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Introduction

A. Géneéralités

Al. La pandémie du SIDA.

Fin des années 1970, des médecins américains s’étonnent de la recrudescence
de patients touchés par des infections pulmonaires a Pneumocistis Carinii et de la

multiplication d"un rare cas de cancer de la peau, le sarcome de Kaposi.

Le Center for Disease Control (CDC) confirmera l’existence d’'un probleme
sanitaire associé a une immunodéficience sévere en 1981, apres avoir remarqué un
nombre croissant de personnes immunodéprimées. Apres quelques errances
communautaristes, ce syndrome est renommé SIDA (syndrome de

I'immunodéficience acquise) en 1982.

Peu de temps apres, des cas de SIDA sont avérés un peu partout dans le
monde, plus de 3000 seront recensés en 1983. Cette méme année, un virus
lymphotropique, le LAV (lymphadenopathy-associated virus), est identifié et
étroitement associé avec le SIDA par les chercheurs de l'Institut Pasteur (Barre-
Sinoussi et al., 1983) sans réussir a assurer un lien de causalité entre les deux. En
1984, par contre, le CDC affirme avoir enfin isolé 1'agent étiologique du SIDA, le
HTLV-III (humanT-cell lymphotropic virus) (Gallo et al., 1984). Il s’avérera que LAV
et HTLV-III sont en fait un seul et méme virus, renommé officiellement VIH (virus de
I'immunodeficience humaine) en 1986 par le «international comittee on the
taxonomy of viruses », mettant un terme aux luttes de paternité de I'identification du

virus, entre laboratoires francais et américains.

Cependant, méme si la prise de conscience de 1'épidémie trouve sa source aux
Etats-Unis, 1'origine du virus serait treés probablement camerounaise. En effet, en

1999, des analyses phylogénétiques établissent un lien entre les groupes M, N et O du
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VIH-1 avec le SIVcpz (simian immunodefiency virus), une souche infectant des
chimpanzés sauvages, principalement retrouvés dans les foréts sud-camerounaise
(Gao et al.,, 1999). Le VIH aurait donc dérivé d'une zoonose du SIVcpz a 'homme.
Plus récemment, le gorille, et plus précisément le SIVgor, a été ajouté dans I"équation,
comme étape intermédiaire évolutif entre chimpanzé et humain (Takehisa et al.,
2009), et méme comme source d'un nouveau VIH, le groupe P (Plantier et al., 2009).
Le moment et 'endroit exact de cette zoonose restent des questions ouvertes et
assujetties a controverses. Méme si elles permettraient d’en savoir plus sur le virus et
comment le combattre, répondre a ses deux questions peu aussi avoir l'effet pervers
de stigmatiser une communauté de personnes en lui faisant porter la culpabilité de ce

qui, en 2002, a été décrété comme pandémie par I'OMS.

A2.Le SIDA aujourd’hui

Aomme e Th i S o 5L T, . L ST . =1 =" . 112 - 8

Figure 1: Prévalence du VIH dans le monde en 2009 (Rapport ONUSIDA 2010)

Nous voila trente ans plus tard et les dernieres données dressent le triste
constat de 34 millions de personnes atteintes du VIH a travers le monde en 2010 et

entre 2.4 et 2.9 millions de personnes nouvellement infectées cette méme année

(Figure 1) (données ONUSIDA 2011).
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La pandémie continue, mais la situation va en s’améliorant depuis 1997, les
nouvelles infections étant a la baisse, contrairement aux investissements. En 2011,
16.6 milliards de dollars ont été débloqués pour financer la lutte mondiale contre le
SIDA contre 15 milliards en 2010. En juin 2011, les états membres se sont accordés sur
la nécessité de mettre, chaque année, 24 milliards de dollars a disposition de la lutte
mondiale et ce a compter de 2015 (Figure 2).

La France a promis une aide a hauteur de 1.4 milliards de dollars sur les trois
prochaines années.

Des sommes d’autant plus considérables quand on considere le contexte de crise

/4 .
économique.
HESLOIREES TOTALES MECESESAIRES Bp 2015 70520 MILLIARERS C£ DOLLAHS
| ECT TS BT PO RAMES TF RARE Heikels = gERTIFE
Pl ea 1% AR F k5 S :
LT 158 ' L TS
._.. fabers el phs b s .'\. aiid —VPEne
Hrpdatzrs clayks phe Sesqus o 3 prisid
B rocerian day nzis ns infoctiong & 50 e cnaonr B el o s sras e
Temgrnniee Ay srevpee de sermeoroiror W veretra kel gsie alantali

Figure 2: Plan financier de 2015 pour la lutte contre le SIDA (OnuSIDA 2012)
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A3. Déroulement de la maladie

Acuto NIV gyndromc Syauptoms of

1200 Priuary Wide dissermingbon ol virus AIDS 107
Infection Scediag of lympho:d organs
\ Jeath
100
1
Lon0 Cippartimistic

¥

. [Drisgeses
Qoo / Clinical Iaency /
I 1

oo \

Constitrtional 1087
700 x Symptoms
finn | /
En Lo

eise]d [ Iad sardod v AITT

CDg* T Lymphocoyle Count (cells/ mm?)

_...--"
400 e
__._--"'--_
200 \—///_
108
200
100 /
o ] p
v o3 6 0y o1z 0 2 3 a4 n 6 y & y 10 1 10°
Weeks Years

Figure 3: Evolution de la maladie. Au cours de la maladie, on observe une variation du taux de virus
circulant (rouge) et du nombre de LT CD4+ (bleu), durant, dans 'ordre, la primo infection, l'infection
aigue, la phase asymptomatique et enfin le stade SIDA. (Sanao/Licence Creative Commons)

La phase de primo-infection dure de 3 a 6 semaines et s’accompagne de
symptomes proches de la mononucléose infectieuse. Durant cette phase, le virus se
réplique de fagon exponentielle, tout en entrainant la réduction du nombre de
lymphocytes T CD4+ (LT CD4+), la cible privilégiée du virus, dans le plasma. (pour
revue, Elspert et al., 2007)

Au terme de la primo-infection, le systeme immunitaire se redresse, la

quantité de LT CD4+ remonte a un taux normal et la séroconversion s’amorce.
S’en suit une phase dite asymptomatique, d’une durée de 6 a 11 ans en 1’absence de
traitement, ot le systeme immunitaire est renouvellé constamment et maintient la
charge virale plasmatique a un faible niveau (Chun et al,, 1997). L’existence d’une
réplication résiduelle permet la production de virus laissant le systeme immunitaire
dans un état d’hyperactivation constant. La persistance d’une inflammation
chronique va étre a l'origine du déclin progressif des LT CD4+. (Aziz et al.,, 1999 ;
Aukrust et al., 1995 ; Breen et al., 1990 ; pour revue Lederman et Margolis, 2008)

Arrivé sous le seuil de 200 LT CD4+/ml, le systeme immunitaire n’est plus en
mesure de répondre aux challenges des maladies opportunistes. Le patient,

immunodéprimé, rentre en phase SIDA jusqu’a son déces.
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A4. La vaccination au point mort

Les scientifiques ont pris '’habitude de rendre la politesse aux virus a grand
coup de vaccins préventif et/ou curatif. Le VIH-1 ne déroge pas a la regle, et les
stratégies conventionnelles de vaccination ont été déployées des 1984 ; les premiers

essais cliniques étaient alors attendus pour 1986/1987 (Brandt, 1984).

Malheureusement, le nombre élevé de groupes et sous-types de virus, ainsi
que les méchanismes d’évasions déployés par le virus rendent la production d'un
vaccin préventif tres compliquée. Notamment, la protéine de surface, et plus
particulierement de la sous-unité gpl20, cible privilégiée dans les stratégies
vaccinales, présente des caractéristiques lui permettant de contourner les défenses
immunitaires.

En effet, les épitopes potentiels sont masqués par des glycosylations, par des
changements conformationnels rapides et du fait de la trimérisation de la protéine. A
cela s’ajoute l'evolution rapide de la gpl20 ainsi que l'apparition de nouveaux
variants. Ainsi, il est difficile d’induire une réaction immunitaire capable de couvrir
lI'intégralité des variants, tandis que le trimere de gp120 a peu d’antigénicité. Ces
deux phénomenes évolutifs sont inhérents a la haute variabilité du génome viral

(pour revue, Burton et al., 2004).

La complexité li¢ a I'infection par le VIH, tant au niveau de son évolution rapide que
de son action délétere sur le systeme immunitaire, pousse la recherche a ré-inventer
la maniere d’aborder la vaccination en mettant la communauté scientifique au pied
du mur :

Le Pr Montagnier déclarait en mai 2012 « (le vaccin préventif) je n'y crois plus [...] il
y a besoin d'un mouvement pour révolutionner ou faire évoluer la médecine »

(source : France info).
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Pendant ce temps, les campagnes de prévention et de dépistage ont permis de
responsabiliser et de limiter le nombre de nouvelles infections, tandis que la
recherche a déployé un éventail de molécules ciblant différentes étapes du cycle de
réplication du virus. Les anti-rétroviraux (ARV) ont été introduits pour traiter les
patients infectés en l’absence de vaccin, qui manque cruellement pour enrayer

définitivement I'épidémie.
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B. Le cycle réplicatif du VIH et les Anti-retroviraux.

B1. La particule virale

Le VIH est un virus de la famille des Retroviridae et du genre lentivirus. En tant
que rétrovirus, le génome viral est porté par une une molécule d'’ARN monocaténaire
de polarité positive. Deux copies d'ARN sont recouvertes de la protéine de
nucléocapside, p7.

L’association ARN/p7, ainsi que des protéines virales essentielles au cycle réplicatif,
mais aussi des protéines d'origine cellulaire, sont enfermés dans une capside conique
composée d'une oligomérisation d'environ 1500 protéines p24.

La capside elle méme se trouve dans une cavité délimité par la protéine de matrice
pl7, protéine qui se fixe par l'intermédiaire de son extrémité N-terminale myristillée
aux lipides de I'enveloppe virale.

L'enveloppe virale est une bicouche lipidique, provenant du bourgeonnement des
virus depuis les cellules humaines infectées. Cette bicouche lipidique est traversée
par 14 trimeres de protéines d'enveloppes, formées d'une sous unité
transmembranaire de gp41 et d'une sous unité de surface de gp120 (Clapham et al.,
2001).

Le tout donnant une particule virale d"une taille s’échelonnant de 80 a 120nm (pour

revue Ganser-Pornillos et al., 2008 ; Pornillos et al., 2012) (Figure 4)

anv
pol vor [ = ™ |nef

A | 7 - e ?
Ly | _FR HT m ) f ey o Ia[
HTP i on o o ST T

e =

Figure 4 : Organisation du génome et de la particule virale. (Frankel et Young, 1998)
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B2. Le génome viral

L'information génétique du virus est portée par deux copies d'une molécule
monocaténaire d'’ARN a polarité positive d'environ 9,7 kB chacun. Les retrovirus ont
la particularité de retro-transcrire la molécule d'ARN encapsidée en une molecule
d'ADN bicaténaire grace a la transcriptase inverse virale, incluse dans le virion.

Une fois retro-transcrit la molécule d'ADN est flanquée de deux régions non
codantes identiques en 5' et 3', appelées séquence LTR (Long Terminal Repeat). Ces
régions participent a l'intégration du génome viral dans '’ADN de la cellule hote et
encadrent 9 genes viraux, régulés par I'activité promotrice dans le LTR en 5'.

Les genes Gag, Pol et Env codent pour les protéines fondamentales. Chacun d'eux
donnera naissance a des polyproteines qui seront ensuite clivées soit par la protéase
virale p11, dans le cas des précurseurs GAG et POL, soit par la protéase cellulaire

furine, dans le cas de la polyprotéine ENV. (Figure 4)

Autour du gene Env se trouve des genes codant pour des protéines
régulatrices, Tat et Rev, et pour des protéines accessoires (ou auxiliaires), Vif, Vpr, Vpu
et Nef. Ces genes sont transcrits par décalage du cadre de lecture (pour revue,
Frankel et Young, 1998 ; Tang et al., 1999).

Le génome viral comporte aussi des séquences non-codantes. Les LTRs, déja
abordées précédemment, la séquence CTS (Central Terminaison Signal), riche en AT,
qui permet d’achever la transcription inverse et la séquence RRE (REV Responsive

Element) impliquée dans la transcription et I'export des ARN messager (ARNm)

viraux.
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B3. Le cycle de réplication

Figure 5: Les étapes du cycle de réplication du virus. Le cycle viral se décompose en différentes
étapes : I'entré du virus (chapitre B3.1), la transcription inverse (chapitre B3.2), l'intégration (chapitre
B3.3), I'expression du provirus et la production des protéines virale (chapitre B3.4), I’assemblage de la
particule virale, 1’encapsidation des deux copies d’ARNv, le bourgeonnement de nouveaux virions et
leur maturation (chapitre B3.5). Des molécules sont capables de cibler certaines étapes de ce cycle et

sont actuellement utilisées lors des multi-thérapies. (Source personnelle)
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B3.1. L'entrée du virus
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Figure 6: Les interactions séquentielles des récepteurs cellulaires/ récepteurs viraux (Doms, 2012)

La sous-unité gp120 initie le processus d’entrée du VIH-1 en se fixant aux
récepteurs CD4, présents a la surface des lymphocytes et des macrophages. Cette
fixation révele la boucle hypervariable V3 de la gp120. Suivant le tropisme viral, cette
boucle porte un site de fixation au co-récepteur a chémokine CCR5 ou CXCR4. La
fixation simultanée de la gp120 au récepteur et au co-récepteur engage la sous unité
gp41 dans le processus d’entrée. La partie N-terminale de la gp41, appelé le peptide
de fusion, s'insere alors dans la membrane de la cellule hote. Un repliement
subséquent de la gp41 entraine le rapprochement des membranes cellulaire et virales

et aboutit a la fusion des deux bicouches lipidiques (Willen et al., 2012). (Figure 6)

La compréhension de ce mécanisme a permis la mise sur le marché de
I’Enfuvirtide®, ou T20. Cet analogue du peptide de fusion, avec qui il entre en
compétition, empéche I'étape de repliement de la gp41 et par voie de conséquence
'entrée du virus dans la cellule hote. Bien qu’élégante, cette approche est facilement
mise a mal par 1'évolution rapide du virus. En effet, quelques mutations de la gp41
suffisent a rendre le T20 inefficace (Carmona et al., 2005). De plus, le T20 doit étre
administré par voie intra-veineuse pour atteindre une efficacité optimale, ce qui en
fait un protocole lourd pour les patients. Du fait de ces limitations, la pérennité de

cette stratégie a été remise en cause par Roche en 2010 avec l'abandon du
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développement du T1249, inhibiteur de fusion de seconde génération (Eggink et al.,

2009 ; pour revue, Berkhout et al., 2012)

Une autre molécule, le Maraviroc® se fixe sur le co-récepteur CCR5 pour
empécher l'interaction gpl20/CCR5. Malheureusement, des résistances a cette
molécule peuvent apparaitre du fait de I'hypervariabilité de la boucle V3. (Yuan et

al,, 2011 ; pour revue Gilliam et al., 2011).

B3.2. La transcription inverse.

Une fois entrée, la capside du virus est acheminée vers le noyau grace au
réseau de microtubules de la cellule hote (Arhel et al., 2006). Pendant le trajet, le RTC
(Reverse Transcription Complex) commence la transcription inverse de '’ARN viral.
L’ARNLt lys 3, préalablement intégré dans la capside, sert d’amorce a la transcriptase
inverse. A l'issu de 1'étape de transcription inverse, le génome viral est converti en
ADN bicaténaire linéaire, encadré par les LTRs et contient un chevauchement
d’ADN dans le centre du brin codant. Du fait de ce chevaument, ’ADN viral
nouvellement forme est appelé ADN flap. La synthese de I’ADN flap et l'arrivé a
proximité du noyau, servent de signal a la décapsidation, privant le RTC de la p24
qui va des lors évoluer en complexe de pré-intégration (PIC) (Telesnitsky et al., 1997 ;

Zennou et al., 2000 ; Arhel et al., 2007 ; pour revue Nisole et Saib, 2004). (Figure 7)

Etape clé du cycle réplicatif, la transcription inverse a rapidement été la cible
d’ARV. On distingue deux catégories de molécules ciblant la transcriptase inverse :
les inhibiteurs nucléosidiques et non-nucléosidiques de la transcriptase inverse
(respectivement INTI et INNTI).

