plus recruté sur le promoteur viral. Les résultats obtenus, permettent également de 

GpPRQWUHU�TX¶LO�y a une coopération entre le facteur répresseur CTIP2 et KAP1 afin de 

limiter la transcription du VIH-1. De plus, ces deux facteurs interagissent via le domaine 

RBCC de KAP1 et le domaine central de CTIP2. Ici, le laboratoire démontre également 

que KAP1 interagit avec Tat et induit sa dégradation par la voie du protéasome. Il est 

déjà établi que le Bromo domaine de KAP1 peut être modifié par la SUMOylation qui 

donne à KAP1 une activité répressive. La dégradation observée de Tat par KAP1 
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semble être induite par cette forme répressive SUMOylée de KAP1. En conclusion, 

cette étude démontre que KAP1 peut être considéré comme un acteur important de la 

latence du VIH-1 dans les cellules microgliales.  

 

 

'DQV�FHWWH�SXEOLFDWLRQ� M¶DL�YDOLGp�FHUWDLQV� UpVXOWDWV�REWHQXV��'H�SOXV��PRQ�SURMHW�GH�

thèse est la suite de cette étude qui démontre un lien entre la voie de la SUMOylation 

et la latence post-intégrative du VIH-1.  
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����������ǡ�����������������������������ͷ���������������������������������������������������������
���Ǧͷ�������������������������Ǥ

!e pandemic of HIV-1 infections is a global health problem. Current cART (combination antiretroviral therapy) 
e"ciently suppresses viral expression below clinical detection levels but fails to eradicate latently infected res-
ervoirs, the main obstacles toward an HIV cure. Indeed, most e#orts have focused on understanding latency 
molecular mechanisms in resting memory CD4+ T-cell reservoirs. However, they are not the only source of viral 
rebound. Myeloid cells such as monocytes, tissue-resident macrophages and follicular dendritic cells are part 
of the viral  reservoir1–3. Protected by the blood brain barrier, the central nervous system is a major anatomic 
reservoir and a sanctuary for the  virus4. Indeed, integrated SIV DNA have been reported in the CNS of infected 
macaques, with undetectable plasma viral  load5. In the brain, microglial cells are the major reservoirs of latently 
integrated HIV-16. !e speci$c molecular mechanisms controlling HIV-1 gene silencing in these CNS resident 
macrophages should be taken into consideration to design strategies toward HIV cure.

We have previously reported the importance of the cellular co-factor CTIP2 (Coup-TF Interacting Protein 
2) in the establishment of HIV-1 post-integration latency in microglial  cells7–9. CTIP2 promotes and maintains 
HIV-1 gene silencing by recruiting chromatin modifying complexes including HDAC1/2 (Histone Deacetylase 
1/2), SUV39h1 (Suppressor of Variegation 3–9 Homolog 1) and LSD1 (Lysine-Speci$c histone Demethylase 
1A) to the viral  promoter9,10. In addition, CTIP2 targets and represses HIV-1 Tat transactivation function by 
promoting its relocation to heterochromatin structure via the formation of a Tat-CTIP2-HP1α (Heterochromatin 
Protein 1α)  complex11 and by repressing the elongation factor P-TEFb12. P-TEFb is the key cofactor of Tat. CTIP2 
associates with an inactive form of P-TEFb to repress the CDK9 (Cyclin Dependent Kinase 9) catalytic subunit 
and inhibit P-TEFb sensitive genes including HIV-112. Finally, we reported that HMGA1 recruits this CTIP2-
associated inactive P-TEFb complex to the viral  promoter13. Importantly, Desplats et al., revealed that CTIP2 

����
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expression is increased in the CSF, astrocytes and microglial cells from PLWH (Patients Living With HIV) on 
suppressive cART 14. Collectively, our results demonstrate the importance of CTIP2 and its partners in the regula-
tion of HIV-1 gene silencing. !e HIV-1 latency is a multifactorial phenomenon involving factors dedicated to 
epigenetic gene silencing. KAP1 (KRAB (Krugel-Associated Box) domain-Associated Protein 1), also known as 
TRIM28 (Tripartite Motif-containing Protein 28) or TIF1β (Transcriptional Intermediary Factor 1 beta) is one 
of them. It was identi$ed in 1996 as an interaction partner of the KRAB-ZFPs (Krüppel-Associated Box Zinc 
Finger Proteins) transcription factors family  members15. KAP1 is a protein with multiple functional domains that 
regulates the chromatin environment through interactions with di#erent  partners16. KAP1 is recruited to DNA 
loci via interactions of its RBCC (RING $nger, 2 B-box zinc $ngers, Coiled-Coil region) domain with KRAB 
 proteins17. !e RING domain of KAP1 has SUMO and Ubiquitin E3 ligase activities and induces heterochromatin 
 structures18–20, the PHD (Plant Homeo Domain) C-terminal domain has a SUMO E3 ligase activity needed to 
SUMOylate its own Bromo domain and the SUMOylated Bromo domain recruits the NURD and SETDB1 repres-
sor  complexes21. KAP1 is known to repress endogenous and latent  retrovirus22. In HIV-1 infected cells, KAP1 
associates with HDAC1 to deacetylate the integrase and inhibit proviral  integration23. At the transcriptional level, 
KAP1 has been reported to contribute to ZBRK1 (Zinc $nger and BRCA1 (Breast cancer type 1 susceptibility 
protein)-interacting protein with A KRAB domain 1) and ZNF10 (Zinc Finger Protein 10)-mediated HIV-1 LTR 
 repression24,25. However, these studies have not yet shown the direct involvement of KAP1 and its mechanism 
of action. Moreover, KAP1-mediated recruitment of an inactive form of P-TEFb to most genes containing a 
paused RNA polymerase, including the HIV-1 LTR promoter to favor gene expression upon  stimulation26,27. 
Despite these controversies, KAP1 is mainly shown as a viral gene repressor. KAP1 restricts the activation of 
MLV (Murine Leukemia Virus) and HTLV-1 (Human T-Lymphotropic Virus type 1)  genes28,29. More recently, 
the restriction factor APOBEC3A (Apolipoprotein B mRNA-Editing enzyme Catalytic polypeptide-like 3G) 
has been described to recruit KAP1 to suppress HIV-1  transcription30. In addition, a recent study suggests that 
KAP1 represses HIV-1 gene expression by mediating CDK9 SUMOylation resulting in P-TEFb repression in T 
 cells31. Surprisingly, since KAP1 functions have been extensively studied in T lineage, nothing has been done to 
de$ne its role and its mechanism of action on HIV-1 infection in myeloid cells.

Here, we studied the in(uence of KAP1 on HIV-1 expression and its speci$c mechanism of action in mono-
cytic and microglial cells, the resident macrophages and the main viral reservoirs in the brain. In microglial cells 
KAP1 repressed HIV-1 gene expression. While KAP1 was found associated with the silenced HIV-1 promoter in 
the CHME5-HIV microglial model of latency, stimulations released KAP1 from the provirus. RNA interference-
mediated knockdown of KAP1 in monocytic cell line latently infected with HIV-1 showed an increase in viral 
reactivation and transcription. Mechanistically, KAP1 repressed the HIV-1 promoter activity in the absence and 
in the presence of the viral transactivator Tat. Moreover, KAP1 had a major repressive impact on Tat function. 
We report that KAP1 interacts physically and colocalizes with Tat in the nucleus of microglial cells to promote 
its degradation via the proteasome pathway. Finally, KAP1 was found associated with the repressor CTIP2. 
!ey both cooperated to repress Tat function. Altogether our results highlight the contribution and the speci$c 
mechanism of action of KAP1 in the establishment and the persistence of HIV-1 post-integration latency in 
cells from myeloid origin.

�������
���ͷ���������������������͸���������������Ǧͷ������������������������������������Ǥ� !e func-
tional impact of KAP1 overexpression or depletion on HIV-1 gene expression was examined on microglial cells 
expressing the pNL4-3 Δ ENV Luc HIV molecular clone (Fig. 1A,B) or the episomal vector LTR-Luc (Fig. 1C,D). 
In both cases we observed that expression of increasing amounts of KAP1 inhibited the HIV-1 promoter activity 
in a dose-dependent manner, while KAP1 depletion stimulated its activity.

!ese results are consistent with a transcriptional control of the viral expression by KAP1 and support a 
repressive role of KAP1 on HIV-1 gene expression. Of note, KAP1 protein expression levels were assessed by 
Western blot and quanti$ed (Figs. 1E,F). Given KAP1 capacity to silence HIV-1 gene expression, we next exam-
ined the presence of KAP1 at the silenced viral promoter in CHME5-HIV microglial model of HIV-1  latency32. 
Chromatin IP experiments using 5ƍLTR speci$c primers revealed the presence of KAP1 associated with the silent 
5ƍLTR region of the provirus (Fig. 2A). However, treatments with TNFα and HMBA to induce viral reactivation 
signi$cantly displaced KAP1 from the promoter (Fig. 2A). !e activation of HIV-1 promoter was validated by 
increased binding of the RNA Pol II (Fig. 2A) and by quanti$cation of the GFP positive cells (Fig. 2B). Our results 
suggest that KAP1 targets the latent viral promoter to promote HIV-1 post-integration latency in microglial cells. 
To con$rm these results in other models of infected myeloid cells, we took advantage of THP89 cells latently 
infected with recombinant p89.6 HIV-1 reporter virus wherein the GFP gene is inserted in the viral  genome33. 
We generated THP89 monocytic cell lines expressing nontarget (shNT) or KAP1 (shKAP1) small hairpin (sh) 
RNAs. !e e"ciency of KAP1 knockdown in the selected puromycin resistant cells was validated by Western blot 
(Fig. 3A). Using these cells, we assessed the role of KAP1 in viral latency and reactivation by monitoring GFP 
expression. Flow cytometry analysis and GFP transcripts quanti$cations revealed an increase of GFP positive 
cells upon KAP1 knockdown (Fig. 3A,B). Activation of HIV-1 gene transcription in THP89 cells following KAP1 
depletion was further studied by quantifying initiated transcripts (TAR region), elongated transcripts (gag and 
tat regions), and the multiply spliced transcripts (Ms RNA) (Fig. 3C). Signi$cant higher levels of elongated and 
multiply-spliced transcripts were observed in KAP1 knocked-down cells. Altogether, our results indicate that 
KAP1 depletion enables the release of HIV-1 transcriptional blocks underlying latency.

We have previously reported the importance of the cellular cofactor CTIP2 in the establishment and the 
persistence of HIV-1  latency9,10,13. Since KAP1 and CTIP2 have been both involved in the control of HIV-1 gene 
expression, we next investigated whether they interact functionally. We observed that overexpressing KAP1 
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and CTIP2 had a stronger repressive activity on the HIV-1 provirus than overexpressions of each protein alone 
(Fig. 4A, column 4 versus 2 and 3). Similarly, we observed a modest but signi$cant cooperation in the context 
of a simultaneous depletion of the two proteins (Fig. 4B, column 4 versus 2 and 3). As shown in Fig. 4C,D, 
similar results were obtained upon analysis of the activity of 5ƍLTR viral promoter. To ensure that the e#ects 
can be correlated to the expression levels of CTIP2 and KAP1, we performed Western blot analysis. !e results 
demonstrated the e"ciencies of the overexpression and the knockdown at the protein level (Figs. 4E,F). Since 

Figure 1.  KAP1 suppresses HIV-1 expression (A–D) Microglial cells were transfected with the pNL4-3 Δ 
ENV Luc vectors (A,B) or with episomal vector LTR-Luc (C,D) in the presence of an increasing dose of KAP1 
(A,C), or with a KAP1 knockdown (shKAP1) (B,D). Luciferase activity was measured 48 h post-transfection 
and a*er lysis of the cells. Luciferase values were normalized to those obtained with LTR-Luc or pNL4-3 Δ 
ENV Luc alone. A t-test was performed on 3 independent experiments P (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). 
(E,F) Overexpressions of KAP1, as well as knockdown e"ciencies, were validated by Western blotting. KAP1 
expression levels were quanti$ed and presented relatively to β-actin expression, using image J so*ware. Full-
length blots are presented in Supplementary Figure 1.

Figure 2.  KAP1 binds to the latent HIV-1 promoter (A) Microglial cells latently infected with HIV-1 
containing the GFP reporter gene were treated for 24 h with TNFα and HMBA. Cells were subjected to ChIP-
qPCR experiments targeting the binding to the HIV-1 5ƍLTR promoter (B) !e same microglial cells were also 
analyzed by (ow cytometry. !e results are presented as percentages of immunoprecipitated DNA compared to 
the input DNA (% IP/INPUT). !is $gure is representative of 3 independent experiments.
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Figure 3.  Reactivation of HIV-1 gene transcription in myeloid models of latency upon KAP1 depletion (A–C) 
!e HIV-1 infected monocytic (THP89) cells containing a GFP reporter gene were transduced either with non-
targeting shRNA (indicated as shNT) or shKAP1. (A) !e GFP expression was examined by (ow cytometry 
and the KAP1 protein expression level was assessed on total cellular extract by Western blot. (B,C) Total 
RNA products from shNT or shKAP1 THP89 transduced cells were retrotranscribed. GFP and HIV-1 gene 
transcripts as Initiated (TAR region), elongated (gag, tat), and multiple-spliced RNA (Ms RNA) were quantitated 
by real-time RT–PCR. !e relative mRNA level was $rst normalized to GAPDH then to the shNT-transduced 
condition. Results are means from duplicate. Full-length blots are presented in Supplementary Figure 2.

Figure 4.  Kap1 and CTIP2 together contribute to the silencing of HIV-1 gene expression (A–D) Microglial cells 
were transfected with the pNL4-3 Δ ENV Luc vectors (A,B) or LTR-Luc (C,D) under the indicated conditions. 
!e cells were lysed a*er 48 h of transfection. !e luciferase activities were measured and normalized to the 
conditions where the pNL4-3 Δ ENV Luc and LTR-Luc vectors were transfected alone. A t-test was performed 
on 3 independent experiments P (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). (E,F) Over-expression and knockdown of 
the indicated proteins were validated by Western blot. Full-length blots are presented in Supplementary Figure 3.
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KAP1 has been shown to promote the formation of heterochromatin  environments34, we investigated the role of 
KAP1 on H3K9me3 and HP1 recruitments at the HIV-1 promoter. As shown in supplementary $gure 4, KAP1 
depletion reduced H3K9me3 and HP1β but not HP1α bindings at the 5ƍLTR.

We have reported that CTIP2 represses Tat function by inducing its relocation in heterochromatin  structures11. 
We therefore investigated the impact of KAP1 on Tat function. As expected, Tat expression stimulated the viral 
promoter activity (Fig. 5A, column 2). However, while the overexpression of KAP1 repressed this transactiva-
tion (Fig. 5A, columns 3 to 5 versus 2), the knockdown of KAP1 promoted Tat activity (Fig. 5B). !ese results 
con$rmed that KAP1 regulates the initiation (−Tat) and the elongation (+Tat) steps of HIV-1 gene transcrip-
tion. We next modulated the expression of KAP1 together with CTIP2. As expected, overexpression of KAP1 
and CTIP2 alone inhibited Tat function (Fig. 5C, column 3 and 4). Moreover, their concomitant overexpression 
further repressed Tat-mediated activity (Fig. 5C, column 5). Logically, the concomitant depletion of KAP1 and 
CTIP2 favored Tat-mediated transactivation (Fig. 5D). As shown in Fig. 5C,D, the e"ciencies of the overexpres-
sion and the depletions were controlled by Western blot. Taken together, our results demonstrate that KAP1 and 
CTIP2 cooperate functionally to repress HIV-1 gene expression in microglial cells.

���ͷ�����������������������������������Ǥ� We have shown that KAP1 inhibits Tat function. In addition, 
we found that KAP1 cooperates with CTIP2 in Tat repression. !ese results prompted us to investigate a physi-
cal association of KAP1 with Tat. We performed co-immunoprecipitation targeting ectopically expressed KAP1 
(Fig. 6A) and endogenously expressed KAP1 (Fig. 6B). As shown, Tat associates with KAP1 in both conditions. 
To next visualize the association of KAP1 and Tat in the nucleus, microglial cells expressing GFP-KAP1 and 
DsRed-Tat were analyzed by direct (uorescence microscopy. As previously described in the literature, KAP1 
was found in the nucleoplasm and excluded from the nucleoli (Fig. 6C upper panel)35. In DsRed-Tat expressing 
cells, Tat is localized in both nucleoplasm and nucleoli (Fig. 6C, middle panel)36,37. In cells expressing GFP-Kap1 
and DSRed-Tat, we observed that Tat colocalizes with KAP1 in the nucleoplasm but not in the nucleoli, (Fig. 6C, 
lower panel). GFP-KAP1 recruited Tat in KAP1-induced structures as shown by the yellow staining.

���ͷ���������������������������������������������������Ǥ� To further characterize mechanis-
tically the repression of Tat by KAP1, we observed the pattern of Tat expression in the presence of increasing 
amount of KAP1 (Fig. 7A). We found that Tat expression was inversely correlated to the protein level of KAP1 
upon KAP1 overexpression (Fig. 7A) and KAP1 depletion (Fig. 7B). To determine if these modulations of Tat 
protein expression are controlled post-transcriptionally, we quanti$ed Tat mRNAs by RT-qPCR, in the pres-
ence or lack of KAP1 overexpression. Since the amount of Tat mRNA remained una#ected by KAP1 (Fig. 7C), 
we hypothesized that KAP1 overexpression leads to Tat depletion by regulating the stability of the protein. 
Among the mechanisms controlling protein half-life in eukaryotic cells, the degradation via the proteasome 
pathway has been long studied. Interestingly, Tat was previously described to be directed towards proteasome 
 degradation38–43. To determine whether the reduced expression of Tat in the presence of KAP1 is related to pro-

Figure 5.  KAP1 inhibits Tat activity and cooperates with CTIP2 for this purpose (A–D) Microglial cells were 
transfected with LTR-Luc vector under the indicated conditions. A*er 48 h of transfection, the luciferase 
activities were measured a*er cell lysis and normalized under conditions where LTR-Luc vector were transfected 
alone. A t-test was performed on 3 independent experiments P (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). (C,D) 
Over-expression and knockdown of the indicated proteins were validated by Western blot. Full-length blots are 
presented in Supplementary Figure 5.
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teasome degradation, we quanti$ed Tat expression levels in the presence of KAP1 and the proteasome inhibitor 
MG132, (Fig. 7D). As expected, in the absence of MG132, KAP1 expression reduced signi$cantly Tat expression 
(Fig. 7D, column 2 versus 1). However, MG132 treatment increased Tat protein levels by about 30% (Fig. 7D 
column 3 versus 1) and counteracted KAP1-mediated degradation of Tat (Fig. 7D, column 4 versus 2). !us, 
our results suggest that KAP1 targets Tat to degradation via the proteasome pathway. Additional experiments 
performed with the inhibitor of translation Cycloheximide and the proteasome inhibitor  Car$lzomib44 further 
con$rmed that KAP1-mediated depletion of Tat does not occur at the translation step but needs an active pro-
teasome pathway (supplementary $gure 8).

���� ������������ ������������ ��� ���� ������ �������� ��� ���ͷǤ� Using di#erent KAP1 deletion 
mutants, we next identi$ed the KAP1 domain required for Tat degradation (Fig.  7E). While deletion of the 
RBCC domain (ΔRBCC) did not a#ect KAP1-mediated degradation of Tat (Fig. 7E, column 3), deletions of 
the Bromo domain (Δ Bromo) and, at a lesser extent, of the PHD domain (ΔPHD) impaired Tat degradation 
(Fig. 7E, columns 4, 5 and 6 versus 2). We next used two mutants of KAP1, one mimicking a constitutive phos-
phorylation of Serine 824 (S824D) and the second which results in a non-phosphorylated form of KAP1 (S824A) 
(Fig. 7F). Of note, the phosphorylated status of the Serine 824 (located in the Bromo domain) determines the 
repressive activity of KAP1 and its ability to interact with the NuRD and SETDB1 repressor complexes via the 
Bromo  domain45. While expression of KAP1 S824A promoted the degradation of Tat (Fig. 7F, column 5 versus 
2), the S824D mutant did not (Fig. 7F, column 4). Overall, these results suggest that KAP1-mediated degradation 
of Tat may be regulated by phosphorylation of Serine 824 and thereby by the balance between the phosphoryl-
ated activating—and the dephosphorylated repressive forms of KAP1.

����͸������������������������ͷ������������������������������ͷ��������Ǥ� We demonstrated that 
KAP1 functionally cooperates with CTIP2 to inhibit HIV-1 gene expression. Since both CTIP2 and KAP1 have 
been reported to be associated with an inactive form of P-TEFb, we hypothesized that their functional interac-
tions may result from physical  association12,26. Immunoprecipitations targeting CTIP2 demonstrate that KAP1 
associates with CTIP2 in RNA independent manner (Fig. 8A, column 4 and 6). Similar results were obtained 
a*er KAP1 immunoprecipitation (Fig. 8B, column 8 and 10) in the context of ectopic protein expression. We 
next con$rmed these observations by immunoprecipitations targeting the endogenous proteins (Fig. 8C). To 
delineate the interface between KAP1 and CTIP2, we used di#erent truncations of KAP1 and CTIP2 (Fig. 8D,E). 
We found that CTIP2 interacts with ΔPHD, ΔBromo, ΔPHD/ΔBromo deleted KAP1 (Fig. 8D, columns 10, 11, 
12), but not with the ΔRBCC KAP1, (Fig. 8D, column 9). On the other hand, KAP1 binds only the 1-354 and 
145-434 truncated forms of CTIP2 (Fig. 8E, column 11 and 12). Altogether, we found that the RBCC domain 

Figure 6.  KAP1 interacts and colocalize with Tat (A,B) HEK cells were transfected with the indicated vectors. 
A*er 48 h of transfection, the nuclear protein extracts were immunoprecipitated with KAP1 (A) and (ag (B) 
antibodies. !e eluted protein complexes were analyzed by Western blotting for the presence of the indicated 
proteins. (C) Microglial cells were transfected for 48 h with the indicated vectors and subjected to observation 
under a (uorescence microscope. Scale bars are set to 5 µm. Full-length blots are presented in Supplementary 
Figure 6.
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of KAP1 associated with the central region of CTIP2 previously shown to mediate Tat  binding11. !e interface 
between the central region of CTIP2 (amino acid residue144-354) and the RBCC domain of KAP1 (amino acid 
residue 65-376) is indicated by red lines in Fig. 8F. It should be noted that Tat has an additional CTIP2 binding 
site located at its C-terminal domain, between residues 717 and  81311. Co-immunoprecipitation experiments 
carried out with nuclear extracts expressing CTIP2, KAP1 and increasing amount of Tat, showed that Tat expres-
sion displaced CTIP2 from KAP1 suggesting that Tat may have a better a"nity for KAP1 than CTIP2, (Fig. 8F, 
column 9 and 10).

����������
Antiretroviral therapy has signi$cantly improved the management of HIV-1 infection. However, despite ART 
e"ciency, it is still impossible to cure HIV-1 infected patients. Latently infected reservoirs are the major hurdles 
toward an HIV cure. Among the major reservoirs are the resting CD4+ T cells and monocyte-macrophage line-
age, including microglial cells. !ese reservoirs escape immune surveillance and cannot be targeted by current 
therapies. HIV-1 gene transcription is silenced by epigenetic modi$cations. !ese epigenetic changes remain a 
major obstacle to virus eradication and patients cure. We have previously shown that CTIP2 is a major player 
in the establishment and persistence of HIV-1 latency in microglial  cells9,10,12. In the present work we report 
the role and the mechanism of action of KAP1 as new partner of CTIP2 in the control of HIV-1 expression in 
myeloid cells. Functionally, KAP1 suppressed HIV-1 expression and contributed to viral latency in myeloid cells. 
In accordance, we found KAP1 associated with the latent HIV-1 promoter but not a*er reactivation. Interestingly, 
in CD4+ T cells, KAP1 binding to the HIV-1 promoter has been reported to be unsensitive to  reactivations31. 
!ese controversies suggest that the mechanisms underlying KAP1 functions may be cell type speci$c. It is now 
well established that the repressive form of KAP1 is SUMOylated on its Bromo  domain46 and associates with 
the NuRD and SETDB1 repressor complexes (reviewed  in47). !e repressors CTIP2 and KAP1 have multiple 
similarities. !ey both interact with the NuRD  complex48,49, the DNA repair enzymes PARP1 and  PRKDC50,51 
and a repressive form of P-TEFb complex including the  7SKsnRNP26. CTIP2 and KAP1 have also common target 
genes like  p2145,52. Our results demonstrate a functional cooperation between the two repressors to repress HIV-1 
gene transcription. KAP1 promotes a repressive chromatin environment at the viral promoter as previously 

Figure 7.  !e Bromo domain of KAP1 promotes Tat degradation via the proteasome pathway (A,B,E,F) HEK 
cells were transfected with the indicated vectors. 48 h later, the nuclear proteins were analyzed by Western blot 
for the presence of the indicated proteins. (B) Tat expression level whose relative quanti$cation to the α-tubulin 
was carried out using the image J so*ware. (C) !e RNA extracts from HEK cells transfected with the indicated 
plasmids were submitted to RT-qPCR experiments against Tat. !e relative mRNA level of Tat was normalized 
to the GAPDH gene. (D) HEK cells were transfected with the indicated vectors. A*er 18 h of transfection, 
the cells were treated or not with 50 μM of MG132 for 6 h. 24 h post-transfection, the total protein extracts 
were analyzed by Western blot for the presence of KAP1 and Tat. Tat expression level was quanti$ed relatively 
to β-actin expression, using image J so*ware. A t-test was performed on 3 (B,C) and 5 (D) independent 
experiments P (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). Full-length blots are presented in Supplementary Figure 7.
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shown for  CTIP29. Moreover, KAP1 and CTIP2 interact physically. We report that the RBCC domain of KAP1 
associates with the central domain of CTIP2. CTIP2 association with LSD1 and HMGA1 has been described to 
inhibit Tat-dependent viral gene transcription and to promote its relocation in heterochromatin  structures10,11,13. 
Our results show that KAP1 cooperates with CTIP2 to repress Tat function. In addition, we found that KAP1 
interacts and colocalizes with Tat in the nucleoplasm of microglial cells. !e HIV-1 Tat transactivator is essential 
to the elongation step of the viral gene mainly because of its ability to recruit P-TEFb at the HIV-1 initiated tran-
scripts. !ereby, inhibiting Tat activity results in hindering the positive feedback loop required for e"cient HIV-1 

Figure 8.  CTIP2 interacts with KAP1 in an RNA independent manner and competes with Tat for KAP1 
binding (A,B) HEK cells were transfected with (ag-CTIP2 (A) or (ag-KAP1 and Tap-CTIP2 (B). 48 h post-
transfection, the nuclear protein extracts, treated or not with RNase, were subjected to immunoprecipitation 
with the (ag antibody. !e immunoprecipitated complexes were tested by Western blot for the presence of 
KAP1 (A) and CTIP2 (B). (C) !e nuclear protein extracts of microglial cells were analyzed by Western blot 
for the expression of CTIP2 and KAP1 and submitted to immunoprecipitation experiments with CTIP2 and 
KAP1 antibodies. (D) !e HEK cells were transfected with Tap-CTIP2 and one of the vectors encoding f-KAP1 
WT: wild type, or KAP1 deleted from the RBCC domain (ΔRBCC), or PHD (ΔPHD), or Bromo (ΔBromo) or 
both PHD and Bromo domains (ΔPHD/ΔBromo), or with f-CTIP2 deletion mutants, as indicated (E). A*er 
48 h, the nuclear protein extracts were immunoprecipitated with (ag antibody. !e eluted protein complexes 
were analyzed by Western blot for the presence of CTIP2 and KAP1. (F) !e interface between CTIP2 and 
KAP1 structural domains are presented. (G) HEK cells were transfected with the indicated vectors in the 
presence of an increasing dose of Tat. A*er 48 h, the nuclear protein extracts were treated as in (D). !e results 
are representative of at least two independent experiments. Full-length blots are presented in Supplementary 
Figure 9.
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transcription. Interestingly, Tat has been shown to be sensitive to proteasome  degradation38–43,53. We observed 
that Tat expression was inversely proportional to KAP1 expression level suggesting that KAP1-mediated repres-
sion of Tat function results from Tat degradation. KAP1 has been shown to promote proteasomal degradation 
of targets proteins by its RBCC  domain54–56. Surprisingly, we observed that Tat degradation was not sensitive to 
RBCC depletion, weakly sensitive to PHD depletion, but mediated by the Bromo domain of KAP1. In line with 
these results, the point mutation of the KAP1 Serine 824 located in the Bromo domain abrogated Tat degradation. 
!e Bromo domain is known to be modi$ed by SUMOylation giving to KAP1 its repressive form. !e phospho-
rylation of Serine 824 causes a loss of this SUMOylation state and a loss of KAP1 repressive  activity45. !us, our 
results suggest that Tat degradation is promoted by repressive SUMOylated forms of KAP1. Finally, we show that 
KAP1 interacts with Tat with higher a"nity than with CTIP2. Indeed, upon increasing Tat expression, CTIP2 is 
displaced from KAP1 associated complex suggesting that the dynamic of KAP1 association with CTIP2 depends 
on the virological status of the cells. Altogether, our results suggest that KAP1 is a major player in the control of 
HIV-1 gene expression in microglial cells, the main HIV-1 reservoir in the brain. Moreover, they further high-
light the cell type speci$c mechanism of action of the repressors involved in viral latency. CTIP2 and KAP1 are 
highly expressed in resting T cells and depleted upon  activation31,57. In addition, increased levels of CTIP2 are 
associated with persistence of HIV-1 latency in the  brain14 and increased level of KAP1 in the peripheral blood 
of gastric cancer patients is a biomarker predicting cancer stage  progression58–61. By transposition to what has 
been observed in oncology and virology, these repressors and their associated enzymatic activities may constitute 
good targets in therapies aiming at curing the HIV-1 infected patients.

�������
��������Ǥ� !e following plasmids: pcDNA3, (ag CTIP2, (ag-CTIP2 350-813, 350-717, 1-354 and 145-434, 
Tap-CTIP2, (ag-Tat, DsRed-Tat, ShCTIP2, LTR-Luc, pNL4-3Δ Env Luc have been described  previously9,11,12. 
!e (ag-KAP1 plasmids, (ag-KAP1 S824A/D come from Dr. David K.  Ann45. !e vectors shKAP1 and shNT 
(non-target) were gi* from Dr. Ivan D’orso26. !e plasmids (ag-KAP1WT, (ag-KAP1 ΔRBCC, ΔPHD, ΔBromo, 
ΔPHD/ΔBromo were provided by Dr. Florence Cammas (IRCM Montpellier). GFP-KAP1 comes from Addgene 
(#65397).

������������Ǥ� !e human microglial cell line (provided by Prof. M. Tardieu, Paris, France)62, HEK293T cell 
lines and CHME5 cell lines latently infected with HIV-132 were maintained in Dulbecco’s modifed Eagle medium 
(DMEM) containing 10% decomplemented fetal calf serum and 100 U/ml penicillin–streptomycin. When indi-
cated, the cells were treated with 50 or 0.2 µM MG132 for 6 or 20 h respectively, with 50 µg/ml cycloheximide 
for 4 h and with 25 or 50 nM car$lzomib for 20 h. THP89 cell lines were grown in RPMI 1640 medium supple-
mented with 10% decomplemented fetal calf serum and 100 U/ml penicillin–streptomycin.

�����������������������Ǥ� !e list of antibodies and other chemical reagents used in this work are listed 
in Table 1.

���������������������Ǥ� HEK cells seeded at a density of 4 × 106 and grown in a 10 cm dish were transfected 
with the di#erent shRNAs (shNT or shKAP1)-containing plasmids (9 μg), the pVSV-G (2.25 μg) and the psPAX2 
(6.75 μg) packaging vectors by the calcium phosphate transfection method according to the manufacturer’s pro-
tocol (TaKaRa; Calphos). 72 h post-transfection, the virus-containing supernatant (8 ml) was $ltered (Steri(ip; 
Merck) before being concentrated 20 × (14,000 rpm, 1h30, 4°c) and stored at -80°c.


�����������������������;Ϳ������Ǧ������������ͷǤ� THP89 cells were transduced by spinoculation 
as previously  described26. Brie(y, 100 μl of 20 × concentrated lentiviral stock was added to  106 cells previously 
washed and resuspended in 400  μl of complete growth medium containing polybrene (8  μg/ml). Cells were 
then centrifuged (3200 rpm 1 h, 32°c) before being incubated for 2 h at 37°c. A*er this incubation, cells were 
washed and transferred in 1 ml complete growth medium in a 12-well dish. 48 h post-infection, infected cells 
were selected by puromycin selection at a $nal concentration of 1 µg/ml for 2 weeks. GFP positive cells were 
measured by Flow Cytometry. Total proteins and RNAs were then extracted as described above for RT-qPCR 
and Western blotting.

�����������������������Ǥ� Cells seeded at a density of 3 × 106 and grown in a 10 cm dish were transfected 
with the indicated vectors (30 μg) using the calcium phosphate coprecipitation method. 48 h post-transfection, 
cells were lysed for 10 min on ice in a bu#er containing: 10 mM HEPES, 1.5 mM  MgCl2, 10 mM KCl and 0.5 mM 
DTT. A*er one minute of centrifugation at 13,000g, the nuclear pellet was lysed for 30 min on ice in another 
bu#er containing: 20 mM HEPES, 25% glycerol, 1.5 mM  MgCl2, 420 mM NaCl, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT. 
A*er 2 min of centrifugation at 13,000g, the supernatant was analyzed by immunoprecipitation and Western 
blotting. Anti-proteases were systematically added to the lysis bu#ers.

���������������������Ǥ� Cells seeded at a density of 0.5 × 106 cells per well and grown in a 6-well dish were 
transfected using the calcium phosphate coprecipitation method with the indicated vectors (12 μg). A*er 24 h, 
the cells were lysed on ice for 50 min using a bu#er containing: 10 mM Tris HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 1% NP40, 0.5% Na deoxycholate, 0.1% SDS. A*er 10 min centrifugation at 13,000g, the supernatant was 
stored for Western blot analysis. Antiproteases were systematically added to the lysis bu#ers.
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��Ǧ�������������������� ������������ ����� ��������Ǥ� Immunoprecipitations were performed on 
500  μg of nuclear protein extracts using anti-(ag M2 gel (Sigma-Aldrich) or by using Diagenode A/G pro-
tein-coupled magnetic beads to target endogenous proteins. Brie(y, the nuclear protein extract was cleared for 
1 h under rotation at 4 °C with the A/G protein-coupled magnetic beads. Meanwhile, the beads were coated 
under rotation with 1  μg of antibody for 30 min at room temperature. A*er the preclearing step, the beads 
were removed, replaced by the antibody coated beads and incubated overnight at 4 °C under rotation. !e day 
a*er, the incubated beads were washed 2 times with a low salt bu#er (50 mM TrisHCl pH 7.5, 120 mM NaCl, 
0.5mMEDTA, 0.5% NP40, 10% glycerol), 2 times with a high salt bu#er (50 mM TrisHCl pH 7.5, 0.5 M NaCl, 
0.5 mM EDTA, 0.5% NP40, 10% glycerol) and one time with a low salt bu#er. !e immunoprecipitated proteins 
were eluted by heating at 100 °C during 15 min in 4 × Laemmli Sample Bu#er (Bio-Rad). Immunoprecipitated 
protein complexes were subjected to Western blot analysis. !e proteins were detected using the antibodies as 
indicated and visualized by a !ermo Scienti$c Chemiluminescence Detection System (Pierce-ECL Western 
Blotting Substrate 32106).

	����������������������Ǥ� !e microglial cells were seeded at 0.8 × 106 and grown on coverslip in a 
24-well plate. !e cells were transfected a*er 24 h with the indicated vectors by the Jetprime (Polyplus transfec-
tion) method, according to the instructions of the supplier. A*er 48 h of transfection, the cells were $xed with 
PBS containing 2% formaldehyde for 15 min. !e cells were then washed 3 times with PBS. !e coverslip was 
mounted on a slide using the Mowiol 4-88 (Sigma-Aldrich) containing 1 µg/ml DAPI. Cells (uorescence was 
observed under a (uorescence microscope and imaged using a Zeiss Axio Observer inverted microscope (Zeiss, 
Oberkochen, Germany) with Zeiss Plan-Apochromat 100x/1.4 oil objective. Images were acquired using the 
microscope system so*ware AxioVision V 4.8.2.0 and processed using Image J so*ware.

����������������Ǥ� Microglial cells, seeded at 0.4 × 106 in a 48-well dish, were transfected in triplicate by the 
calcium phosphate coprecipitation method with the indicated vectors. 48 h post-transfection, the cells were col-

Table 1.  Antibodies and reagents.

Reagent Reference
Anti-CTIP2 antibody A300-383A Bethyl
Anti-KAP1 antibody Ab10483 Abcam
Anti-Tat antibody ab43014 Abcam
Anti-β-actin antibody A1978 Sigma-Aldrich
Anti-Flag antibody F3165 Sigma-Aldrich
Anti-GFP antibody 632592 Clontech
Anti-α-tubulin antibody Ab4074 Abcam
Anti-UBC9 antibody 610749 BD Biosciences
Anti-HA antibody 901 501 Biolegend
Anti-mouse IgG-HRP Sc-358914 Santa Cruz
Anti-rabbit IgG-HRP Sc-2004 Santa Cruz
Anti-KAP1 ChIP grade antibody C15410236-100 Diagenode
Anti-RNA Pol II ChIP grade antibody 14958 Cell signaling
Anti-H3K9me3 ChIP grade antibody 1396 Cell signaling
Anti-HP1α ChIP grade antibody 2616 Cell signaling
Anti-HP1β ChIP grade antibody 8676 Cell signaling
anti-SP1 ChIP grade antibody 9389 Cell signaling
Rabbit IgG C15410206 Diagenode
Mouse IgG C15400001-15 Diagenode
Reverse PCR 1708890 Bio-Rad
Quantitative PCR SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix – Bio-Rad
Anti-proteases 000000011873580001 Sigma-Aldrich
MG132 BML-PI102-0025 ENZO Life Sciences
Car$lzomib AG-CR1-3669-M001 Bio-Connect
TNFα 300-01A PeproTech
HMBA 224235 Sigma-Aldrich
DMA 20660 !ermo Scienti$c
Anti-(ag immunoprecipitation beads A-2220 Sigma-Aldrich
Protein G magnetic beads C03010021-220 Diagenode
Protein A magnetic beads C03010020-220 Diagenode
Protein A Agarose/Salmon Sperm DNA 16-157 Sigma-Aldrich
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lected and the luciferase activity was measured using the Dual-Glo Luciferase Assay system (Promega Madisson, 
USA) and normalized to Renilla Luciferase activity.

�����������������������������������Ǥ� Chromatin immunoprecipitation assay was performed follow-
ing ChIP assay kit (EMD Millipore) protocol. Brie(y, HIV-1 CHME5 cells were seeded at 3 × 106 in T175 Corn-
ing (ask. 24 h later, the cells were mock treated or stimulated with 10 ng/ml of TNFα (Tumor Necrosis Factor 
α) and 5 mM of HMBA (Hexamethylene bisacetamide). A*er 24 h the cells were trypsinated, counted and then 
washed with PBS. THP89 transduced cells were seeded at 0.9 × 106 cell/ml. A*er 24 h the cells were, counted and 
then washed with PBS. In both conditions, the cells were resuspended at ratio of 4 × 106 cell/ml of PBS. !e cells 
were cross-linked with a freshly made DMA (dimethyl adipimidate) at 5 mM for 25 min followed by a second 
8 min cross-link with formaldehyde at 1%. !e cross-linking reaction was stopped by 0.125 M of Tris–Glycine 
solution. Cells were washed twice with ice cold PBS then resuspended to a ratio of 10 × 106/300 µl of SDS Lysis 
bu#er (Tris HCl 50 mM pH 8, EDTA 10 mM, 1% SDS) containing proteases inhibitors. !e chromatin was soni-
cated (Bioruptor Plus, Diagenode) 40 min (30 s on, 30 s o#) to obtain DNA fragments of 200–400 bp. Chromatin 
immunoprecipitations were performed with chromatin from 5 × 106 cells and 5 µg of antibodies. IgG was used 
as a control for immunoprecipitation. !e DNA was puri$ed using the High Pure PCR Product Puri$cation Kit 
(11732676001 Sigma-Aldrich). Quantitative Real Time PCR reactions were performed with the TB Green Pre-
mix Ex Taq II (TAKARA) as recommended by the supplier. Relative quanti$cation using standard curve method 
was performed for the primer pair, and 96-well plates (MU38900 Westburg) were read in a StepOnePlus PCR 
instrument (Applied Biosystems). !e Results are presented as percentages of immunoprecipitated DNA com-
pared to the input DNA (% IP/INPUT). !e 5ƍLTR forward and reverse Primer sequences used are respectively: 
5ƍ-TGG AAA ATC TCT AGC AGT GGC-3ƍ, 5ƍ-GAG TCC TGC GTC GAG AGA TCT-3ƍ for CHME5 HIV-1 provirus 
and 5ƍ-TCT CTA GCA GTG GCG CCC GA-3ƍ, 5ƍ-GCC CCT CGC CTC TTG CTG TG-3ƍ for THP89 HIV-1 provirus.

	�������������Ǥ� CHME5 HIV-1 cells mock treated or stimulated with 10 ng/ml of TNFα and 5 mM of 
HMBA for 24 h or either THP89 HIV-1 cells transduced with lentiviral particles were washed twice in PBS, 
resuspended in PBS containing 4% paraformaldehyde and $xed for 1 h at 4  °C in the dark. Cells were then 
washed twice in PBS and resuspended in FACS bu#er (PBS, 0.1% BSA, 0.1%  NaN3). !e percentage of GFP-
positive cells was measured on a CXP cytometer (Cytomics FC 500, Beckman Coulter) using CXP So*ware 
version 1.0 according to the manufacturer’s instructions.

�����������Ƥ������Ǥ� Total RNA was extracted from cells expressing the indicated vectors according to 
the QIAGEN RNeasy Plus Kit protocol or with Tri-Reagent (TRC118, MRC) according to the manufacturer’s 
instructions. Following DNAse treatment (AM1907, Invitrogen), the cDNAs were produced using Bio-Rad 
Reverse Transcription Kit (iScript Reverse Transcription Supermix) or the PrimeScript RT reagent kit (RR037A, 
TaKaRa). cDNAs from HEK and THP89 cells were quanti$ed by quantitative PCR using Bio-Rad’s SsoAdvanced 
Universal SYBR Green Supermix. Data were calculated using the  2- (ΔΔCT) method and normalized to the amount 
of GAPDH. !e PCR primers used are presented in Table 2.

��������������������Ǥ� Data were analyzed by performing the student t-test using Microso* Excel. Values of 
p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) and p < 0.001 (***) were considered signi$cant. !e results were represented as mean 
and standard deviation of at least 3 independent experiments.
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UBC9 and the SUMO pathway contribute to HIV-1 gene silencing by 
a SUMO-mediated degradation of Tat in microglial cells. 
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La persistance du VIH-1 dans des cellules infectées de façon latente est l'un des 

principaux obstacles à l'éradication GX�YLUXV�GH�O¶RUJDQLVPH. Dans cette étude, nous 

démontrons l'influence de la SUMOylation sur la transcription HW�VXU� O¶expression du 

VIH-1 dans les cellules microgliales. Ces cellules sont le principal réservoir du VIH-1 

dans le système nerveux central. Principalement associée à une répression de 

O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV, la SUMOylation est une modification post-traductionnelle qui 

régule de nombreuses fonctions nucléaires. Nous avons démontré que UBC9, enzyme 

FOp�GH�OD�YRLH�6802��UpSULPH�OD�WUDQVFULSWLRQ�HW�SOXV�ODUJHPHQW�O¶H[SUHVVLRQ�GX�YLUXV�

dans les cellules microgliales. De plus, nous démontrons que la protéine virale Tat, 

primordiale à la transcription, est SUMOylée. Cette modification par la voie SUMO 

participe à sa dégradation par la voie du protéasome. Des expériences 

G¶LPPXQRSUpFLSLWDWLRQ�GH�OD�FKURPDWLQH�QRXV�RQW�SHUPLV�GH�GpPRQWUHU�OD�SUpVHQFH�GHV�

marques SUMO corrélée à celle de CTIP2 sur le promoteur du VIH-1 latent dans les 

FHOOXOHV�PLFURJOLDOHV��(Q�UHYDQFKH��ORUVTXH�O¶H[SUHVVLRQ�YLUDOH�HVW�UpDFWLYpH��OHV�6802�

ainsi que CTIP2 ne sont plus recrutés sur le promoteur du VIH-1 actif. Enfin, des 

FRPELQDLVRQV� GH� 6802L� HW� G¶+'$&L� SHUPHWWHQW� GH� Uéactiver de façon synergique 

O¶H[SUHVVLRQ�GX�9,+-1 dans un modèle de cellules infectées latentes. En conclusion, 

O¶HIIHW�UpSUHVVHXU�GH�OD�YRLH�6802�VXU�O¶H[SUHVVLRQ�GX�9,+-1 ainsi que la dégradation 

de Tat via la SUMOylation et la voie du protéasome participent à la latence post-

intégrative du VIH-1.  
 

Cette publication comporte mes résultats concernant mon projet de thèse principal. 

-¶DL�UpDOLVp�OD�TXDVL-totalité des expériences.   
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HIV-1 persistence in latently infected cells found in reservoirs is one of the main 

obstacle to viral eradication. Consequently, understanding mechanisms that govern 

latency is crucial to develop new therapeutic strategies. Here we report the influence 

of SUMOylation on HIV-1 gene transcription and viral expression in microglial cells, 

the major HIV-1 reservoir in the central nervous system. Mostly associated to gene 

silencing, SUMOylation is a post-translational modification regulating many nuclear 

functions. UBC9 is the key enzyme of the SUMO pathway. We report that UBC9 

represses HIV-1 gene transcription and more broadly its expression in microglial cells. 

UBC9 promotes the SUMOylation of the HIV-1 Tat transactivator of transcription and 

its subsequent degradation via the proteasomal pathway. In addition, Chromatin IP 

experiments showed the presence of SUMO1 and SUMO2/3 together with CTIP2 at 

the latent HIV-1 promoter. Interestingly, reactivations of the latently integrated virus in 

the microglial model of HIV-1 latency, displaced CTIP2 and the SUMO marks from the 

promoter. Finally, we report that treatments with the SUMO inhibitor ML792 alone, or 

in combination with the HDCAi (romidepsine and SAHA) reactivated the expression of 

the latently integrated viral genome. Altogether, our results suggest that SUMOylation 

at the HIV-1 gene promoter and SUMO-mediated degradation of Tat contribute to HIV-

1 post-integrative latency. 

 



Introduction  
 

Since Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1) identification in 1983 (Barré-

Sinoussi et al., 1983), combination of the antiretroviral therapy (cART) implementation 

in 1996 and despite major advances in HIV-1 research (Barré-Sinoussi et al., 2013), 

HIV-1 infection remains a chronic infection with the requirement of a long-lived 

treatment. cART significantly decreases HIV-1 mortality by reducing circulating viruses 

but HIV-1 cure is still not achieved. Interruption of the treatment is associated with 

increased levels of plasmatic viremia within two weeks (Davey et al., 1999; García et 

al., 1999; Mata et al., 2005). It is now well established that the viremia rebound 

observed is mainly due to the persistence of viruses in latently infected cells called 

reservoirs (Chun et al., 1997; Finzi et al., 1997; Wong et al., 1997). The central nervous 

system (CNS) contains HIV-1 cellular reservoirs and is considered as a sanctuary for 

HIV-1 due to the presence of the blood brain barrier (BBB) which affects the immune 

response and reduces cART penetration (Letendre et al., 2008). A recent study 

demonstrated that HIV-1 DNA was found in perivascular macrophages and microglial 

cells confirming them as a HIV-1 cellular reservoir (Ko et al., 2019). Microglial cells are 

long-lived cells which divide very slowly (Réu et al., 2017). Different studies on cellular 

or animal models and on cohort of patients demonstrated that microglial cells are 

infected by HIV-1 and constitute a consistent HIV-1 reservoir (Avalos et al., 2017; 

Gama et al., 2017; Honeycutt et al., 2017; Ko et al., 2019; Whitney et al., 2014). HIV-

1 persistence in the brain causes neurocognitive impairments because it induces 

chronic inflammation. The activation of immune cells from the CNS produces 

inflammatory cytokines and chemokines (Lamers et al., 2010; Salemi et al., 2005; 

Sutherland and Brew, 2018). Moreover some viral proteins like Tat, gp120 or Nef which 

are released by productively infected cells are neurotoxics (review (Rao et al., 2014)). 

To cure infected patients, it is now well established that latently infected cells have to 

be eliminated or at least reservoir’s size has to be reduced (Wallet et al., 2019). 

Understanding the molecular mechanisms of HIV-1 latency is crucially needed for the 

implementation of new HIV-1 cure strategies and new drug design. Viral latency in 

microglial cells involves different mechanisms. We have previously demonstrated that 

the cellular transcription factor CTIP2, takes a central role in HIV-1 latency. First of all, 

CTIP2 participates in the establishment of HIV-1 latency by recruiting chromatin 

modifying enzymes to the 5’ LTR. CTIP2 is a scaffolder protein for HDAC1, HDAC2, 



SUV39H1 and LSD1 recruitment. This complex finally induces the establishment of a 

heterochromatin environment which silences HIV-1 expression by repressing HIV-1 

gene transcription (Le Douce et al., 2012; Marban et al., 2005, 2007). However, CTIP2 

also plays a key role in the persistence of HIV-1 latency. It sequestrates the elongation 

factor PTEF-b in an inactive complex composed by 7SK snRNA, HEXIM1 and HMGA1. 

This second complex inhibits the elongation of the initiated HIV-1 gene transcripts and 

limits the reactivation of the integrated provirus (Cherrier et al., 2013). Recently, we 

identified KAP1 as a new CTIP2 partner that contributes to HIV-1 latency in myeloid 

cells (Ait-Ammar et al., 2021). KAP1 is an E3 SUMO ligase promoting the SUMOylation 

of target proteins by the E2 SUMO conjugation enzyme UBC9. SUMOylation is a post-

translational modification essential to eukaryote survival. This post-translational 

modification implies a cascade of enzymatic reactions involving E1, E2 and E3 

enzymes. The purpose of the SUMOylation is the conjugation of a SUMO protein to 

the lysin residue of a target protein. SUMOylation regulates several nuclear functions 

such as replication, DNA repair or transcription. UBC9 is the only enzyme that 

catalyzes the conjugation of SUMO marks to the target protein (review in (Geiss-

Friedlander and Melchior, 2007)). It is now well established that HIV-1 latency is due 

to several blocks in HIV-1 gene transcription. As mentioned before one of the major 

actors of this multimodal gene silencing is the cellular factor CTIP2. Numerous studies 

have shown that SUMOylation modifications are associated with transcription 

repression (review in (Rosonina et al., 2017)). Here we report that SUMO marks are 

associated with the latently integrated HIV-1 promoter in microglial cells. In addition, 

results obtained upon modulations of UBC9 expression levels and upon treatments 

inhibiting the SUMO pathway suggest that HIV-1 gene transcription is repressed by 

SUMOylation. Interestingly, modulations of UBC9 expression levels were inversely 

correlated with the expression of the HIV-1 Tat transactivator. We have previously 

shown that KAP1 induces Tat degradation. Here we further demonstrate that KAP1 

promotes Tat SUMOylation and that Tat degradation is sensitive to the SUMO 

pathway. Finally, we report that sequential treatments of microglial models of HIV-1 

latency with SUMOi and HDACi stimulated the reactivation of the latent virus. 

 

 

 

 



Materials and methods 
 

Plasmids :  

The following plasmids used in this work have been described previously: pCDNA3, 

flag-Tat, pflag-CTIP2, pDsRed-Tat, pRFP-CTIP2, pLTR-Luc, pCMV-Renilla (Cherrier 

et al., 2013; Marban et al., 2007; Rohr et al., 2003). pNL4-3.Luc.E- was obtained by 

the NIH AIDS Reagent Program, Division of AIDS from Dr. N. Landau (Connor et al. 

Virology 1994). UBC9, shUBC9, HA-SUMO1, HA-SUMO2 and HA-SUMO3 plasmids 

were provided by Dr Virginie Gautier from CEPHR laboratory, UCD, Ireland. GFP-

UBC9 plasmid was provided by Dr Frédérique Tesson of the University of Ottawa, 

Canada.  

 

Cell culture :  

Human microglial cell line provided by M Tardieu (Janabi et al 1995), CHME5-HIV cell 

line provided by J Karn (Wires E et al. 2012) and HEK 293 T cell line were cultivated 

in Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplied with 10% of heat-inactivated 

fetal bovine serum and 100U/mL of penicillin/streptomycin.  

 

Luciferase assays :  

Human microglial cells cultivated in 48-wells plates were transfected in triplicate with 

the indicated vectors using PEI reagent. 48 hours post-transfection cells were collected 

and luciferase activities were quantify using Dual-Glo® Luciferase Assay System 

(Promega). pCMV-Renilla luciferase vector was used to normalize final results. Values 

correspond to an average of independent experiments performed in triplicates.  

 

SDS-PAGE and Western Blot assays :  

HEK 293T cells cultivated in 100mm diameter dishes were transfected using calcium 

phosphate method or PEI reagent with the indicated vectors. If indicated, cells were 

treated with 10μM of MG132 (Enzo) 4 hours before harvesting cells. 48 hours post-

transfection, nuclear proteins were extracted using buffer 1 (10mM HEPES pH7.5 ; 

10mM KCl ; 0,5% NP40 ; 0,1mM EDTA ; 1mM DTT ; 0,5mM PMSF) and buffer 2 

(20mM HEPES pH 7.5 ; 400mM NaCl ; 1mM EDTA ; 1mM DTT ; 1mM PMSF) on ice 

and complemented with protease inhibitors. If indicated, SUMO protease inhibitors 

were added when proteins were extracted. SDS-PAGE were performed using standard 



protocols. Protein were immunodetected using antibodies directed against UBC9 (Bd 

Science, 610749), M2 flag (Sigma, F1804), HDAC1 (Abcam, Ab7028), CTIP2 (Bethyl, 

A300-383), RNF4 (Abcam, ab230438), Kap1 (Abcam, Ab10483), HA (Biolegend, 901 

501) b-actin (A1978 Sigma or 2Q1055 Santa Cruz), Lamin B1 (B-10, Santa Cruz). 

Proteins were visualized using SuperSignal™ West Dura or SuperSignal™ West 

Femto Chemiluminescence Detection System (Thermo Fisher) with the imager Fusion 

FX Vilber.  

 

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) :  

CHME5-HIV cells containing HIV-1 provirus deleted from Gag were cultivated in 150-

mm-diameter dishes. 24 hours before processing ChIP experiment, cells were treated 

or mock treated (dmso) with 17,5nM of romidepsin (Sigma) to reactivated HIV-1 

expression. 48 hours after seeding, cells were fixated with 1% of PFA 10 minutes. The 

chromatin was sonicated (Bioruptor Plus, Diagenode) 50 min (30sec ON / 30sec OFF) 

to obtain DNA fragments of 500bp. Chromatin immunoprecipitations were performed 

with 100 μg of chromatin and 5 μg of antibodies IgG Rb (Sigma, I8140), H3 (Abcam, 

Ab12079), CTIP2 (Bethyl, A300-383), SUMO1 (Abcam, Ab32058), SUMO2/3 (Merck, 

072167). IgG was used as a control for immunoprecipitation. After elution, DNA was 

purified using Phenol/Chloroform/IAA pH8 protocol (P2069, Sigma Aldrich®). The 

presence of proteins of interest at the HIV-1 promoter was detected using qPCR 

(SsoAdvancedTM Universal SYBR® BioRad) with 5’LTR primers. Results are presented 

as percentages of immunoprecipitated DNA compared to the input DNA (%input).  

 

mRNA quantification :  

Total RNA were extracted from transfected HEK 293 T cells using Trizol® according 

to the manufacturer’s protocol. mRNA were treated with DNAse (Turbo DNAse, 

AM2238 Life Technologies) reverse transcribed into cDNA using iScriptTM RT 

Supermix (BioRad). qPCR were then performed using SYBR Green (SsoAdvancedTM 

Universal SYBR® BioRad). Primers used in the RT-qPCR are available in 

Supplementary Data and data were normalized to GAPDH.  