Les INTIs font office d’initiateurs de la lutte anti-VIH basé sur les ARV. En
effet, 'azidothymidine (AZT) a été la premiere molécule anti-retrovirale mise sur le
marché. Le principe des INTIs repose sur la terminaison précoce de 1'étape de

transcription inverse. Les INTIs sont des analogues des nucléotides cellulaires privés
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d’extrémité 3’OH sur le motif désoxyribose. Une fois incorporés a la chaine de
nucléotides en formation, ils font office de terminateurs et la transcriptase inverse est
dans l'incapacité de poursuivre la synthese du brin d’ADN (pour revue Vivet-
Boudou et al., 2006)

Les INNTIs sont quant a eux des inhibiteurs non-compétitifs de la
transcriptase inverse. Les modifications conformationnelles de la transcriptase
induites par la fixation d’un INNTI entrainent une perte d’affinité de I'enzyme pour
les nucléotides. Pour palier I'emergence de variants résistants aux INNTIs de
premiere génération, comme 1’Efavirenz®, les molécules de seconde génération,
comme |'Etravirine®, ont une flexibilité structurelle accrue, qui leur permet de passer
outre une partie des mutations apparaissant dans la transcriptase inverse (Minuto et

al.,, 2008 : pour revue Sarafianos et al., 2009).

Figure 7: Migration du RTC vers le noyau et décapsidation. La capside virale est prise en charge par
le systeme de microtubules de la cellule infectée. La capside migre vers le noyau et le RTC (Reverse
Transcription Complex) réalise la transcription inverse, qui permet la synthése de I’ADN viral,
I’ADNflap. A l'issue de la migration au noyau, la capside est destabilisée, le RTC évolue en PIC (Pre-

Integration complex) (Arhel et al., 2007)
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B3.3. L'intégration

Des protéines virales, membres du PIC, permettent I'import de 'ADN flap
dans le noyau, et ce par des voies multiples et redondantes. La protéine VPR (viral
protein r) peut importer ’ADN viral soit en interagissant avec des nucléoporines soit
en destabilisant la membrane nucléaire (de Noronha et al., 2001 ; pour revue Morellet
et al., 2009), tandis que l'intégrase et pl7, par l'intermédiaire de leur signal de
localisation nucléaire (NLS) permettent I'entrée du complexe ADN/PIC en liant
I'importine-a (Figure 8) (Haffar et al., 2000 ; Ao et al., 2010). Une fois dans le noyau,
I'intégrase, liée aux extrémités de I’ADN flap, va, par attaque nucléophile, rabotter
les LTRs de deux nucléotides et cliver ’ADN de la cellule hote. Cette étape est
facilitée par des protéines cellulaires membres du PIC, telle que LEDGF et HMG-I
(pour revue Delelis et al.,, 2008). Le chevauchement dans I’ADN flap est ensuite

corrigé par la protéine cellulaire, FEN1 (Rumbaugh et al., 1998).
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Figure 8: Mécanisme d’import du PIC dans le noyau de la cellule infectée. Vpr intéragit avec les
nucléoporines, tandis que l'intégrase peut intéragir avec l'importine, ce qui permet la migration du
PIC dans le noyau de la cellule hote. (Suzuki et Craigie, 2007)

L’unique inhibiteur de I'intégrase que 1’on peut considérer sur le marché, est le

Raltégravir®. Mis sur le marché depuis 2007, les effets sur le long terme n’ont pas
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encore pu étre totalement évalués, méme si des études commencent a émerger et a
pointer du doigt des effets secondaires, notamment des problemes rénaux ou un rare
syndrome de Stevens-Johnson (Vassallo et al, 2012). La seule alternative,
I"’Elvitégravir®, n’est proposé qu’aux patients en échec thérapeutique, bien qu’ayant
un profil de résistance identique au Raltégravir®. La barriere génétique des ces ARV
est faible, une seule mutation est délétere, ce qui les rend sensibles a 1'échappement
virologique (Markowitz et al., 2007 ; Quercia et al., 2009).

L’avenir se tourne maintenant vers les inhibiteurs de deuxieme génération,
comme le Dolutégravir®, actuellement en phase clinique III, qui s’avere efficace sur
les virus résistants au Raltégravir® et I'Elvitegravir®. Des recherches sur des
inhibiteurs de l'interaction intégrase/LEDGF sont actuellement en cours. (pour revue

Quashie et al., 2012)

B3.4. la transcription virale

A ce stade débute la phase post-intégrative. Le génome viral intégré, ou
provirus, détourne la machinerie transcriptionnelle cellulaire afin de produire les

transcrits viraux, en deux étapes distinctes, la phase précoce et la phase tardive.

La phase précoce

Dans un premier temps la transcription des genes est dépendante des facteurs
de transcription cellulaires. Lors de I'activaton des LT CD4+, les facteurs activateurs
NF-«xB et NFAT migrent dans le noyau et se fixent dans la région LTR du provirus
sur leurs motifs de reconnaissances respectifs. Par la suite, les facteurs NF-IL6, CREB,
USF et Ets sont recrutés pour I'activation complete de la transcription.

Dans les cellules microgliales, la fixation seul de NF-xB semble suffisante pour
activer la transcription. (Kinoshita et al., 1998 ; Barboric et al., 2001 ; pour revue Rohr
et al., 2003). Pendant cette phase la vaste majorité des transcrits produits sont courts
du fait de la déstabilisation précoce de I’ARN polymérase II (ARNpolll) (Kao et al.,
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1987 ; Kessler et Mathews, 1992). Les quelques transcrits complets produits sont
ensuite multi-épissés, migrent dans le cytoplasme et menent a la synthese des
protéines virales régulatrices TAT et REV. Quand les quantités de ces deux protéines

sont suffisamment élevées, la phase tardive de transcription s’amorce.

La phase tardive REV- et TAT-dépendante

Au début de I'étape de transcription, le transactivateur TAT se fixe a 'ARN
viral naissant au niveau d’une séquence en structure tige-boucle, la TAR (Trans-
Activation Responsive element) (Berkhout et al., 1989). TAT recrute et agit comme
intermédiaire entre P-TEFb, acteur majeur dans la transcription des genes de classe
IT, et I’ARNpolll (Zhu et al., 1997).

L’activité kinase de la sous-unité CdK9 de P-TEFb agit sur I’ARNpolll, d'une
part en augmentant sa processivité, en phosphorylant les résidus du domaine C-
terminal, et d’autre part en augmentant sa stabilité, en phosphorylant les facteurs
négatifs de 1’élongation NELF et NSIF. (Price et al, 2000 ; Ping et Rana, 2001 ; Zhang
et al.,2007). La phase d’élongation favorisée, des transcrits complets du génome viral
sont produits.

Tout comme TAT, REV peut se fixer avec une haute affinité a une structure
tige boucle dans I’ARN viral, le site RRE, situé dans le gene Env (Malim et al, 1989 ;
Mann et al., 1994 ; Watts et al., 2009). REV comporte un site site NES (Nuclear Export
Signal) et un site NLS, qui vont interagir respectivement avec le récepteur d’export
CRM1 (Chromosome maintenance region 1) et 'importine-p (Henderson et al. 1997 ;
pour revue Kohler et Hurt., 2007). Une fois fixé sur le RRE, REV va augmenter la
stabilité des transcrits et permettre leur export hors du noyau, en contournant les
meécanismes cellulaires de rétention des transcrits n’ayant pas achevés leur épissage
(Figure 9).

A partir des transcrits mono- ou non épissés, les dernieres protéines virales sont

produites.
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Figure 9: Les différents types ARNm produits selon leur niveau d’épissage. Le génome viral permet
la production d’ARNmM multi-epissés (ARNm III) pendant la phase précoce. Pendant la phase tardive,
la protéine REV se fixe sur la structure d’ARN RRE (en rouge) et permet I'export des ARNm non-
épissés et mono-épissés (respectivement ARNm I et ARNm II). (Korber et al., 1998)

Aucune molécule n’est pour l'instant disponible sur le marché pour interférer avec

cette partie du cycle réplicatif.

B3.5. L’assemblage, bourgeonnement et maturation.
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Figure 10 : Du bourgeonnement a la maturation de la particule virale. Gauche : bourgeonnement
suivie de la maturation Droite: Les sites de clivages dans le précurseurs GAG sont ciblés par la
protéase virale lors de la maturation. (Briggs et Kraeusslich, 2011)

Les transcrits mono- et non-épissés servent de matrice a la production des
polyprotéines ENV, GAG et GAG-POL.
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La polyprotéine ENV est clivée en gp120 et gp4l par la furine dans l'appareil de
Golgi pendant son transport vers des rafts lipidiques de la membrane cytoplasmique
(Hallenberger et al., 1997). Parallelement, les précurseurs GAG et GAG-POL migrent
et oligomérisent au niveau de la face interne de la membrane plasmique, sous ces
mémes rafts (Ono et Freed, 2001 ; pour revue Ono 2010 ; Chazal et Gerlier 2003). La
concentration croissante de GAG-POL sous-membranaire, environ 1500 copies,
induit une courbure de la membrane qui amorce bourgeonnement viral (figure 10)
(Provitera et al.,, 2001). GAG-POL, par son domaine p6, acheve le processus en
recrutant des protéines cellulaires impliqués dans le transport vésiculaire (Garrus et
al., 2001).

La particule virale produite est qualifiée d’immature jusqu’a ce que la protéase
virale, p11, clive GAG/GAG-POL en protéines de structure (Figure 9)(Ross et al.,
1991 ; Wiegers et al., 1998). Une fois maturée, la particule virale devient infectieuse et

peut recommencer un cycle réplicatif (pour revue Bieniasz, 2009)

Introduit en 1995, les inhibiteurs de pll, comme le Saquinavir®, premiere
molécule de la gamme disponible, ont pour but d’empécher la formation et la
maturation de la particule virale (Kitchen et al., 1995). Ces inhibiteurs sont
couramment utilisés dans les multi-thérapies, bien qu’ayant une biodisponibilité
sous-optimale, notamment dans le cerveau et le testis, et de nombreux effets
indésirables (Kim et al., 1998 ; Huisman et al., 2001 ; Gohsn et al., 2004)

Une molécule alternative, le Bevirimat®, inhibe la maturation du précurseur
GAG en entravant le site de coupure de la p24. Le développement de cet inhibiteur,
facilement mis a mal par des mutations dans le site de clivage, a depuis été

abandonné (Lu et al., 2011).
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B4. Les anti-rétroviraux ne permettent pas d’éradiquer le

virus.

Les ARV ont pour objectif de réduire la charge virale au dessous des seuils de
détectabilité (<50 copies d’ARN viral/ml) et de maintenir le taux plasmatique de LT
CD4+ au dessus des 500 cellules/ml. Grace aux traitements, la période
asymptomatique et I'espérance de vie des patients sont conjointement prolongées,
passant d’environ 10 ans en absence de traitement a environ 45 ans sous ARV (May
et al., 2011).

Les traitements sont pris sous forme de combinaisons de plusieurs ARV de
différentes classes, on parle de multi-thérapie ou cART (combination antiretroviral
therapy). En général, le traitement de premiere ligne consiste en une association de
deux INTIs avec soit un inhibiteur de la protéase soit un INNTI. Ces multi-thérapies
ont gagné en confort, en se limitant désormais a un comprimé unique quotidien,
contre 25 par jour au début des protocoles (Sterrantino et al., 2012).

Mais la ou le bat blesse, c’est que la cART ne guérit pas de la maladie, elle
permet uniquement de la controler et en fait une maladie chronique. Cette chronicité
impose au patient une observance a vie de son traitement, dont le cofit est estimé a
hauteur de 10.000€/an dans les pays occidentaux, ou l'acces aux ARV est facilité
(communiqué de presse GBI Research du 04/05/2012 — 12829%/an en 2010). On
regrettera ainsi que plus de la moitié des personnes infectées dans le monde n’aient
pas les moyens d’étre traité, méme avec la production de médicaments génériques.

De surcroit, 'observance des traitements doit étre stricte. En effet, en cas
d’interruption, on observe rapidement un rebond de la virémie, une chute du taux de
LT CD4+ et la possibilité d’émergence de virus résistants qui rendent le traitement en
cours obsolete. Dans ce dernier cas de figure, on parle d’échappement thérapeutique

ou virologique. (Harrigan et al., 1999 ; Zhang et al., 2000)
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B4.1. Echappement thérapeutique

L’échappement provient de l'apparition de nouveaux variants, résistants aux
traitements, d’ou l'intérét du couplage de plusieurs molécules dans les thérapies
pour limiter ce phénomene. La poussée de ces variants est le résultat d’'une retro-
transcriptase peu fidele, avec un taux d’erreur estimé d’une toutes les 10.000 paires
de bases, soit 1 mutation dans le génome de chaque virions nouvellement produit
(Mansky and Temin., 1995).

C’est paradoxalement la fidélité médiocre de la reverse transcriptase qui va
permettre au virus d’évoluer rapidement. La chute de fitness viral éventuelle étant
largement compensée par la capacité de perdurer dans 1’organisme.

Les données de I'OMS indiquent que 6% des patients ont une pharmaco-
résistance avant les traitements de premieres lignes, 10% sont en échec virologique
apres un an de traitement, de ces 10%, 4% restent en échec en passant sur un
deuxieme régime anti-rétroviral et, enfin, 69% des patients présentent des résistances
détectables, mais ne conduisant pas a un échec thérapeutique (Jordan et al., 2011).

Nonobstant, chez les patients répondeurs, des techniques de détection ultra-
sensible révelent une virémie résiduelle (Palmer et al., 2003). Le déclin de la quantité
d’ARN viral plasmatique amorcé par les traitements ne concrétise pas 1'éradication
totale du virus.

Cette réplication de fond peut s’expliquer par la présence de virus dans des
zones de l'organisme ou la biodisponibilité des ARV est moindre (les réservoirs
anatomiques) ou par résurgence, ou « blips de réplication », provenant de cellules
infectées de fagon latente (les réservoirs cellulaires) (Rong et Perselson, 2009 ;
Conway et Coombs, 2011).

Les deux phénomenes ne sont pas exclusifs, mais amenent a des
considérations différentes vis-a-vis des ARV. Dans le premier cas, 'amélioration de
la pénétration des molécules dans les réservoirs solutionnera ce probleme, tandis que
dans le second cas, les ARV seuls ne permettront jamais d’atteindre la guérison des
patients, le virus latent y étant virtuellement insensible.
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C. Réservoir et latence

Les virus issus de la réplication résiduelle ne présentent pas de signes notables
d’évolution dans leur génome (Hermankova et al., 2001). Ces observations
corroborent la ré-apparition de souches sauvages lors de la levée des traitements
(Wong et al., 1997). La réapparition de ces virus sauvages, pourtant inadaptés a

I'environnement thérapeutique, s’explique par la présence de réservoirs viraux.

C1. Les réservoirs anatomiques

Les réservoirs anatomiques, ou sanctuaires viraux sont définis comme des
zones a immunologies privilégi€es, ou le virus aura une cinétique de réplication plus
stable que celle des virus réplicativement actif dans le reste de 'organisme (Blankson
et al., 2002).

Des barrieres anatomiques séparent les sanctuaires viraux du sang et des
organes lymphoides, réduisant la diffusion des ARV dans ces sites (Solas et al., 2003).
Cette particularité permet au virus de poursuivre une réplication résiduelle et
d’entretenir un état d’inflammation permanent des tissus.

On distingue trois principaux réservoirs :

Le tractus génital et le systeme nerveux central (SNC), isolés respectivement
par la barriere hémato-testiculaire et la barriere hémato-encéphalique et les organes
lymphoides (principalement le tractus digestif), lieu de résidence des lymphocytes T

a mémoire.

C2. Les réservoirs cellulaires

L’hypothese de I'existence de réservoirs viraux cellulaires latents a rapidement
été validée. Dans les LT CD4+ quiescents, le nombre de cellules infectée de fagon
latente est estimé a une cellule par million (Finzi et al., 1997 ; Chun et al., 1997). Ces
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réservoirs proviennent soit de l'infection directe de lymphocytes T mémoire, soit de
I'infection de LT CD4+ activés, en court d’évolution vers la quiescence. (Figure 11)
La persistance et le métabolisme ralenti des LT CD4+ mémoire, en font un

réservoir de virus non productif de longue durée.

Establishment and maintenance
of & latent resenvoir

Figure 11: Etablissement et maintien du réservoir cellulaire LT CD4+. Les cellules T naives (bleues)
peuvent se différencier en lymphocytes T activés (rouges). La part de LT CD4+ ne succombant pas des
effets cytopathiques de l'infection peuvent évoluer en cellule mémoire (vertes), quiescentes, qui

renouvellent le stock de cellules réservoirs. (Persaud et al., 2003)

Par ailleurs, des analyses génétiques, consécutivement a un rebond virémique
apres interruption des traitements ARV, indiquent que les LT CD4+ ne sont pas
I"'unique zone d’archivage de virus latent (Bailey et al., 2006 ; Chomont et al., 2009).
Fondé sur ces observations, les cellules de la lignée monocyte/macrophage ont été
proposées comme source de latence virale a leur tour (Figure 12). En effet, la
réplication y est possible et ces cellules peuvent persister dans 1’organisme pour de
longues périodes.

Pour plus de détails cf Annexe- publication 5 (Le Douce et al., 2010).
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Figure 12: Cellules de la lignée monocyte/macrophage. Issue d'une cellule progénitrice
hématopoietique, les cellules de cette lignée compte comme représentantes les cellules dendritiques
interstitielles et plasmacytoides, les cellules microgliales et les macrophages. (Le Douce et al., 2012)

C3. Les cellules microgliales

Les cellules microgliales sont des macrophages résident du SNC, capables de
proliférer in-situ et perdurant pendant la durée de vie de I'individu (Suh et al., 2005).
Ces cellules, cibles principales du VIH dans le SNC, sont infectées tres précocement
pendant la phase aigué de la maladie (He et al., 1997; Jordan et al., 1991). La
réplication virale y est ensuite rapidement stoppée, provoquant I'entrée en latence du
virus et faisant des microglies le principal réservoir cellulaire cérébral (Davis et al.,
1992 ; Barber et al., 2006).

Dans les dernieres étapes de la maladie, I'inflammation provoquée par le
rebond virémique réactive ce réservoir et le nombre de microglies productivement

infectées augmente drastiquement (Cosenza et al., 2002). Le nombre de macrophages
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cérébraux activés est par ailleurs étroitement lié au syndrome de démence induite

par le VIH en phase SIDA (Glass et al., 1995).

C4. Les nouvelles stratégies et traitements de demain

Les ARV, aussi efficace soient-ils, accusent clairement de leurs limites.
Echappement viral, sanctuaire anatomique et latence virale, pour n’en citer que trois,
font que leur utilisation sur le long le terme ne sera pas la réponse pour aboutir a la
guérison.

La nécessité de développer de nouvelles stratégies, complémentaires des ARV
ou non, n’est plus a démontrer a ce stade. (pour revue, Annexe-publication 7, Le Douce

etal., 2012)

C4.1. La thérapie génique

Pour I'heure il n’existe qu'un cas observé de guérison, le « patient de Berlin ».
Séropositif et atteint de leucémie, il subit une greffe de moelle osseuse provenant
d"un donneur homozygote pour la mutation delta 32 du récepteur CCR5, rendant le
récepteur inexploitable par le virus lors de I'étape d’entrée (Hutter et al., 2009). A la
suite de cette thérapie audacieuse, le niveau d’ARN viral plasmatique devient
indétectable, son pool de LT CD4+ est restauré et une population de macrophages,
résistante a l'infection, a remplacé 1’ancienne.

En juin 2012, lors de la conférence « Challenges inherent in detecting HIV
persistence during potentially curative interventions : a study of the Berlin patient»,
le Pr Yukl présente les résultats croisés de plusieurs laboratoires indiquant que
I’ARN et I’ADN du virus sont a nouveau détectables, respectivement dans le plasma
et dans le rectum du « patient allemand ». Parmi les hypotheses émises, une nouvelle
infection, court-circuitant la protection allouée par le CCR5 A32 ou une résurgence

depuis des réservoirs viraux.
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Bien que remise en cause, mais pas encore réfutée, et surtout non-applicable a
grande échelle, la méthode employé sur le « patient allemand » valide 1'éventuel
recours aux thérapies géniques (Lewin et Rouzioux, 2011). Les premiers essais de
thérapie cellulaires a base de LT CD4+ génétiquement modifiés sont en cours de

réalisation. (Perez et al., 2008 ; Holt et al., 2010).

C4.2. Améliorer et compléter la cART

C4.2.1. Inhibition de la transcription

L’échappement virologique est imputable aux mutations apparaissant dans le
génome viral lors de la réplication résiduelle. Ajouter des molécules, ayant pour
vocation l'inhibition de 1'étape de transcription virale, aux cocktails d’ARV actuels
permettrait un contrdle accru de la virémie, en réduisant/abolissant les blips, et par
voie de conséquences de limiter I’apparition de mutants résistants. In fine, en limitant
les effets d’inflammations provoqués par la virémie de fond, et en augmentant la
barriere génétique des ARV, la qualité de vie des patients serait améliorée.

Des inhibiteurs de facteurs transcriptionnels recrutés au promoteur viral
paraissent constituer de bons candidats pour compléter les thérapies. (pour revue
Baba, 1997 ; Baba 2006, Stevens, 2006). Notre laboratoire s’interesse par ailleurs
depuis peu aux protéines de la famille Ding qui présentent une activité anti-VIH en

regulant négativement la transcription des genes viraux.

C4.2.2. HPBP et la famille Ding.

Les protéines Ding présentent un motif conservé DINGG dans leur partie
aminoterminale, d’ou leur nom, et pour l'instant n’ont aucun gene identifié dans le
génome humain (Berna et al., 2009). Dans notre cas, ce qui est notable est que la
quantité de ces protéines est significativement plus élevée chez les patients infectées
(Djeghader et al., 2012). Récemment, des protéines de la famille Ding ont tour a tour

été présentées comme répresseurs transcriptionnels du VIH-1. Notamment,
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p27StJohn est capable d’interagir avec deux activateurs de la transcription virale,
TAT et NF-IL6, et de limiter I'activité transcriptionnelle du virus en déphosphorylant
I'extrémité CTD de la ARNpolll. (Darbinian-Sarkissian et al., 2006 ; Darbianian-
Sarkissan et al. 2011). X-DING-CD4 est quant elle produite par des cellules
resistantes a l'infection et agit comme facteur de résistance humain (HFR) (Lesner et
al,, 2009). La Human Phosphate Binding Protein (HPBP) a été récemment découverte
dans le plasma, co-purifiée avec une paroxonase humaine (hPON1), et a une
structure tres proche des transporteurs de phosphate de la famille ABC (Figure 13)
(Fokine et al., 2003 ; Morales et al., 2006 ; Contreras-Martel et al., 2006 ; Elias et al.,
2011). HPBP est retrouvée dans de nombreux tissus de différents types, avec une
localisation aussi bien cytoplasmique/nucléaire qu’exclusivement nucléaire, suivant

les types cellulaires (Collombet at al., 2010).
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Figure 13: Représentation en ruban de la protéine HPBP. Les deux domaines de la protéine (vert et
bleu) sont connectés par une charniere (jaune). Au centre de la protéine se trouve les molécules de
phosphate (rouge). (modifié depuis Morales et al., 2006)

Ces protéines présentent une activité anti-VIH tres prononcée, et apparait plus
particulierement étre un puissant répresseur de la transcription (Annexe-Publication 4
Cherrier et al., 2011). L’étude approfondie des activités anti-virales de la HPBP et des
zones de la protéine impliquée dans l'inhibition transcriptionnelle du promoteur
viral, pourrait mener a la synthese de petits peptides (comme dans le cas du T20) ou

de molécules pour complémenter les multi-thérapies.
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C4.2.3. Purger les réservoirs.

L’obstacle majeur barrant la route qui mene vers la guérison sous multi-
thérapie est la présence de réservoirs viraux latents. Adjoindre des molécules,
permettant une purge des réservoirs viraux, aux multi-thérapies actuelles pourrait
étre une solution. Les thérapies actuelles ne sont en mesure de cibler que les virus
avec un cycle réplicatif productif et non le provirus. Restaurer I'activité
transcriptionnelle des virus latents, permettrait de les rendre sensibles aux ARV.
Pour cela on peut chercher a stimuler les voies d’activations ou bien interférer les
mécanismes d’établissement et de maintien de la latence.

Mais avant de trouver les molécules susceptibles de stopper la mise en place
des réservoirs, nous devons connaitre les acteurs cellulaires et viraux mis en jeu dans

le déroulement de ces étapes.
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D. La latence moléculaire

On distingue deux formes de latence, la latence pré-intégrative et post-
intégrative.

Dans la latence pré-intégrative, le provirus ne s’integre pas dans le génome de
la cellule infectée (Zack et al.,, 1990). Ce phénomene peut venir d'un défaut dans
I'import du provirus dans le noyau ou d’une perturbation de I'étape de transcription
inverse. L’activité de la transcriptase inverse peut étre dérangée par un pool de
dNTPs disponibles insuffisant ou I'hypermutation du génome viral en cours de
production par la protéine cellulaire APOBEC3 (Zack et al., 1992 ; Bukrinsky et al,,
1992).

Cette forme de latence est régulierement observée dans les lymphocytes CD4+,
mais n’explique pas l'existence des réservoirs de longue durée. En effet, la demi-vie
des ADN viraux non intégrés n’'y est que d’une journée. Ce n’est cependant pas le cas
dans les macrophages, ou I’ADN viral non intégré peut perdurer jusqu’a deux mois

et méme y étre transcrit (Gillim-Ross et al., 2005 ; Kelly et al., 2008).

D1. La latence post-intégrative

Un blocage post-transcriptionnel peut étre a l'origine de la latence post-
intégrative. En effet, les ARNm viraux peuvent étre retenus dans le noyau ou ciblés
par des miARNs, empéchant ainsi la production des protéines virales et le
déroulement complet du cycle de réplication (Lassen et al., 2006 ; Huang et al., 2007).

Méme si les mécanismes de blocages post-transcriptionnels ont un role non
négligeable dans le maintient de la latence, nous nous attarderons plus
particulierement sur les évenements intervenant au niveau de la transcription du

provirus.
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D2. L’hétérochromatine

L’hypothese la plus simple pour expliquer la latence transcriptionnelle est
I'intégration du provirus dans des zones organisées en hétérochromatine.
L’hétérochromatine est une structure condensée de 1’ADN, contrairement a
I'euchromatine dans un état relaché. La compaction des genes dans un
environnement hétérochromatinien inactive leur transcription. (Figure 14)

L’unité fondamentale de la chromatine, le nucléosome, est un octamere de
protéines, les histones. Ces histones peuvent étre modifiées post-traductionnellement
par des acétylations, phosphorylations, méthylations, SUMOylations et
ubiquitinations. Les résidus ciblés, les marques post-traductionnelles et la
combinaison de résidus portant une marque, permettent de définir 1'état de la
chromatine. On parle de code histone. Ces modifications d’histones ne sont pas
irréversibles, ce qui rend l'état chromatinien labile et augmente la complexité de
I’activité transcriptionnelle des genes. Ces modifications ayant un impact sur le profil
d’expression des genes sans modifier le génome, on les appelle modifications
épigénétiques (Kouzarides 2007).

L’acétylation des histones, par des histones acetyl-transferases (HAT) est
associée a la formation d’euchromatine, tandis que la dé-acétylation, par des histones
déacétylases (HDAC), menent a la formation d’hétérochromatine. L’état d’acétylation
est donc directement corrélé a l'état d’activation transcriptionnelle (pour revue
Csordas, 1990; Hebbes et al, 1994; Van Lint et al, 1996). Inversement, la
SUMoylation entraine la formation d’hétérochromatine (Shiio and Eisenman, 2003 ;
Nathan et al., 2006). (Figure 14)

Dans le cas des méthylations, phosphorylations et ubiquitinations le code est plus
complexe. Le ou les résidus impliqués vont orienter vers la formation d’une des deux

formes de la chromatine (pour revue Fischle et al., 2003).
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Figure 14: Modifications épigénétiques et controle de la transcription. Certaines marques post-
traductionnelles sont associ€es a une transcription active (euchromatine, verte), tandis que d’autres
sont liées a une extinction de ’expression génique (hétérochromatine, rouge) (modifié depuis Annexe-
Publication 6 Redel et al., 2010)

D3. La méthylation des lysines

Les résidus lysines de la queue N-terminale des histones peuvent étre mono-,
di- ou tri-méthylées par des histones méthyl transférases (HMTs) ou déméthylés par
des déméthylases.

La méthylation de certain résidus est associée a un relachement de la structure
chromatinienne, tandis que d’autres permettront la condensation de la chromatine.
Cependant, le code histone n’est ni totalement figé, ni compris, a I’heure actuelle. En
effet, certaines de ces marques ont un role ambivalent, ie suivant le type cellulaire ou
le contexte épigénétique déja en place, leur rdle sera activateur ou répresseur.

Par exemple, la tri-méthylation de la lysine 9 de I'histone H3 (H3K9me3) par la

HMT SUV39h1l est communément responsable de la mise en place
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d’hétérochromatine en permettant la fixation d’'HP1 (Heterochromatin Protein 1)
stabilisant I’environnement hétérochromatinien (Nakayama et al., 2001 ; Lachner et
al., 2001). Pourtant elle a aussi été associée, dans les lymphocytes, a une transcription
active du provirus (Mateescu et al., 2008).

Dans l'autre sens, la tri-méthylation de la lysine 4 de I'histone H3 (H3K4me3)
a toujours été associé a la transcription des genes (Sims et al., 2006). Mais la marque
H3K4me3 a récemment été associée a l'inactivation de la transcription de genes

cryptiques. (Pinskaya et al., 2009 ; Le Douce et al., 2012)

D4. Le site d’intégration

Cependant, l'intégration du provirus dans des zones hétérochromatiniennes
n’est pas la seule explication a la latence transcriptionnelle. En effet, il a été établi que
le provirus s’integre majoritairement (93%) dans des introns appartenant a des zones
transcriptionnellement actives du génome hote (Han et al., 2004).

Des mécanismes d’interférences transcriptionnelles peuvent alors expliquer
I'absence de transcription du provirus: par compétition de promoteurs - le
promoteur du gene dans lequel le provirus est intégré s’accapare les éléments
amplificateurs du promoteur viral ; par occlusion promotrice - lorsque le promoteur
cellulaire est plus fort que le promoteur viral, et s’approprie I’ ARNpolll au détriment
du provirus; par collision des ARNpolll - lorsque le promoteur cellulaire et le
promoteur viral se font face (Eszterhas et al, 2002 ; pour revue : Lassen et al, 2004).

(Figure 15)
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Figure 15: L'influence du site d’intégration sur I'expression du génome viral. L’ADN flap viral peut
soit intégrer une zone hétérochromatinienne (partie gauche) ou une zone euchromatinienne (droite).