 

Cytotoxicity Assays :  

Cells were cultivated in 96-wells plate, 24 hours after seeding, cells were treated with 

the indicated molecules. At the end of the treatment, 10µL of 12mM MTT (Thermofisher 



Invitrogen M6494) were added to cells and incubated 4 hours at 37°C 5% CO2. After 

incubation, a mix of 100µL 100 % isopropanol and 4µL HCL 1M was added per well. 

Plate was incubated 30min at 37°C and absorbance was read at 550nm. The positive 

control (viability) is composed of cells in DMEM and the negative control (mortality) is 

composed of cells treated with 100% of DMSO. Results are compared to the positive 

control which correspond to 100% of viability.  

 

Reactivation assays :  

CHEM5-HIV cells were used to perform these experiments. These latent microglial 

cells contain HIV-1 provirus deleted from Gag and the reporter gene GFP integrated 

into the HIV-1 genome to follow reactivation (Wires et al., 2012). Cells were cultured 

in 24-wells plate and the day after seeding, cells were treated as indicated. At the end 

of the treatments, cells were tripsinized and washed with PBS 1X twice. Percentage of 

GPF+ cells was determined using flow cytometry (Merck Guava). Synergies were 

calculated using GFP+ values normalized to DMSO by dividing the effect observed 

after cotreatment or sequential treatment by the sum of the effects obtained after 

individual treatments.  

 

co-Immunoprecipitation :  

HEK 293T cells cultured in 100mm diameter dishes were transfected using PEI method 

with the indicated vectors. Nuclear or total protein were extracted 48 hours post-

transfection as previously described in WB assays. Protein extracts were incubated 

overnight at 4°C with the following antibodies RNF4 (Abcam, ab230438), UBC9 (Bd 

Science, 610749) and with magnetic beads (Invitrogen). The day after, coated beads 

were washed with high-salt (500 mM NaCl) and low salt (125 mM NaCl) buffers. Protein 

complexes were studied by SDS-PAGE and Western blot as previously described. 

 

Results  
UBC9 colocalizes with CTIP2 

 

Protein partners of CTIP2 were previously identified by co-immunoprecipitations 

followed by quantitative mass spectrometry analysis. This analysis identified a 

connection between CTIP2 and the SUMO pathway (Fig. 1). Surprisingly, no UBC9 

peptides were detected associated with CTIP2. We then performed confocal  



 

 
 

 
 

  

CTIP2

Figure 1 : CTIP2 is associated with different members of the SUMO pathway.
CTIP2 partners were identified by quantitative mass spectrometry analysis performed on CTIP2-associated factors purified by co-immunoprecipitation with CTIP2. Presented
proteins have been significantly enriched (p <0,05) more than two folds relative to the control IP.

Figure 2 : CTIP2 relocalizes UBC9 and colocalizes with SUMO1 and SUMO3. (A, B) Microglial cells were transfected with the indicated vectors. 24 hours post-
transfection, cells were fixed with 4% PFA, nuclei were stained with Hoechst and cells incubated with the indicated fluorescent antibodies. Images were taken using a Leica
SPE confocal microscope.
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Figure 3 : UBC9 represses HIV-1 transcription and expression. (A-D) Microglial cells were transfected with (A, B) the episomal vector LTR-firefly luciferase or (C, D) the
PNL4.3ΔENV-Luc vectors and with the expression vector UBC9 or shUBC9 or flag-Tat. (A, B, C) 48 hours or (D) 72 hours post-transfection luciferase activities were
quantified using the Dual-Glo kit Promega®. Firefly luciferase values were normalized to renilla luciferase values and results are presented relative to the control condition
taken as one. Statistic T-tests were performed, p-value : * p<0.05, ** p<0.01, *** p <0.001. Efficiency of UBC9 overexpression and downregulation has been control in figure
6.
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microscopy analysis to localize CTIP2 and UBC9 in microglial cells nuclei. Microglial 

cells were transfected with mRFP-CTIP2 and GFP-UBC9 constructs alone and 

together (Fig. 2A). Alone, UBC9 was distributed in the cytoplasm and the nucleus of 

cells. In contrary, CTIP2 proteins were concentrated in characteristic nuclear and 

dense structures (Marban et al., 2007; Rohr et al., 2003). Interestingly, in GFP-UBC9 

and RFP-CTIP2 expressing cells partial relocations of UBC9 in CTIP2-induced 

structures were observed (Fig. 2A merge panel). We next investigated whether CTIP2 

and the SUMOylation marks SUMO1 and SUMO3 colocalize (Fig. 2B). As shown, 

mRFP-CTIP2 colocalised with YFP-SUMO1 (Fig. 2B upper panel) and HA-tagged 

SUMO1 and SUMO3 (Fig. 2B lower panel). These observations suggested a link 

between CTIP2 and the SUMO pathway.  

 

UBC9 represses HIV-1 gene transcription and viral replication. 

 

Previous studies clearly established that the SUMO pathway can have a negative 

impact on transcription (review in (Rosonina et al., 2017)). Since UBC9 is the main 

actor of the SUMOylation mechanism, we first investigated the impact of this Post 

Translational Modification (PTM) by looking at the influence of UBC9 on HIV-1 

expression. To assess this question, we performed luciferase assays in UBC9 

overexpressing and UBC9 depleted microglial cells (Fig. 3). UBC9 overexpression 

(Fig. 3A) and UBC9 depletion (Fig. 3B) respectively inhibited and stimulated the HIV-

1 promoter in the absence and in the presence of Tat. We next studied the influence 

of UBC9 on the HIV-1 provirus PNL4.3DENV-Luciferase. As expected, UBC9-

mediated repression of HIV-1 gene transcription coherently affected the viral 

expression (Fig. 3C). Indeed, HIV-1 expression levels were inversely corelated with 

UBC9 expression levels. Of note, UBC9 overexpression and depletion efficiencies 

were analysed by western blot analysis as shown in Figure 6. Altogether these results 

suggest that UBC9 and thereby the SUMO pathway may contribute to HIV-1 latency. 

 

Inhibiting the SUMO pathway with the SUMO-inhibitor tannic acid increases HIV-

1 gene transcription and viral expression.  

 

To assess the importance of SUMOylation on HIV-1 gene expression, we took the 
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Figure 4 : Inhibition of the SUMO pathway with tannic acid increases HIV-1 transcription and expression. (A-C) Microglial cells were transfected with (A, B) the
episomal vector LTR-firefly luciferase or (C) the PNL4.3ΔENV-Luc vector and (B) the expression vector flag-Tat. 24 hours post-transfection, cells were treated with (A, B)
10μM or (C) 10 or 20μM of tannic acid (TA). 48 hours post-transfection, luciferase activities were quantified using the Dual-Glo kit Promega®. Firefly luciferase values were
normalized to renilla luciferase activities and results are presented relative to the control condition taken as one. Statistic T-tests were performed, p-value : * p<0.05, ** p<0.01,
*** p <0.001. (D) To asses that TA is not toxic for cells, cytotoxic assays were performed. 24 hours after seeded cells in 96 wells plate, cells were treated with 10 or 20μM of
TA. 24 hours post-treatment, MTT reagent (Invitrogen) was added to cells. Results obtained for TA were compared to viability control (cells with media). Values obtained for
the positive control are equal to 100% of cell viability. Control condition, treatment with media and vehicle which is water.
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advantage of the SUMO inhibitor (SUMOi) Tannic Acid (TA) (Suzawa et al., 2015) to 

analyse the impact of a repressed SUMO pathway on HIV-1 expression. Since TA 

treatment promoted a modest but significative stimulation of the HIV-1 promoter in the 

absence of Tat (Fig. 4A), TA strongly stimulated Tat-mediated transactivation (Fig. 4B). 

As consequence of these transcriptional activations, TA also stimulated the HIV-1 

expression (Fig. 4C). As shown on Figure 4D, TA was not toxic at the used 

concentrations. These results confirmed the contribution of the SUMO pathway in the 

control of HIV-1 latency and raised the possibility to use SUMOi to reactivate latently 

integrated virus as part of the Shock and Kill strategy. 

 

SUMO marks are recruited to the latent HIV-1 promoter.  

 

In microglial cells, HIV-1 latency is established by the recruitment of chromatin modifier 

enzymes via CTIP2. To assess whether the SUMO marks are present on the latently 

integrated HIV-1 promoter, we performed ChIP-qPCR experiments in the CHME5-HIV 

microglial model of latency. SUMO1, SUMO2/3 and CTIP2 were found bound to the 

latent HIV-1 promoter but not to the promoter reactivated by a romidepsin treatment 

(Fig. 5A). As a control, percentage of reactivated cells after the romidepsin treatment 

has been analysed by flow cytometry (Fig. 5B). These results suggest that SUMO 

marks are associated to the latently integrated HIV-1 promoter and contribute to viral 

gene silencing. 

 

The SUMO pathway is involved in the degradation of the HIV-1 Tat protein via 

the proteasome pathway  

 

HIV-1 Tat protein is a key transactivator of viral gene transcription. In the following 

experiments, we analysed the impact of UBC9 expression levels and the influence of 

tannic acid on Tat expression. We report that UBC9 overexpression induced a 

depletion of Tat in HEK cells (Fig. 6A). RT-qPCR analysis of Tat mRNA indicated that 

UBC9 expression did not repress mRNA expression (Fig. 6B) suggesting that UBC9-

mediated depletion of Tat occurred at the protein level. In line with these results, 

knocking down UBC9 promoted Tat expression (Fig. 6C, D) without any detectable 

impact on the HIV-1 Tat mRNA (Fig. 6E). We next treated Tat expressing cells with  
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10μM of TA during 24 hours. TA treatment increases Tat expression (Fig. 6F, G) 

confirming that the effects observed upon UBC9 depletions resulted from reduced 

SUMOylation events. These results further suggested that Tat expression may be 

regulated by SUMOylation. First, we analysed whether UBC9, KAP1 an E3-ligase and 

Tat interacted in cells nuclei (Fig. 7A). Nuclear extracts from Tat expressing cells where 

subjected to co-immunoprecipitations targeting endogenously expressed UBC9 and 

KAP1 (Fig. 7A). As shown, Tat, UBC9 and KAP1 co-immunoprecipitated suggesting 

that Tat may be a target for the SUMO pathway. To investigate this point we analysed 

the SUMOylation of Tat in cells expressing HA-SUMO2 to allow a better detection of 

the SUMO mark. As expected, HA-SUMO2 protein is detectable just above 15 kDa 

(Fig. 7B1). Interestingly, a signal corresponding to the expected size of HA-SUMO2-

Tat is detectable upon expression of HA-SUMO2. Immunodetections of Tat confirmed 

the presence of HA-SUMO2 Tat (Fig. 7B3 column 4) but also suggested the presence 

of SUMOylated forms of Tat in the absence of HA-SUMO2 (Fig. 7B3 column 2). As we 

previously described by our lab, KAP1 promoted Tat degradation making it barely 

detectable (Fig. 7B3 column 5). The quantity of SUMO-Tat in the absence or presence 

of KAP1 (Fig. 7B3 histogram) suggests that KAP1 promotes Tat-SUMOylation before 

its degradation. Next to further study the link between Tat-SUMOylation and its 

degradation we analysed the effect of UBC9 in the presence of the proteasome 

inhibitor MG132 (Fig. 7C). Since UBC9 overexpression induced the depletion of Tat 

(Fig. 6A), MG132 treatment impaired this UBC9-mediated degradation of Tat. These 

results suggested that SUMOylation contributes to the regulation of Tat protein 

degradation.  

 

HDACi and SUMOi cooperate to reactivate latent HIV-1 from latency 

 

Persistence of latently integrated viruses in reservoirs is one of the major block toward 

an HIV cure. New strategies emerged to eliminate, reduce or deeply inhibit these 

reservoirs. One of them is the Shock and Kill strategy which aims to reactivate latent 

cells by combining treatments with latency reactivated agents (LRAs) (Shock) and 

specific stimulations of the immune system (Kill) in a context of cART. Here we tested 

three SUMOi (ML792, TA and 2D08) alone or in combination with HDACi (Romidepsin 

and SAHA) on the CHME5-HIV microglial model of HIV-1 latency. Since TA and 2D08 

treatments had no impact on the latent provirus, treatments with increasing  
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Figure 8 : HDACi and SUMOi act synergistically to increase HIV-1 production. CHME5-HIV cells harbor latent HIV-1 provirus containing gfp gene. Cells were mock
treated or treated with HDACi (romidepsin or SAHA), SUMOi (tannic acid (TA), 2D08 or ML792) alone or in combination as indicated. 24 hours after the last treatment,
cells were analyzed by flow cytometry to quantify the proportion of cells expressing GFP. Sample were performed in duplicate and a representative experiment from two is
represented. Cells were treated (A) with SUMOi alone for 24 hours and (B) optimal romidepsin concentration was determined. Cells were (C) co-treated with SUMOi and
romidepsin for 24 hours and (D) synergy was calculated. Cells were (E) first treated during 24 hours with SUMOi then treated with 1,75nM romidepsin or 2μM SAHA and
synergy was calculated. For each combinatory treatment, the fold-synergy was calculated by dividing the effect observed after co-treatments or sequential treatment by the
sum of the effects obtained after the individual treatments. (F) Cytotoxicity of the different treatment was assess using MTT cytotoxicity test.
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concentrations of the SUMOi, ML792 promoted robust reactivations of HIV-1 

expression from latency with a moderate cytotoxicity (Fig. 8A, F). For the next 

experiments, we selected the suboptimal 500nM concentration of ML792 to study the 

synergy with the HDACi, romidepsine and SAHA. We first determined an adequate 

concentration of romidepsine. As shown, romidepsin treatments promoted impressive 

reactivations of HIV-1 expression in microglial cells. For treatments that combine 

romidepsin with SUMOi, we choose 1.75nM that promoted a suboptimal reactivation 

with no cytotoxicity (Fig. 8B, F). Since co-treatment with TA and 2D08 did not influence 

the romidepsin-mediated reactivations, ML792 treatment promoted a synergistic 

activation of the latent provirus (Fig. 8C, D). We have previously described that the 

time schedule influences the efficiency of LRAs (Bouchat et al., 2016). We sequentially 

treated cells with SUMOi and HDACi. Cells were first treated with the SUMOi during 

24h and subjected to additional treatments with 1,75nM of romidepsin or 2μM of SAHA 

for 24 supplementary hours. Since no synergistic reactivation was observed with 2D08 

(Fig. 8E, 2D08 panel), synergic reactivations were observed for sequential treatments 

with TA + romidepsin but not with the TA + SAHA (Fig. 8E, TA panel). Interestingly, 

synergistic reactivations were observed for the treatments combining ML792 with both 

HDACi (Fig. 8E, ML792 panel).  

 

Discussion  
 

The introduction of antiretroviral therapy has raised hopes for curing patients infected 

with HIV-1. Unfortunately, long-term suppression of HIV-1 replication has unveiled the 

existence of latent HIV-1 reservoirs. Microglial cells, the CNS-resident macrophages, 

are major targets for HIV-1 and constitute the CNS reservoir of latently infected cells. 

We previously reported that the cellular cofactor CTIP2 favours the establishment and 

the persistence of latency by recruitments of repressive complexes at the latent HIV-1 

promoter. In addition, we have shown that the E3 ligase KAP1 cooperates with CTIP2 

to repress HIV-1 gene transcription (Ait-Ammar et al., 2021) suggesting a link between 

the SUMO pathway and viral latency. In this study, the presented confocal microscopy 

experiments suggested an in vivo interaction between the SUMO pathway and CTIP2. 

Indeed, our results showed that UBC9 partially colocalized with CTIP2. These 

observations are consistent with the colocalization of CTIP2 with SUMO1 and 

SUMO2/3. Our results are consistent with previous reports demonstrating that CTIP2 



is SUMOylated by SUMO1 (Tirard et al., 2012) on Lysin 679 (Dubuissez et al., 2016; 

Zhang et al., 2012). CTIP2 contains a PDSM motif which enhances CTIP2 

SUMOylation when phosphorylated (Hietakangas et al., 2006). In unstimulated primary 

human CD4+T cells from healthy donors, CTIP2 is bound with MTA1 and the NuRD 

complex to repress transcription of target genes. However, upon activation, 

phosphorylation of Ser2 disrupt the interaction with MTA1 and the NuRD repressive 

complexes. In T cells, CTIP2 SUMOylation allows the recruitment of P300 and 

activates transcription. Phosphorylation and SUMOylation modulate CTIP2 activity, 

switching it from a transcriptional repressor to a transcriptional activator. Interestingly 

a study focused on the control of epidermal proliferation and terminal differentiation 

during epidermal development demonstrated that CTIP2 SUMOylation induced its 

degradation via the proteasomal pathway. We show that CTIP2 and SUMO marks are 

associated with the silenced HIV-1 promoter in microglial cells. In addition, stimulation 

of HIV-1 gene transcription released these marks from the HIV-1 promoter. Moreover, 

modulations of the SUMO pathway did not affect CTIP2 expression (results not 

shown). To further decipher the role of the SUMO pathway on the HIV-1 expression, 

we quantified the influence of UBC9 and TA on HIV-1 gene transcription and viral 

expression. Our results demonstrate for the first time that UBC9 and SUMOylation 

negatively impacts HIV-1 gene transcription.  

The viral protein Tat is crucial for HIV-1 gene transcription and viral expression. We 

next studied the effect of SUMOylation on Tat function and Tat expression. Our results 

demonstrated that UBC9 represses Tat-mediated transactivation via its degradation 

by the proteasome pathway. TA treatments confirmed that the observed degradation 

of Tat is mediated by SUMOylations. Finally, we could observe SUMOylated forms of 

Tat in the presence of SUMO protease inhibitors for the first time. It seems that KAP1 

overexpression decreases the immunodetection of the SUMO-Tat forms. This 

observation can be explained by the increase of Tat SUMOylation via KAP1 and finally 

Tat degradation. Our analysis of Tat expression in MG132 treated cells allows to 

conclude that UBC9 and the SUMO pathway favor its degradation via the proteasome 

pathway. These experiments are consistent with our previous report demonstrating 

that the E3 ligase KAP1 interacts and colocalizes with Tat to promote its degradation 

via the proteasome pathway. Different studies have shown that SUMOylation and 

proteasomal degradation are linked by the ubiquitination pathway. The SUMO- 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 9 : Tat degradation hypothesis  
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targeted ubiquitin E3 ligase RNF4, has SUMO-interaction motifs that recognize SUMO-

chains and a RING domain that allows ubiquitination. RNF4 recognizes SUMOylated 

proteins and targets them for proteasomal degradation. We hypothesize that RNF4 

could be the link between Tat degradation, SUMOylation and the proteasome pathway 

(Fig. 9). Our next experiments will attempt to demonstrate this link. However, 

altogether, our results demonstrate the involvement of the SUMO pathway in the 

control of HIV-1 latency. Mechanistically, the control of Tat function is crucial for the 

persistence of the latently integrated virus. The SUMO-mediated control of Tat 

expression may therefore contribute to the persistence of the reservoirs. However, the 

impacts of UBC9 modulations on the activity of the viral promoter and the presence of 

SUMO marks on the silenced promoter suggest that SUMOylation may also contribute 

to the establishment of latency. 

HIV-1 cure is still not reached since viruses remain in reservoirs despite antiretroviral 

therapy. Eliminating or reducing reservoirs could achieve this goal. One of the 

strategies to achieve it is the Shock and Kill strategy. LRAs need to promote the 

“shock” that reactivates latently integrated viruses and the “kill” needs to sharp the 

immune system to allow elimination of the reactivated cells. Antiretroviral therapy is 

kept during the process to avoid new infections. We tested the efficiency of SUMO 

inhibitors in reactivating latent HIV-1 in microglial cells. ML792 is an interesting SUMOi 

which target E1 enzyme (SAE) and completely blocks SUMOylation (He et al., 2017). 

Treatment with ML792 alone, in co-treatment with romidepsin or sequential treatment 

with SAHA and romidepsin robustly reactivated HIV-1 expression in a synergic 

manner. In addition, TA and romidepsin act synergistically to reactivate HIV-1 

expression. These experiments demonstrate that SUMOylation should be consider as 

an additional level of regulation in HIV-1 transcription. SUMOi should be considered in 

the investigation of new LRAs and taken into account in studies combining LRAs to 

synergistically reactivate HIV. In conclusion our study demonstrated the role of the 

SUMOylation in HIV-1 gene silencing and therefore in viral latency. New investigations 

will be needed to evaluate SUMOi potential to reactivate HIV from reservoirs of cART-

treated patients. In addition, futures studies will be need to investigate the intimate 

mechanisms regulating Tat SUMOylation in other HIV-1 target cell types. 
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Discussion 
 

/¶LQIHFWLRQ�SDU�OH�9,+-��UHVWH�j�O¶KHXUH�DFWXHOOH�XQH�LQIHFWLRQ�FKURQLTXH��/H�WUDLWHPHQW�

des patients par les antirétroviraux a considérablement amélioré leur prise en charge 

PDLV�QH�SHUPHW�SDV�G¶pOLPLQHU�OH�YLUXV�GH�OHXU�RUJDQLVPH��(Q�HIIHW��FH�WUDLWHPHQW ne 

cible pas les virus latents des réservoirs qui sont la principale cause du rebond de la 

YLUpPLH�REVHUYp�j�O¶DUUrW�GHV�$59��$LQVL��LO�HVW�GpVRUPDLV�FODLUHPHQW�pWDEOL�TXH�SRXU�

éliminer le VIH-��GH�O¶RUJDQLVPH�GHV�SDWLHQWV�LQIHFWpV��OHV�UpVHUYRLUV�GRLYHQW être ciblés 

pour les supprimer ou au minimum pour réduire significativement leur taille. Plusieurs 

QRXYHOOHV� VWUDWpJLHV� WKpUDSHXWLTXHV� RQW� GRQF� pPHUJp� GDQV� OH� EXW� G¶pOLPLQHU� FHV�

cellules infectées latentes. Ces stratégies se basent notamment sur le modèle du petit 

nombre de patients infectés par le VIH-1 appelés contrôleurs élites. Ils arrivent à 

maintenir leur virémie sous les niveaux de détection et ceci sans traitement 

antirétroviral (pour revue (Deeks and Walker, 2007)). Une autre étude a identifié 14 

patients appelés contrôleurs post-traitement, qui contrôlent leur virémie pendant 

SOXVLHXUV�DQQpHV�DSUqV�O¶DUUrW�GHV�$59��&KH]�FHV�SDWLHQWV�� OH�WUDLWHPHQW�D�pWp�LQLWLp�

très rapidement après leur infection et a été suivi pendant plusieurs années (Sáez-

Cirión et al., 2013). Les contrôleurs élites ainsi que les contrôleurs post-traitement sont 

un modèle de guérison fonctionneOOH��/¶pWXGH�GHV�FDUDFWpULVWLTXHV�GH�O¶LQIHFWLRQ�FKH]�

ces patients a permis de définir de nouvelles stratégies de guérison dont la stratégie 

Shock and Kill et la stratégie Block and Lock. La première a pour objectif, de réactiver 

les virus latents via différentes molécules appelées LRAs (Latency Reactivated 

Agents��TXL�FLEOHQW�OHV�PpFDQLVPHV�G¶pWDEOLVVHPHQW�HW�GH�PDLQWLHQ�GH�OD�ODWHQFH�YLUDOH�

dans les cellules réservoirs. La mise en place de la latence virale est principalement 

due à une répression de la transcription des gènes viraux par différents complexes. 

Ces derniers permettent notamment le recrutement de marques épigénétiques 

répressives au niveau du promoteur viral. Ainsi, les LRAs peuvent cibler ces marques 

épigénétiques ou activer des facteurs cellXODLUHV� QpFHVVDLUHV� j� O¶LQLWLDWLRQ� RX� j�

O¶pORQJDWLRQ� GH� OD� WUDQVFULSWLRQ� FRPPH�1)-kB ou encore PTEF-b. Puis le système 

LPPXQLWDLUH�HW�QRWDPPHQW�OHV�O\PSKRF\WHV�7�F\WRWR[LTXHV�VRQW�VWLPXOpV�DILQ�G¶pOLPLQHU�

les cellules infectées réactivées. Tout au long du processus, le traitement antirétroviral 

HVW�PDLQWHQX�DILQ�G¶pYLWHU�O¶LQIHFWLRQ�GH�QRXYHOOHV�FHOOXOHV�SDU�OHV�FHOOXOHV�UpDFWLYpHV��

Cependant, cette stratégie présente quelques limites et freins à sa mise en place. 
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/¶KpWpURJpQpLWp�GHV�FHOOXOHV�ODWHQWHV�UHIOqte la multiplicité des mécanismes permettant 

OH�PDLQWLHQ�GH�O¶pWDW�GH�ODWHQFH��&HV�PpFDQLVPHV�YDULHQW�SUREDEOHPHQW�G
XQ�SDWLHQW�j�

l'autre, voire même d'une cellule à l'autre chez un même patient (Sannier et al., 2021). 

La stratégie Block and Lock est une alternative à la première stratégie. Elle a pour but 

de réprimer totalement de façon permanente la transcription résiduelle observée dans 

les réservoirs. L'établissement d'une latence profonde pourrait empêcher le rebond 

viral lorsque les ARV sont supprimés. Cependant, la mise en place de ces stratégies 

nécessite une connaissance précise des mécanismes qui régissent la latence virale 

dans les différents réservoirs viraux identifiés à ce jour.  

Le laboratoire DHPI a identifié le facteur de transcription cellulaire CTIP2 comme étant 

XQ�DFWHXU�PDMHXU�GH�O¶pWDEOLVVHPHQW�HW�GX�PDLQWLHQ�GH�OD�ODWHQFH�YLUDOH�GDQV�OHV�FHOOXOHV�

microgliales. CTIP2 SHUPHW� O¶pWDEOLVVHPHQW�GH� OD� latence en recrutant au niveau du 

promoteur du VIH-1 un complexe répresseur. CTIP2 lié aux sites Sp1 du promoteur 

YLUDO�VHUW�GH�SODWHIRUPH�G¶DQFUDJH�HW�UHFUXWH�+'$&���+'$&��HW�6XY��+���/HV�+'$&V�

desacétylent les histones tandis que Suv39H1 génère la triméthylation de H3K9 

(H3K9me3). De plus, LSD1 favorise la triméthylation de H3K4 par le complexe 

hCOMPASS méthyltransférase via le recrutement de hSet1 et WDR5. Ces marques 

pSLJpQpWLTXHV�SHUPHWWHQW�OD�IRUPDWLRQ�G¶KpWpURFKURPDWLQH�HW�LQKLEHQW�OD�WUDQVFULSWLRQ�

des gènes du VIH-���0DLV�&7,3��SHUPHW� DXVVL� OH�PDLQWLHQ�GH� O¶pWDW� GH� ODWHQFH�DX�

niveau du promoteur viral en séquestrant le facteur d'élongation PTEF-b dans un 

complexe inactif. Le complexe 7SK snRNP est recruté au niveau du promoteur via 

HMGA1. Ce dernier recrute alors CTIP2 associé à PTEF-E�LQDFWLI�HW�+(;,0��VXU�O¶$51�

7SK. Ainsi, CTIP2 inhibe l'activité kinase Cdk9 de PTEF-b qui empêche l'activation de 

l'ARN Pol II et inhibe le recrutement de PTEF-b. CTIP2 étant un acteur central de la 

latence des cellules microgliales, les projets de notre laboratoire visent à identifier de 

nouveaux partenaires de CTIP2.   

 

$ILQ� G¶LQIHFWHU� HIILFDFHPHQW� OHV� FHOOXOHV�� OHV� YLUXV�� GRQW� OH� 9,+-��� V¶HPSDUHQW� GH�

différents mécanismes cellulaires et les détournent dans le but de se répliquer. En 

UpSRQVH�j�O¶LQIHFWLRQ�YLUDOH��OHV�FHOOXOHV�LQIHFWpHV�GpYHORSSHQW�GLIIpUHQWV�PpFDQLVPHV�

faisant notamment intervenir des facteurs de restriction cellulaires qui limitent 

O¶LQIHFWLRQ��&HSHQGDQW��DILQ�GH�FRQWUHFDUUHU�FHWWH�UpSRQVH�DQWLYLUDOH��le VIH-1 possède 

différentes protéines virales accessoires qui inhibent les mécanismes de défenses 

cellulaires. En effet, Vpu et Nef induisent la déplétion de de la tétherine et du CMH-1 
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ou de CD4 par la dégradation lysosomale de ces protéines. Vif et Vpx manipulent la 

voie du protéasome pour dégrader les facteurs de restriction cellulaires tels que 

APOBEC3G et SAMDH1. En revanche, jusqu'à récemment, la fonction de la protéine 

virale Vpr n'était pas encore entièrement comprise. Vpr est exprimée plus tardivement 

contrairement à Tat et Rev. Elle est cependant incorporée dans les particules virales 

DILQ�G¶rWUH�UHODUJpH�UDSLGHPHQW�ORUV�GHV�SUHPLqUHV�SKDVHV�GH�O¶LQIHFWLRQ��9SU�SDUWLFLSH�

à de nombreuses fonctions dont la transcription inverse, l'import nucléaire du complexe 

de pré-intégration (PIC) ou encore la transcription du VIH-1. De nombreuses études 

ont démontré que Vpr pouvait faciliter la réplication du VIH-1 via différents 

mécanismes. Elle SHXW�QRWDPPHQW�LQGXLUH�O¶DUUrW�GX�F\FOH�FHOOXODLUH�HQ�SKDVH�*�, ce 

qui favorise la transcription des gènes viraux. De plus, Vpr interagit avec Tat et 

augmente de façon synergique son activité transcriptionnelle au niveau du promoteur 

du VIH-1 (pour revue (Wallet et al., 2020)). Il a été démontré que Vpr interagit avec 

DCAF1 du complexe Cul4A-DDB1-DCAF1 pour induire la dégradation protéasomale 

de protéines cellulaires (Le Rouzic et al., 2008). Vpr utilise ce complexe pour son 

action sur le cycle cellulaire. Mais cette protéine induit aussi la dégradation de 

complexes qui modulent la structure de la chromatine et induisent un environnement 

répressif comme les HDACs, ZIP ou encore NuRD (Maudet et al., 2013; Romani et al., 

2016). Ainsi, nous avons démontré que le VIH-1 a développé une stratégie pour 

HPSrFKHU� OD� UpSUHVVLRQ� GH� O¶H[SUHVsion des gènes viraux par CTIP2 via Vpr. Vpr 

favorise la dégradation de CTIP2 par le protéasome en interagissant avec le complexe 

Cul4A-DDB1-DCAF1. La surexpression de Vpr corrèle avec une réduction de la liaison 

de CTIP2 au promoteur du VIH-1 et avec une réactivation des virus latents dans un 

PRGqOH�GH�ODWHQFH�GH�FHOOXOHV�PLFURJOLDOHV��(Q�FRQFOXVLRQ��9SU�OLPLWH�O¶pWDEOLVVHPHQW�

de la latence dans les cellules infectées par le VIH-1 en induisant la dégradation 

protéasomale de CTIP2 (Forouzanfar et al., 2019)�� 'HSXLV�� G¶DXWUHV� pWXGHV� RQW�

également démontré le rôle de Vpr dans la dégradation de protéines cellulaires 

DVVRFLpHV�j�XQH�UpSUHVVLRQ�GH�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�GX�9,+-1. Une étude a mis en 

pYLGHQFH� O¶HIIHW� UpSUHVVHXU� VXU� O¶H[SUHVVLRQ� GX� 9,+-1 du facteur de transcription 

cellulaire ZBTB2. Il est recruté sur le promoteur du VIH-1 par le facteur cellulaire 

ZASC1 puis ZBTB2 recrute des HDACs qui répriment la transcription des gènes. 

&HSHQGDQW�� OD� VXUH[SUHVVLRQ� GH� 9SU� HW� O¶DFWLYDWLRQ� GH� OD� YRLH� $75� UpSULPHQW� OH�

recrutement de ZBTB2 et empêchent son activité répressive (Bruce et al., 2021). Une 

autre pWXGH�D� UpFHPPHQW�GpPRQWUp� OH� U{OH�GH�9SU�GDQV� O¶LQKLELWLRQ�GH�/$370���XQ�
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factHXU�FHOOXODLUH�TXL�OLPLWH�O¶LQIHFWLRVLWp�GHV�SDUWLFXOHV�YLUDOHV�GDQV�OHV�PDFURSKDJHV��

Vpr induit la dégradation de ce facteur par interaction avec DCAF1 et induction de la 

voie de dégradation protéasomale (Zhao et al., 2021). À ce jour, nous avons démontré 

TXH� 9SU� QH� FLEOH� TXH� &7,3�� ORUVTX¶LO� HVW� Dssocié au complexe remodeleur de la 

chromatine et non au complexe associé à PTEF-b. 

 

CTIP2 participe donc via deux complexes spécifiques à O¶pWDEOLVVHPHQW�HW�au maintien 

de la latence du VIH-��� $LQVL�� OH� ODERUDWRLUH� FRQWLQXH� G¶H[SORUHU� OHV� SDUWHQDLUHV� GH�

C7,3��TXL�SRXUUDLHQW�MRXHU�XQ�U{OH�GDQV�OD�UpJXODWLRQ�GH�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�YLUDX[�

et donc dans la latence virale. Dans cette démarche, nous avons identifié que 

O¶KpWpURGLPqUH�.X�LQWHUDJLW�DYHF�&7,3��(Shadrina et al., 2020). Ku est composé des 

sous-unités Ku70 et Ku80 et participe à la réparation des cassures double brin de 

O¶$DN via le mécanisme NHEJ. Dans cette étude récente, une structure consensus 

ARN a été proposée pour la liaison de Ku aux ARN. De ce fait, il a été identifié que Ku 

se lie aux ARN TAR et 7SK qui sont impliqués dans la régulation de la transcription du 

VIH-1. Ku interagit aussi avec des protéines qui composent le complexe 7SK snRNP 

dont Cdk9 et HEXIM1. La liaison de Ku avec les ARN TAR et 7SK suppose que Ku 

pourrait également jouer un rôle dans la régulation de l¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�GX�9,+-

1. De plus, nous aYRQV�pJDOHPHQW�GpPRQWUp�O¶LQWHUDFWLRQ�HQWUH�.X�HW�&7,3���$LQVL��.X�

V¶DVVRFLH�DYHF�OD�IRUPH�LQDFWLYH�GX�FRPSOH[H�PTEF-b composé de CTIP2, HEXIM1, 

HMGA1 et de O¶$51��6.. Cette étude suggère que Ku pourrait jouer un rôle dans la 

régulation de la transcription des gènes du VIH-1 via son interaction avec le complexe 

7SK snRNP et la structure TAR.  

 

GUkFH�j�XQ�SURMHW�VXU�O¶pWXGH�GHV�LQWHUDFWDQWV�GH�&7,3��SDU�LPPXQRSUpFLSLWDWLRQ�VXLYLH�

G¶XQH� DQDO\VH� SDU� VSHFWURPpWULH� GH� PDVVH�� QRXV� DYRQV� récemment identifié de 

nouveaux complexes protéiques et ARN associés à CTIP2. Parmi ceux-ci, un 

complexe faisant intervenir différents membres de la voie de SUMOylation a été 

identifié. La SUMOylation est une modification post-traductionnelle réversible. Elle 

régule de nombreux processus principalement nucléaires dont la réplication, la 

UpSDUDWLRQ�GH� O¶$'1�RX�HQFRUH� OD� WUDQVFULSWLRQ��/D�6802\ODWLRQ�FRQGXLW�j� OD� OLDLVRQ�

covalente d'une ou plusieurs protéines SUMO sur une lysine acceptrice d'une protéine 

cible grâce à un mécanisme faiVDQW�LQWHUYHQLU�SOXVLHXUV�HQ]\PHV��/¶DMRXW�G¶XQ�LVRIRUPH�

SUMO sur une protéine peut modifier sa localisation, son activité ou encore sa stabilité 
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(pour revue (Geiss-Friedlander and Melchior, 2007)). Dans de nombreux cas, la 

SUMOylation a été décrite comme une marque répressive (pour revue (Rosonina et 

al., 2017)). Ainsi, la SUMOylation exerce son activité répressive en recrutant des 

FRPSOH[HV� UpSUHVVHXUV� DX� QLYHDX� GHV� SURPRWHXUV�� HQ� PRGXODQW� O¶DVVRFLDWLRQ� GH�

certains facteurs de transcription aux promoteurs ou encore en entrant en compétition 

DYHF�G¶DXWUHV�370�TXL�SHXYHQW�rWUH�DFWLYDWULFHV��'DQV�FH�FRPSOH[e associant CTIP2 

et la SUMOylation (Article n°4 Figure 1)��RQ�UHWURXYH�O¶LVRIRUPH�6802���OHV�6802�

protéases SENP1 et SENP3 ainsi que les enzymes E3 ligases KAP1, NSMCE2, 

RanBP2.  

1RWUH� ODERUDWRLUH� V¶HVW� DORUV� SHQFKp� VXU� OH� U{OH� TXH� SRXUUDLW� jouer KAP1 dans 

O¶H[SUHVVLRQ�GX�9,+-1 dans les cellules microgliales (Ait-Ammar et al., 2021). Nous 

DYRQV�GpPRQWUp�TXH�.$3��D�XQ�HIIHW�UpSUHVVHXU�VXU�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�YLUDX[��

KAP1 coopère avec CTIP2 pour réprimer la transcription du VIH-1. De plus, KAP1 

permet la dégradation de Tat par la voie du protéasome. Cette dégradation semble 

être induite par une forme répressive SUMOylée de KAP1. Cette étude nous a permis 

G¶LGHQWLILHU�XQ�QRXYHDX�IDFWHXU�DVVRFLp�j�&7,3��LPSOLTXp�GDQV�OD�ODWHQFH�YLUDOH��0on 

projet de thèse est la suite de cette étude qui suppose une connexion entre la voie 

SUMO, la transcription des gènes du VIH-1 et la latence virale.  

Afin de valider le lien entre CTIP2 et la SUMOylation, nous avons réalisé des 

expériences de microscopie confocale (Article n°4 Figure 2). Celles-ci nous indiquent 

que UBC9, la principale enzyme de la voie SUMO, relocalise avec CTIP2 quand ces 

deux protéines sont co-transfectées. De plus, nous avons validé le lien entre CTIP2 et 

les marques SUMO1 et SUMO3. Ces résultats ne sont pas surprenants puisque la 

SUMOylation de CTIP2 a été démontrée et validée par plusieurs études (Dubuissez et 

al., 2016; Tirard et al., 2012; Zhang et al., 2012a). Des études ont démontré que la 

6802\ODWLRQ�PRGXOH�O¶DFWLYLWp�UpSUHVVLYH�GH�&7,3��GDQV�OHV�/7&'����&7,3��UpSULPH�

notamment la transcription de IL2 via le complexe NuRD. CTIP2 contient un motif 

PDSM qui favorise sa SUMOylation lorsqu'il est phosphorylé. La phosphorylation de 

CTIP2 empêche son interaction avec NuRD et MTA1 puis la SUMOylation de CTIP2 

permet le recrutement de p300 qui active la transcription. Ainsi, la phosphorylation 

suivie de la SUMOylation induisenW�XQ�FKDQJHPHQW�G¶DFWLYLWp�GH�&7,3��SDVVDQW�G¶XQ�

facteur répresseur de la transcription à un facteur activateur (Dubuissez et al., 2016). 

Une étude sur le contrôle de la prolifération épidermique et de la différenciation au 

cours du développement épidermique a démontré que la SUMOylation de CTIP2 induit 
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sa dégradation via la voie protéasomale (Imbert and Langford, 2021; Zhang et al., 

2012b)�� &HSHQGDQW�� O¶HIIHW� DFWLYDWHXU� GH� &7,3�� SKRVSKRU\Op� HW� 6802\Op� VHPEOH�

VSpFLILTXH�DX[�/7&'����'DQV�OHV�FHOOXOHV�PLFURJOLDOHV�OD�6802\ODWLRQ�Q¶DIIHFWH�SDV�

les niveaux de CTIP2. La surexpressLRQ�G¶8%&��Q¶LQGXLW�DXFXQH�YDULDWLRQ�GDQV� OHV�

QLYHDX[�G¶H[SUHVVLRQ�GH�&7,3��� 

*pQpUDOHPHQW�� OD� 6802\ODWLRQ� HVW� DVVRFLpH� j� XQH� UpSUHVVLRQ� GH� O¶H[SUHVVLRQ� GHV�

JqQHV��$ILQ�G¶DQDO\VHU�O¶HIIHW�GH�OD�6802\ODWLRQ�VXU�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�GX�9,+-1 

nous avons réalisé des essais luciférase en surexprimant, en réprimant ou en inhibant 

la SUMOylation. Les essais luciférase avec le vecteur rapporteur LTR-luc nous ont 

SHUPLV� G¶pWXGLHU� OHV� HIIHWV� GH� OD� 6802\ODWLRQ� VXU� OHV� GHX[� SKDVHV�� LQLWLDWLRQ� HW�

élongation de la transcription des gènes. Les essais avec le vecteur PNL4.3ǻENV-Luc 

SHUPHWWHQW�GH�PLPHU�O¶LQIHFWLRQ�GHV�FHOOXOHV�SDU�OH�9,+-1 et donc G¶pWXGLHU�O¶HIIHW�GH�OD�

SUMOylation sur l¶H[SUHVVLRQ virale. La surexpression de UBC9 induit la répression 

GH�O¶DFWLYLWp�GX�SURmoteur du VIH-1 pour les deux phases de la transcription (Article 
n°4 Figure 3A). Le même effet de la surexpression de UBC9 sur l¶H[SUHVVLRQ�virale 

est observé (Article n°4 Figure 3C). Lorsque UBC9 est réprimé et que les niveaux de 

SUMOylation dans les celOXOHV� VRQW� DEDLVVpV�� QRXV� REVHUYRQV� O¶HIIHW� LQYHUVH�� /D�

transcription (Article n°4 Figure 3B) ainsi que l¶H[SUHVVLRQ�(Article n°4 Figure 3D) du 

VIH-1 sont stimulées. Lorsque nous analysons en détail les résultats de ces 

expériences sur les deux phases de la transcription, nous constatons que la 

6802\ODWLRQ�D�XQ�HIIHW�VXU�OD�SKDVH�G¶LQLWLDWLRQ�GH�OD�WUDQVFULSWLRQ�GHV�JqQHV�YLUDX[��

Elle V¶HIIHFWXH�JUkFH�DX�UHFUXWHPHQW�VXU�OH�SURPRWHXU�YLUDO�/75�GH�GLIIpUHQWV�IDFWHXUV�

de transcription. Parmi ces facteurs de transcription on retrouve NF-N%�GRQW�O¶DFWLYLWp�

HVW�UpJXOpH�SDU�VRQ�LQKLELWHXU�,N%Į��/¶DFWLYLWp�GH�,N%Į�HVW�UpJXOpH�SDU�O¶XELTXLWLQDWion et 

OD�6802\ODWLRQ��/RUVTXH�,N%Į�HVW�6802\Op��LO�Q¶HVW�SOXV�GpJUDGp�HW�VpTXHVWUH�1)-kB 

dans le cytoplasme empêchant ainsi la transcription des gènes dépendant de NF-kB. 

/¶HIIHW�REVHUYp�GH�OD�VXUH[SUHVVLRQ�GH�8%&��VXU�OD�SKDVH�G¶LQLWLDWLRQ�GH�OD�WUDQVFULption 

SRXUUDLW�GRQF�V¶H[SOLTXHU�SDU�O¶DEVHQFH�GH�1)-kB au niveau du promoteur. De même, 

le facteur de transcription STAT5 peut lui aussi être SUMOylé. Pour permettre la 

WUDQVFULSWLRQ��67$7��HVW�SKRVSKRU\Op�GDQV�OH�F\WRSODVPH�DILQ�G¶rWUH� transporté dans 

le QR\DX� SRXU� MRXHU� VRQ� U{OH� G¶DFWLYDWeur de la transcription. Cependant, la 

SUMOylation de STAT5 induit son export vers le cytoplasme et empêche la 

transcription du VIH-1. Nos résultats sont cohérents DX�YX�GH�O¶HIIHW�GH�OD�6802\ODWLRQ�

sur ces facteurs de trDQVFULSWLRQ� QpFHVVDLUHV� j� O¶H[SUHVVLRQ� GHV� JqQHV� GX� 9,+-1. 
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Cependant, nous avons également observé un effet de la surexpression de UBC9 sur 

OD�SKDVH�G¶pORQJDWLRQ�GH�OD�WUDQVFULSWLRQ��&HWWH�GHX[LqPH�SKDVH�QpFHVVLWH�OD�SUpVHQFH�

de la protéine virale Tat. QueOTXHV�FRSLHV�GH�7DW�VRQW�QpFHVVDLUHV�j�O¶LQLWLDWLRQ�GH�OD�

boucle de rétroaction positive qui permet de stimuler la transcription du VIH-1. Tat se 

OLH�j�OD�VWUXFWXUH�7$5�SUpVHQWH�HQ��¶�GHV�$51�V\QWKpWLVpV�ORUV�GH�O¶pWDSH�G¶LQLWLDWLRQ�GH�

la transcription. La liaison Tat-TAR induit le recrutement du complexe PTEF-b. La 

kinase Cdk9 de PTEF-E�SHUPHWWUD�HQVXLWH�OD�SKRVSKRU\ODWLRQ�GH�O¶$51�3RO�,,�DLQVL�TXH�

celle des facteurs DSIF and NELF. Ces différentes phosphorylations induisent la levée 

GH�O¶pWDW�GH�SDXVH�VXEL SDU�O¶$51�3RO�,,�HW�SHUPHWWHQW�GH�SRXUVXLYUH�OD�WUDQVFULSWLRQ�GHV�

WUDQVFULWV�YLUDX[��$LQVL�HQ�O¶DEVHQFH�GH�7DW��O¶pWDSH�G¶pORQJDWLRQ�QH�SHXW�VH�IDLUH��&HWWH�

SURWpLQH�YLUDOH�HVW�SULPRUGLDOH�j�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�GX�9,+-1. Tout mécanisme qui 

LQKLEH� O¶DFWivité de Tat induit donc une répression des gènes. Les résultats obtenus 

nous permettent de supposer que la SUMOylation pourrait avoir un effet répresseur 

sur Tat. IO� D� pWp� GpPRQWUp� TXH� GDQV� FHUWDLQV� FDV�� OD� 6802\ODWLRQ� G¶XQH� SURWpLQH�

empêche sa phosphorylation�� 2U� OD� OHYpH� GH� OD� SDXVH� GH� O¶$51� 3RO� ,,� QpFHVVLWH�

plusieurs phosphorylations qui pourraient être inhibées par la SUMOylation. Par 

exemple, STAT1 est phosphorylé sur Y701. Celle-ci active la transcription des gènes 

régulés par ce facteur de transcription. Mais la SUMOylation de K703 empêche cette 

phosphorylation activatrice (Droescher et al., 2017). De plus, il a récemment été 

démontré que Cdk9 était SUMOylée et que cette modification inhibe la transcription 

virale (Ma et al., 2019). Ces résultats nous permettent de conclure que la SUMOylation 

YLD�8%&��MRXH�XQ�U{OH�GDQV�OD�UpJXODWLRQ�GH�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�GX�9,+-1. De plus, 

il est possible que la SUMOylation ait un rôle dans la latence virale. Nous avons 

ensuite WHVWp�O¶LQIOXHQFH�G¶XQ�LQKLELWHXU�GH�OD�YRLH�6802�VXU�O¶DFWLYLWp�GX�SURPRWHXU�GX�

VIH-1. Pour cela, nous avons traité les cellules microgliales transfectées pour les 

essais luciférase avec 10ȝM ou 20ȝ0�G¶DFLGH� WDQQLTXH��/HV�UpVXOWDWV�REWHQXV�SRXU�

ces expériences confirment nos résultats précédents puisque l¶LQKLELWLRQ� GH� OD�

6802\ODWLRQ�SDU�O¶DFLGH�WDQQLTXH�VWLPXOH�GH�IDoRQ�VLJQLILFDWLYH�OD�WUDQVFULSWLRQ�PDLV�

aussi l¶H[SUHVVLRQ virale (Article n°4 Figure 4A,B et C).  

/D�6802\ODWLRQ�D\DQW�XQ�HIIHW�UpSUHVVHXU�VXU�O¶DFWLYLWp�GX�SURPRWHXU�YLUDO��QRXV�DYRQV�

voulu observer si des marques SUMO étaient recrutées sur le promoteur du VIH-1 à 

O¶pWDW�ODWHQW��3RXU�FH�IDLUH��QRXV�DYRQV�UpDOLVp�GHV�H[SpULHQFHV�GH�&K,3-qPCR sur un 

modèle de cellules microgliales infectées par le VIH-1 de façon latente. Afin de 

comparer le recUXWHPHQW� GHV� PDUTXHV� 6802� VXU� OH� SURPRWHXU� j� O¶pWDW� ODWHQW� HW�
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réactivé, nous avons traité nos cellules avec la romidepsine, un HDACi. Nous avons 

suivi par cytométrie en flux, le pourcentage de cellules GFP positives qui correspond 

au pourcentage de cellules réactivées exprimant le VIH-1. La réactivation des cellules 

PLFURJOLDOHV� HVW� HIILFDFH� SXLVTXH� TX¶XQ� WUDLWHPHQW� DYHF� ����Q0� GH� URPLGHSVLQH�

réactive plus de 70% des cellules (Article n°4 Figure 5B��� $� O¶pWDW� ODWHQW�� QRXV�
retrouvons la présence de CTIP2 mais aussi des marques SUMO1 et SUMO2/3 sur le 

promoteur viral (Article n°4 Figure 5A). Lorsque les cellules sont réactivées, les 

marques de SUMOylation et CTIP2 ne sont plus recrutées sur le promoteur. Ces 

résultats suggèrent que les marques SUMO sont DVVRFLpHV�j�O¶pWDW�GH�ODWHQFH�YLUDOH��

De même, le profil de recrutement des marques SUMO est identique à celui de CTIP2, 

ce qui pourrait suggérer que les marques SUMO participent à la répression de 

O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�GX�9,+-1 via CTIP2 et les complexes répresseurs auxquels il 

est associé. Plusieurs études ont démontré la SUMOylation des histones. La 

SUMOylation de H4 pourrait servir de plateforme de recrutement au complexe 

/6'��&R5(67�+'$&��SDU� OD�SUpVHQFH�G¶XQ�PRWLI�6,0�GDQV�&R5(67� (Dhall et al., 

2017). Ce recrutement induit la répression des gènes grâce à la suppression des 

marques épigénétiques activatrices présentes sur le promoteur. Nous avons 

précédemment démontré que LSD1 recrute également CTIP2 pour réprimer 

O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�GX�9,+-1 (Le Douce et al., 2012). Ces expériences semblent 

donc confirmer que la SUMOylation est associée à une répression des gènes du VIH-

1 et semble ainsi également participer à la latence via CTIP2.  

/HV�HVVDLV� OXFLIpUDVH� UpDOLVpV�RQW�GpPRQWUp� O¶HIIHW� GH� OD�6802\ODWLRQ�VXU� OD�SKDVH�

G¶pORQJDWLRQ�GH� OD� WUDQVFULSWLRQ, ce qui suggère un effet sur Tat. Ainsi, nous avons 

analysé la stabilité de la protéine virale Tat en présence ou en absence de UBC9. La 

VXUH[SUHVVLRQ�G¶8%&��UpGXLW�OD�VWDELOLWp�GH�7DW��$UWLFOH n°4 Figure 6A) sans affecter 

VHV�QLYHDX[�G¶$51P��$UWLFOH n°4 Figure 6B���'H�PrPH��ORUVTXH�O¶H[SUHVVLRQ�GH�8%&��
est réduite, la protéine Tat est stabilisée (Article n°4 Figure 6C, D) et ses niveaux 

G¶$51P� UHVWHQW� LQFKDQJpV� �$UWLFOH n°4 Figure 6E). Enfin, on observe de façon 

intéressante que le traitement avec 10ȝ0�G¶DFLGH� WDQQLTXH�VWDELOLVH�pJDOHPHQW�7DW�

(Article n°4 Figure 6F, G). Ces résultats confirment que la SUMOylation module 

O¶H[SUHVVLRQ�GH Tat. Dans certains cas, il est décrit que la SUMOylation sert de signal 

pour induire la dégradation par le protéasome de la protéine SUMOylée. Pour étudier 

FHWWH�TXHVWLRQ��QRXV�DYRQV�WRXW�G¶DERUG�FRQILUPp�TXH�7DW�LQWHUDJLW�DYHF�8%&���$UWLFOH 
n°4 Figure 7A). Nous pouvons noter que KAP1 est également associé à Tat et UBC9. 
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KAP1 avec son activité E3 ligase facilite la SUMOylation des protéines. On peut donc 

suggérer que dans le cas de Tat, KAP1 faciliterait sa SUMOylation. Nous avons 

effectivement montré, pour la première fois, la SUMOylation de Tat (Article n°4 Figure 
7B3). Dans cette figure, on observe que la surexpression de KAP1 semble diminuer 

la détection des formes SUMOylées de Tat (Article n°4 Figure 7B3, lignes 4 vs 5 et 
histogramme). Cette observatioQ� HVW� XQ� LQGLFH� GH� SOXV� GDQV� O¶K\SRWKqVH� GH� OD�

dégradation de Tat par la SUMOylation puisque KAP1 facilite la SUMOylation. Afin de 

savoir si Tat pouvait être dégradé par la voie du protéasome, nous avons surexprimé 

Tat et UBC9 et traité les cellules avec un inhibiteur du protéasome. Lors de nos 

premières expériences, nous avions observé que la surexpression de UBC9 

déstabilisait Tat (Article n°4 Figure 6A). Ici nous observons que le traitement au 

0*���� UHVWDXUH� O¶H[SUHVVLRQ� GH� 7DW� �$UWLFOH n°4 Figure 7C). Nous pouvons ainsi 

supposer que Tat est dégradé par la voie du protéasome et que la SUMOylation via 

UBC9 facilite cette dégradation. La SUMOylation et plus précisément la formation de 

FKDLQHV� 6802� SHXW� LQGXLUH� O¶XELTXLWLQDWLRQ� GHV� SURWpLQHV� 6802\OpHV� SXLV� Oeur 

GpJUDGDWLRQ� SDU� OH� SURWpDVRPH�� /H� OLHQ� HQWUH� OHV� FKDLQHV� 6802� HW� O¶XELTXLWLQDWLRQ�

V¶HIIHFWXH�FKH]�OHV�+XPDLQV�YLD�51)���&HWWH�SURWpLQH�SRVVqGH�XQ�GRPDLQH�6,0�TXL�OXL�

permet de reconnaître les protéines SUMOylées et un domaine RING qui permet 

O¶XELTXLWLnation des protéines SUMOylées. Nous pouvons ainsi supposer que la 

dégradation de Tat via la SUMOylation pourrait V¶H[SOLTXHU�SDU�O¶LQWHrvention de RNF4 

(Article n°4 Figure 9). Une étude récente a démontré que USP7 stabilise Tat par 

deubiquitination et que le traitement avec un inhibiteur de deubiquitinase induit la 

dégradation de Tat (Ali et al., 2017). Elle démontre que O¶XELTXLWLQDWLRQ�GH�7DW�pourrait 

induire sa dégradation. Notre hypothèse qui suggère que la SUMOylation peut être un 

signal j�O¶ubiquitination de Tat puis et à sa dégradation est en accord avec cette étude.  