Dans le second cas de figure, des interférences transcriptionnelles peuvent provoquer ’extinction de

I'expression du provirus. (Annexe-Publication 6 Redel et al, 2010)
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D5. Le promoteur viral

Le promoteur viral, ou LTR, contient de nombreux sites pour des activateurs

et répresseurs transcriptionnels cellulaires.

1)
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Figure 16: Le promoteur viral. Le promoteur LTR du VIH contient 3 zones contenant chacunes une
pléthore de sites de fixation pour des régulateurs cellulaires de la transcription. Invariablement,
I'organisation chromatinienne du promoteur virale s’organise autour de deux nucléosomes Nuc-0 e
Nuc-1 (jaune). (Stevens, 2006)

Le promoteur viral est structuré en 3 régions, comprenant 4 zones, respectivement,
de 5 en 3" (Figure 16):

La zone régulatrice, de -454 a -104, contient des sites de fixation a des cis-
répresseurs et des cis-activateurs servant a nuancer I'activité
transcriptionnelle. Cette zone est, quelque soit le site d’intégration, le siege
du nucléosome 0 (Nuc-0), qui va limiter I'acces des protéines régulatrices.

La zone amplificatrice, de -105 a -79, contient des sites de fixations en tandem
pour 'hétérodimere NF-kB, facteur de transcription primordial. Entre les
deux sites NF-kB est enchassé un site pour la protéine AP-2, un autre
activateur de la transcription virale.

Le promoteur basal, de -78 a -1, est 'unité minimale pour l'initiation de la

transcription. On y trouve a la fois une boite TATA et un initiator-like
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region, tous deux sites de fixation de I’ARNpolll. Cette zone contient
également trois sites pour la protéine Spl qui va servir de plateforme
d’ancrage a d’autres protéines régulatrices. (Berkhout and Jeang, 1992 ;
pour revue Rohr et al., 2003 ; Stevens et al., 2006)

Ces trois zones sont contenues dans la région U3, tandis que la séquence
transactivatrice TAR, derniére des quatres zones, est contenue dans la région R du
LTR. Cette zone va donner naissance a la structure tige boucle du méme nom lors de
I'initiation de la transcription. Cette zone servira ensuite a recruter le transactivateur
viral Tat, intéragissant avec le facteur d’élongation P-TEFb, nécessaire a
I’amélioration de la processivité de I’ARNpolll. De plus, tout comme la région U3,
cette région est invariablement le siege d’un nucléosome, Nuc-1, qui va obstruer le
provirus et empécher I’ARNpolll de démarrer la transcription (Verdun et al., 1993 ;
Van Lint et al., 1996). (Figure 16)

Au-dela de Nuc-1, se trouve la région U5, qui contient d’autres sites de
fixations pour des facteurs de transcriptions, AP-1, SP1, NF-AT et IRF-1 (Rohr et al,,
2003). (Figure 16)

La zone entre les nucléosomes Nuc-0 et Nuc-1 contient la zone amplificatrice
et le promoteur basal. Cette séquence, tout comme la zone au-dela du Nuc-1, est
accessible aux modulateurs transcriptionnels et va étre le siege de compétitions entre
facteurs activateurs et répresseurs. Ces compétitions entre facteurs transcriptionnels
sont a l'origine des modifications épigénétiques de Nuc-1 et menent a la fermeture et

I'ouverture de la chromatine au niveau du LTR.

Le promoteur viral est donc cible de nombreux facteurs cellulaires qui vont
établir ou lever la latence du provirus. Nous sommes donc face a un choix binaire,
d’entrée ou non en latence, sous le controle d’une régulation fine faisant intervenir
une pléthore de facteurs de régulation. La question qui se pose alors ensuite, est de
savoir ce qui favorise, ce qui oriente vers un systeme productif ou au contraire vers

I’extinction transcriptionnelle.
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Dé6. Le circuit stochastique de TAT
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ayatama ataint
yataime stain =

Tal en haute quantite:
Transactivation

Instabilite

Tat en faible quantite;

Etat instable

Concentration en Tat

Figure 17: Modéle stochastique de l'état bi-directionnel de la transcription virale. L’état reste
instable lorsque la concentration de TAT est faible (bleu) et peu évoluer soit vers une chute de la
quantité de tat menant a ’extinction de la transcription (rouge) soit vers la transactivation, permettant
I'entretien d’une haute quantité de Tat dans le systeme. (source personnelle, d’apres Weinberger et al.,
2005)

Précédemment nous avons abordé comment TAT était capable de transactiver
la transcription du provirus en permettant I'augmentation de la stabilité et de la
processivité de I’ARNpolll. Une fois produit, TAT va augmenter la quantité de
transcrits viraux synthétisés et donc rétro-contrdler positivement sa propre
production.

Parler d’activation transcriptionnelle peut paraitre saugrenue dans un chapitre
de latence post-intégrative. Et pourtant TAT fait office d’interrupteur entre
transcription active et inactive.

Pour expliquer ce systeme a deux sorties potentielles, des modeles
mathématiques, basés sur le rétro-controle opéré par TAT, ont été proposés
(Weinberger et al., 2005 ; Weinberger et al., 2008 ; pour revue Razooky et Weinberger,
2011). Des expériences in-vitro ont ensuite infirmé le modele bistable, qui
usuellement explique ce genre de circuit décisionnel, mais ont corroboré le modele

d’expression stochastique, dans lequel la destinée du provirus dépend de la force et
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la durée du rétrocontrole positif. A terme, il apparait que ce systeme décisionnel tend
inexorablement vers l'entrée du provirus en latence. Pour faire simple, lorsque la
quantité de TAT est suffisamment faible le systeme a 1'opportunité d’évoluer vers
deux issues opposées l'une a l'autre. Si les fluctuations stochastiques de la
transcription virale tendent a affaiblir la transactivation et qu’il n'y a pas assez de
TAT dans le systeme pour contrebalancer cet effet, alors I’extinction
transcriptionnelle s’accélere et aboutit a la latence virale (figure 17, partie rouge). Par
contre, si les fluctuations stochastiques de la transcription virale permettent de
maintenir une quantité suffisante de TAT, la transactivation se poursuit.
Réciproquement, tant que la transactivation est entretenue, TAT continue d’étre
produit. Des lors il y a un effet boule de neige qui va allonger dans le temps la
période transitoire de transcription virale (Figure 17, partie verte).

Lorsque la période productive est suffisamment longue et entretenue, le cycle
réplicatif se poursuit et s’acheve concomitamment avec la destruction de la cellule
hote. La lyse de la cellule hote ne laisse alors pas le temps au systeme de décliner
suffisamment vite pour évoluer vers l'arrét de la transcription et la latence (pour
revue Rasooky et Weinberger, 2011).

Ce serait donc les variations dans la production de TAT qui permettraient
dans un premier temps au systeme de ralentir jusqu’a son immobilisation totale. A la
suite de quoi, d’autres mécanismes viennent établir la mise en place durable de la
latence, par l'intermédiaire de marques épigénétiques favorisant la formation

d’hétérochromatine.
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E. Définir les prochaines cibles des ARVs.

Pour définir les nouvelles cibles, il est critique de connaitre les acteurs et les
mécanismes régissant I’étape de transcription du provirus.
Le modele stochastique d’établissement de la latence établi par le Dr.

Weinberger et son équipe met TAT au coeur du circuit décisionnel.
El. Le cycle de transactivation de TAT.

TAT fait partie des premieres protéines virales produites par le virus. Une fois
produit, le transactivateur va subir une succession de modifications post-
traductionnelles dans son motif ARM (Arginine Rich Motif) lui permettant
d’interagir ou de libérer des protéines cellulaires importantes pour les étapes
d’initiation et d’élongation de la transcription du provirus.

Le modele séquentiel proposé dans les lymphocytes T se déroule de la maniere
suivante :

TAT recrute I'acétyltransférase cellulaire PCAF. PCAF acetyle tat au niveau du
résidu lysine 28 (K28). L’acétylation en K28 (AcK28) provoque la libération de PCAF,
laissant TAT libre et acétylé (Kiernan et al., 1999 ; Bres et al., 2002).

Le facteur d’élongation P-TEFb est majoritairement séquestré dans le snRNP 7SK, ou
il est inactivé par HEXIM1 ou 2. L’AcK28 augmente 1’affinité de TAT pour la sous-
unité Cyclin T1 (CT1) du facteur d’élongation P-TEFb et TAT va étre en mesure de
recruter P-TEFb dans le pool inactif (Krueger et al., 2010).

L’interaction TATAcK28/P-TEFb induit une modification de la structure de TAT lui
permettant de se fixer sur la TAR néo-formée (d’Orso et Frankel, 2009).

Le seconde sous-unité de P-TEFb, la Cyclin-dependent kinase 9, phosphoryle les
résidus sérine 2 et 5 de l'heptapeptide du CTD de I’ARNpolll, améliorant sa
processivité (Zhou et al., 2000 ; Kim et al., 2002).
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La lysine 51 (K51) préalablement méthylée par SET7/9/KMT7 est déméthylée
par LSD1 (Lysine Specific Demethylase 1) et le complexe coREST (RE1l-silencing
transcription factor), ce qui permet a 1'acétyl-transférase CBP/P300, fixée sur le LTR,
d’acétyler TAT au niveau du résidu lysine 50 (K50) (Figure 18&19) (Sakane et al.,
2011). Le but et le moment de la méthylation de la K51 restent des questions sans
réponse a l'heure actuelle, il apparait juste que sa déméthylation est requise a
'acétylation de la K50. TAT, qui est alors double acétylé en K28 et K50, se sépare de
la TAR et, une fois libérée se fixe au niveau de I’ARNpolll, puis y recrute de nouveau

PCAF (Figure 19) (Dorr et al., 2002).
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Figure 18: La déméthylation de la lysine 51 de TAT permet son acétylation a la lysine 50. En
déméthylant la K50, LSD1 permet a p300 d’acétyler TAT au niveau de la lysine 50. TAT doublement
acétylée, en K28 et K50, se sépare de P-TEFD et poursuit le cycle de transctivation. (Sakane et al., 2011)
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Figure 19 : Acétylation de la lysine 50 par P300/CBP. L’acétylation de la K50 permet a TAT d’étre
déplacé depuis la TAR vers I’ARNpolll, ot il recrute PCAF. (Kaehlcke et al., 2003)
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L’interaction entre TAT et PCAF pourrait moduler 'activité enzymatique de
cette derniere pour, par exemple, 'amener a déstabiliser les nucléosomes, favorisant
ainsi 1’élongation (Hamamori et al., 1999). Dans la méme optique, I'acétylation de
K50 permet la mobilisation du complexe SWI/SNF, qui déstabilise la structure des
nucléosomes (Agbottah et al., 2006)

A la fin de I'étape d’élongation, la déacétylase de classe III SIRT1 Ote les marques
acétyles de K28 et K50, ce qui permet le recyclage de TAT. TAT est alors disponible
pour un nouveau cycle de transactivation (Blazek et Peterlin, 2008).

Les résidus sérines 16 et 46 de TAT sont par ailleurs soumis a la
phosphorylation. Ces modifications post-traductionnelles auraient
vraisemblablement une importance lors de la transcription virale (Ammosova et al.,

2006)

Comprendre les mécanismes régissant le cycle de transactivation et identifier les
partenaires de TAT a cette occasion permettraient de définir de nouvelles cibles

thérapeutiques.

E2. Le répresseur transcriptionnel CTIP2

Le facteur CTIP2 (COUP-TF-Interacting Protein 2) est un facteur de
transcription, impliqué dans la différentiation et le développement du systeme
immunitaire et du systeme nerveux central, en induisant la formation
d’hétérochromatine sur ses promoteurs cibles.

Notre laboratoire a mis en évidence le role de CTIP2 dans la répression de la
transcription virale. CTIP2 est en effet capable d’inhiber la transcription TAT-
dépendante en induisant et relocalisant le transactivateur viral dans des sous-
structures nucléaires denses contenant la protéine HPla, indicatrice de zones
hétérochromatiniennes (Rohr et al., 2003). En plus de la perturbation de la voie de

transactivation, nous avons démontré que CTIP2 était capable de favoriser
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I’établissement de marques épigénétiques induisant la formation d’hétérochromatine
au niveau de Nuc-1. Pour cela CTIP2 recrute toute une machinerie de modifications
des histones comprenant des HDACs (1 et 2) et la méthyltransferase SUV39hl
(Marban et al., 2007). Le remodellage chromatinen est initié par la suppression des
marques d’acétylation sur Nuc-1, suivie de 1’établissement de la marque répressive
H3K9me3. La marque H3K9me3 permet le recrutement de la protéine HP1a qui va
stabiliser la structure hétérochromatinienne du nucléosome Nuc-1 et permettre la

compaction en cascade des nucléosome suivants tout le long du provirus (Figure 20).
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Figure 20: Etablissement de la latence virale dans les cellules microgliales. CTIP2 va
séquentiellement recruter des activités HDACs (HDAC1 et 2), qui vont 6ter la marque activatrice
H3K9Ac, suivi du recrutement de la méthyltransférase SUV39h1, qui va installer la marque répressive
H3K9me3. La protéine HP1a va ensuite maintenir I'état hétérochromatinien. (Schwatz et al., 2010)

En tant que facteur de restriction de la transcription du VIH-1, notre
laboratoire s’est également intéressé aux effets indirects de CTIP2 sur la régulation de
I'expression du génome viral. Notre équipe a ainsi pu mettre en évidence le role de
CTIP2 dans l'extinction du gene codant pour le contrleur du cycle cellulaire p21,
décrit comme un facilitateur du cycle de réplication virale.

La protéine p21 est un inhibiteur de kinase cycline-dépendante et cible des
complexes cycline-CdK. La protéine p21 permet ainsi 'arrét du cycle cellulaire en
phase G1, G2 ou M (Niculescu et al., 1998 ; Radahkrishnan et al., 2004). L’activité de
p21 est majoritairement régulée au niveau transcriptionnel (Gartel et Radahkrishnan,

2005). Ainsi, la modification des marques épigénétiques au voisinage du promoteur
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de p21 est de premiere importance (Suzuki et al., 2000 ; Lagger et al., 2003 ; Gartel et
Radahkrishnan 2005 ; pour revue Gartel et Tyner, 2002 ).

Par ailleurs, p21 permet une facilitation du cycle réplicatif du VIH-1 dans les
macrophages en bloquant le cycle cellulaire dans des conditions favorables a sa
transcription (Thierry et al., 2004 ; Vazquez et al., 2005). Dans les macrophages, c’est
la protéine virale VPR, recrutée au promoteur du gene p21 par l'intermédiaire de
SP1, qui induit la production de p21 (Figure 22) (Amini et al., 2004).

Notre équipe a récemment montré que CTIP2 est capable, a l'instar de VPR, de se
fixer au promoteur de p21 via la protéine SP1. Une fois au promoteur, CTIP2 va
recruter le complexe multi protéique de remodelage de la chromatine précédemment
évoqué (Figure 22). Les activitées HDACs (HDAC1 et 2) et méthyltransférase vont
établir des marques associées a l'hétérochromatine au niveau des histones du
promoteur p21. Ainsi, CTIP2 est capable de réprimer la production de p21, lui
permettant de réguler la transcription virale de facon indirecte (Cherrier et al., 2009)
De plus, nous avons récemment pu mettre en évidence que CTIP2 est aussi capable
d’entraver la transcription virale TAT-dépendante en séquestrant P-TEFb dans le
pool inactif liée au snRNP7SK ou en inhibant I’activité kinase de la CdK9 dans le
pool actif (Figure 21). Dans le premier cas, CTIP2 limite le stock de P-TEFb actif
disponible, ce qui empéche la transactivation de la transcription virale médiée par
TAT. (Cherrier et al., unpublished cf Annexe publication 3). CTIP2 interagit avec
HEXIMI et le snRNA 7SK (au niveau de la boucle 2), permettant ainsi la stabilisation
du complexe inactif dans lequel P-TEFb est détenu (Figure 21).

Autrement, CTIP2 est aussi en mesure de réprimer l'activité kinase de CdK9 lorsque
CTIP2 fait parti du complexe CTIP2/P-TEFb/TAT. En inhibant la CdK9, CTIP2 limite
la phosphorylation du CTD de I"ARNpolll, contrecarrant ainsi le pouvoir
transactivateur de TAT, méme si la protéine virale a pu extraire P-TEFb du complexe

inactif snRNP 7sk. (Cherrier et al., unpublished cf Annexe publication 3).
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Figure 21 : CTIP2 est membre du complexe snRNP7sk. CTIP2 intéragit avec la boucle 2 de 'ARN 7sk
et la protéine Hexim1, elle-méme interagissant avec I’ARN 7sk au niveau de la boucle 1. P-TEFDb est
séquestré dans ce complexe structuré par 1’association des différentes protéines sur ' ARN 7sk (Source
personnelle cf Annexe publication 3 - Cherrier et al, unpublished.)

A lui seul, CTIP2 est capable de ralentir directement I'activité
transcriptionnelle du VIH-1 en établissant un environnement compact de la
chromatine au niveau du promoteur viral et en limitant le pouvoir transactivateur de
TAT. D’autre part, CTIP2 a un aussi un role indirect, en provoquant l’extinction de
I'expression de p21, ou en séquestrant P-TEFb dans le stock inactif associée au
complexe snRNP7SK.

Les effets pleiotropiques de CTIP2 semblent ne pas s’arréter la : des résultats
préliminaires semblent indiquer que CTIP2 est en mesure de réguler la production
de cytokines dans les cellules microgliales, ce qui pourrait limiter leur sensibilité a
I'infection.

CTIP2 est un répresseur transcriptionnel cellulaire d’importance majeure dans
I'extinction de la production virale. Il semble donc nécessaire de comprendre
I'étendue de ses actions sur la transcription virale et la mise en place de la latence

post-intégrative.
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Figure 22: Fonctions de CTIP2 dans la régulation de la transcription du VIH-1. CTIP2 recrute
séquentiellement des activités HDACs, la methyltransferase SUV39hl et la protéine HP1 au niveau du
promoteur viral pour promouvoir I'extinction de la transcription virale (gauche) et du géne codant
pour la p21 (droite). CTIP2 contrecarre 1'effet de VPR, consistant a stimuler la transcription de p21.
(Le Douce et al., 2012).
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E3. Projet LSD1

Dans l'exemple de CTIP2, la formation d’hétérochromatine au niveau du
provirus provient en substance de l’activité méthyltransférase de SUV39hl
parallelement a la déacetylation des histones.

La question que nous nous sommes alors posée était de savoir si des activités
demethylases pouvaient aussi étre recrutées au promoteur LTR. Soit dans le but de
faciliter, ou soit pour reverser, I’activité répressive de CTIP2.

Dans les deux cas, LSD1 apparait comme un bon candidat. LSD1 est une
déméthylase capable de cibler les lysines 4 et 9 de 'histone H3 mono- et di-méthylées
(Shy et al., 2004 ; Metzger et al., 2005).

L’activité répressive ou activatrice de LSD1 dépend du substrat ciblé (H3K4 ou
H3K9). La spécificité du substrat elle-méme est modulée par les interactants de LSD1.
Ainsi, lors de son interaction avec le complexe coREST/HDAC1/HDAC2, LSD1 va
permettre la transition d"un état activé vers un état inactivé des genes cibles (Shy et
la., 2003 ; Shy et al., 2005). Dans ce cas de figure, LSD1 promeut !'établissement de

marques répressive (Figure 23).
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Figure 23: Mécanisme d’établissement de marques épigénétiques répressives par I'intermédiaire de
LSD1. LSD1 recrute séquentiellement des HDACs, qui vont enlever la marque activatrice H3K9Ac, le
complexe coREST, déméthylant la H3K4, et enfin la protéine BHC80, qui maintien la H3K4 dans un
état hypométhylé. (Revue Lan et al., 2008)
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Au contraire, lorsque LSD1 est recruté par le récepteur aux androgenes (AR), il
coopere avec la démethylase JMJ2DC. L’association LSD1/JMJ2DC permet de passer
séquentiellement de la marque répressive H3K9me3 a H3K9m2 (JM]2DC), puis a
H3K9mel/0 (LSD1). L’activit¢é demethylase a pour résultat I’activation
transcritpionnelle des genes cibles de AR (Metzger et al., 2005; Wissmann et al.,
2007). L’expression aberrante de LSDI, et donc l'activation constitutive des voies
activatrice de ’AR, a méme été proposée comme biomarqueur d’agressivité des
cancers de la prostate (Kahl et al., 2006).

Par ailleurs, LSD1 est aussi capable de réguler 1'expression génique en deméthylant
des protéines non-histones. Par exemple, le transactivateur viral TAT, que nous
avons déja abordé auparavant (Sakane et al., 2011). Mais aussi des régulateurs
cellulaire de la transcription, comme le répresseur de tumeur p53 ou I’ADN
methyltransferase Dnmtl. En démethylant p53, LSD1 réprime sa fonction pro-
apoptotic en abolissant son interaction avec son co-activateur 53BP1, alors que la
démethylation de Dnmtl stabilise la protéine et lui permet d’échapper a la

dégradation (Figure 24) (Huang et al., 2007 ; Wang et al., 2009).
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Figure 24: Demethylation de protéines non-histone par LSD1. LSD1 peut réprimer l'activité pro-
apoptotique de p53 (gauche) ou, au contraire, stabiliser Dnmtl1 et augmenter temporellement 'activité
de la protéine (droite). (Nicholson et Chen, 2009)
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Dans la premiere partie de ce travail de these nous avons cherché a déterminer d'une
part, I'éventuel impact de LSD1 sur la transcription virale dans les cellules
microgliales, d’autre part, le role que pourrait avoir LSD1 dans I’établissement et le
maintien de la latence dans le cadre du mécanisme induit par CTIP2 et enfin, les

partenaires de LSD1 dans ce contexte.

E4. Projet HIC1

Toujours dans I'optique de trouver les partenaires de CTIP2 dans la régulation
du VIH-1, nous nous sommes interessés au répresseur de tumeur HIC1. En effet,
HIC1 et CTIP2 sont capables d’intéragir, cependant cette intéraction n’a pour
I'instant pas encore été associée a un mécanisme physiologique, ni méme a d’autres
protéines qui pourraient faire partie de ce complexe.

Le locus 17p13.3 est fréquemment méthylé ou perdu dans un grand nombre de
cancers humains (médulloblastome, carcinome ovarien, cancer gastrique, du sein, de
la prostate...) (Rood et al., 2002 ; Pieretti et al., 1995 ; Kanai et al., 1998 ; Fujii et al.,
1998 ; Yamamakam et al., 2003). L’étude de ce point chaud, altéré dans de nombreux
cancers, a permis l'identification d’un gene codant pour un suppresseur de tumeur,
appelé Hypermethylated In Cancer 1 (HIC1) (Wales et al, 1995). Ainsi, HICI,
exprimé de fagon ubiquitaire dans les tissus sains, voit son expression drastiquement
diminuée dans les cas de cancers précédemment cités.

HIC1 est sous-divisé en 3 régions (Figure 25.A):

Une partie Aminoterminale contenant un domaine BTB/POZ (BR-C, ttk and
bab/ Pox virus and Zinc finger), intervenant dans l'oligomérisation de HICI.
L’oligomérisation de HIC1 est une étape indispensable qui initie le recrutement du
co-répresseur CtBP (C-terminal Binding Protein), la fixation coopérative des
oligomeres sur ’ADN et I'ajout de la marque post-traductionnelle SUMO (Deltour et
al., 2002 ; Pinte et al., 2004 ; Stankovic-Valentin et al., 2007).
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Ce domaine a également une activité répressive autonome en recrutant et coopérant
avec 'HDAC de classe I1I, SIRT1 (Chen et al., 2005).

Un domaine central, avec une séquence peu conservée inter-espece, si ce n’est
pour quelques motifs protéiques, dont deux ont été caractérisés.

Le motif GLDLSSK/R, séquence qui permet l'interaction de HIC1 avec le co-
répresseur CtBP. Cette interaction confere a la zone centrale de HIC1 une activité
répressive autonome, faisant intervenir des HDACs de classe I et II. Une mutation
ponctuelle dans ce motif, LA, suffit a abolir cette interaction et, des lors, a diminuer
le pouvoir répresseur de HIC1 (Deltour et al., 2002 ; Stankovic-Valentin et al., 2006).

Le motif PKxEP, dont la lysine 314 (K34) est la cible de modifications post-
traductionnelles. Ainsi, la K3* fait office de commutateur entre absence de marque,
acétylation et SUMOylation de HIC1. L’acétyl-transferase P300 acétyle la K3 tandis
que SIRT1 la déacetyle. Suite a la déacétylation, HDAC4 facilite la SUMOylation de
la K3* par un mécanisme encore non identifié (Figure 25.B) (Stankovic et al., 2007).
L’acétylation diminue l'intéraction entre HIC1 et CtBP, tandis que la SUMOylation
lui permet d’interagir avec des complexes de modifications des histones, tel que
NuRD (Stankovic-Valentin et al., 2007 ; Van Rechem et al., 2010).

La partie carboxyterminale contient quant a elle 5 doigts de zinc kriippel-like.
Alors que le premier d’entre eux, a I’écart, ne semble pas intervenir dans la fixation
de HIC1 a I'ADN, le cluster des 4 doigts de zinc restants permet par contre la
reconnaissance d’'un motif HiRE (HIC1 Responsive Element). Le HiRe a une
séquence consensus 5 -C/GNGC/GGGGCAC/ACC-3’ s’articulant autour d’un motif
central GGCA (Pinte et al., 2004).

En marge de I'interaction de SIRT1 avec le domaine BTB/POZ de HIC1, pour recruter
son acitvité HDAC, HIC1 est aussi capable de se lier a SIRT1 par l'intermédiaire de
ses doigts de zinc kriippel-like. Dans ce cas de figure, SIRT1 va permettre de
déacétyler la K3* et modifier post-traductionnellement HIC1. (Dehennaut et al.,

2012).
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Figure 25: Partenaires, modifications post-traductionnelles et organisation de la protéine HIC1.

HIC1 possede trois domaines. Un domaine N-terminal BTB/POZ, un domaine central avec deux
motifs conservés et un domaine C-terminal contenant 5 doigts de zincs (Fig25.A). HIC peut étre
acetylé ou SUMOYylé au niveau de la K3 par des protéines cellulaires (Fig25.B). (Source personelle)

Par l'intermédiaire de ses doigts de zinc, HIC1 est capable de se fixer sur les sites
Hires présents sur les promoteurs de ses genes cibles (Cxcr7, E2f1, Atohl, Sirtl...) et
d'y recruter des complexes multi protéiques répresseurs (SWI/SNF, NuRD,
Polycomb Repressive Complex 2) (Van Rechem et al., 2009 ; Jenal et al., 2009 ; Briggs
et al., 2007 ; Zhang et al., 2007 ; Van Rechem et al., 2009b ; Van Rechem et al., 2010 ;
Boulay et al., 2012)

La répression de la transcription de certaines protéines, ayant des effets
pleiotropiques, est accompagnée de boucles de rétrocontrdle qui permettent d’en
moduler plus finement I’expression.

HIC1 intervient ainsi dans les voies de réparation de I’ADN, l'appauvrissement
calorique, la migration et le développement cellulaire. (pour revue Fleuriel et al.,
2009)

L’une de ces boucles de rétrocontrole concerne le suppresseur de tumeur p53 et
SIRT1. Dans ce paradigme, I'augmentation de HIC1, suite a des dommages a I’ADN,
permet l'extinction transcriptionnelle de Sirt1, un de ses genes cibles. La diminution
de SIRT1 permet une augmentation du taux de p53 acétylé, version active de la
protéine, qui va pouvoir éteindre l'expression d’oncogenes et activer celle de

suppresseurs de tumeur, dont HIC1. Parallelement, SIRT1 interagit avec HIC1 pour
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diminuer sa propre transcription, permettant des ajustements fins de la boucle de

régulation (Figure 26). (pour revue Dehenaut et Leprince, 2009).
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Figure 26: Les boucles de régulation et de rétrocontrdle en réponse aux dommages a I’ADN. Les
dommages a I’ADN provoquent l'activation des protéines p53 et E2F1, qui vont activer la
transcription du géne HIC1. La protéine HIC1 va stopper la transcription de Sirt1 et E2f1, ce qui va
permettre la régulation positive du suppresseur de tumeur p53. (Dehennaut et Leprince, 2009)

On sait depuis peu que p53 permet I'inhibition de la transcription TAT-dépendante
du VIH-1 dans les cellules microgliales en limitant la phosphorylation de la sérine 2

du CTD de I’ARNpollI (Figure 27) (Mukerjee et al., 2010)

53



Introduction

‘A i 3 £y
L_-‘ ...... ] L Dogradation ...}_-u o
5 ot pi
i ARET iF ¥
S e 7 o,
. . A = o . A b
di . e, p-:_lll};_lm Lmﬂa == : r'ﬂm .\ yi Iﬁrﬂr
oaEir -‘\If ? f
HivA LTR Hi, PRy : : F P r
hrpﬂ:nf = ﬂ"
= - ™ 1 E :
Inftiation ol Shallad Artive
Tranucrplion Elaigjiativai Ekirgatian

Figure 27 Mécanisme potentiel de 'activité de p53 sur la transcription du provirus. P53 semble en
mesure de réduire l'activité kinase de la sous-unité CdK9 de P-TEFb en limitant la phosphorylation de
la sérine 2 du CTD de la RNApol II. (Mukerjee et al., 2010)

HIC1 permet de contrdler 1’expression de protéines ayant un role dans la régulation
transcriptionnelle du VIH-1. De plus, nous savons que CTIP2 et HIC1 peuvent co-
immunoprécipiter in-vitro (Leprince et al., unpublished). De ce constat, nous en
sommes venus a nous demander si HIC1 pouvait lui aussi intervenir dans les
mécanismes d’extinctions transcriptionnels du provirus et notamment ceux
impliquant CTIP2.

J'ai donc cherché a savoir si HIC1 avait un impact sur la réplication et transcription

virale et auquel cas les modalités et ses partenaires lors de son action sur le provirus.
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LSD1 cooperates with CTIP2 to promote HIV-1 trancriptional
silencing.
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Schwartz C.
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Les cellules microgliales sont la cible principale du VIH-1 lors de l'infection du
systeme nerveux central (SNC) et constitue un important réservoir cellulaire de virus
latents. L’établissement et le maintien de ces réservoirs dépend de la structure
chromatinienne au niveau du provirus. Nous avons précédemment démontré que le
co-facteur cellulaire CTIP2 induit la formation d’hétérochromatine et l’extinction
transcriptionnelle du génome du VIH-1 en recrutant des activités histones
deacetylase et histone méthyltransferase au promoteur viral. Les travaux suivants
indiquent que la deméthylase LSD1 est capable de réprimer la transcription et
I'expression du VIH-1 en coopérant avec CTIP2. Nos travaux font état d'un
recrutement de LSD1 au promoteur viral proximal s’accompagnant des marques
épigénétiques H3K4me3 et H3K9me3. Enfin, nos données suggerent que la
triméthylation de la lysine 4 de I'histone H3 induite par LSD1 est lié¢ au recrutement

de hSET1 au niveau du provirus.