En conclusion, nous avons démontré que la SUMOylation de Tat induit sa dégradation 

SDU� OH� SURWpDVRPH�� /D� GpJUDGDWLRQ� GH� 7DW� SRXUUDLW� GRQF� H[SOLTXHU� O¶HIIHW� GH� OD�

SUMOylation sur la transcription du VIH-1. Nous avons également démontré que 

KAP1 interagit et colocalise avec Tat et que KAP1 participe à la dégradation 

protéasomale GH�7DW��'H�SOXV��&7,3��FRRSqUH�DYHF�.$3��SRXU�UpSULPHU�O¶H[SUHVVLRQ�

des gènes du VIH-�� HW� SDUWLFLSH� j� O¶pWDW� GH� ODWHQFH� (Ait-Ammar et al., 2021). Ces 

résultats suggèrent donc que la SUMOylation intervient dans les mécanismes de 

répressioQ�GH� O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�GX�9,+-1 liés à la latence via CTIP2 et via la 

dégradation de Tat.  
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Dans le but de réduire les réservoirs viraux qui sont la cause de la persistance du VIH-

�� GDQV� O¶RUJDQLVPH� GH� SDWLHQWV� LQIHFWpV�� SOXVLHXUV� VWUDWpJLHV� GH� JXpULVRn ont été 

SURSRVpHV��/¶XQH�G¶HOOH�HVW� OD�VWUDWpJLH�Shock and Kill TXL� UpDFWLYH� O¶H[SUHVVLRQ�Ges 

virus grâce à des LRAs. La recherche de LRAs se base sur les mécanismes qui 

interviennent dans la latence du VIH-1. Dans notre étude, nous démontrons que la 

SUMOylation joue un rôle important dans la répression de la transcription. Nous avons 

donc testé la capacité des inhibiteurs de la SUMOylation (SUMOi) à réactiver 

O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�YLUDX[�JUkFH�j�XQ�PRGqOH�GH�FHOOXOHV�PLFURJOLDOHV� LQIHFWpHV�

latentes. Par ces expériences de cytométrie en flux, nous avons déterminé que le seul 

6802L�FDSDEOH�GH�UpDFWLYHU�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�YLUDX[�HQ�WUDLWHPHQW�XQLTXH�HVW�OH�

ML792 (Article n°4 Figure 8A, panel 3���/¶DFLGH� WDQQLTXH�HW� OH��'���HQ� WUDLWHPHQW�
XQLTXH�Q¶LQGXLVHnt pas de réactivation significative (Article n°4 Figure 8A, panel 1 et 
2). Nous avons ensuite traité les cellules avec deux LRAs de façon simultanée (Figure 

33). Les cellules ont été traitées avec la romidepsine, un HDACi et avec un SUMOi. 

Nous observons à nouveau que le seul SUMOi efficace en combinaison avec la 

romidepsine est la molécule ML792 (Article n°4 Figure 8C, panel 3). De plus, on 

observe un effet de synergie entre la romidepsine et ML792 (Article n°4 Figure 8D). 

Enfin, nous avons traité les cellules de façon séquentielle (Figure 33) dans un premier 

temps avec un SUMOi puis dans un second temps avec un HDACi (romidepsine ou 

6$+$���/H�WUDLWHPHQW�VpTXHQWLHO�DYHF�O¶DFLGH�WDQQLTXH�HW�OD�URPLGHSVLQH�UpDFWLYH�GH�

façon efficace les cellules latentes et montre un effet synergique conséquent (Article 
n°4 Figure 8E, panel 1��� (Q� UHYDQFKH�� DXFXQH� V\QHUJLH� Q¶HVW� REVHUYpH� DYHF� OD�
combinaison AT+SAHA. Par contre, le traitement séquentiel avec le ML792 puis les 

deux HDACi, romidepsine et SAHA réactive de façon synergique les cellules 

microgliales latentes (Article n°4 Figure 8E, panel 2). Aucune réactivation ni synergie 

Q¶HVW�REVHUYpH�SRXU�OH�6802L���'����&HV�UpVXOWDWV�GpPRQWUHQW�TXH�FHUWDLQV�6802L�

pourraient être utilisés dans le cadre de la stratégie Shock and Kill. Les expériences 

de co-traitements et de traitements séquentiels indiquent également que les marques 

de SUMOylation pourraient être recrutées sur le promoteur viral dans un second 

WHPSV�� ,O� VHUDLW� GRQF�G¶DERUG�QpFHVVDLUH�G¶LQGXLUH� OD�Gp6802\ODWLRn, puLV�G¶inhiber 

O¶DFWLRQ�GHV�+'$&V�SRXU�UpDFWLYHU�HIILFDFHPHQW�OHV�UpVHUYRLUV��L¶DFWLYLWp�UpSUHVVLYH�GH�

la SUMOylation que nous avons observée dans notre étude pourrait suggérer 

O¶XWLOLVDWLRQ�GH�OD�6802\ODWLRQ�GDQV�OD�VWUDWpJLH�Block and Lock��$X�OLHX�G¶LQKLEer la 

6802\ODWLRQ��LO�SRXUUDLW�rWUH�HQYLVDJp�GH�OD�UHQIRUFHU�SDU�H[HPSOH�HQ�LQKLEDQW�O¶DFWLRQ�



 153 

des SENP qui retirent les marques SUMO des protéines SUMOylées. Ceci permettrait 

GH�PDLQWHQLU�O¶HIIHW�UpSUHVVHXU�LQGXLW�SDU�OD�6802\ODWLRQ�VXU�OD�WUDQVFULSWLRQ�HW donc de 

bloquer les réservoirs.  

En conclusion, nous avons clairement démontré que la SUMOylation participe à la 

UpSUHVVLRQ�GH�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�JqQHV�GX�9,+-���&HSHQGDQW��LO�HVW�QpFHVVDLUH�G¶pWXGLHU�

plus précisément les mécanismes moléculaires qui permettent cette répression via 

SUMO. Quel est le lien entre CTIP2, KAP1 et la SUMOylation ? A quel complexe KAP1 

et SUMO appartiennent-LOV� "� /¶HIIHW� GH� OD� 6802\ODWLRQ� VXU� OD� SKDVH� G¶pORQJDWLRQ�

V¶H[SOLTXH-t-il uniquement par la dégradation de Tat ou la SUMOylation intervient-elle 

dans le complexe PTEF-b inactif ? Pour répondre à ces questions, il sera nécessaire 

GH� UpDOLVHU� GHV� H[SpULHQFHV� G¶LPPXQRSUpFLSLWDWLRQ� HQ� SUpVHQFH� GH� &7,3�� HW� GHV�

autres membres des complexes. Nos résultats HW�O¶K\SRWKqVH�TXL�HQ�GpFRXOH suggèrent 

O¶LPSOLFDWLRQ�GH�51)��GDQV�OD�GpJUDGDWLRQ�GH�7DW (Article n°4 Fig. 9). Nos prochaines 

H[SpULHQFHV�FRQVLVWHURQW�j�UpGXLUH�O¶H[SUHVVLRQ�GH�51)��SDU�VL51$�HQ�SUpVHQFH�GH�

UBC9 et à observer si Tat est toujours dégradé. Si notre hypothèse est correcte, 

O¶DEVHQFH� GH� 51)�� GHYUDLW� HPSrFKHU� RX� UpGXLUH� OD� GpJUDGDWLRQ� GH� 7DW�� &HV�

expériences permettraient de démontrer clairement que la SUMOylation est un signal 

qui induit la dégradation de Tat via O¶XELTXLWLQDWLRQ� HW� RNF4. De même, il serait 

intéressant de mieux comprendre les mécanismes de réactivation observés en 

présence des SUMOi et des HDACi. Dans ce but, nous pourrions réaliser des 

immunoprécipitations de la chromatine aux différents temps de traitement et comparer 

le recrutement des différents facteurs qui interviennent dans la latence virale. De plus, 

il sera nécessaire GH� WHVWHU� O¶HIILFDFLWp� GHV� 6802L� VXU� GHV� FHOOXOHs primaires, les 

LTCD4+ ou macrophages, puisque les cellules microgliales primaires sont difficiles 

G¶DFFqV��(QILQ��QRXV�DYRQV�GpPRQWUp� O¶HIIHW� UpSUHVVHXU�GH� OD�6802\ODWLRQ�GDQV� OHV�

cellules microgliales. Or, plusieurs études ont déjà démontré que les mécanismes de 

répression et de latence pouvaient différer en fonction du type cellulaire. Il serait donc 

LQWpUHVVDQW�G¶pWXGLHU�VL�OD�6802\ODWLRQ�D�OH�PrPH�HIIHW�GDQV�OHV�O\PSKRF\WHV�&'����

et notamment dans les cellules primaires.  
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Matériel et Méthodes  
1. 0DWpULHOV� 

1.1. Lignées cellulaires 
La lignée cellulaire microgliale humaine classique (ATCC© CRL- 3304TM) nous a été 

fournie par le Pr M. Tardieu (Janabi et al., 1995). La lignée cellulaire CHME5-HIV nous 

a été fournie par le Pr J Karn (Wires et al., 2012)��LO�V¶DJLW�G¶XQ�PRGqOH�GH�ODWHQFH�GX�

VIH-1. Les cellules microgliales, les CHME5-HIV et les cellules HEK 293T (ATCC© 

CRL-����70��RQW�pWp�FXOWLYpHV�GDQV�GX�PLOLHX�'XEHOFFR¶V�0RGLILHG�(DJOH¶V�0HGLXP�

�'0(0��VXSSOpPHQWp�SDU�����GH�VpUXP�GH�YHDX�I°WDO� LQDFWLYp�j� OD�FKDOHXU�HW�SDU�

100U/mL de pénicilline/streptomycine. Les cellules sont maintenues en culture dans 

un incubateur à 37°C, 5% de CO2 et dans une atmosphère saturée en humidité. 

 

1.2. Vecteurs plasmidiques  
Les plasmides CDNA3, flag-Tat, flag-CTIP2, RFP-CTIP2, DsRed-Tat, LTR-Luc, 

PNL4.3'ENVLuc utilisés dans ces travaux ont déjà été décrits précédemment (Rohr 

et al., 2003) (Marban et al., 2005). Les plasmides UBC9, shUBC9, HA-Sumo1, HA-

Sumo2 et HA-Sumo3 nous ont été donnés par le Dr Virginie Gautier du laboratoire 

CEPHR, UCD, Irlande. Le plasmide CMV-Renilla provient de la compagnie Promega. 

Le plasmide GFP-8%&��QRXV�D�pWp�IRXUQL�SDU�OH�'U�)UpGpULTXH�7HVVRQ�GH�O¶8QLYHUVLWp�

de Ottawa, Canada. 

 

1.3. Amorces et sondes utilisées en qPCR 
Amorce Séquence 

GAPDH 
Sens �¶- GGA CCT GAC CTG CCG TCT AGA A-�¶ 

Anti-sens �¶- GGG TGT CGC TGT TGA AGT CAG AG-�¶ 

Tat 
Sens �¶-ACT CGA CAG AGG AGA GCA AG-�¶ 

Anti-sens �¶-GAG ATC TGA CTG TTC TGA TGA-�¶ 

/75��¶ 
Sens �¶-TGG AAA ATC TCT AGC AGT GGC-�¶ 

Anti-sens �¶-GAG TCC TGC GTC GAG AGA TCT-3 

Tableau 2 : Séquences des amorces utilisées en qPCR 
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2. 0pWKRGHV� 
2.1. Acides nucléiques  

2.1.1. Quantification des acides nucléiques  

/HV�DFLGHV�QXFOpLTXHV�VRQW�TXDQWLILpV�j�O¶DLGH�G¶XQ�VSHFWURSKRWRPqWUH�j�PLFUR-volume 

DSSHOp�QDQRGURS��7KHUPR)LVKHU���SDU�GpWHUPLQDWLRQ�GH�O¶DEVRUEDQce à 260 nm. Les 

rapports A260/A280 ainsi que A260/A230 sont calculés afin de déterminer la pureté et la 

TXDOLWp�GHV�VROXWLRQV�G¶$'1�RX�G¶$51��/H�UDSSRUW�$260/A280 DWWHVWH�G¶XQH�FRQWDPLQDWLRQ�

par les protéines et le rapport A260/A230 DWWHVWH� G¶XQH� FRQWDPLQDWLRQ� SDU� GLIIpUHQWV�

FRPSRVpV�FKLPLTXHV��SKpQRO��('7$��XUpH��LVRWKLRF\DQDWH�GH�JXDQLGLQH«�� 

2.1.2. Électrophorèse des acides nucléiques  

/¶pOHFWURSKRUqVH� VXU� JHO� G¶DJDURVH� SHUPHW� GH� VpSDUHU� OHV� DFLGHV� QXFOpLTXHV� HQ�

fonction de leur taille JUkFH�DX[�PDLOOHV�IRUPpHV�SDU�O¶DJDURVH��,OV�PLJUHURQW�GDQV�OH�JHO�

SDU�XQ�FRXUDQW�pOHFWULTXH��/H�JHO�HVW�FRPSRVp�G¶DJDURVH����GLOXp�GDQV�GX�WDPSRQ�

Tris-Borate-EDTA (TBE) (Euromedex) contenant également du BET à une 

FRQFHQWUDWLRQ�GH���ȝJ�P/��%LRUDG���/HV�pFKDQWLOORQV�G¶DFLGHV�QXFOpLTXHV�VRQW�GLOXpV�

GDQV�GX�WDPSRQ�GH�FKDUJH��;�HW�GpSRVpV�GDQV�OH�JHO�HQ�SOXV�G¶XQ�PDUTXHXU�GH�SRLGV�

moléculaire. La migration est réalisée dans du tampon TBE à 100 volts pendant 30 

minutes. Enfin, les acides nucléiques sont révélés par les UV grâce au BET qui se 

sera intercalé entre les bases des acides nucléiques. 

 

2.2. 0pWKRGHV�G¶pWXGH�GH�O¶$51 

2.2.1. Extraction des ARN totaux 

La manipulation des ARN nécessite une attention particulière car ils sont très sensibles 

HW�ULVTXHQW�G¶rWUH�GpJUDGpV�par les RNAses. Les expériences sont réalisées dans la 

glace avec un matériel autoclavé. Les solutions sont également propres, filtrées ou 

DXWRFODYpHV��'HX[�WHFKQLTXHV�RQW�pWp�XWLOLVpHV�SRXU�O¶H[WUDFWLRQ�GHV�$51��OH�SURWRFROH�

DYHF�OH�UpDFWLI�75,]RO�RX�O¶XWLOLVDWLRQ�G¶XQ�NLW�FRPPHUFLDO�1XFOHR6SLQ��51$�0DFKHUH\-
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Nagel. Une fois les ARN extraits, la concentration en ARN des échantillons est 

GpWHUPLQpH�j�O¶DLGH�GX�QDQRGURS� 

 

2.2.1.1. Extraction par le Kit NucleoSpin® RNA  

 

/¶H[WUDFWLRQ�GHV�$51�HVW� UpDOLVpH� O¶DLGH�GX�NLW�NucleoSpin® RNA Macherey-Nagel, 

selon les recommandations du fabricant. 

 

2.2.1.2. Extraction par le réactif TRIzol  

 

Les ARN sont extraits de cellules HEK 293T transfectées. Pour ce faire, les cellules 

sont collectées dans des tubes 1,5mL et lavées 2 fois avec du PBS 1X stérile 

(centrifugation 1500 rpm, 5 minutes, 4°C) afin de retirer toute trace de milieu de culture. 

Un millilitre de TRIzol est ajouté aux culots des cellules. Les échantillons sont ensuite 

YRUWH[pV� DILQ� G¶REWHQLU� XQ� PpODQJH� KRPRJqQH�� 3XLV�� ���ȝ/� GH� chloroforme sont 

ajoutés aux échantillons et vortexés pendant 15 secondes. Les mélanges sont incubés 

2 minutes à température ambiante puis centrifugés 15 minutes à 12 000 rpm. La phase 

aqueuse est ensuite récupérée et son volume est déterminé afin de pouvoir ajouter à 

O¶pFKDQWLOORQ���YROXPH�G¶LVRSURSDQRO�HQ�SOXV�G¶��ȝ/�GH�JO\FREOXH��/HV�pFKDQWLOORQV�VRQW�

incubés 10 minutes à température ambiante et à nouveau centrifugés 10 minutes à 12 

����USP��/HV�FXORWV�REWHQXV�FRQWHQDQW� OHV�$51�VRQW� ODYpV���IRLV�j� O¶DLGH G¶pWKDQRO�

70% froid. Les centrifugations des lavages sont effectuées à 7 000 rpm pendant 5 

minutes. Enfin, les culots sont séchés à température ambiante et resuspendus dans 

���ȝ/�G¶HDX�'(3&�� 

2.2.2. Traitement DNases 

3RXU�pOLPLQHU�O¶$'1�SRXYDQW�SHUVLVWHU�DSUqV�O¶H[WUDFWLRQ�GHV�$51��XQ�WUDLWHPHQW�DYHF�

O¶HQ]\PH�'1$VH�SHXW�rWUH�UpDOLVp��3RXU�FH�IDLUH����ȝ/�GH�WDPSRQ�785%2TM DNase 

�/LIH�7HFKQRORJLHV��VRQW�DMRXWpV�DX[����ȝ/�GH� O¶pFKDQWLOORQ�G¶$51��8Q�PLFUROLWUH�GH�

O¶HQ]\PH�785%2TM DNase (2U) est ensuite ajouté aux mélanges qui sont incubés à 

���&�SHQGDQW����PLQXWHV��8QH�IRLV�OH�WHPSV�G¶LQFXEDWLRQ�pFRXOp��O¶$51�HVW�j�QRXYHDX�

extrait par la méthode phénol/chloroforme pH4.  
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2.2.3. Rétro-transcription des ARN en ADNc 

/D�SUHPLqUH�pWDSH�GH�O¶DQDO\VH�GHV�$51�SDU�57-qPCR est la rétro-transcription (RT) 

GHV� $51� HQ� $'1� FRPSOpPHQWDLUHV� �$'1F��� 3RXU� FH� IDLUH�� �� ȝ/� G¶L6FULSWTM RT 

6XSHUPL[��%LR5DG��VRQW�DMRXWpV�j����QJ�G¶$51�SRXU�XQ�YROXPH�ILQDO�FRPSOpWp�DYHF�

��ȝ/�G¶HDX�'(3&��/D�57�HVW� UpDOLVpH�VHORQ� OHV�SDUDPqWUHV�VXLYDQWV� ����PLQXWHV�j�

25°C; 20 minutes à 46°C et 1 minute à 95°C dans un thermocycleur (Eppendorf). 

 

2.3. 0pWKRGHV�G¶pWXGH�GH�O¶$'1 

2.3.1. Production et préparation des vecteurs plasmidiques  

La première étape dans la production des plasmides est la transformation bactérienne. 

Pour ce faire, ���ȝ/�GH�EDFWpULHV�FRPSpWHQWHV�(VFKHULFKLD�FROL�'+�Į��7KHUPR)LVKHU��

sont incubées avec 100ng du plasmide à amplifier pendant 3 minutes dans la glace. 

Puis les tubes sont placés au bain-marie à 42°C pendant 45 secondes afin de faire 

subir aux bactéries un FKRF�WKHUPLTXH�HW�G¶\�LQWURGXLUH�O¶$'1��/H�WXEH�HVW�HQVXLWH�UHPLV�

à incuber dans la glace pour 2 minutes afin de rigidifier la membrane bactérienne. Puis, 

���ȝ/�GH�PLOLHX�/%�VRQW�DMRXWpV�DX[�EDFWpULHV��HOOHV�VHURQW�HQVXLWH�LQFXEpHV�j����&�

pendant 45 minuteV�DYDQW�G¶rWUH�pWDOpHV�VXU�XQH�ERLWH�GH�SpWUL�FRQWHQDQW�GX�PLOLHX�/%�

VXSSOpPHQWp�DYHF�O¶DQWLELRWLTXH�FRUUHVSRQGDQW�DX�JqQH�GH�UpVLVWDQFH�j�XQ�DQWLELRWLTXH�

porté par le plasmide. Ces boites sont incubées à 37°C toute la nuit afin que les 

bactéries puissent croître. Le lendemain, les bactéries transformées sont mises en 

préculture pendant 8 heures dans du milieu LB liquide avec antibiotique. La préculture 

est ensuite inoculée dans 250mL de milieu LB liquide supplémenté en antibiotique 

DYDQW� G¶rWUH� LQFXEpH� WRXte la nuit, à 37°C et sous agitation. Le lendemain, les 

plasmides sont extraits avec le kit NucleoBond® Xtra MaxipepTM Macherey-Nagel 

selon les recommandations du fournisseur. Enfin, la concentration en ADN est 

GpWHUPLQpH�j�O¶DLGH�GX�QDQRGURS�HW�OHV�pFKDQWLOORQV�VRQW�GpSRVpV�VXU�XQ�JHO�G¶DJDURVH� 

2.3.2. ([WUDFWLRQ�GH�O¶$'1�WRWDO� 

2.3.2.1. Extraction par la méthode phénol/chloroforme/IAA pH8 
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&HWWH�PpWKRGH�G¶H[WUDFWLRQ�GH�O¶$'1�D�SULQFLSDOHPHQW�pWp�XWLOLVpH�SRXU�H[WUDLUH�O¶$'1�

VXLWH� DX[� H[SpULHQFHV� G¶LPPXQRSUpFLSLWDWLRQ� GH� la chromatine. Concrètement, un 

YROXPH�GH�3KHQRO�&KORURIRUP�,$$�S+��HVW�DMRXWp�j�O¶pFKDQWLOORQ�TXL�HVW�HQVXLWH�YRUWH[p�

fortement pendant 30 secondes et centrifugé pendant 15min à 14 000 rpm. La phase 

aqueuse est ensuite prélevée et déposée dans un nouveau tube 1,5mL. Un microlitre 

GH�JO\FREOXH�DLQVL�TXH���YROXPHV�G¶pWKDQRO�DEVROX� IURLG�VRQW�DMRXWpV�GDQV� OH� WXEH��

/¶pFKDQWLOORQ�HVW�HQVXLWH�LQFXEp�SHQGDQW�DX�PRLQV���KHXUH�j�-20°C. Une fois le temps 

G¶LQFXEDWLRQ�pFRXOp��O¶pFKDQWLOORQ�HVW�FHQWULIXJp�SHQGDQW����Pinutes à 14 000 rpm. Le 

VXUQDJHDQW�HVW�UHWLUp��OH�FXORW�ODYp�DYHF�GH�O¶pWKDQRO������YRO�YRO��IURLG�HW�FHQWULIXJp�

SHQGDQW���PLQXWHV�j��������USP��/H�FXORW�HVW�VpFKp�HW�UHVXVSHQGX�GDQV���ȝ/�G¶HDX�

DEPC.  

 

2.3.2.2. Extraction par le kit de purification des produits de PCR (GE)  

 

&HWWH�PpWKRGH�G¶H[WUDFWLRQ�GH�O¶$'1�D�pWp�XWLOLVpH�SULQFLSDOHPHQW�SRXU�H[WUDLUH�O¶$'1�

VXLWH�DX[�H[SpULHQFHV�G¶LPPXQRSUpFLSLWDWLRQ�GH�OD�FKURPDWLQH��/¶$'1�HVW�H[WUDLW�VHORQ�

les recommandations GX� IRXUQLVVHXU� �LOOXVWUD�� *);�� 3&5� '1$� DQG� *HO� %DQG�

Purification GE Healthcare).  

2.3.3. qPCR  

/D�UpDFWLRQ�GH�SRO\PpULVDWLRQ�HQ�FKDLQH�SHUPHW�G¶DPSOLILHU�GH�IDoRQ�VSpFLILTXH�XQH�

VpTXHQFH�G¶$'1�GRQQpH�j�O¶DLGH�G¶DPRUFHV�VSpFLILTXHV�j�OD�VpTXHQFH��3RXU�FH�IDLUH�

diIIpUHQWV�PpODQJHV�UpDFWLRQQHOV�FRQWHQDQW�QRWDPPHQW�O¶$'1�SRO\PpUDVH�QpFHVVDLUH�

à la réaction de PCR, les dNTPs, le SYBR Green et les amorces spécifiques sont 

UpDOLVpV�SRXU�FKDTXH�VpTXHQFH�G¶$'1�FLEOpH��/H� WDEOHDX���PRQWUH�XQ�H[HPSOH�GH�

mélange pour une conGLWLRQ� GH� 3&5�� &KDTXH� pFKDQWLOORQ� G¶$'1� HVW� DQDO\Vp� HQ�

WULSOLFDW��8Q�FRQWU{OH�QpJDWLI�HVW�DMRXWp�GDQV� OHTXHO� O¶$'1�HVW� UHPSODFp�SDU�GH� O¶HDX�

stérile. Les mélanges et échantillons sont déposés dans une plaque 96 puits. La PCR 

quantitative est réalisée selon les paramètres suivants : une phase de préchauffage 

de 2 minutes à 95°C ; un cycle de 5 secondes à 95°C et 30 secondes à 60°C répété 

39 fois puis ; une phase finale de 5 secondes à 95°C. Ce programme est réalisé dans 

le thermocycleur (CFX-Connect, BioRad).  
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Composé 9ROXPH��ȝ/��SRXU���UpDFWLRQ 

SYBR Green (SsoAdvancedTM Universal SYBR® BioRad) 10 

Amorce Sens (F) �FRQFHQWUDWLRQ���ȝ0� 0,75 

Amorce Anti-Sens (R) �FRQFHQWUDWLRQ���ȝ0� 0,75 

Eau sterile 6,5 

ADN ou ADNc 2 

Tableau 3 : Exemple de composition du mélange réactionnel pour la qPCR 

2.3.4. Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 

Les cellules CHME5-HIV sont ensemencées dans des boites de culture 150mm à une 

concentration de 4.106cellules/mL. Les ChIP ont été réalisés sur des cellules latentes 

et réactivées, pour la condition réactivée un traitement à 17,5nM de romidepsine 

(Sigma) a été réalisé 24 heures avant de procéder au début du protocole de ChIP sur 

les cellules ensemencées la veille. Pour la condition non réactivée, les cellules sont 

traitées avec du DMSO (selon la même dilution que la romidepsine. Le jour du début 

GX�SURWRFROH�GH�&K,3�� OHV�FHOOXOHV�VRQW�WU\SVLQLVpHV�SHQGDQW���PLQXWHV�HW����ȝ/�GH�

FHOOXOHV�VRQW�UpFXSpUpHV�DILQ�G¶DQDO\VHU�OH�SRXUFHQWDJH�GH�FHOOXOHV�SRVLWLYHV�j�la GFP 

(cellules réactivées) par cytométrie. Les cellules restantes sont fixées avec 1% PFA 

pendant 10 minutes sous agitation à température ambiante et la fixation est arrêtée 

par incubation des cellules 5 minutes avec une solution de Tris-Glycine (10mM TrisHCl 

pH8, 1,2M Glycine) toujours sous agitation à température ambiante. Les cellules sont 

ensuite centrifugées 5 minutes à 1 500 rpm, 4°C puis lavées 3 fois avec du PBS 1X 

IURLG�� /H� FXORW� GH� FHOOXOHV� HVW� HQVXLWH� UHVXVSHQGX� GDQV� ���ȝ/� GH� WDPSRQ� GH� O\VH�

(50mM Tris-+&O� S+��� ��P0� ('7$�� ��� 6'6�� VXSSOpPHQWpV� G¶LQKLELWHXUV� GH�

protéases. Puis, les cellules sont soumises à 5 cycles de sonication (5 fois 10 min 

30secON/30secOFF). Après 10 minutes de centrifugation à 11 000 rpm, 4°C, la 

chromatine est resuspendue dans le tampon de dilution (16mM Tris HCl pH8,1, 1mM 

('7$��������6'6����;�7ULWRQ�����P0�1D&O��VXSSOpPHQWp�G¶LQKLELWHXUV�GH�SURWpDVHV��

/D� FRQFHQWUDWLRQ� HQ� $'1� HVW� PHVXUpH� j� O¶DLGH� GX� QDQRGURS�� 9LQJW� PLFUROLWUHV� GH�

FKURPDWLQH�VRQW�FRQVHUYpV�SRXU�V¶DVVXUHU�GH�OD qualité de la chromatine et ajoutés à 

���ȝ/� GH� WDPSRQ� G¶pOXWLRQ� �1% SDS, 10% NaHCO3�� HW� �ȝ/� GH� 1D&O� �0�� &HW�

pFKDQWLOORQ�GH�FKURPDWLQH�HVW�LQFXEp�WRXWH�OD�QXLW�j����&��/H�OHQGHPDLQ�O¶pFKDQWLOORQ�

HVW�GpSRVp�VXU�JHO�G¶DJDURVH����DILQ�GH�FRQWU{OHU�OD�WDLOOH��a500pb) de la chromatine 
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REWHQXH�DSUqV�VRQLFDWLRQ��/¶LPPXQRSUpFLSLWDWLRQ�GH�OD�FKURPDWLQH�HVW�HQVXLWH�UpDOLVpH�

DYHF����ȝJ�GH�FKURPDWLQH�SDU�FRQGLWLRQ��SDU�SURWpLQH�DQWLFRUSV�pWXGLp���OD�FKURPDWLQH�

doit être diluée 5 fois avec le tampon de dilution afin que la concentration finale en 

SDS soit de 0,1%. Avant de procéder au mélange anticorps/chromatine, une étape de 

« preclearing ª�HVW�UpDOLVpH�DYHF���ȝ/�GH�ELOOHV�PDJQpWLTXHV��ODYpHV�GDQV�GX�WDPSRQ�

de dilution ChIP + 0,1% de BSA) mises en contact avec le volume nécessaire de 

chromatine par condition, pendant 1 heure à 4°C et sous rotation. La chromatine est 

HQVXLWH�UpFXSpUpH�HW�LQFXEpH�DYHF�O¶DQWLFRUSV���ȝJ�SDU�,3��DGpTXDW�WRXWH�OD�QXLW�j���&�

sous rotation. Une condition appelée « input » est ajoutée aux échantillons. Cette 

condition est composée de 100x moins de chromatine que les conditions échantillon. 