J'ai effectué une partie des expériences initiales et la majeure partie du reviewing de

cette publication.
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ABSTRAGT

Microglial cells are the main HIV-1 targets in the cen-
tral nervous system [CNS) and constitute an import-
ant resarvair of latently infected cells. Establishment
and persistence of these reservoirs rely on the chro-
matin structure of the integrated proviruses, We
have previously demonstrated that the cellular
cofactor CTIP2 forces heterochromatin farmation
and HIV¥-1 gene silencing by recruiting HDAC and
HMT activities at the integrated viral promoter. In
the present wark, we report that the histona de-
methylase LSD1 represses HIV-1 transcription and
viral expraszion in a synergisiic manner with CTIP2.
We show thet recruitment of LSD1 at the HIV-1
proximal promoter |s associated with  bath
H3K4ame3 and H3K9me3 epigenetic marks. Finally,
our data suggest that LSDA-induced H3IK4 tri-
methylation |s linked to WSET1 recruitment at the
intagratad provirus.

INTRODUCTION

Eukaryotic DA wonpped around core histone proteins
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strucrneed than euclivomatin, aud {5 therefiore cepressive
for trumsriplion, O the centrary. ¢uchromuling o relased
stite of chromating & associisd with active transemphion,

Thee compiction of chramatin and 165 permissiviny tar
trarecription depend oo post-lneslativnal modilivaiion
af higtomos such o pocty litiom, mothvliron, somoviation,
phosphoeylation and ubequitinyinden 123 1t has been pro-
vl Lhal combamutiom of such differenl covalenl modif-
cations of histens proteims may copstitute o histons code
and could be udsed o determine anscriplisonn] slalis
(340 The poerdaonn of o beane m o histones smaimly
linked 10 sene petvation, while lysioe sethylalion cin
Fe nsmovinted e both pend avtivation and repression (5
For mnstance, metlylstion of H3kd {Histone 3 Lisine 4,
FIFRCAG mnd TTARTY have bedr pasoctilsd o géns pelivi-
fiem, wheress methylition of HIKY dnd HIK 2T hive been
linkead eo pene repression (61, The transcrpcianal dofivit
ol agmene valse reguloted by (he degree ol histone methy-
lrion fmona, diar trimethyiaeny. Trimethylnticon of
P3RS (AR hed) can exesl fn conjunction with TEES
el ylacien wmd iy eerrrelated (o the Setovanom of rensmp-
tion {7940 whereas dimethylation of FI3KS is linked 1o the
recrutimenl ol The depee llnse vomples Selt which e
ipe repression (9 Howeower, thisepigonetic cods 5 nol
alwiys correlaled with o vortespending |ninscriptioml
ety CHILTT.

To date o grear number of nethyvlicansterases ad
demethvinses his bieen shown 0 shuope the putlem of
Iysine methylption, SLIY3YH | bas boen invalved 1o hetero-
chromiatin formation av the THY-1 prometer and, o5 a
comnseguence, m HIV sflencing (12203), The Tysine specilic
demethvinse ¢ LSO, discovered (o 2004 {140, was doicladly
wasbwinled o sene repression [1548), This ememe, which
remnves mietlyl groups from mono and dimethy lafed

i wlian eanmpendaios shoull e aildsseed, Pels + 35 Sk 35 10 Bh; Fas

1L AREEE A5 0 Rl selaen bch st

Cprrespindenos may s he addnessel Ly Chrine Vet L, Tels 132020830 8% 07 Faoc 1 32 650 W00 Emmil: el e

Cirrspnmienoe sy e he addresied n OFvaee Roke T

33 TeE AT 100 EaEs 31 6N 85 11080 bl Obivier ol dd Lep

The aichors wlal i 5o be knowit thet, In thelr opimon, the dire tso anthore sheald Be regarded 08 jolnt Fize Avikors

L Tk Priiheria) 2011 abilshicd me Calund Liovedsds IPries.
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By o/ which peralin anrsstricted norecamarere] e ckarribat ang urd sepresdluctien in oy medivm, prosded The osiginnd wark s prioperly cited
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MIES, wie charbclenssl gy o BEST . Co-remmessar,
Addinonal  hinding permers of the L -UnREST
comples are histooe degcetylnsss HDOACT aod HDACT
which Bive Been finked fofrimseniptions! repression, of
soveral  wenos mcluding  the HIV-D  pravicus. (175
[Twwenver. LED Has alst been mvilved i the oolivilien
al transeripton (1#), Indeed, Metzger of af, (154 showad
it S0 and the andoogen receptor co-locabae ou pro-
mirers Tollowing hormone ireatment The recruitmend of
thest two: proteins did oot abter HMSS methylation
stimnalated TTMCE demethelation, which fed e tronserip-
fomal setivabon, Sinee  LSTH cimmol rommve meiby|
arops From Trimetliviared Tysines, it hag been proposed
Uhiil LETH conbl serve ds an snchisred prodem oo reor|
dirgetly or Indircetly H3KY specific bisvome demeihylases
Fuslisermoee, batly LSO and the TIKY  demethylioe
af the Jumesji-oontoming cless - helang oy the same
chrematin-rgmodeling complex. fuether supportiog (s
hypithesis (17, However, the distovers thal inhibilion
of LSO prevenss Ivtic repliention of the horpes sinaplexs
virls {FISV) as well aw fis reacidation From laleney fus
aufided another level of complesity moour undersandmg of
LS Pooetson bo pene regilution. Lidesd, i was shown
e T, which i u cowrparnent ol the JET il
MLLL HIK4  meothylrgnstorsse compleyes,  tecmits
LA and mdoees FIMCS tfmeethvlation und transcrip-
fiomah aetvatian of the HSY promoter (20-235 From on
glesipnt ppproach that nses 4 vanation of gencineswide
chromualin mmmunoprecipitetion  wlled  chromatin-
mmuneprecipiontion ChIPRDSL, it appedired  1ha
L5D ) playvs am even broader rode m ranscripbiona | mel-
vabon a5 #3000 af the $2000 | S -positive prampiers wark
associsted with BNA polvinerase 11 and gens potivation
{24}, These resills underlined the doal pole of TSI 0
seneactivation and ceprassion, sid heabbigheed the com-
plek pole ol lysine methvlabion in epuednetic seeubilitn,
Hore, we focosed  on the moleculnr mechanisms

underiving HIV-L tmesenption. We studied womoece

detinly the molevulur mechamismy anvobeed m the estah-
lishment-and maintenanes of HIV-| latcocy in microelial
ciells, . the i ITIVS] Larged cells 0 the centr] nepvous
svatiomn O MRY (250 [hese lomg=lived latent nesersairsann-
stlule o ompor obstacke 1o the scadicalion of TIIV-1.
Unilerstanding the Gell-fepe specific moleenkic mechon-
i=ms of establishment, malntenance wnd peaetivation of
FITW-1 laleney s therelore cructal Loachieve an élficenl
therapontic mtervention, in which the ulfimate goal 15 o
compdaely. erpdicate both fatentdy aod  peoductively
mfected cells (26.27), We hove previouslv shown thal
COUPTE imtesacting  proten 2 I:CT[PE.{}. A pecently
cioted Iranseriptivng] repressor Chatl can gssocele with
members af the COUE-TE Gy (22 inhibis HEV-|
replicetion m bumasn arcreelial cells {29300 by recroiling
d chrammabm-maalifome comples (13 Tnddesd, our work

shiowed o doncomitant recruinment of histone docctylnsss

FIACH and FIDACE, and methyliransieress SUVISIT
o the sl prowmotes by C1TP2  Heterochroowtin
formetkon ot the HIV-! promecsr hoes been Leked to
pebst-interration laterey (20,35 saggesting thil lramscrip-
tioml rppressors such as O TR are involved i thestab.
lishmienl  and. manlemance o vial o perfislence  and

MNuoloie Al Basereoh, X012, Vol ) Mo, 5 F'i'tl.l'ﬁ

podl-inteeration lelemey in the bruin The co-represr
LTIPD has an cven more ploiotrapic action by regulgfing
the expressiom ol Bosl senes o (he mlected cell Tn ths
context, e have shown st CUIPZ gilences pl 1 sens tran-
sariplhiom by imducing eplmeneie miadifcaiong, such us
degcotvlation and methylation of hissones (32) This
el mwy medivectly Lovour V-1 fiteney simee activaton
ol the p21 aene stimufates: viesl geno franscripiion o
mueriphages (35, Moreover, CTIPE counteracts 1T1V-1
Vi which i3 reqoired fae p2| expression, In ) cecont i
iofe; w wuoeested thut afl these faetors tiee ber enrbie
o HIV- | reansce prianal Tency momicreelial cells (325

In the present work. we show thel LEDH repressés
HIY-1 rrabseription ond vipl cxpression imoa synergisto
minmer with CTIPZ We repart Tar the frad e thisl re-
cridumens of LSE ar the HEV-1 proximal promotes is
agspeinled with buth HERAmet and FESE 9mel epipenalid
ks,

MATERIAL AND METHODS
Plasmids
Meogt ol (he constructs dsed §n our psanvs dmve been

Aleseribed previously: peDIWAS pTPLAGCTTIRI (28),

pNL-4.3, pYSV.G pRIP-CTIP2 {29, pTat-GFF (34,
PERRNALSD, pshRNA-Control and  pELAG-LSEI
were provided by E. Metzeer and R Sclale (185, The
episonml  LUR-LU, pshRMA-CTIP2, pSirendslirecn-
shENA-CTIPZ plasouds Bave also een described {13,

Cell enliure

he human microglisl (provided by B Lardicw, Parls,
Fradee) (347 and TTEK 293 T cell hoes were maibioned
in I¥ilheceo's modiied kagle’s madium (MEM| con
timmy 0%, fetal el serwm and (00Tl peniciilin
strepromyein. TP Knocked-down  microsglinl  cclls
eapiesiing shR™NA-CTTPY were slahly establishal by in-

teerion of microglinl coils with o pSirendstiroen-ShRMNA-

CTIP2-busead velrapvrrus s dlsserihed by the raanulucliorsr
(Clantech Lab [ne ) CTIPT shBENA cxpressiip cells were
sorted by Aow evlomelny (o7 the concomilani expresanin
ol tle ZeGreen protein aod culmeed in DMEM. The
CTTREZ kneckslown elfoenoy wis conimllel by wiestern
Blot sud  ChIP experasents. The mopocyvile  HIV-
mmfeeted  TID el Tine was nuoniwimes]  m BPMI
[edOeClutaimay | medi supplemented with (0% Cewl
bewime semarn w501 fml pemicilin=srreplinmom,

Co-Tmmimoprecipitation assays

HER 293 T cells collured w1 00=mm dimmeter dishes weere
Iramatected smg the ealenim phosphane co-precipltation
imethod with e indicarsd  pFLAG-CTIP2 {20 el
phLAG-LSIX (Mgl pSoper contrisl or T::I‘.II.N' A5
FLAG  coutrol  §30pey  vectors.  Two  dove post-
transfeetion, mmunoprespibptions were performed namy
the standard techungoe witl M2 anb-FLAG S o ver-
night ar 478 Finally, the immunopresipitated complexes
wele processed Tod SIS PAGE and weslern Blul anidveis
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SDS-PAGE and swesitern ikl u.:unly:u&

SOSFAGE wie performed  wemp standard technogies,
Proteins wire detseted using pobedise direeted paginsg
the FTAG epitope (M2 mowie monoulonal From Siema),
LS (Abczm), CTIP? thethvl) and -actin (Slemal,
Prolems wene visualieed by chemilumimescense warige the
Super  Sipoal  Cheninmbrescence Detection Swstem
(Pieruek

Luciferase asssvs

Wlicrovghad eolls cofturcel in AR=well platey were franseeisd
witly the indicaved vestors asing (he salelun phespliats
co-preipiation methad, Potal amounts of %4 were
novmalized withy the cortesponding control vector, Two
s luter, cells were collecied wnd Juciferse ju_'ii\-il)' wells
determined  wsing the Doal-Gia'™ Lociferase  Asssy
Syslem (Promegad, Values correspond 1o an averaee of
af least three ndependent oxpeliments  performed o
trapelica e

Viral replicatipn

fl.-'lin.,'rqE,Ii;H eolls culfundd i | 2wl plates were fransieonsd
uziteg e caleinm phosphate eo-predipistion methad with
HIY-1 pil=4 3 and the expression plasmids as indiciesd,
Toeal ninowiies of DA were nocmalifed witl the corres-
iy emply vector. HIV-1 rephoation was montlored
as described . previopsly (3, Valdes corréspond 1o Gin
sroerige ol al lenst thrég {ndrpl:ndr_'nl Eaper el carmied
AUt i triplane,

Pseudoryped virion produciion and single-round infection

The plasmd phL-4 3-Eny was co-trunslected witlithe go-
velope plasmid encocling the pVSV.Gr enveldpe proten
into HEK 293 7T eglls. Vidons were collected 481 post-
Iraelection, For singlessound miection, micreelinl cells
wend dncubnted  with  the WSV psaudotypsed  HIV:
M4 3 -Fny virgs for X h at 470

Chromstin immunnprecipiation assays

Micraglhial snd CTIPT knacked-dowr miceogial colis ek
tared 1o |80 - dummester dishues: were subjecied 1 simpele-
roumd imfection by the Y8Y-peeudodvped vrasies 240

before heins procsssed for CWIP expevunents. HEK:

2000 eedls colvared an I00-mm akemtister dishes were trans-
fected  weing  tee calcivm  phogphile  Sospeecipitiation
methad with the mdiched veetars or the correspanding
conteel vectors, ChIP gssays werde pecformied gsing the
ChIF pssay ki (Upstate) 48k post=transfection,
Blicreglial and UL eelis were mock-teemted or treaned with
EMEA {100 nbdy Tor 24-h Belare ChTP assays. The primury
gotbodies nsed (o0 Chll were a3 follows ant-LSD1
fAhoamy, amti-CTIRY (hethyll, anG=RNA Pol T i&inw
Cruzk, anti-Spl  (Lpstate), antl-H3pan (Lpstite). antl-
AR (Upstated, anti-l 3RS med (U pstale], ont] 3K dme?
i Upstate), antl-WDRS tAbeam) pnd anti-hSET] ( Aboam),
Emanoprecipitated DA wis subjected w0 real-time
PCR quamtifiention. The gmplificd regions of the provirs
re tehicated 0 the lepepl section. The specidicity. ol the

enmichmenl ki been comlrdled by amphficadoms of e

CAPIH yone (13)

Indieect mpmoilicorescence amnd confocnl microscopy

Pl dcropelind calls caltured o 485wel] plotes were ransfecied
ar not wsmg the enloium phosphoie  cosprocipitiodion

e sl the pFLAG-LSD. pREPSCTIPT o pTul-

OGP expresacn veetors, Celby were fied and permenbil-

2o it deseribed previeusly (30 The eover slips were then
mcubuled Tar Th ol reom lemperdture. wilh primary
antibodies  directed agmnst LSD] (Abeam), BSET
iABoom) ur ageinst the TLAG epilope (M2 miowse -
clongl; Sigmm). The: primary inmnnocomplexes. were
peviedlad. by CY 3= or ©¥ S luheled secomnidory mibi-npisciss
untibeddics The stamed cells were amilyas] By confocul
Pcroseopy Wsing o Zelwn laser sdanming  micrascope
cmadel A0 amvert ) equippel with o Planapa oil (63 )
frmgrsion lens rnomerical apeeiaee 149