6L�SRXU�XQH�FRQGLWLRQ�pFKDQWLOORQ�����ȝ/�GH�FKURPDWLQH�VRQW�VRXPLV�j�,3�DORUV�O¶,QSXW�

VHUD�FRQVWLWXp�G¶�ȝ/�GH�FKURPDWLQH��/¶LQSXW�FRUUHVSRQG�j�OD�TXDQWLWp�WRWDOH�G¶$'1�TXL�

a subi tout le protocole de ChIP sans sélection par les anticorps. Il est conservé à 4°C 

toute la nuit (sans billes ni anticorps). Le lendemain, les billes magnétiques (Invitrogen) 

sont lavées dans du tampon de dilution ChIP supplémenté avec 0,1% de BSA afin de 

réduire les liaisons aspécifiques. Vingt microlitres de billes magnétiques sont ajoutées 

à chaque condition échantillon et incubées pendant 2 heures à 4°C et sous rotation. 

8QH� IRLV� OH� WHPSV� G¶LQFXEDWLRQ� pFRXOp�� OHV� ELOOHV� VRQW� ODYpHV� j� O¶DLGH� GH� GLIIpUHQWV�

WDPSRQV��'HX[�ODYDJHV�GH���PLQXWHV�GH�FKDTXH�WDPSRQ�VXSSOpPHQWp�G¶LQKLELWHXUV�GH�

protéases sont réalisés, sous rotation et à 4°C : tampon à faible concentration saline 

(20mM Tris HCl pH8, 2mM EDTA, 0,1% SDS, 10X Triton, 150mM NaCl), tampon à 

forte concentration saline (20mM Tris HCl pH8, 2mM EDTA, 0,1% SDS, 10X Triton, 

500mM NaCl) et tampon LiCl (10mM Tris HCl pH8, 1mM EDTA, 1% NP40, 25mM 

acide désoxycholique, 250mM LiCl). Enfin, 2 lavages avec le tampon TE (10mM Tris 

HCl pH8 et 1mM EDTA) sont réalisés pendant 5 minutes, chacun à température 

DPELDQWH��8QH� IRLV� WRXV� OHV� ODYDJHV� HIIHFWXpV�� OD� FKURPDWLQH� HVW� pOXpH� j� O¶DLGH� GX�

WDPSRQ�G¶pOXWLRQ�����6'6�����P0�1D+&23��VXSSOpPHQWp�G¶LQKLELWHXUV�GH�SURWpDVHV��

Deux pWDSHV�G¶pOXWLRQ�VRQW�UpDOLVpHV DYHF�j�FKDTXH�IRLV�GH����ȝ/�GH�WDPSRQ�G¶pOXWLRQ��

les échantillons sont incubés pendant 15 minutes à température ambiante et sous 

URWDWLRQ��'X�WDPSRQ�G¶pOXWLRQ�HVW�pJDOHPHQW�DMRXWp�j�O¶LQSXW�DILQ�G¶DYRLU�XQ�YROXPH�ILQDO�

identique aux échantillons, soit 240ȝ/��/D�FKURPDWLQH�HVW�HQVXLWH�LQFXEpH�j����&�WRXWH�

OD�QXLW�DSUqV�\�DYRLU�DMRXWp���ȝ/�GH�1D&O��0��DILQ�GH�supprimer sa réticulation. Le 

OHQGHPDLQ�� �ȝ/� GH�51$VH�$� ���PJ�PO�� HVW� DMRXWp� j� FKDTXH� pFKDQWLOORQ� HW� LQFXEp�

SHQGDQW����PLQXWHV�j����&��(QVXLWH��ȝ/�GH�7RIS-+&O��0�S+������ȝ/�G¶('7$����0�HW�
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�ȝ/�GH�3URWpLQDVH�.� ����PJ�P/��VRQW�DMRXWpV�j�FKDTXH�pFKDQWLOORQ�SXLV� LQFXEpV���

KHXUH�j����&��(QILQ��O¶$'1�HVW�H[WUDLW�GHV�pFKDQWLOORQV�j�O¶DLGH�GX�NLW�GH�SXULILFDWLRQ�GHV�

produits de PCR (GE) ou du protocole Phenol/Chloroform/IAA pH8. Finalement, les 

pFKDQWLOORQV�G¶$'1�VRQW�VRXPLV�j�XQH�T3&5 j�O¶DLGH�GHV�DPRUFHV�GLVSRQLEOHV�GDQV�OH�

tableau 2, afin de déterminer la présence des différentes protéines étudiées sur une 

région spécifique du génome. 

2.3.5. Essais luciférase  

Quarante-huit heures après la transfection, le milieu est retiré des cellules et le réactif 

Dual-Glo® Luciferase du kit Dual-Glo® Luciferase Assay System (Promega) est ajouté 

DX[�FHOOXOHV��&H�UpDFWLI�HVW�GLOXp�DX�GHPL�DYHF�GX�3%6�;�SRXU�XQ�YROXPH�ILQDO�GH���ȝ/�

par puits. La plaque 48 puits et incubée 30 minutes sous agitation afin de permettre 

aux cellules de se détacher. Puis, les cellules sont transférées dans une plaque 96 

SXLWV� EODQFKH� j� IRQG� EODQF� DILQ� GH� OLUH� O¶DFWLYLWp� GH� OD� OXFLIpUDVH� ILUHIO\� j� O¶DLGH� GX�

luminomètre GLOMAX. Enfin, le réactif Dual-Glo® Stop & Glo® du kit est ajouté aux 

FHOOXOHV�j�UDLVRQ�GH���ȝ/�SDU�SXLWV��/D�SODTXH�HVW�LQFXEpH����PLQXWHV�j�REVFXULWp�SXLV�

O¶DFWLYLWp� GH� OD� OXFLIpUDVH� renilla HVW� PHVXUpH�� /¶DFWLYLWp� GH� OD� OXFLIpUDVH� ILUHIO\� HVW 

QRUPDOLVpH�SDU�O¶DFWLYLWp�GH�OD�OXFLIpUDVH�renilla. Les valeurs présentées correspondent 

à une moyenne de trois expériences indépendantes réalisées en triplicat. 

 

2.4. 0pWKRGHV�G¶pWXGH�GHV�SURWpLQHV 

2.4.1. Extraction des protéines  

Pour certaines expériences, lorsque F¶HVW�LQGLTXp��OHV�FHOOXOHV�RQW�pWp�WUDLWpHV�DYHF�XQ�

inhibiteur du protéasome, le MG132 (BML-PI102-0025 Enzo). Le traitement est 

HIIHFWXp� j� XQH� FRQFHQWUDWLRQ� GH� ��ȝ0� SHQGDQW� �� KHXUHV� DYDQW� GH� SURFpGHU� j�

O¶H[WUDFWLRQ�GHV�SURWpLQHV��'H�SOXV�SHQGDQW�O¶H[WUDFtion, des inhibiteurs de protéases 

�5RFKH� 'LDJQRVWLFV�� VRQW� DMRXWpV� DX[� WDPSRQV� G¶H[WUDFWLRQ� DILQ� GH� OLPLWHU� OD�

GpJUDGDWLRQ� GHV� SURWpLQHV�� 'HX[� SURWRFROHV� RQW� pWp� XWLOLVpV� DILQ� G¶H[WUDLUH� VRLW� OHV�

protéines nucléaires soit les protéines totales. Toutes les pWDSHV� G¶H[WUDFWLRQ� VRQW�

réalisées dans la glace ou à 4°C.  
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2.4.1.1. Extraction des protéines nucléaires  

 

Quarante-huit heures après la transfection, les protéines nucléaires sont extraites des 

cellules. Pour ce faire, les cellules sont resuspendues dans leur milieu, transférées 

dans des tubes 15mL et centrifugées pendant 5 minutes à 1500 rpm et 4°C. Puis le 

milieu est retiré et le culot de cellules resuspendu dans du PBS 1X froid. Les cellules 

sont à nouveau centrifugées 5 minutes à 1500 rpm. Le lavage est effectué deux fois. 

3XLV� OHV� FHOOXOHV� VRQW� O\VpHV�j� O¶DLGH�G¶XQ�SUHPLHU� WDPSRQ�� ���P0�+(3(6�S+���� ��

10mM KCl ; 0,1mM EDTA ; 1mM DTT ; 0,5% NP40 ; 0,5mM PMSF) pendant 20 

minutes sous agitation, à 4°C. Les cellules sont vortexées 10 secondes et centrifugées 

10 minutes à 14 000 rpm, 4°C. Le surnageant est retiré et le second tampon (20mM 

HEPES pH7.5 ; 400mM NaCl ; 1mM EDTA ; 1mM DTT ; 1mM PMSF) est ajouté aux 

culots de cellules. Les échantillons sont incubés 30 minutes, sous agitation à 4°C. Puis 

les cellules sont centrifugées 10 minutes à 14 000 rpm, 4°C et le surnageant contenant 

les protéines est récupéré. La concentration des échantillons en protéines est 

déterminée par un dosage de Bradford. 

 

2.4.1.2. Extraction des protéines totales  

 

Quarante-huit heures après la transfection, les cellules sont resuspendues et lavées 

VHORQ� OH� PrPH� SURWRFROH� TXH� SRXU� O¶H[WUDFWLRQ� GHV� SURWpLQHV� QXFOpDLUHV�� 8QH� IRLV�

O¶REWHQWLRQ�G¶XQ� FXORW� GH� FHOOXOHV� SURSUHV�� HOOHV� VRQW� O\VpHV�SDU� LQFXEDWLRQ�GDQV�GX�

tampon RIPA (50mM Tris ; 150mM NaCl ; 1% NP40 ; 0,1% SDS ; 1,5mM MgCl2) 

SHQGDQW����PLQXWHV�VRXV�DJLWDWLRQ�j���&��8QH�IRLV�OH�WHPSV�G¶LQFXEDWLRQ�pFRXOp��OHV�

échantillons sont centrifugés 15 minutes à 10 000 rpm, 4°C. Le surnageant est 

récupéré et les protéines nucléaires sont dosées par la méthode BCA.  

 

2.5. Quantification des protéines  

2.5.1. Quantification des protéines par la méthode de Bradford 

Afin de déterminer la concentration des échantillons en protéines nucléaires, un 

dosage selon la méthode de Bradford est réalisé. Le réactif de Bradford (Protein Assay 
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Dye Reagent Concentrate, BioRad) contient du bleu de Coomassie qui se lie aux 

acides aminés basiques et aromatiques. En pratique, une gamme étalon est réalisée 

DYHF�GHV�FRQFHQWUDWLRQV�FURLVVDQWHV�HW�FRQQXHV�G¶DOEXPLQH�GH�VpUXP�ERYLQ��%6$���/D�

dURLWH�G¶pWDORQQDJH�GpILQLH�SDU� O¶DEVRUEDQFH�j����QP�HQ� IRQFWLRQ�GH� OD�TXDQWLWp�HQ�

protéines nous permettra de déterminer la concentration des échantillons après 

mesure de leur absorbance au spectrophotomètre à 595nm. Le dosage est réalisé à 

O¶DLGH�GH��ȝ/�GH�O¶pFKDQWLOORQ�j�GRVHU�DXTXHO�HVW�DMRXWp��P/�GH�UpDFWLI�GH�%UDGIRUG��

$SUqV����PLQXWHV�G¶LQFXEDWLRQ�� O¶DEVRUEDQFH�j� ���QP�HVW�PHVXUpH�HW� OHV� UpVXOWDWV�

comparés à la gamme étalon. 

2.5.2. Quantification par la méthode BCA  

La concentration des échantillons en protéines totales extraites avec le tampon RIPA 

HVW�GpWHUPLQpH�j� O¶DLGH�GX�NLW�3LHUFHTM BCA Protein (Thermo ScientificTM). Selon le 

même principe que le dosage des protéines par la méthode de Bradford, une gamme 

étalon est réalisée. Le protocole est effectué selon les recommandations du 

IRXUQLVVHXU��(Q�SUDWLTXH����ȝ/�G¶pFKDQWLOORQ�j�GRVHU�VRQW�GpSRVpV�GDQV�XQH�SODTXH����

SXLWV�EODQFKH�j�IRQG�WUDQVSDUHQW�DLQVL�TXH����ȝ/�GH�UpDFWLI� �UDWLR�����FRPSRVp�GHV�

réactifs A et B). Puis la plaque est incubée 30 minutes à 37°&�GDQV�O¶LQFXEDWHXU�GH�

FXOWXUH�FHOOXODLUH��8QH�IRLV�OH�WHPSV�G¶LQFXEDWLRQ�pFRXOp��OD�SODTXH�HVW�OXH�j����QP�HW�

les résultats sont comparés à la gamme étalon. 

2.5.3. Électrophorèse SDS-PAGE et western blot  

Le gel SDS-3$*(�HVW� FRPSRVp�G¶XQ�JHO�GH�FRQFHQWUDWLRQ� ��� acrylamide, 0,5mM 

Tris-HCl pH6.8) qui constitue la partie supérieure du gel SDS-PAGE. Celui-ci permet 

GH� FRQFHQWUHU� OHV� SURWpLQHV� DILQ� TX¶HOOHV� HQWUHQW� GH� IDoRQ� XQLIRUPH� GDQV� OH� JHO� GH�

séparation (1,5mM Tris-HCl pH8.8) qui permet de séparer les protéines en fonction de 

leur taille. Selon les protéines étudiées, la concentration en acrylamide du gel de 

séparation diffère (de 15% à 10% pour les plus grosses protéines).  

3RXU�OD�SUpSDUDWLRQ�GHV�pFKDQWLOORQV�SURWpLTXHV����ȝJ�GH�SURWpLQHV�VRQW�PpODQJpHV�j�

du taPSRQ�GH�GpQDWXUDWLRQ�����ȝ/�/DHPPOL��;��%LRUDG��HW����ȝ/�Emercaptoethanol) 

et chauffées 5 minutes à 95°C. Les échantillons sont ensuite déposés dans les puits 

du gel plus un puits contenant un marqueur de poids moléculaire. La migration est 

réalisée pendant 30 minutes à 90 volts puis 1 heure à 130 volts dans du tampon de 
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migration (25mM Tris ; 192mM Glycine ; 0,1% SDS). Une fois la migration terminée, 

OH�VDQGZLFK�FRPSRVp�G¶XQ�SDSLHU�ILOWUH��GX�JHO��GH�OD�PHPEUDQH�QLWURFHOOXORVH�SXLV�G¶XQ�

nouveau papier filtre est réalisé afin de transférer les protéines du gel vers la 

membrane. Le transfert est réalisé pendant 1h10 à 200mA dans du tampon de transfert 

(25mM Tris ; 192mM Glycine ; 20% Éthanol). Une fois le transfert effectué, la 

membrane est incubée 1 heure sous légère agitation avec le tampon de blocage (4% 

lait, PBS 1X) afin de saturer les sites de fixation aspécifiques. La membrane est ensuite 

incubée toute la nuit sous agitation à 4°C avec les anticorps primaires correspondants 

dilués dans le tampon de blocage. Le lendemain, la membrane est lavée 5 fois pendant 

5 minutes avec du tampon de lavage (PBS 1X, 1% Tween). Puis la membrane est 

incubée avec les anticorps secondaires correspondant aux anticorps primaires 

pendant 3 heures sous agitation à température ambiante. Enfin, les protéines sont 

YLVXDOLVpHV� SDU� FKHPLOXPLQHVFHQFH� DYHF� OH� UpDFWLI� 6XSHU6LJQDO�� :HVW� 'XUD� RX�

6XSHU6LJQDO��:HVW�)HPWR��7KHUPR�)LVKHU��j�O¶DLGH�GX�)XVLRQ�);�6SHFWUD��9LOEHU�� 

2.5.4. Immunoprécipitation des protéines  

Après extraction des protéines QXFOpDLUHV�HW�YpULILFDWLRQ�GH�O¶HIILFDFLWp�GH�WUDQVIHFWLRQ�

SDU�ZHVWHUQ�EORW��O¶,3��LPPXQRSUpFLSLWDWLRQ��GHV�SURWpLQHV�HVW�UpDOLVpH��3RXU�FH�IDLUH��

les billes magnétiques (C03010021-����� ,QYLWURJHQ�� ���ȝ/�,3�� VRQW� ODYpHV� WURLV� IRLV�

avec le tampon IPLS (50mM TrisHCl pH7,5 ; 120mM NaCl ; 0,5mM EDTA ; 0,5% 

NP40 ������JO\FpURO��SXLV�LQFXEpHV�WRXWH�OD�MRXUQpH�DYHF�OHV�DQWLFRUSV���ȝJ���3HQGDQW�

��KHXUH����ȝJ�G¶pFKDQWLOORQ�SURWpLTXH��SDU�FRQGLWLRQ��VRQW�LQFXEpV�DYHF���ȝ/�GH�ELOOHV�

magnétiques (sans anticorps) afin de retirer les interactions aspécifiques. Enfin, les 

échantillons protéiques sont incubés toute la nuit à 4°C avec les billes magnétiques 

sur lesquelles les anticorps correspondants ont été fixés. Le lendemain, des lavages 

de 10 minutes sous rotation et à 4°C sont réalisés : 3 lavages IPLS, 3 lavages IPHS 

(50mM TrisHCl pH7,5 ; 0,5M NaCl 0,5mM EDTA ; 0,5% NP40 ; 10% glycérol), 2 

lavages IPLS et enfin 2 lavages PBS 1X. Les protéines immunoprécipitées sont 

ensuite éluées en chauffant les échantillons à 95°C pendant 15 minutes dans du 

tampon de dénaturation 4X. Les protéines sont ensuite analysées par western blot 

selon le protocole décrit précédemment. 
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2.6. Méthodes de transfection  
 

Trois méthodes de transfection ont été utilisées selon les cellules et les expériences 

réalisées. La méthode de transfection de co-précipitation au chlorure de calcium a été 

utilisée pour les premières expériences de cette thèse mais a rapidement été 

remplacée par la méthode de transfection au PEI (polyethylenimine) car le protocole 

est plus simple, plus rapide et permet de meilleurs rendements. La transfection par le 

jetPRIME£ (Polyplus Transfection) est réservée aux expériences de microscopie sur 

les cellules microgliales humaines classiques.  

2.6.1. Transfection des cellules HEK293T 

Les cellules HEK 293T ont été cultivées dans des boites de culture 100mm. Les 

cellules sont soit transfectées par la méthode de co-précipitation au chlorure de 

calcium (CaCl2) ou du PEI. Les mélanges de transfection ont été réalisés avec les 

plasmides indiqués danV�OHV�GLIIpUHQWHV�ILJXUHV�HW�FRQWLHQQHQW���ȝJ�G¶$'1�ILQDO�SRXU�

la méthode au CaCl2 RX���ȝJ�G¶$'1�ILQDO�SRXU�OD�PpWKRGH�DX�3(,��/HV�FHOOXOHV�VRQW�

transfectées en suspension à pour la méthode CaCl2 ou adhérentes pour le PEI. Au 

moment de la transfection, les cellules ont une concentration de 3.105cellules/mL.   

 

2.6.1.1. Transfection par la méthode de co-précipitation au chlorure de 

calcium 

 

En pratique����ȝJ�ILQDO�G¶$'1�SODVPLGLTXH�VRQW�DMRXWpV�GDQV�XQ�YROXPH�ILQDO�GH�7(�

���P0� 7ULV� S+� ���� �� �P0� ('7$�� GH� ���ȝ/�� 3XLV�� ���ȝ/� GH� WDPSRQ� +%66� S+��

(280mM NaCl, 10mM KCl, 1,5mM Na2HPO4, 12mM Dextrose, 50mM HEPES) et 

HQILQ����ȝ/�GH�&D&O2 2M sont ajoutés aux mélanges et homogénéisés délicatement. 

Les mélanges sont incubés 30 minutes à température ambiante. Pendant ce temps, 

les FHOOXOHV�VRQW�GLOXpHV�DILQ�G¶DYRLU�VRLW������6 cellules par boite de culture 100mm 

pour les WB et les IP, soit 1.106 FHOOXOHV�SDU�ERLWH�GH�FXOWXUH���PP�SRXU�O¶H[WUDFWLRQ�

GHV�$51��/RUVTXH�OH�WHPSV�G¶LQFXEDWLRQ�HVW�pFRXOp��OHV�PpODQJHV�VRQW�GpOLFDWHPHQW�

déposés sur toute la surface des boites. Vingt-quatre heures après transfection, le 

milieu de culture est remplacé par du milieu frais. Les protéines ou ARN sont extraits 

48 heures après la transfection.  
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2.6.1.2. Transfection par la méthode PEI 

 

Les cellules HEK293T ont été ensemencées dans boites 100mm 24 heures avant 

WUDQVIHFWLRQ��/H�MRXU�GH�OD�WUDQVIHFWLRQ��OHV�FHOOXOHV�RQW�pWp�WUDQVIHFWpHV�j�O¶DLGH�GX�3(,�

selon le protocole de la compagnie Polyplus-Transfection avec les plasmides indiqués 

dans les différentes figuUHV��(Q�SUDWLTXH����ȝJ�ILQDO�G¶$'1�SODVPLGLTXH�VRQW�DMRXWpV�

GDQV�XQ�YROXPH�ILQDO�GH�1D&O����P0�GH����ȝ/��(Q�SDUDOOqOH��OH�UpDFWLI�HVW�SUpSDUp�HQ�

PpODQJHDQW���ȝ/�GH�3(,�GDQV����ȝ/�ILQDO�GH�1D&O����P0�SDU�FRQGLWLRQ��/H�PpODQJH�

est vortexé, puis, le réactif P(,�GLOXp�HVW�DMRXWp�DX[�PpODQJHV�G¶$'1�SUpFpGHPPHQW�

réalisés. Le mélange ADN-PEI est vortexé puis incubé 20 minutes à température 

ambiante. Une fois le temps écoulé, les mélanges sont ajoutés aux cellules dans les 

ERLWHV�j�UDLVRQ�GH����ȝ/�GH�PpODQJH�$'1-PEI. Le milieu des cellules est remplacé 

par du milieu frais, 4 heures après la transfection. 

2.6.2. Transfection des cellules microgliales  

2.6.2.1. Transfection par la méthode PEI  

 

Cette méthode de transfection est utilisée pour réaliser les essais luciférase. Les 

cellules microgliales humaines classiques ont été ensemencées dans des plaques 48 

puits, 24 heures avant transfection, à une densité cellulaire de 3.104 par puits. Puis les 

FHOOXOHV� RQW� pWp� WUDQVIHFWpHV� j� O¶DLGH� GX� 3(,� VHORQ� OH� SURWRFROH� GH� OD� FRPSDJQLH�

Polyplus-Transfection avec les plasmides indiqués dans les différentes figures. En 

SUDWLTXH��GHV�PpODQJHV�GH��ȝJ�G¶$'1�SDU�FRQGLWLRQ�GH�WUDQVIHFWLRQ�VRQW�SUpSDUpV�GDQV�

XQ�YROXPH�ILQDO�GH�1D&O����P0�GH����ȝ/��/D�TXDQWLWp�ILQDOH�G¶$'1�SDU�SXLWV�HVW�GH�

���ȝJ� G¶$'1�� Xn mélange ADN-3(,� SHUPHW� OD� WUDQVIHFWLRQ� GH� �� SXLWV� DILQ� G¶DYRLU�

FKDTXH�FRQGLWLRQ�HQ�WULSOLFDW��(Q�SDUDOOqOH��OH�UpDFWLI�HVW�SUpSDUp�HQ�PpODQJHDQW��ȝ/�GH�

PEI dans 100µL final de NaCl 150mM par condition. Le mélange est vortexé puis le 

réactif PEI dilué est DMRXWp�DX[�PpODQJHV�G¶$'1�SUpFpGHPPHQW�UpDOLVpV��/H�PpODQJH�

ADN-PEI est vortexé puis incubé 20 min à température ambiante. Une fois le temps 

pFRXOp��OHV�PpODQJHV�VRQW�DMRXWpV�DX[�FHOOXOHV�GDQV�OHV�SXLWV�j�UDLVRQ�GH���ȝ/�G¶$'1-

PEI. Si possible, 4 heures après la transfection, le milieu des cellules est changé. 
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2.6.2.2. Transfection par la méthode jetPRIME  

 

Cette méthode de transfection est utilisée pour réaliser les expériences de 

microscopie. Au préalable des lamelles de microscopie sont déposées au fond des 

puitV�GH�OD�SODTXH���SXLWV�HW�VWpULOLVpHV�j�O¶pWKDQRO��/HV�ODPHOOHV�VRQW�LQFXEpHV�GDQV�OHV�

SXLWV�DYHF��P/�G¶pWKDQRO������YRO�YRO��SHQGDQW���PLQXWHV�SXLV�HOOHV�VRQW�ODYpHV���IRLV�

avec du PBS 1X stérile. Les cellules microgliales humaines classiques ont été 

ensemencées dans les puits, 24 heures avant transfection à une concentration de 

1.105 FHOOXOHV�P/��/H�MRXU�GH�OD�WUDQVIHFWLRQ���ȝJ�G¶$'1�SODVPLGLTXH�ILQDO�VRQW�GLOXpV�

GDQV� ���ȝ/� GH� WDPSRQ� MHW35,0(� HW� YRUWH[pV� ��� VHFRQGHV�� 3XLV�� �ȝ/� GH� UpDFWLI�

jetPRIME sont ajoXWpV�j�O¶$'1�GLOXp��YRUWH[pV���VHFRQGH��FHQWULIXJpV�UDSLGHPHQW�HW�

LQFXEpV����PLQXWHV�j�WHPSpUDWXUH�DPELDQWH��8QH�IRLV�OH�WHPSV�G¶LQFXEDWLRQ�pFRXOp��

les mélanges ADN-jetPRIME sont ajoutés aux cellules. Le milieu est remplacé 4h 

après la transfection. 

 

2.7. MéthoGH�G¶pWXGH�GHV�FHOOXOHV� 

2.7.1. Microscopie  

Les expériences de microscopie sont réalisées sur des cellules microgliales humaines 

classiques, ensemencées dans des plaques 6 puits sur des lamelles de verre 

stérilisées au préalable. Les cellules sont transfectées à O¶DLGH�GX�MHW35,0(��FRPPH�

décrit dans la partie 2.6.2.2. Deux protocoles de microscopie différents ont été 

appliqués, le premier faisant intervenir des vecteurs plasmidiques qui codent pour nos 

SURWpLQHV�G¶LQWpUrW�FRXSOpHV�j�GHV�SURWpLQHV�IOXRUHVFHQWHV��Oe second faisant intervenir 

O¶LPPXQRIOXRUHVFHQFH��8QH�IRLV�OHV�ODPHV�GH�PLFURVFRSLH�ILQDOLVpHV��OHV�LPDJHV�VRQW�

réalisées avec un microscope confocal Leica SPE.  