RESULTS

LS represses HIY-1 replication and transcription in
mifcraplinl cells

The (umclhiom of LSEI m HTIW-1 infecied  cells wis
investegated by velng an LSDT knock-down stmiegy. We
co-lramslecisd pocroehal cells with oocompieis TTIV-1 in-
feerious provirus (phi-4 31and with or withont pshl 2]
epressing veclor. The elliciency oF the knvek=town ol
EA0 wayw cheoked by western blon (Figore TAR As
shown o Flewe 1A, the knock-down ol LSD] wis
whsprinted with o n-foid nerease mo pd prodducion,
which wrgies i favour of a sepressive role of LSO In
FITV-1 replicalion. We next imvestipnied ‘whether T.ST2
[ras o divect impact ontranserlprioh ot the HIV-1 génes
arrce Lhis proteinas ineilved an (heromsorphionol regola-
tuon ot many cellnlar gones: Magrogliol cells wore frans-
[Eried wilh the gpisomal TTR-Luc veelor with or seithoul
the sh LS expressing voctor iin the absence (Fame 1H)
ar prresence e 100 of Tal, Toothe ahsenge of Tal,
LRI represes] TR promseriptional betiviey oo dise-
dependent manner (Fieue |B colunis 2 amd 35 Wheo
Trt s enpressed together with (he shLDS] véeor, we
abserved o sinergishic notivation of LTRE-driven transcrip-
Lo (Tigure 1C column 4 compared e columng 2 omd 3.
Thus LS nhibitsHIY- 1 eplication as a result of tran-
reripliomdl  repression occurming Al hath the early
Tat-independer and the lte Tar-dependont steps

LSO =mediated répression of HLY-1 is associated with
the wpioenctic murks H3R4med und HAK9mesd

' mvesngaie whethor TET s reerwmted o the HIV-]
proteater f peve. we pecformed CRIT assays using inlco-
uhipl zells  irnnsfected wath  the pNL43  provirns
Orefeaypresson of LD wis sssocmted 10oan (ncreose
Gl TEAECD trmmethdabion ¢TI Smeed | amed rome sarprising-
[ to nn inceease of HIK4 oimethylotion (H3K4med)
iFpore 24 columms 3 und 47 in the prosimal reaon of
the HIV-] promersr bn agreement, koocking-devn co-
dipenous, LS expression desfavoured  TIEAES  god
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Fgure 1. L3k 1Ceascy HEY -1 poae LFIEE T and vpial jeplleazson, (&) Biccoglal cells wers vangloeed sat the pXML=5 wss e mdicacd
vk Dluluase Saprntinls were analvied Uop p24 g contents A post bramslEction (W and £ M\_nlgll.l.l calbe viere brznsdeeead wilh e
epiamil ETHR-| Lt aed dhe dmilicedsl o ssckies,  DMMA smidamis wers pormndizs] ool inoesfeessar s ayh werlh sshERACL dnlzpl o
Pl Y AT L AGT dndral weomams Loiraes activiies ere mecangl 2ok post termeeton and evpressind relative o thie vt nhiiesd etk
episomg] LTR-LVC plogs, 74 und ©) Tha knock=town sffwienes of shaR™A constrpots ivrsis sh-conitell fes been' gontrallad by wocern Blol

omalveis

M4 mrimethyletion (Tieure 24 colwmns 3 wnd 40
Lewerestinaly, knocking-doewn LD in BV -1 teanstectsd
microglial ceits was associared with n strong inerease of
HY bl peetylition level (Fizure 24 oodumn i) and with
ble a0 TE3 fistomes sebociiled |o e viral pro-
moter (Figure 2A cobamn 36 Forthermaore, koocking.
dawn L5138 stretizly mereased the feemitment of the
ERA pol 11 1o the FINV=D promoter. thereby Confirmming
lhe activalsd slatuy of the wiral promoter (Fuaure 24
coliimi 7). From these results we speculatad thar HIV-1
regotivation in latently  infectod I eclly: gowld he
assechalied with g release of 1500 dmd o coneamitan

decrehse of 3K and FLMKS tomnethylolion levels nl the:

HIV | promoter, To gese chis hvpothesis, hlstone methy-
lutier mracks wnd  FSU¥ recruitment at che HIV-
prremoler wers o lored i e latently mfectad 101 el
Tite ufler wetivition of wital geme ranscrption. As shown
in Figure 2B PMA (pliocbel L2 anvristate [ 3acetatc)
treaiment fmdieed 8 releise of the endoginons LS50
[reim the vire] promarer fcelumen 2p Mureover, this phe-
nomenan was associated with deceensed trimethiylation
fevels of HAKS and HIKY (columns 3 and 4 from
Figure: 2R, vespeotvely), As expected, the reloase of the
dm]ug-:nuu:: 1801 [ollowing PMA  realment of the
latentdy lnfected U1 ceil Lne was mssociated with an
mersuse of the glebnl| histons H3 neetvlation, level oand
with an moredued BMNA pol 1 reersitment 1o the HIv-|
promoles (Figure 20 colommes & and Tp Te verily whether
L5135 spocifically Iocated &t the promoter reglon of the

HIV: | gonome, we performe:d soversl Chip Cxperments

wilh wbibitonal sels of prnmers: hyhrshang o adpeen
repigns ol the viral penome. As stwien o Fipars 20,

LA D wakasnby smscnctated 1o the prosomal proomoles repniso
{ealumes 1 and 2 amdl oot with adjiecnr regions such us
inbraeiic Guir oor Mproeegions (oolumma 3oamd - 40,
Mareover, the eplgenctic. muks nssoclated with the oss
af LSO we deserbed ubove were blso abserved with
other LSO regulated genes since we observed the same
evenls with the LREH -remilaled pene CTRP alpha (Figune
20, coluimes ;6 and: 7), as previeusly described |351- i
dvepredance with the lersbore (300, we  shows) tha
knock-down ol LD s vorrelated with an incresse of
Hikdme?d in' the promotor reglon of LS regulited
FEREG such 04 SCHNIA. SCNIA (dold mol ghown) und
SCNIAT (Ripure 0¥ polumns: 20 3 and &) spgecsting
ihal Lhesz  LEDM ssensitve P rnd'v he r|:|_u|u.l|:d by
maclesilar micchanisms Elnh:d ta the previously deseribed
ermayiabic nelivied o LED 1 Ax o conirol, we showed thal
LB is mor assecialed o the promotdr of the LS -
msensitve pene GAPRBH (Flpare 200 o wdditien,
FE3ECH trimethylotion level at the GATDEH pmmuuﬂ Wiis
mint sgnsEive (o the modalphon of TSI expression.
Toaken tegether. these dacn supgest thar LS i5 e
criiled 1o the HTV- promoter and Therchy represses s
irnssriptional getivity. Hower, we wer wnable to show
that  thin  repression was o lokied (o s presisdsly
chariererized HIKA of H3RY demethylnse activities

LSO represses TTV-1 LTR-driven gone exprossion
thromgh the Spl-binding sites of HIV-1 promoter

I order 1o ldeatfy the LTR reglon allowing the LS -
medivited repressivn of HIV- | transeription i microplial
cells, wo porformed transent transfection expormments
with & frunculions or mutations of the CTR-LuilEmse
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CEBAP:

Tigure L LA wsspeuitoom wille o HINST grosnid prsemanie osduces il cermeZasloion on Distonss 7 Gsines 3w S0 % U5 eapermi wors
prerirod gn gl wafle Crarndecied woly tho p LAl grawirie do the prdience ol e pELALE LS G pehBENA-LRDE or e ."4'.'-|1|.'|.'l|l.':
Aol T AL ind ps«'h'H-I;v.-\ kel vecpea, €l e snhipeied e ORI sy with Dhe aiqfon el nnrfhaliss !-I'p-b_'lriu ermshrmeni s 1 ihe LT -1
prasimn] proeeotes were qoom ifed B ored lsdme POR targeting the Sae=1 eegion: Specitic entickmienes 7,~..-.rr~r|11-i'|:l||lce:l"rdnr|w 1 che :l:\-nlrnl'lp:ﬂ": anid
selitiveenrichmneitsin (ke coptest of L3S0 oves-cxpiession of depletion wore expressed relutive to the value abtiined with the pelSAS-FLAG a1
the paliBNA-ronra] worors, especiively, (B Meckefoared and PRIA-treated U cells wers subjsered- o CRIP experanents with the indicaisd
ailibnsdies. Specific cocehimenss o the HIY-1 plosioal prometer wois guastiined by seb-tos PUR Sssstiog e Bee-l sesn e aoiewils of
i rocipi Lled - wuibenal wens normalisecd 8t gapal B A aod pocieniod selalee o thig mon spaocils: i preciilebion. (8] pel3MA amd
AFLACH LSEXT jonnulted mocmighiul U;II!l'.'\.';-,:r: nkpectod e O cxpemmenis sk ihe ||i||| LEIT undiboaty. Npe cemsichirment ol e ME G and
hid B | pegmiirn ol the pepsmnnier aml Phe Cleg ool Vpe mmsgerie réggon ste preseried relaldve 2o i nin sdpscibe ansichmen s shbamed wiil fhe
enbitral 120 sl ae 1ih pshB R Aot jimd p':hEF\‘-.*.JI 'q.n'r trasfeered marmglialcelly wers sabscld 10 SRR soerimenis Sith the fadicast
antibwdies; ﬁ-;\:qiﬁ.‘ carichinent of the SCR2AY, CEBPx and e PIH promonecs qee ndiented relasive o the gontrol 1pG

vootalt in the contest of ectopic LS| over-oxpression Lil3l associates with the wiral prometer via the Spl-
ar endopenoons LT -]inm;}c-th'-mu. While L&D over- H_n;l[n;q wiles, we nerfiimed ChIF experments with the
expresaton repressed e Tocilerase expression of the full- wili-type LTR-Lug (wild-type | 7ES) amd e Spd-
length dnd the progimal LTH eonstscts, knocking-daown Finding sites-motared wegtors. As shown in Fleune 38

EATH) stimanli el Dhese cranscamtions] solivities (T izum 1A (eolumm 3% modabsen of the E]‘ll-hindi‘ng sles wholshed
Lusies | dnd 2 lolerestingly. mutalion of the Spl-bindmg LI secruitinent ol the vial promoler. Tnleresbingly, we
sites abrogated LS -medisted tepression, suggesting the abscrved that the opigenctic mark H3Kdmed s preferen-
mvolvement of this LTE regon o D510 megruimment Pl detected o b wild-lype TTR (pETR-Luc wi)
(Fieare 24 lane 3 Toodstabilish whether the enidosenoons (Fieure 3 columin 4, Sioee 71 bos Bessoghawn hat
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Flgore 30 L5 omcd i rogiesion ol HIVST goans eracsipiicn and sapldanan coguaes FICD proasinial st Spl-biatig siacs (AL Micrighal
cells weee rmuabacied wdih Ty gl dhe pETECLLC 1 T8, pLTH LB j29THan o dhe plL TR (1 TR mul 8g1 amd L3ug o the
LA THIN dr pehBMACLETI vestors: pel3MATFL AL e pabW B A Comital  pliamifs wers oeed b noemadize dhe  immatecist [3MNA
mmengs Twear doys pesr-sramslocfion, Tacilernsz civities wore magunred pmd (e mesilig ore exersssd olaniva o (Be conirol veerers, () TIEK
FAT cells wege treisfected with the pLTR-LLAC (0-F800 or with (e pETR-LLC {1-7800 ot Spl vecoor @81 betors heing . sobjeciéd- 10 ChiP
cxpotinbonte with the indsonsed poibeodizs lopot aad nmosopoecipinted. DNAs wore quatficd by renlrime PCR sing prmecs wzsting the
Spl-hading sites segen o the HIY-E premetar The 2oeunls af ooouoprecpiided otenl were aetealoosd vocdhe mpa LA il |u;|u.|l:u g

Pl telidive o il oanespecila oot -leld,

Spl rooruits HDALT (37, we colnpared the association
af HIZACT o the W and  the Spl-motded vl
prvmaler As shobn i Figure 3 e alebil recraibomeml
of HDACE 156 the HIV-l promower was mostly gheo.
gated hy the mutslion, af the Spl-bimding sites (eodomn
5 Intetestingly. this vtk coreebaed with g gmall -
crease of the HY aceryiation level (Fipore 38 calumn b)
anid o) sfrome decresse al 1he HiK4d frrnethy Lo leyel
(Ficire 3B dolumm 20 I oo conbiol ekpedmeil, we
verificd  that the spme omounts of histone HI weas
Fomel an hath comstruo {Figure A8 dotamn 7,

15000 gonperates with C1IP2 to repress HIY-1
ceplication aid Lranscription

We hate previotealy showin thol ETIPD represses TTIV-|
sene lranserpaion i miorostial eells (130 Wes therelore
hypatheslzed that CTIP? and LSO coubd cooperate to
repress HIYS1 eplicptlon and wanserpion. As shown in
Figtiee d4, the knock-dawn of bath foctors ssmergistically
activited HIV-1 replication | A0-fold sensation with the
dotble lnock-down compared Lo thes3-fold and T0-fald
urbivaliony observel with the LS and CTTPZ sinsle
knch-dowins, respectively),

The trinscriptionsl dapects of L80! and 702
knovk-townswere ther assessed i the presence oruhsence
ol Tal, Singh knock-down of CTIP2 stintobated transerip-
o i the ubsence and presence of Tul (Figore 45
colimns 2 and 3 and C eolumns 3 and 45 However, oom-
bination ol LEEM umd CTTP2 knock-downs  [urther
increased HIV-]l genc transcriptien in che absenes o
preqence of Tal | Figore 4B column 4 and 40 columm 53
These pesulis stropgly suggest 1 funceonal cooperdrion
hetween LRI and OTTPL v the vepressaon ol TTTV-1
transsipion in o chronttinized prometer. As contndgls,
kruisuk-desvn timil dver-expression ellidiencies were verfizal
b western blot {Fleis -40),

L5 interacts with €TIPZ ool co-localizes with Tt al
CTIPY in the nucleos

Liar it stronely spgess o funotiomal coaperation he-
tween LSTY und CTIP2. We therelore imvestipatal
whether these prowing eould intoract physically, 1o this
e, we perlormed FLAG-lureled immuneprecipililion
expeniments with nuclent extracts from cells expressing
FLAG-LSD] ur FLAG-CTIPZ pruoteing. As shown in
Fignre 34 FLAG-C TP and- B LA G181 eo-immune-
precipitated wilh sndoenous LSDE amd CTTP2 prsteins,
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wind the lodbeeted ploseods eoluings 2 Lo 4 e Ui peli A u-.u|-.'.u| weelor fedbinny 1) Celiid sugeonatoiits wees wialyvaod Toe p2 conlonts S50
posd=lispsiocthe, £H aigl £ Hln.||l|._.||.| cilis wire bradalustod with i eparapiad D=L daid e widnzated phigieds o thie b BESAC Gonirel vecty
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respectively, arguing tor o physical interaction besweon
hese P pristeins. We negl investigaled whelher LS
co-localizes with Tat s previously shown ter CT1P2 (30),
Cells tramsfecled with o BIP-CTIP2 ctx]'ur-_'mmﬂ veclor Th
the prescnce or oot of GFFTar worc-examined far &in-
dopenouws LA lecalizution wsing canlocal mcrosaopy,
Endogenons LSO explession was {rbsr:-‘ucl.‘i o baoth the

cytophasm jmd the nodeus (Fpuee 5T, 1'r|-..lma:n-4 and aj;

As pravionsty deseriled (130, anelear exprossion of CUIPE
barbeured  boll-like strociurgs (Clgore 5B, pictures 7
and ) Ag shown in Fgare SO plernres F-4 0 LSE
CTIP2 co-localized o the CTIP2-induced nuclenr stroc-
tures {30, suggassnng thar TP relocared LRI fnre

these structored: Intesestingly, GEP-Tul expression re-

focated  LASII0 from the eyeoplasm o the nuelens
(Fieire 5C, piciures | <4k Froally, U|'r.'i:[_'1.'].'||.iull.1i wf 1the con-
comitant  exprossions . of REP-CTIPD and  GEP-Ta1
revenled co-localization ul buoth proléus with LED] |
i modleus (Frure 300, Stamime of genonie 1INA are
presentad i Flauee 5B, Allosether, these fesulis suppoct
thit € 1EP2 dand LS miersel physieally omd ket 15131
i re-localized by CTIP2 and Tal in dense sub-puclear
AlTHOLLTES.