 

2.7.1.1. Protocole de microscopie avec transfection de vecteur-protéine 

fluorescente 

 

Vingt-quatre heures après la transfection, le milieu est retiré des puits et les cellules 

sont lavées deux fois avec du PBS 1X. Les cellules sont ensuite fixées avec du PFA 

���SHQGDQW����PLQXWHV�j� WHPSpUDWXUH�DPELDQWH��GDQV� O¶REVFXULWp�HW�VRXV�DJLWDWLRQ��
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Puis, les cellules sont à nouveau lavées 3 fois avec du PBS 1X. Les noyaux des 

cellules sont ensuite colorés avec du Hoechst (dilué au 2000e dans du PBS 1X) 

SHQGDQW���PLQXWHV�j�WHPSpUDWXUH�DPELDQWH��GDQV�O¶REVFXULWp�HW�VRXV�DJLWDWLRQ��7URLV�

lavages au PBS 1X sont réalisés. Enfin, les lamelles sont déposées sur des lames sur 

lesquelles du milieu de montage a été déposé. Les lames sont ensuite laissées 24 

KHXUHV�GDQV�O¶REVFXULWp�HW�HQILQ�VFHOOpHV�DYHF�GX�YHUQLV�WUDQVSDUHQW�� 

 

2.7.1.2. Immunofluorescence  

 

Vingt-quatre heures après avoir ensemencé les cellules à une concentration de 1.105 

cellules/mL dans des plaques 6 puits contenant des lamelles de microscopie, le milieu 

est retiré des cellules et elles sont lavées deux fois avec du PBS 1X. Les cellules sont 

ensuite fixées avec du PFA 4% pendant 10 minutes à température ambiante, dans 

O¶REVFXULWp�HW�VRXV�DJLWDWLRQ��3XLV�� OHV�FHOOXOHV�VRQW�j�QRXYHDX�ODYpHV���IRLV�DYHF�GX�

PBS 1X pendant 5 minutes. Les cellules sont ensuite perméabilisées avec 0,2% de 

triton pendant 10 minutes à températuUH�DPELDQWH��GDQV�O¶REVFXULWp�HW�VRXV�DJLWDWLRQ��

Les cellules sont à nouveau lavées 3 fois avec du PBS 1X. Puis elles sont incubées 

DYHF�XQH�VROXWLRQ�GH�%6$����SHQGDQW���KHXUH��VRXV�DJLWDWLRQ�HW�GDQV�O¶REVFXULWp��/HV�

cellules sont ensuite mises en contact avec des anticorps primaires dilués dans une 

solution de BSA 4% pendant 1 heure. Suite à 3 lavages PBS 1X, les anticorps 

secondaires sont déposés sur les lamelles pendant 1 heure. Puis, les lamelles sont 

lavées 3 fois avec du PBS 1X. Les noyaux des cellules sont ensuite colorés avec du 

Hoechst (dilué au 2000e dans du PBS 1X) pendant 1 minute à température ambiante, 

GDQV�O¶REVFXULWp�HW�VRXV�DJLWDWLRQ��7URLV�ODYDJHV�DX�3%6��;�VRQW�UpDOLVpV��(QILQ�� OHV�

lamelles sont déposées sur les lames sur lesquelles du milieu de montage a été 

GpSRVp��/HV�ODPHV�VRQW�HQVXLWH�ODLVVpHV����KHXUHV�GDQV�O¶REVFXULWp�HW�HQILQ�VFHOOpHV�

avec du vernis transparent.  

2.7.2. Cytométrie en flux 

Les cellules microgliales utilisées dans cette analyse seront nommées CHME5 ou 

CHME5-HIV. Ces cellules microgliales humaines contiennent le génome du VIH-1 

muté dans le gène Gag et le gène de la GFP intégré dans le génome viral. Lorsque 

OHV�FHOOXOHV�VRQW�FXOWLYpHV�FODVVLTXHPHQW�HOOHV�VRQW�j�O¶pWDW�ODWHQW��F¶HVW�j�GLUH�TXH�QL�OH�
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JpQRPH�YLUDO�QL�OD�*)3�QH�V¶H[SULPHQW��/D�UpDFWLYDWLRQ�GH�O¶H[SUHVVLRQ�GX�JpQRPH�GX�

VIH-1 par différentes molécules est suivi par cytométrie en flux.  

 

Les cellules CHME5 (contrôle : cellules sans génome HIV ni GFP) ou CHME5-HIV 

sont ensemencées dans des plaques 24 puits, 24 heures avant le premier traitement 

à une concentration de 1,5.105 FHOOXOHV�P/� j� UDLVRQ� GH� ���ȝ/�� 8Q� MRXU� DSUqV�� OHV�

cellules sont traitées avec les différentes molécules inhibitrices (Tableau 4). Un témoin 

positif de réactivation est ajouté, il est constitué de cellules traitées avec 17,5nM de 

romidepsine (inhibiteur de HDAC). Une condition avec des cellules non traitées est 

pJDOHPHQW�DMRXWpH�DLQVL�TX¶XQH�FRQGLWLRQ�© mock » ou « solvant ». Si un deuxième 

traitement est effectué, un lavage au PBS 1X stérile est réalisé entre les deux 

traitements. Les différents protocoles sont présentés dans la figure 32. Vingt-quatre 

heures après le dernier traitement, les cellules sont décollées du support par 

trypsinisation, 2 lavages des cellules au PBS 1X stérile sont réalisés. Enfin, les cellules 

VRQW�UHVXVSHQGXHV�GDQV����ȝ/�GH�3%6��;�VWpULOH�HW�OHV�pFKDQWLOORQV�VRQW�VRXPLV�DX�

cytomètre en flux. 

 

/D�F\WRPpWULH�HQ�IOX[�UHSRVH�VXU�O¶DQDO\VH�GHV�GLIIpUHQWHV�FDUDFWpULVWLTXHV�GHV�FHOOXOHV��

(OOHV�YRQW�SDVVHU�XQH�j�XQH�GHYDQW�GHV�ODVHUV�TXL�H[FLWHQW�OHV�IOXRURFKURPHV��LFL�*)3��

qui émettront ensuite un signal lumineux qui sera réceptionné par des capteurs puis 

analysé et retranscrit en données numériques. Pour notre étude, une méthode 

G¶DQDO\VH�VSpFLILTXH�D�pWp�PLVH�HQ�SODFH��)LJXUH������7RXW�G¶DERUG�OHV�FHOOXOHV�VRQW�

sélectionnées en fonction de leur taille (FSC) et de leur granulométrie (SSC) (Fig33 

A). Puis un tri est effectué entre les cellules uniques et les cellules qui peuvent former 

GHV� DJUpJDWV�� QRWDPPHQW� GX� IDLW� TX¶HOOHV� VRQW� DGKpUHQWHV� �)LJ���� %��� 6HXOV� OHV�

résultats des cellules uniques sélectionnées par leur taille/granulométrie seront 

projetés sur les deux graphiques (Figure 33 C et D). Enfin, les résultats sont normalisés 

avec le contrôle mock et les synergies sont calculées en faisant le rapport de cellules 

GFP + des molécules testées ensemble sur les deux valeurs de GFP pour chaque 

molécule analysée seule ( GFP A+B / (GFP A + GFP B) ).  
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Molécule Référence Solvant 
> @ 

stock 
> @ finales 

Romidepsine 
Sigma Aldrich 

SML 1175 
DMSO 1mM 17,5nM 1,75nM  

SAHA 
Sigma Aldrich 

SML0061-5MG 
DMSO 1mM ��ȝ0   

Acide 
tannique 

Sigma Aldrich 403040 
Eau 

distillée 
100mM ��ȝ0 ��ȝ0  

2D08 Sigma Aldrich SML1052 DMSO 25mM ��ȝ0   

COH000 MCE HY-114304 DMSO 10mM ��ȝ0 �ȝ0  

ML792 MCE HY-108702 DMSO 10mM ��ȝ0 �ȝ0 ���ȝ0 

 
Tableau 4 : Molécules testées lors des expériences de cytométrie en flux sur le modèle 
de cellules microgliales infectées latentes par le VIH-1.  
 

 

 
Figure 32 : Schéma du protocole pour les traitements des cellules CHME5-HIV avec 
les différentes molécules pour les expériences de réactivation en cytométrie en flux.  
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Figure 33 : Méthode de cytométrie en flux utilisée pour analyser les expériences de 
réactivation (CHME5-HIV). 

2.7.3. Test de survie cellulaire  

/HV�FHOOXOHV�VRQW�HQVHPHQFpHV�OD�YHLOOH�GH�O¶HVVDL�GDQV�GHV�SODTXHV����SXLWV�j�XQH�

concentration de 5.104cellules/mL dans du milieu DMEM sans rouge de phénol (RF). 

/H�MRXU�GH�O¶HVVDL��OHV�FHOOXOHV�VRQW�WUDLWpHV�DYHF�OHV�GLIIpUHQWHV�PROécules inhibitrices 

(Tableau 4). Un contrôle positif de viabilité constitué des cellules cultivées dans du 

milieu est réalisé. Un contrôle négatif correspondant à un traitement des cellules avec 

100% de DMSO est également réalisé. Après 24 heures de traitePHQW����ȝ/�GH�UpDFWLI�

MTT 12mM (Thermofisher Invitrogen M6494) sont ajoutés aux cellules pendant 4 

heures à 37°C et 5%CO2��3XLV�XQ�PpODQJH�GH����ȝ/�G¶LVRSURSDQRO���������ȝ/�G¶+&O�

1M est ajouté dans chaque puits. La plaque est incubée pendant 30 minutes sous 

DJLWDWLRQ�� 3XLV� O¶DEVRUEDQFH� HVW� PHVXUpH� j� ���QP� j� O¶DLGH� GX� VSHFWURSKRWRPqWUH�

Glomax. Un blanc est réalisé avec du milieu de culture sans RF, le réactif MTT et le 

mélange isopropanol/HCl. Les résultats obtenus pour les inhibiteurs sont comparés au 

contrôle de viabilité positif (cellules + DMEM) qui correspond à 100% de viabilité.  

 

 

 

  

  

 

Figure 2.1 : Figures brutes de la cytomĠtrie en flux par le logiciel InCyte 

Le plot P01 montre la sĠlection des cellules dont les donnĠes vont ġtre ĠtudiĠs en fonction de 
leurs granulomĠtries et leurs tailles. On notera que les autres graphiques sont accompagnĠs 
de la mention ͨ gated on P01 ͩ ce qui indique que les rĠsultats sont basĠs sur les rĠsultats du 
Plot P01. Le plot P05 sĠlectionne les cellules seules (en bleu). Le plot P02 etP04 indique le 
pourcentage de cellules GFP+.(Source personnelle) 
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Protocole construit et validé par notre laboratoire pour la détection du SARS-CoV-2 

dans les eaux usées, dans le cadre du projet Obépine. 
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Protocole d’étude de la présence du SARS-CoV-2 dans les eaux 
usées 

Laboratoire UR7292, IUT Louis Pasteur, Université de Strasbourg 
 

I. Protocole expérimental 
 

 
 
L’étape 1 de ce protocole n’est réalisée que lorsque le virus n’est plus détectable dans 
5mL avec le protocole de l’étape 2.  
 
Toujours bien annoter ses tubes  
 
Veillez à respecter les règles de sécurité ci-dessus afin de ne pas vous contaminer et 
contaminer votre environnement de travail. Porter une blouse, des gants et des 
lunettes de sécurité pour toutes les étapes.  
 
Rester dans l’espace Covid durant toute la manipulation, ne pas utiliser ou toucher du 
matériel du laboratoire VIH avec ses gants Covid.  
Limiter au maximum l’échange de matériel. Faire la vaisselle dans l’évier de la 
paillasse Covid.  
Au cours de l’expérience, décontaminer dès la fin de l’utilisation le 
matériel/verrerie/solution avec du Virkon et laisser incuber le temps de la manipulation 
(minimum 10min d’incubation) 
Tous les déchets Covid doivent impérativement être jetés dans les poubelles rouges 
prévues à cet effet. Lorsqu’elles sont pleine, changer de gants, fermer la poubelle 
hermétiquement et l’autoclaver le plus rapidement possible. Remplacer par un sac 
rouge neuf. 
 
 

Étape 1 : Concentration de l’échantillon

Étape 2 : Extraction de l’ARN viral et analyse
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A. Prétraitement des échantillons 
 
Avant de débuter la manipulation :  
 
Chercher de la glace 
Préparer une fiche de suivi pour chaque eau analysée  
Remplir la fiche de suivi avec le volume d’eau analysé 
 
Annoter un tube falcon 15 avec la lettre A et prélever 1 aliquot de 5mL d’échantillon, 
le conserver dans la glace 
 

B. Inactivation virale et extraction des ARN 
 
Allumer le bain marie régler à 60°C ainsi que le thermobloc à 95°C 
 
1. Préparation des tampons de lyse et de lavage : 
 
Tampon de lyse :  
 
Attention le thiocyanate de guanidinium est très toxique, il faut le manipuler sous 
hotte chimique avec des gants et un masque FFP1.  
 
Dissoudre 144g de GuSCN dans 100mL de Tris-HCl 0,1 M pH 6,4 + 2% SDS.  
Agiter la solution et chauffer à 60°C 
Ajouter 9mL d’EDTA 0,5M 
Ajuster le pH du tampon à pH4 
 
Tampon de lavage 1 :  
50% de tampon de lyse + 2% DTT 
50% d’éthanol 
 
Tampon de lavage 2 :  
80% d’éthanol 
20% d’eau DEPC 
 
2. Ajouter extemporanément 2% de DTT (Stock 20% ; soit 1/10 du volume du 
tampon de lyse) dans le tampon de lyse à l’aide de cônes à filtre. 
 
3. Préparation du phénol-chloroforme : 
 
Attention le phénol et le chloroforme doivent toujours être utilisés sous la hotte, avec 
des gants et des lunettes. Il faut limiter l’utilisation de gros volumes sous la hotte. Il est 
impératif de bien nettoyer l’espace de travail après chaque manipulation.  
 
Préparer le mélange phénol-chloroforme (si il n’y a pas de mélange commercial) : 
mélanger 25 vol de phénol (de préférence pH 4,5)/ 24 vol de chloroforme et 1 vol 
d’alcool isoamyl pour stabiliser. Préparer l’équivalent des besoins pour la semaine (10 
mL par condition) et s’assurer que le pH de la solution de phénol chloroforme soit bien 
à 4 (à l’aide de papier pH). 
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4. Préparation des tubes à graisse : 
 
Préparer les tubes à graisse : Mélanger la graisse silicone avec la silice (SiO2) en 
proportions de 90g/10g dans un bécher (permet de voir si mélange homogène). Mettre 
un portoir avec des tubes de 50 mL à fond conique sur la balance et répartir 6 g de 
graisse silicone par tube. Centrifuger : 4 000 g / 2 min. Conserver les tubes à 
température ambiante et à l’abri de la lumière. 
 
Préparation du phénol/chloroforme : 
 
Si une préparation commerciale de phénol :chlo équilibrée n’est pas utilisée, mélanger 
le phénol et le chloroforme 1 :1 (v/v) dans une bouteille en verre opaque. 
 
Si vous utilisez du phénol liquéfié non équilibré, il faut le saturer avec de l’eau distillée 
en mélangeant à volume égal le phénol et l’eau dans une bouteille en verre opaque. 
Après 24h minimum, la phase inférieure correspond au phénol saturé prêt à l’emploi. 
Le pH du phénol saturé doit être acide (autour de 4-5). Il est prêt à l’emploi pour le 
mélange phénol-chlo. 
 
5. Dans un tube falcon de 50 mL correctement annoté ajouter : 
 
Pour les échantillons A :  5mL d’échantillon  
    4.5mL de tampon de lyse (utiliser le pipetboy bleu à partir 
de cette étape). 
 
Intégrer un contrôle d’extraction Eau ultrapure (5 mL), à traiter de la même façon que 
les échantillons d’eau usée. 
 
6. Mélanger par retournement 
7. Incuber 10 minutes à RT les échantillons pour lyser l’échantillon  
8. Incuber à nouveau les échantillons, 10 minutes à 60°C dans le bain-marie 
9. Extraction au phénol-chloroforme. 

• Ajouter 9.5 mL de phénol-chloroforme aux échantillons. Veillez à mélanger 
énergiquement la bouteille de phénol chloroforme avant prélèvement et entre 
chaque échantillon. 

• Agiter vigoureusement pendant 30 secondes (bien fermer le tube et vortexer 
sous la hotte. Attention à ne pas faire de projections). 

• Transférer les 19 mL de mélange échantillon/tampon de lyse dans le tube à 
graisse préalablement annoté. 

• Centrifuger les tubes pendant 5 minutes à 3500 g, la graisse vient se placer 
entre la phase aqueuse et le phénol-chlo 

• Récupérer la phase aqueuse en pipetant (pas de retournement). Maintenir le 
tube le plus droit possible pour éviter un transfert de la phase organique vers la 
phase aqueuse. 

• Jeter la graisse et le phénol chloroforme dans le bidon prévu à cet effet. 
• Garder les déchets solides sous la hotte puis à la fin de l’extraction, les 

transférer dans une poubelle qui doit immédiatement être fermée et sortie. 
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10. Vérifier le pH de la phase aqueuse en déposant une goutte sur papier pH. Le pH 
doit être aux environs de pH4 pour que les ARN se fixent aux billes. Si ce n’est pas le 
cas (pH 8-9) ajouter 20 µL d’HCl pur. 
11. Ajouter 15 uL d’ARN PolyA à l’aide de cône à filtre. 
12. Ajouter 5 mL d’isopropanol dans chaque tube et mélanger lentement par 
retournement des tubes. 
13. Vortexer les billes magnétiques pendant 10 secondes. 
14. Dans chaque falcon, ajouter 8 uL de billes par falcon à l’aide de cône à filtre ( ! 
S’assurer que les billes soient en suspension : vortexer les billes avant chaque 
prélèvement) et homogénéiser l’échantillon par retournement 
15. Incuber les échantillons, 10 minutes sous agitation manuelle par retournement 
16. Transférer les tubes falcon sur un portoir magnétique et laisser les billes 
entièrement sédimenter. L’e surnageant doit apparaître transparent et translucide, et 
les billes bien visibles sur la paroi du tube côté aimant. 
17. S’assurer que toutes les billes aient été fixées. Pour ce faire, retourner le tube 
fermé afin de bien récupérer toutes les billes (notamment dans le capuchon et sur les 
parois) puis verser le surnageant par retournement du falcon sans perturber le culot 
de billes. 
18. Ajouter 1mL de tampon de lavage 1 le long de la paroi du tube pour faire glisser 
les billes et récupérer toutes les billes (sur les parois également) puis transférer les 
billes et le tampon de lavage dans des tubes eppendorf 1,5mL préalablement 
correctement annotés (couvercle et paroi du tube). Ne pas pipeter/refouler.  
19. Transférer les tubes sur un portoir magnétique et laisser les billes entièrement 
sédimenter. Essuyer l’embout de la pipette P1000 avec du papier entre chaque 
échantillon. 
20. Aspirer le surnageant sans que le culot de billes ne soit touché puis laver les billes 
à nouveau avec 1mL de tampon de lavage 1. Retirer le magnet du portoir afin de 
resuspendre les billes. Remettre le magnet, laisser les billes sédimenter. 
21. Retirer le surnageant. Retirer le magnet du portoir et ajouter 1mL de tampon de 
lavage 2, retirer à nouveau le magnet et mélanger énergiquement par retournement 
afin de resuspendre les billes.  
22. Remettre le magnet sur le portoir et aspirer le surnageant  
23. Retirer le magnet du portoir et ajouter 300uL de tampon de lavage 2, retirer le 
magnet et mélanger énergiquement par retournement pour resuspendre les billes.  
24. Remettre le magnet et aspirer tout le surnageant des tubes, retirer le maximum de 
liquide et gouttes possible à l’aide d’un cône fin 
25. Laisser les tubes ouverts sur un portoir traditionnel (non aimanté) pendant 5 
minutes à RT pour que les résidus d’éthanol s’évaporent. (Ne pas chauffer et ne pas 
laisser les billes trop sécher) 
 
Nettoyer sa paillasse avec du RNase away ainsi que ses pipettes. 
 
26. Ajouter 50uL de TE pH9 aux billes avec un cône à filtre sur le culot de billes  
27. Vortexer le tube afin de détacher les billes du tube et les remettre en suspension. 
Si il reste des billes fixées au tube, frotter délicatement la paroi avec un cône. Le 
mélange billes-tampon d’élution doit être homogène. 
28. Transférer les tubes dans le thermobloc et incuber pendant 10 minutes à 95°C.  
29. Pendant ce temps, ajouter 150 uL de prep buffer dans les puits de la plaque Zymo 
et la disposer sur la plaque « Elution 1 ». Patienter au moins 5 minutes. 
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30. Centrifuger les tubes avec la centrifugeuse de paillasse. Puis placer les tubes sur 
un portoir magnétique. 
31. Centrifuger la plaque Zymo pendant 5 min à 3500g, retirer le volume passé dans 
les colonnes et ajouter 50 uL de TE dans les puits de la plaque Zymo. 
32. Centrifuger à nouveau pendant 5 min à 3500 g. 
33. Retirer le volume passé à travers les colonnes et refaire une centrifugation à sec 
pendant 1 min à 3500 g. 
34. Disposer la plaque Zymo sur la plaque « Elution ARN » et ajouter 50 uL d’ARN 
élué dans la plaque et centrifuger pendant 5 min à 3500g.  
35. Récupérer les ARN élués et transférer dans des racks de microtubes PCR 
préalablement et correctement annotés (RNAse Free).  
 
Conserver l’échantillon dans la glace si la PCR est effectuée directement et sinon, 
conserver les échantillons à -80°C dans un contenant clairement identifié.  
 
L’étape d’extraction des ARN est terminée. 
 
Retirer sa deuxième paire de gants et la remplacer par une paire propre. Nettoyer toute 
la paillasse ainsi que les différents outils au Virkon. Après décontamination au Virkon, 
faire la vaisselle en nettoyant au liquide vaisselle et rincer la verrerie ainsi que le 
plastique à l’eau distillée avant de mettre à sécher. 
Retirer ses EPI (lunettes, masques, et blouse) puis ses gants et se laver les mains 
(savon + SHL).  
 

C. RT-qPCR 
1. Informations générales 

 
Chaque étape du protocole doit être réalisée dans de la glace (dans un bac 
préalablement décontaminé au RNAse Away ™ et DNAse Away ™ (Fisher Scientific)). 
Il est important d’utiliser des cônes à filtres anti-aérosols et des pipettes dédiées à cet 
effet. La préparation des mix doit impérativement être effectuée sous la hotte réservée 
exclusivement à cet effet. 
L’appareil utilisé est le CFX Connect de Biorad. 
La RT-qPCR en une étape est réalisée à l’aide du kit TaqMan Fast Virus 1-Step Master 
Mix de Applied biosystems.  
 

1. Analyse des échantillons par PCR 
 
Sous la hotte de PCR, procéder à la préparation du mix. Attention, on ajoute 3 puits 
en plus lors du calcul pour la marge d’erreur de pipetage. 
 
- Avant de débuter la préparation des échantillons s’assurer que tout le matériel est 
sous la hotte, déposer la glace et les pipettes puis allumer les UV pendant 20 minutes  
- Puis sortir du -20°C tous les réactifs nécessaires et les disposer dans la glace  
-Préparer les dilutions d’amorces, ainsi que les dilutions de probe. 
 
Réalisation des mix : quantité de réactif par puits de PCR : 
Pour les puits dengue et phage GII on dépose 2,5 µL d’ARN et donc 7,5 µL de mix 
dans chaque puits 
Pour les puits ENV et IP4 on dépose 5µL d’ARN et 5 µL de mix dans chaque puits  
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On dépose les ARN extraits, ainsi que l’ARN de dengue hors de la hotte. 
 
 
 
-Réaliser un mix suffisant pour le nombre de conditions (+ contrôle H2O + contrôle 
positif (plasmide à 1.10E3 pour ENV et IP4, puis la marge) en duplicat (X2) 
 
-Pour le mix Dengue : on mélange tous les composants sauf l’ARN de dengue (et 
l’ARN de l’échantillon). On ajoutera l’ARN de dengue au mix après être sorti de la 
hotte. On répartit le mix hors de la hotte. 
 
-Pour tous les mix, bien homogénéiser en vortexant brièvement avant de déposer, et 
centrifuger rapidement avec la centrifugeuse de paillasse. 
 
-Déposer tous les mix  dans chaque puits sous la hotte de PCR à la pipette 
distributrice sauf pour la dengue, où l’on sort de la hotte pour ajouter la quantité d’ARN 
de dengue au mix global avant de le répartir hors de la hotte. 
 
- Ajouter 2,5 uL d’ARN pour GII et Dengue ou 5µL d’ARN pour ENV et IP4 à l’aide 
de la pipette multicanaux (utiliser des cones à filtre) ou d’une pipette 10 uL réservée à 
cet usage.  
 
- Ne pas homogénéiser les mixs en faisant des allers-retours avec la pipette ! 
 
- Sceller hermétiquement la plaque  
-Centrifuger la plaque dans l’essoreuse à salade, s’assurer que toutes les gouttes sont 
descendues. 
- Lisser pour éviter les bulles d’air 
- Sélectionner le programme TaqMan™ Fast Virus Covid dans l’appareil CFX Connect 
(Biorad ©) : 
 

 
 
- Sélectionner le fluorophore FAM avec le programme FAM only Covid 
- Lancer la PCR  
- Bien annoter le plan de plaque 

Etape Température Durée Nombre de cycles
Transcription inverse 50°C 5 min x 1

Inactivation RT / denaturation initiale 95°C 20 sec x 1
Dénaturation 95°C 3 sec

Hybridation / Elongation 58°C 30 sec
x 49

Mix Dengue ARN+ pour 1 puit 
Master Mix 2,5 
Primers F+R 1,6 
Probe 0,2 
H20 0,7 
ARN dengue 1/100 2,5 
ARN à tester 2,5 
Total 10 

Mix 
Bacteriophage 

pour 1 
puit 

Master Mix 2,5 
Primers F+R 1,6 
Probe 0,2 
H20 3,2 
ARN à tester 2,5 
Total 10 

Mix Env et IP4 pour 1 puit 
Master Mix 2,5 
Primers F+R 1,6 
Probe 0,2 
H20 0,7 
ARN à tester 5 
Total 10 
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- Enregistrer le fichier de PCR dans le dossier Covid et faire un nouveau dossier pour 
chaque semaine. Nommer le dossier sous la forme : année-mois-W n°semaine (ex : 
2021-01-W1) 
Nommer le fichier PCR de la même façon  
 
La réaction est considérée positive si le signal sort avant 40 cycles. 
 
- Compléter le document Excel avec vos résultats  
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Le protocole a été rédigé et mis en forme par Fadoua Daouad et Jeanne Van Assche, 
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Fin 2019, un nouveau coronavirus a émergé en Chine. Ce virus appelé SARS-CoV-2 

pour « severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 ª�V¶HVW�UDSLGHPHQW�SURSDJp�

au reste du monde. DpEXW�������O¶206�D�GpFODUp�O¶pWDW�GH�SDQGpPLH��Une des priorités 

a alors été de mettre au point un traitement efficace pour limiter les formes graves de 

la PDODGLH�� O¶DIIOXHQFH�GH�SDWLHQWV�HQ�VHUYLFH�GH�UpDQLPDWLRQ�HW�OH�QRPEUH�GH�PRUWV��

/¶XQH�GHV�VWUDWpJLHV�appliquées ORUV�GH� O¶pPHUJHQFH�G¶XQH nouvelle maladie est de 

WHVWHU� O¶HIILFDFLWp�GH�PROpFXOHV�GpMj�DSSURXYpHV�SRXU�G¶DXWUHV�PDODGLHV��'DQV�FHWWH�

étude, sept médicaments ont été testés pour leur capacité à réduire la réplication virale 

du coronavirus humain (HCoV)-���(��&HSHQGDQW�� HQ� UDLVRQ� G¶XQH� F\WRWR[LFLWp� WURS�

importante, seules trois molécules ont été retenXHV�SRXU� OD�VXLWH�GH�O¶pWXGH�� ,O�D�pWp�

observé une réduction du titre viral de 80 % avec le resveratrol (concentration efficace 

50 % (EC50) = 4,6 uM) et le lopinavir/ritonavir (EC50 = 8,8 uM) et de 60 % avec la 

chloroquine (EC50 = 5 uM). Finalement, le resveratrol est le seul à avoir réduit le titre 

viral du SARS-CoV-2 avec une cytotoxicité acceptable. 

 

'DQV�FHWWH�SXEOLFDWLRQ��M¶DL�FRQWULEXp�j�OD�SURGXFWLRQ�GH�UpVXOWDWV�H[SpULPHQWDX[��3RXU�

FHV�H[SpULHQFHV��M¶DL�XWLOLVp�OH�SURWRFROH�TXH�QRXV�DYRQV�PLV�HQ�SODce au laboratoire 

dans le cadre du projet sur le SARS-CoV-2, DXTXHO�M¶DL�DFWLYHPHQW�SDUWLFLSp�GqV�VRQ�

initiation en mars 2020.  
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Abstract: A novel coronavirus, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2),
emerged in China at the end of 2019 causing a large global outbreak. As treatments are of the utmost
importance, drug repurposing embodies a rich and rapid drug discovery landscape, where candidate
drug compounds could be identified and optimized. To this end, we tested seven compounds for their
ability to reduce replication of human coronavirus (HCoV)-229E, another member of the coronavirus
family. Among these seven drugs tested, four of them, namely rapamycin, disulfiram, loperamide
and valproic acid, were highly cytotoxic and did not warrant further testing. In contrast, we observed
a reduction of the viral titer by 80% with resveratrol (50% effective concentration (EC50) = 4.6 µM)
and lopinavir/ritonavir (EC50 = 8.8 µM) and by 60% with chloroquine (EC50 = 5 µM) with very
limited cytotoxicity. Among these three drugs, resveratrol was less cytotoxic (cytotoxic concentration
50 (CC50) = 210 µM) than lopinavir/ritonavir (CC50 = 102 µM) and chloroquine (CC50 = 67 µM).
Thus, among the seven drugs tested against HCoV-229E, resveratrol demonstrated the optimal
antiviral response with low cytotoxicity with a selectivity index (SI) of 45.65. Similarly, among the
three drugs with an anti-HCoV-229E activity, namely lopinavir/ritonavir, chloroquine and resveratrol,
only the latter showed a reduction of the viral titer on SARS-CoV-2 with reduced cytotoxicity. This
opens the door to further evaluation to fight Covid-19.

Keywords: SARS-CoV-2; HCoV-229E; resveratrol; coronavirus; viral inhibition

1. Introduction
Renowned as rapidly evolving viruses, human coronaviruses (HCoVs) are positive-

stranded RNA pathogens that encompass seven different strains divided into two genera:
alphacoronavirus (alphaCoV) and betacoronavirus (betaCoV) [1]. Whilst alphaCoV in-
cludes the lowly pathogenic HCoV-229E and HCoV-NL63, betaCoV ramifies into the more
pathogenic HCoV-OC43 and HCoV-HKU1 of the A lineage and the highly pathogenic
severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV), SARS-CoV-2 and the Mid-
dle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) of the B and C lineage, respec-
tively [2,3]. HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43 and HCoV-HKU1 are endemic in
human populations, accounting for 15–30% of mild, self-limiting respiratory upper infec-
tions, with a greater incidence of lower respiratory tract infection in immunocompromised
individuals [4]. Both SARS-CoV, emerging in 2002 with a mortality rate of 9.6%, and
MERS-CoV, responsible for the 2012 outbreak with a death rate of 35.5%, are linked to acute
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respiratory distress syndrome (ARDS) potentially engendering a chronic reduction in lung
function, arrhythmia or death [5]. Emerging in December 2019 from the city of Wuhan in
China, SARS-CoV-2, the etiological agent behind coronavirus disease 2019 (Covid-19), is
considered the cause of a major public health emergency after its large global outbreak [6].
Although causing milder symptoms compared with SARS-CoV and MERS-CoV, SARS-CoV-
2 can result in severe symptoms with multiple organ complications and hyperinflammation,
leading ultimately to death in some individuals [7].

Despite the fact that SARS-CoV-2 vaccines have been quickly developed [8], no defini-
tive therapy has been shown to be effective to date against SARS-CoV-2 and therefore new
treatments are actively needed [9]. Despite tremendous efforts to develop new drugs, it
is well-known that this process might take years to be clinically approved and reach the
market [10]. In this context, repurposing of existing drugs appears to be an effective drug
discovery platform that is superior in terms of cost and time compared with de novo drug
discovery, as rapid assessment of in vitro and in vivo efficacy is conceivable [11]. This
is reinforced by the fact that agents previously shown to inhibit the in vitro replication
of other members of the coronavirus family, for instance HCoV-229E, could be potential
candidates to inhibit the replication of betacoronaviruses such as SARS-CoV, MERS-CoV
and SARS-CoV-2 [12].

In the light of what has been mentioned previously, we screened seven drugs already
approved for other pathologies against the alphacoronavirus HCoV-229E. On the assump-
tion that an inhibitory effect against HCoV-229E by one of these drugs will be found, results
will be extrapolated and assessed in the context of SARS-CoV-2-infected cell cultures.

Among the seven compounds tested, valproic acid (VPA), disulfiram, rapamycin
and loperamide have been previously shown to target coronavirus infection [13]. Briefly,
VPA is a branched short-chain fatty acid commonly used in the management of neuro-
logical disorders [14]. This histone deacetylase inhibitor was projected as a potential
candidate for drug repositioning as the viral SARS-CoV-2 protein NSP5 was found to
interact with HDAC2 [15]. Disulfiram, an approved alcohol-aversive drug, was shown
to inhibit the papain-like proteases of both MERS-CoV and SARS-CoV [16]. The mTOR
inhibitor rapamycin, a drug used as an immunosuppressant in transplant patients, was
reported to reduce MERS-CoV infection by over 60% in vitro [17] by suppressing viral
protein expression and virion release [18]. Alternatively, the antidiarrheal opioid receptor
agonist loperamide showed potential antiviral activity against SARS-CoV-2 [11], as well
as MERS-CoV, SARS-CoV and HCoV-229E, although the exact mechanism of action is
unknown [19].

Being an aspartate protease inhibitor, lopinavir is an extensively studied antiviral drug
used in the management of human immunodeficiency virus (HIV) infection in combination
with ritonavir, the latter boosting the effects of lopinavir through potent cytochrome
P450 3A4 inhibition [20]. Lopinavir was shown to be an inhibitor of broad-spectrum
coronaviruses by blocking the replication of HCoV-229E, SARS-CoV and MERS-CoV with
a mean 50% effective concentration (EC50) ranging from 6.6 to 17.1 µM, in contrast to
ritonavir, which showed no selective anti-CoV activity [19]. SARS-CoV patients treated
with a combination of lopinavir/ritonavir and ribavirin experienced less ARDS with a lower
death rate compared with historical controls who received ribavirin and corticosteroids [21].
Randomized controlled trials were conducted to assess the efficacy of lopinavir/ritonavir
with or without ribavirin in SARS-CoV-2 patients [22,23].

Used originally as treatment for or prevention of malaria, the 4-aminoquinoline drug
chloroquine has been repurposed and successfully employed to target some immunological
and rheumatological diseases, for instance systemic lupus erythematosus and rheumatoid
arthritis [24]. In the setting of viral infections, multiple mechanisms underlie the effective-
ness of chloroquine, prominently chloroquine-mediated alkalinization of phagolysosomes
and/or viral entry and protein glycosylation inhibition [25]. Potential therapeutic benefits
of chloroquine have been demonstrated in coronavirus infections including HCoV-229E,
HCoV-OC43, SARS-CoV and SARS-CoV-2 [26]. Indeed, chloroquine inhibits HCoV-229E
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replication in Huh7 cells with an EC50 of 3.3 µM [19]. Moreover, pre and post treatment
of Vero E6 cultures with chloroquine demonstrated antiviral activity against SARS-CoV-2
with an EC50 and EC90 of 1.13 µM and 6.90 µM, respectively [27]. In vivo, chloroquine
administration was shown to inhibit SARS-CoV-2-related pneumonia, promote a virus
negative conversion and reduce the disease course [28]. Based on these encouraging results,
more than twenty in vivo clinical trials are in progress to evaluate chloroquine’s effective-
ness against SARS-CoV-2 [29]. Nevertheless, the efficiency of chloroquine against Covid-19
remains highly controversial [30].

Belonging to the polyphenols stilbenoids group, resveratrol is a well-known nu-
traceutical with a multitude of biological properties and therapeutic applications [31].
Among the latter, resveratrol exhibits an anti-tumor activity that has been confirmed in
in vitro and in vivo studies, where resveratrol modulates a divergent set of transcription
factors, upstream kinases and intracellular signaling pathways, thus mediating its in-
hibitory effect on the initiation, promotion and progression of carcinogenesis [32]. In
addition, resveratrol exhibits anti-aging and potent antioxidant properties [33], as well as
an anti-inflammatory activity, where resveratrol was shown to reduce the secretion and
expression of inflammatory factors [34]. Besides, resveratrol has been reported to exhibit
a potent anti-viral activity not only against RNA viruses such as influenza virus [35],
rhinovirus [36], rotavirus [37], Zika virus [38] and MERS-CoV [39], but also against a few
DNA viruses including poxvirus [40] and polyomavirus [41]. In the context of anti-MERS-
CoV activities in vitro, resveratrol was shown to inhibit the viral nucleocapsid protein
translation and MERS-CoV-induced caspase 3 cleavage, which can promote cell survival
and reduce virus-induced apoptosis [39]. Interestingly, resveratrol increases the expres-
sion of ACE2 on the cell surface, which has been previously reported to be beneficial
for SARS-CoV-2 patients [42,43]. In fact, low levels of ACE2 are observed in Covid-19
patients with poor prognosis and hyperinflammatory storm [44]. In addition, resveratrol is
a known activator of sirtuin 1 (SIRT1), which downregulates the expression of AT1R of the
PRR/ACE/AngII/AT1R axis and enhances the ACE2/Ang 1-7/MasR axis [45]. Increase in
the ACE2/Ang1-7/MasR axis has been reported to reduce hyperinflammation in Covid-19
patients [44]. In the present study, we assessed the anti-coronavirus activity of the seven
abovementioned drugs with special emphasis on the impact of resveratrol on HCoV-229E
and SARS-CoV-2 compared to lopinavir/ritonavir and chloroquine.

2. Materials and Methods
2.1. Viruses and Reagents Preparation

HCoV-229E was isolated from nasal and throat swabs collected from a man with mild
upper respiratory illness (Human Coronavirus 229E ATCC VR-740) and propagated using
MRC5 cells (RD Biotech, Besançon, France). HCoV-229E stock virus (5 log PFU/mL) was
prepared in MRC5 cells in DMEM media supplemented with 10% FCS. SARS-CoV-2 strain
was provided by the Institut Pasteur, Paris (strain BetaCov/France). Compounds were
sourced from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, USA, resveratrol, chloroquine diphosphate),
Pfizer, (New York, NY, USA, rapamycine), Sanofi (Paris, France, valproic acid or VPA,
disulfiram), Abbott (Chicago, IL, USA, lopinavir/ritonavir) and Sandoz (Holzkirchen,
Germany, loperamide). The stocks were prepared with DMSO (200 mM resveratrol, 50 mM
lopinavir/ritonavir, 1 mM rapamycin, 2.5 mM VPA, 10 mM loperamide, 10 mM disulfiram)
or with DMEM media (1 mM chloroquine diphosphate).

2.2. Viral Replication Inhibition Assay

To evaluate the effect of compounds in vitro, MRC5 cells were treated with com-
pounds diluted in culture media at time of infection by HCoV-229E at multiplicity of
infection (MOI) = 0.01 (low titer) or 1 (high titer). Antiviral compounds were maintained
with the virus inoculum during the 2 h incubation period. The inoculum was removed
after incubation, and the cells were overlaid with culture media containing diluted com-
pounds. After 48 h of incubation at 37 �C, supernatants were collected to quantify viral
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loads by plaque forming unit (PFU) assay as previously described [46]. Briefly, MRC5
cells were infected with the supernatant for 2 h and then overlaid with culture media
containing agarose (1%). Cells were incubated for 48 h. Plaque formation was observed
under a light microscope. Cells were stained with MTT for 1 hour and plaque forming
units were counted. Four-parameter logistic regression (IC50 Toolkit IC50.org) was used
to fit the dose–response curves and determine the 50% effective concentrations (EC50)
of the compounds that inhibit viral replication by 50%. Vero E6 cells were treated with
compounds at time of infection by SARS-CoV-2 (BetaCoV/France, Institut Pasteur). The
viral inoculum was removed after incubation and the cells were overlaid with fresh me-
dia containing the compound. After 48 h of incubation at 37 �C, supernatants were
collected to quantify viral loads. Viral RNA was extracted using a guanidinium thio-
cyanate buffer and magnetic silica beads. Finally, RNA was detected for the SARS-CoV-2
envelop (E) gene using one step qRT-PCR (TaqMan Fast Virus 1-Step Master Mix, Applied
Biosystem) and the primers designed by Corman et al. [47]. Briefly, the SARS-CoV-2 en-
velop gene was amplified using E_Sarbeco_F 50-ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT-30

and E_Sarbeco_R 50-ATATTGCAGCAGTACGCACACA-30 primers. Detection of ampli-
fication was done using a specific SARS-CoV-2 envelop probe (E_Sarbeco_P1) 50-FAM-
ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BHQ1-30.

2.3. Cytotoxicity Assays

Cytotoxicity of selected compounds was evaluated in MRC5 cells using MTT assay.
Briefly, cells were treated with compounds for 48 h. Culture media was replaced and cells
were incubated with MTT (1.2 mM, Life Technologies, Eugene, OR, USA) for 2 h. Formazan
crystals were dissolved by addition of acidic isopropanol and cell viability was measured by
a spectrophotometer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Cytotoxicity of compounds on Vero E6
cells was measured using several cytotoxic assays, including a WST-1 assay (Roche, Basel,
Switzerland). The cytotoxic concentration 50 (CC50) is the concentration of compound that
reduced cell viability by 50%. This was calculated using four-parameter logistic regression
(IC50 Toolkit IC50.org).

Selectivity index (SI) was calculated by dividing CC50 by EC50 for each compound
and virus tested. The selectivity index is an indicator that measures the window between
cytotoxicity and antiviral activity. A high selectivity index reflects a low toxicity at concen-
trations that show an effective antiviral activity. It also indicates that there is an important
range of concentrations showing an effective antiviral effect with minimal toxicity. Con-
versely, a low selectivity index would indicate an important toxicity for concentrations
with effective antiviral activity.

3. Results
VPA, disulfiram, rapamycin and loperamide showed cytotoxicity on MRC5 cells with

a CC50 of 4 mM, 8.4 µM, 2.5 µM, and 10.1 µM, respectively (Table 1, Figure 1). In addition,
rapamycin and VPA display a narrowed selectivity index (SI) of 1.09 and 2.98, respectively
(Table 1, Figure 1). By contrast, lopinavir/ritonavir, chloroquine and resveratrol were found
to inhibit HCoV-229E replication in MRC5 cells with low cytotoxicity and an SI ranging
from 11.6 to 45.6 (Table 1), and were tested further.

In line with previous reports [19], we observed an EC50 of 8.81 µM for lopinavir on
HCoV-229E-treated MRC5 cells. We observed an antiviral effect of 50 µM lopinavir/ritonavir
against high titers of HCoV-229E (MOI = 1) with approximately 80% inhibition of viral repli-
cation in vitro (Figure 1 and Table 1). Against low titers of HCoV-229E (MOI = 0.01), we ob-
served a 63% inhibition of viral replication in cells treated with 10 µM of lopinavir/ritonavir
(Figure 2). As combinational therapy of effective compounds against SARS-CoV-2 virus
might convey additional benefits in terms of synergy and inhibitory concentration reduc-
tion [48], we therefore tested combinatory treatment of lopinavir/ritonavir with chloro-
quine and resveratrol. However, we did not observe a significant decrease in HCoV-229E
in culture versus lopinavir/ritonavir when used alone (Figure 2B).
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Table 1. The 50% effective concentration (EC50), cytotoxic concentration 50 (CC50) and selectivity
index (SI) for the seven drugs tested for human coronavirus (HCoV)-229E replication in MRC5 cells.

Drug Tested CC50 (µM) EC50 (µM) SI

Lopinavir/Ritonavir 102.5 8.8163 11.62619
Chloroquine 67.9 5 13.58
Resveratrol 210 4.6 45.65217
Rapamycin 2.5 2.28 1.096491
Disulfiram 8.4 0.1387 60.56236

Loperamide 10.1 0.094732 106.6166
VPA 4 mM 1.339 mM 2.987304

Figure 1. Inhibition of replication of high HCoV-229E viral load (Red), measured by plaque forming
unit (PFU) assay, coupled with MTT toxicity assay (Blue) for Lopinavir/Ritonavir (A), Chloroquine
(B), Resveratrol (C), Disulfiram (D), Loperamide (E), Rapamycin (F) and valproic acid (VPA) (G).
Cells were treated by compounds at the time of infection with HCoV-229E (1 multiplicity of infection
(MOI)). PFU and MTT assays were performed after 48 h. Uninfected cells were used for normalization
of MTT assay. Untreated cells infected with HCoV-229E were used for normalization of PFU assay.
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Figure 2. Inhibition of replication of low HCoV-229E viral load (0.01 MOI) by drugs. (A) No pretreatment (Blue) or 3-h
pretreatment of cells (Red). (B) Combination of drugs. The cells were treated with Lopinavir/Ritonavir (LR), Chloroquine
(Ch), Resveratrol (Re) or left untreated (UT) for 48 h. The viral replication was measured by PFU assay.

As reported previously, we observed that chloroquine inhibits HCoV-229E replication
in MRC5 cells when added 3 h before infection but also when added at the time of infection
(Figure 2). We also observed that chloroquine inhibits the replication of HCoV-229E in cells
infected with a high titer of virus (EC50 of 5 µM; Figure 1). This is in agreement with the an-
tiviral activity of hydroxychloroquine, a chloroquine derivative, with an EC90 of 5.47 µM in
the context of SARS-CoV-2 infection [49]. We did not observe a synergistic effect of chloro-
quine used in combinatory treatments with lopinavir/ritonavir or resveratrol (Figure 2b).
We also did not observe a significant difference in the effect of chloroquine when cells
were treated before or after the infection (Figure 3). We observed some cytotoxicity of
chloroquine on treated cells, with a CC50 of 67.9 µM (Figure 1 and Table 1).

Here, we observed that resveratrol inhibits HCoV-229E replication in MRC5 cells
infected with a high viral titer (MOI = 1), with an EC50 of 4.6 µM (Figure 1 and Table 1). We
also observed an inhibition of replication in cells infected with a low viral titer (MOI = 0.01)
and treated with resveratrol (Figure 2). We did not observe a significant difference in the ef-
fect of resveratrol when cells were treated before or after the infection (Figure 3). We did not
observe any synergistic effect of resveratrol used in combination with lopinavir/ritonavir
or chloroquine (Figure 2b). Resveratrol displayed a low toxicity in treated cells, with a
CC50 of 210 µM and a selectivity index (SI) equal to 45.65 (Figure 1 and Table 1). Based
on the results obtained for HCoV-229E, we performed testing for SARS-CoV-2 inhibition.
Treatment of Vero E6 cells with lopinavir/ritonavir and chloroquine was toxic and did not
allow for the study of their anti-SARS-CoV-2 effect (Figure 4a). The important cell lysis
in culture prevented an accurate measure of SARS-CoV-2 replication, giving partial and
unreliable results (Figure 4b). In contrast, the cytotoxicity of resveratrol on Vero E6 cells
occurred at concentrations higher than 50 µM (Figure 4a). We observed that resveratrol in-
hibited SARS-CoV-2 replication by 3 logs at 25 µM (Figure 4b). The percentage of inhibition
of SARS-CoV-2 ranges from 0 to 99.93% when increasing the concentration of resveratrol
from 0 to 25 µM with an EC90 and EC50 of 11.42 µM and 10.66 µM, respectively (Figure 4).
A very limited reduction in cell viability was also observed in Vero E6 cells treated with
resveratrol at 50 µM, overall leading to a CC50 = 48.21 µM and an SI of 4.52. The inhibition
of SARS-CoV-2 replication we observed in cells treated with resveratrol did not follow the
reduction in cell viability and was a genuine anti-SARS-CoV-2 effect of resveratrol in vitro.
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Figure 3. Inhibition of replication of high HCoV-229E viral load (1 MOI) by Resveratrol (A), Lopinavir/Ritonavir (B) and
Chloroquine (C) in pre-treated (3 h, Red) or post-treated (4 h, Blue) MRC5 cells. Viral replication was measured by PFU
assay after 48 h.

Figure 4. (A) Toxicity assay for Lopinavir/Ritonavir, Chloroquine and Resveratrol in Vero E6 cells, after 48 h. (B) Inhibition
of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) replication in Vero E6 cells treated with Resveratrol as mea-
sured by qRT-PCR after 48 h. * Cytotoxicity impaired the evaluation of the anti-SARS-CoV-2 effect of Lopinavir/Ritonavir
and Chloroquine.
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4. Discussion
We confirm the antiviral activity of two compounds (lopinavir/ritonavir and chloro-

quine) that have been reported previously to inhibit HCoV-229E replication in vitro. In
addition, we show the antiviral effect of resveratrol on HCoV-229E and SARS-CoV-2 repli-
cation in vitro. In addition, resveratrol is the most powerful compound with an EC50 of
4.6 µM, a CC50 of 210 µM and an SI of 45.65, indicating that it could be efficiently used to
fight HCoV-229E infection. While their SI is lower, lopinavir/ritonavir and chloroquine
might show clinical potential. For instance, it has been observed that HIV patients might
reach minimal lopinavir serum concentration at 9.4 µM (IQR 7.2–12.1 µM) upon twice
daily treatment with 400 mg lopinavir and 100 mg ritonavir [50], which is in the same
range of the EC50 against HCoV-229E virus in vitro (8.8 µM). The previously mentioned
dosing regimen has been recommended by the by Chinese National Health Commission
in the management of SARS-CoV-2 patients [51]. Nonetheless, no differences in time
of clinical improvement, mortality at 28 days and detectable viral loads at various time
points were reported between the lopinavir/ritonavir group and the standard-care group
in a recent randomized, controlled, open-label trial [22]. Overall, a beneficial effect of
lopinavir/ritonavir and chloroquine in Covid-19 patients is still highly debated.

We observed a high cytotoxicity of lopinavir/ritonavir and chloroquine on Vero
E6 cells, which precluded the study of their anti-SARS-CoV-2 effect. In fact, several
studies have already evaluated the anti-SARS-CoV-2 effect of drugs including lopinavir
and chloroquine [48,49]. While most studies showed an antiviral effect in vitro for these
two drugs that would warrant further investigation, they also indicated cytotoxicity of
these drugs. The cytotoxicity we observed for lopinavir/ritonavir and chloroquine in the
present study is in line with these previous reports [48,49].

In contrast to lopinavir/ritonavir and chloroquine, our testing for SARS-CoV-2 inhibi-
tion shows a genuine anti-viral effect of resveratrol. We observed a significant decrease in
SARS-CoV-2 replication under non-cytotoxic doses of resveratrol up to 25 µM in vitro. To
further confirm the anti-SARS-CoV-2 effect of resveratrol using an in vitro model closer to
the in vivo pathophysiology, we will assess in future studies the anti-SARS-CoV-2 effect
of resveratrol using organotypic nasal epithelial cultures, which might better reflect the
pathophysiology of SARS-CoV-2 infection compared with the renal epithelial Vero E6
cells. During the revision process of our manuscript, new reports that showed the effect of
resveratrol on SARS-CoV-2 replication became available. Yang et al. reported the inhibition
of SARS-CoV-2 replication by resveratrol, with an EC50 of 4.48 µM, which is in line with
our findings [52]. In a study yet to be published, Ter Ellen and colleagues showed that
resveratrol and the structurally related molecule pterostilbene both inhibited the replication
of SARS-CoV-2, especially in primary human bronchial epithelium cells [53].

Although resveratrol, which displays both antiviral and anti-inflammatory properties,
could be an interesting treatment for Covid-19 patients [54], its use is limited by poor
bioavailability. Multiple strategies have been employed to overcome the poor bioavailabil-
ity of resveratrol in vivo [55], including a soluble formulation of trans-resveratrol [56] and
its administration as a nasal spray [57]. Although administered doses vary widely between
10 mg and 5 g [58], previous pharmacokinetic studies showed that patients receiving a
single 500 mg oral dose of resveratrol might reach an adequate plasma concentration to
promote the pharmacological activities of 71.2 ± 42.4 ng/mL e.g., 0.31 µM, with a Tmax
of 1.3 h [59]. In addition, nasal administration to expose the lungs to resveratrol reduced
tumor volume and tumor multiplicity by 45% and 27%, respectively, in A/J mice with lung
cancer [60]. In Covid-19 patients hospitalized in emergency units, the use of naso-tracheal
administration of resveratrol might allow for direct delivery of the treatment into the lung
and could provide maximum antiviral and anti-inflammatory efficiency.

In conclusion, further testing is needed to confirm whether resveratrol, either alone
or in combination therapy, could be of use in a clinical setting. Finally, it is important to
note that our results on SARS-CoV-2 inhibition by resveratrol are in vitro data and do not
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indicate that resveratrol can be used to treat Covid-19 until double-blinded clinical assays
have been successfully performed.

5. Conclusions
We confirm the anti-HCoV-229E activity of two compounds, lopinavir/ritonavir and

chloroquine, that have been previously reported to inhibit HCoV-229E replication in vitro.
In addition, we show here the antiviral effect of resveratrol on HCoV-229E and SARS-CoV-
2 replication in vitro. Resveratrol is the most powerful compound to fight HCoV-229E
infection with an EC50 of 4.6 µM, a CC50 of 210 µM and an SI of 45.65. In addition, our
testing for SARS-CoV-2 inhibition shows an anti-viral effect of resveratrol in vitro, which
will be assessed in future studies in organotypic nasal epithelial cultures. This will better
reflect the pathophysiology of Covid-19 infection and might lead to its use in a clinical
setting, either alone or as part of a combined treatment against Covid-19.
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Rôle des partenaires de CTIP2 dans la latence post-
intégrative du VIH-1  

Importance de la voie SUMO 

Résumé 
Les antirétroviraux SHUPHWWHQW�GH�FRQWHQLU� O¶H[SUHVVLRQ�GX�VIH-1 mais ne permettent pas 
son éradication. En cause, des cellules infectées par un virus latent appelées réservoirs, 
SULQFLSDO�IUHLQ�j�O¶pUDGLFDWLRQ��'HV nouvelles stratégies de guérison ont émergé afin de les 
supprimer. Mais la mise en place de ces stratégies nécessite une compréhension fine des 
mécanismes qui régissent la latence. Notre laboratoire étudie la latence dans les cellules 
microgliales qui sont un important réservoir du VIH-1. Le rôle central du facteur de 
transcription cellulaire CTIP2 dans la latence de ces cellules a été mis en évidence par le 
laboratoire. Il recrute au niveau du promoteur viral des complexes répresseurs de la 
transcription. Récemment, nous avons identifié un complexe associant CTIP2 à la 
SUMOylation. ,FL�QRXV�GpPRQWURQV�O¶HIIHW�UpSUHVVHXU�GH�OD�6802\ODWLRQ�VXU�OD�WUDQVFULSWLRQ�
et la réplication du VIH-1. Les marques SUMO1 et SUMO2/3 sont présentes sur le 
promoteur viral latent. De plus, la SUMOylation participe à la dégradation de la protéine 
YLUDOH�7DW�SDU�OD�YRLH�GX�SURWpDVRPH��(QILQ��FHUWDLQHV�FRPELQDLVRQV�G¶LQKLELWHXUV�GH�6802�
HW�G¶LQKLELWHXUV�GH�+'$&�Uéactivent les cellules microgliales latentes. En conclusion, nous 
GpPRQWURQV� O¶HIIHW� UpSUHVVHXU�GH� OD�6802\ODWLRQ�VXU� O¶H[SUHVVLRQ�GX�9,+-1 ainsi que sur 
Tat. 

Mots clés : VIH-1 ; latence ; CTIP2 ; SUMOylation ; transcription 
 
 

Abstract 
Antiretroviral therapy suppresses HIV-1 expression but is not able to eradicate the virus. 
Latently infected cells are the main obstacle to this elimination. Thus, new therapeutic 
strategies emerged in order to suppress these reservoirs. However, the implementation of 
these strategies requires a detailed understanding of the mechanisms that govern HIV-1 
latency. Our laboratory studies latency in microglial cells which are an important reservoir 
for HIV-1 in the brain. The central role of the cellular transcription factor CTIP2 in the latency 
of these cells has been demonstrated by our laboratory. CTIP2 recruits at the viral promoter, 
transcriptional repressor complexes inducing HIV-1 latency. We recently identified CTIP2 
associated in a complex with the SUMO pathway. Here, we demonstrated that SUMOylation 
represses HIV-1 transcription and replication. SUMO1, SUMO2/3 marks and CTIP2 are 
recruited to the HIV-1 latent promoter and removed when cells are reactivated. HIV-1 Tat 
protein is essential for the elongation step of HIV-1 transcription. We demonstrate that 
SUMOylation participates to Tat degradation via the proteasome pathway. Finally, 
combinations of SUMO and HDAC inhibitors reactivate HIV-1 latently infected microglial 
cells. In conclusion, we demonstrate the repressor effect of SUMOylation on HIV-1 
expression and on Tat stability. These results suggest that SUMO pathway is involved in 
HIV-1 post-integrative latency. 
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