LS50 i= reguired Dor CTIFZ recruitment ot the TITY =1
proximal promaster '

We next gskod whether LSD) is required for CTI02 ce-
cruitment 1o e TITV=] promoter: Toe address this gues-
fign, e perfarnsed adiditional UhiPespenments i the

LATH owver-expression or LS Enock-lown contexis.

Asshown in Figure 0A. over-cxpression of LSEY was
agpicinted with un incvense of endogenous CTIP2 recruil-
ment e the wirnl promoter As  expecied,  LS13)
knstle-diwn decreased CTTPD assstialion with the viral

melntive 45 M Sailoe ohlaoed with 1he -|'||r:-.:-|r|.|| 0 A L
1l sk BRAY don
culld eraysfecieil el rhe

propater {Figure G To tuther study LD aod COTIPZ
recrutbmen| ab the HIV-1 promier, we perfommed ChiP
exporinments with FIV- 1 intected micreplial ceils exprosi-
i dcimiral)oor nol CTIP2 (hOTTPL) (Fgure 60 As
control, we checkod that CTIP (8 css reormted onto the
HIY=1 prosmal promoler in the mlecled shCTIP2 moro-
abial ol koo (Figure 68 eolumn 2 compbred o calumn |
commpingsld to dhe contred ocell fmel Unexpecledly.
knecking=down £ TR shightly Inerensc] LSEY roernit-
ment fthe TTR (Tieore 61 column 3, Maersiver, this
reeruitment was corrclied  with an inereasad - HAKA
trimethielation (Fenure 6B -colunm 43 These resulls suomest
that LS s meanived for CTHP2 rectiimment ta the HIY-
sl promoler.

L5 -medinted repressivn and H3KS trimethy lation are
phsociuled with the neerudiment of BSET1 and WIHRS

fo the HIY -1 proximal promoner

The epigenctic marlk H3ESme? Tiss been shown to be s
et with LRI recrunimen) (20200, This sssicniien
results from the interdction of LSO with & methyl-
Ir..lnblr:r.u.r_ scompley  contmme WHR‘? anil hsET
(M2 CHIP experhments poctarmed with cells avee-
expressing S0 comfirmed an inerensed recrwiment ol
PSETL and WDRS, two members of the OOMPASS
commpler: (Figore T4, Blue columns” 4 amd 30 10 the
HIY-l promoter, tosgther wich an mereasod  HIES
trimEthylation.  Toversely,  Eneckine-down endosenius
LS docreased WSET) amd WLHIRS Gissociation 1o the
viral promaler amd TRK4 irimethylotion (Figure 748
pink colomngh, ChlP cxperiments performed with tho
WI-LTR-Luw v the Spl-mutated TTRE-Luc reporter con-
strycrs further canfirmed fhat hSETT, WIBRS and 1L513]
are recroiled comeemituntly 1o the preaimal Spl-bimmg
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wthe e HEY=T L0 LUC cpmina] vector o G prdsenoe ol (e pELAG=ESIE, te jub B MA-LSDL o e sepoctbos el ASFLAG and
gab Bl vactoe Oty wens sebgeered pn ChIT assayn will Dy indsaed Seebendics: Specific eovchmuny e e HINVSD gmesoral
prgsmade swaine gurnbbed by vl e PO Horge b (e Sl -hll‘lL‘iinE.-'li"?.. Hpela emrichmen 1wt cimdabéd ralickive e e Coomaril leti and
selintve envichmenss In the conrest of TEDL dher-ppression g 180 4ler|lu|ic|!1 avmre | ekprasint orelafee ip lhe salje obmrined wirk che
|'||"|'.I-T'C.;".'|-[-'I A i The bR A-canimo] e rr\-q'u:x:riwl:.' Reeplis wene exprested telafve o the ssbie obiolned with  rhe -?hl'mll1
LTR-LLI pinsmid coetznsfvoted with the oeTINAIFLAG o0 the psbRNA-rooia] veetors: (B Contool and CTIPD kuocked-down nticeoatind
colle worg wfecoed witly thee V8NV -peeodonyed pRL=5Eoh vine 220 befors ‘bony dubjecred o P eapennsattn with e indiesited aatbodise
Apdeiv enficlubicnls were caksulaned wlionrdo 10 the conind | BeCe and selatsg eodfcbineais w bl ol g C P2 dieploting yerd capnusscd el (o
hig v nblaived wilh The pontml aclse Specic’ concireents ol the BT progial peomcier, Wiz il by pabfioe PO Liepenag the

LTRSSl Barulioge . sites region

sitcs of the vimil proimoter. Indeed, the nbroguted pssoci-
atioer of LT g the Spl-mutaed TTR (Figure T laoe 2
ealmn versts eolomn b eorrelared with b rddueed vecr-
nent of both BSET | and WIS ( Figwee 7B, columins 3 and
41, Trim these cesulis, we hypothesisd that HTV-1 re-
activation o miereglin] cells cotld be dssociated with &
reledse of LD und an alomgside reducsl recraiiment of
BSETT wnd WIS 1o the HIM-1 promiator. In agresmend
with. these resulis, PMA trealmenl relsoesd LSTH],
WIRS pnd hSET) fram the viml promeoter of HIV-1
infected cells (Figure 70, ocolumns 20 4 and 31 and
decrezastd HARS immetheladon Feare 20 eolamm 1),
Tiden mwpether. onr datn sopgest thot LEDI-mssocianed
merzase of HAK4 frmmethylation we the HTW-| prl.u-;imul
promoter regwn might he lnked wo BSETT and WIORS

TIJ_!’_.'TLLILTH trid,

DISCUSSION

The inlrerduction of TEAART fm 199 hes raided Hiopes for
curing  petionts infected  with HIV-1 Lnfarmmstcly,
Tome=term auppressert of TITV-| rephontion hay unvetled
the existonce ol lgtent HIV-D resorvoars sieh a8 cesting
CO4Y T oeells and  moesocyles mactoplidees  (2538),
Flaoragliad cells: the ONS-resdent mocrophiizes, e the
brewin magor turgets for HIVAD and coustitute bitently
infected vells (39 Tsderstonding the mileculinr reuhen-
s of cstablishment. montenance and eactiation of
FITW- | fulency momreroghisl cells is therefiore vrogial Tor el-
ficiemt therapouns intervestion (26275 In reeent ppors,
we reparied that CTIP2 apdubos TITV-1 repheation ol

Iranseription inomicreg il eells (29300 by reeroiting o
chrommatin-meddvine comples wibch-contuns histone de-
aceryinses IHIZACT g HRAC?) and o listone methyl-
P e e (UG ) (1 3) & hetier comprehenison of
the malaculnr mechanlsms aivodved nestablislunent and
mainierance of FITW-=1 lenee would be achicvsd by the
wlentification of additionn] lacters able 1o induce. beiero-
chromiitin formation ut the viral prlmnlﬁr (36 31 ) Since
histore and DA meivlonens hoave been momlicatzd m
ihe sthenemg of the mmicgrared provirgs PR30, we
further investonled the inleence of specilic deimethylse
engyimes, LSO, @ demethylnse fiest identificd by Sk er of
CH an b teansceripiicoil reprassore constiluted therslore 4
petential candidate to play a rode o HIY-| sdenomg In
this report, we [irsl showed Uhal LS represses HIV-1
expresasion by inhibeticg che wanscription step of the
Vil |i|"-.:.::}'1':|¢:. ChlP expernmenty revenled that (AN
pecrted 6 the FITVE] peoxinal promoier. Tn sddition,
(e repressive epigenche mark HIKSmed was binked o
LED| recruilment ol the vl prometer. Sinee LSD)
wis inminlly charscterized as 0 wpresser fssoomted with
demethelaton of TITRS (421, we locused our investigation
on this point  Sorprisingly. we observed an ingremsed
FIAK S immeethoelation level G e HTV-| prositmdl pro-
meterT megion upon LSO recrwibment. Such:a patiern
fias pn_".'l.-hun.l:. heen desenbzl inoa '|'!r|."|,"i15-llH wiork m ke
context ol the HEV promoter by Lisie o wl (210
Hitwever, these .'|'|1Thm'l§ fwe further shovwn thar this
F3E4 Lrimethvlagion eocielazed with o derselliglution of
HAKS and wich transeripiiongl activation (21) Here, we
demsestrate for the  Dirst e that  LSDH-anduced
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teanmlocted with the FOY-1 CPR-LLAC episomil secies i thie presencs the p B LAG-LEG L Lhe pshBEMNA-LSIN o the cespocive pelHAELAG ol
b B Ao il veetorss Cels were subgected 0 ORI assas wilh e idiceted anbibediess Specific easichrmems weee snsulisl mwlspe: 0 the
comipsl BgCE il relubive unrchimoenis me e comtes) of LRI pvus-seprcsisiom o ibapliétiom e asprsiiad selive o jhe volue phimesd with the

T A LA o the pshRMA-cnnire! vesinm, r:\-.-n.-r:lwll'.'. I|Iimni."ll.' enriehmeniy 0 The YD pommn] prvmates semiani Sere o hiied by
el TOR, (R HTE 5T cells were Irnmalisist with (ha PETRTTC (1T TE9) arswith the ol TE-I THD (I 78R mar Spl vestor 48k bekorn
beinz sibjecied to CRIP expetimenes witl the indidred waiboedics Topetsod fmmunoprecizitased DA were quunified By readtime POR osing
pridnors thepesziny tho Spi-bading s sesien of the HIV-D promoter, The amowsty of dumunepdacipilaced gatesdal weed oocmalized to the dapu
I3rA: sipd prescnbial nelatove s the mion speetfiysottral Tl 100 Sictbelad colls wers wifected willi U Yav-preddot ped py L2 Bl yun 25
bt being s afeciid 1o ORI enpermment, sl e indicted ainbédses Spesiiic ensishroeng in the BV D prosinmal prominter weee gquontidied by
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tramseriplionnl  repression Can by assovialed with buth
Hik4med pnd HI3IKY9me) cpigenerle macks. Wo farther
showe thilt these cpigendtic morky are nked 1o LS13 re-
criittment ul e TITV-] prosimal promoler throoah the
Sl -bindlng sites as previonsly demenstrazed far CTIP2
1 O resulbs dre an agreement widh ihe mrode] [Hre-
seriled by the Dadid Margolis proup who demonsirited
thiat HOACT s released from the HIV:D promoer upoen
mutation af the Spl-bindm sives (371 Indeed, we demon-
stented that LY and TIDVACT are associaled wells the
wrild-type bt ner with theSp] mmted promoter, Mew
fumeliomal amd hivchemical investizations will be nesdal
fodefermine 1F these clzvmes chunpeis o coopeate Lo
ther hinding to the HIY-T proovoter, Haoweser, iF 5 now
dlear thal belh emvmes are invalved in Lhe Slencine of
FEIY - | sene teanscription

We miesl esalowlsil whelher (kg ::]1i_m:nu:|i|..' mmarks,
HIR9uie? wod HIK4mel, could resoll from LSD)
reermimment  onto the  HIV-]  promater. Hegarding
[l wie speculated that LED could cooperals
with CTIP2 as we hod peviosly shown thot this faeror
recriss SUVIOHL, engymes which specifically methvlates
FIAVECS ¢ 130 b woresmamt witl this by pothens we showel
b that LED eooperatos Munetionally with CTIE? 1o
reparess HIY -1 replication amd transeniphion in o senergis-
e mannge. We Turther demoostrated that this coiper-
ation  coreelates With o plwvsical  lomerection besween
CTIP uncd: LSO ChIF assays showed that LRI and
CTIP2 el physcally, ond o conlocal  pecrostony

ehperimenls” sugmested o S b imleruclion belwesn
these two proteins, wiich was found to accur in presdously
characterieed O P nduced miclent strictir=s (311). In
addition, the tronsactvator Tat releceled TSD1 in o the
itelens Sinee v belleve that these Badl-like nuclesl stroe-
jures reflect § helerochromatin envdromment. the eo-
localigtion of LEEY with both ©TIPZ and Tastecengsly
suggeits tht LS Isinvoived in prometing local herero-
chromann enviromment o, repress HEV- pene itansenp-
o g mcroplind cells Morepver, LD seems Lo have o
mere criical role inopromatimg HIV-1 silencing thao
CTIPL Indesd, we shineed thal ESTI regpored o
CTIPD vecrultment onto the FIIV-1 preximal pronsis
whereas the meverse 15 not absorverd

Efschbmsme  underlying LSD-nediated  nceedse ol
HAkd srmcthylation might rather rely on LSBT whility
jocwneher giher Tactrs ul 1he prommollr tham L s owm
erviatic aonvily, Indeed, LSDI1 & also koown 1o be
dssneinted with the weoroitment of RREL] and WIDRS,
twdr members of the BOOMPASS methsllcanslerase com-
plex, which s belleved o induce the whnethelasion of
HARA (300, In rhis context, LS1I, through its imior-
avtion  with  TTCF-L  recruies  (hes melbiylironsderase
camplon contaimng WDRES and hSETD 1o the HSY
promcter (21) Here, we showed (Fal LST Tavouwrs (he
recrieitment ol such o comples Lo the TIY-1 promoer,
HAKS trintetivlation was pssociated with the recruitient
al LA, hSETT amad WIIRS wt the Spl-kindinge sites of
fhe V-1 LT Muorover, seacUvabion of V-1
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pevitases corrilated wath the relese of LADH. hSETI
and WIRRS Tromn the virnl provsater pnd with o redoesd
TEMES frimethylation, AT together, oor teselly stoongly
siggest cthat L5130 imvalved mothe cstibishiment and
e prdrtenange of FIVA Bileney o microglial cells by
faviuring o lockl helerechiomalin straolare,
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Publication 2 — En préparation

HIC1 and SIRT1 cooperate to repress TAT-mediated HIV-1

transcription.

Le Douce V, Rohr O, Schwartz C.

Depuis l'introduction des multi-thérapies, I'infection au VIH-1 est maintenue sous
controle dans la plupart des patients. Malheureusement, les multi-thérapies ne
permettent pas 'éradication du virus. En effet, le virus peut rester hors de porté des
traitements dans des sanctuaires anatomiques, ou la biodisponibilité des
antirétroviraux est moindre, ou dans des réservoirs cellulaires, ou le virus est intégré
de facon latente. Les cellules microgliales sont les macrophages résidents du systeme
nerveux central (SNC) et la cible privilégiée du VIH-1 dans le cerveau. Le SNC est un
des sanctuaires viraux les plus étudié, tandis que les cellules microgliales ont été
décrites comme un réservoir cellulaire avec une longue durée de vie. Ce genre de
cellule, infectée de fagon latente, apparait comme un des principaux obstacles a
I’éradication virale et la guérison complete des patients. Ainsi, la compréhension des
meécanismes sous-jacents impliqués dans 'extinction de la transcription virale semble
une étape cruciale afin d’arriver a une cure. Nous avons précédemment démontré
que le facteur transcriptionnel CTIP2 coopere avec la deméthylase LSD1 afin d’établir
un environnement hétérochromatinien au niveau du promoteur viral. Dans le
présent rapport, nous indiquons comment le suppresseur de tumeur HICI est en
mesure de réprimer la transcription virale sous gouvernance du transactivateur viral
TAT en interagissant avec la déacétylase de classe III SIRT1. HIC1 peut en effet
neutraliser l'activité transactivatrice de TAT, favorisant ainsi 1’établissement et le
maintien de la latence. Il est intéressant de noter qu'une mutation ponctuelle dans le
motif de SUMOylation/Acetylation de HIC1 est suffisante pour abroger sa capacité a

réprimer la transcription virale.

J'ai effectué I'intégralité des expériences présentées dans ce compte-rendu.
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Since the introduction of combination antiretroviral therapy (cART) HIV-1 has
been kept under control in the majority of patients. Unfortunately cARTs do not
lead to total eradication of the virus. The virus can indeed stay out of reach of the
cART in sanctuaries where drugs bioavailability is poor or in cell reservoir where
the provirus is silently integrated. Microglial cells are resident macrophages of the
central nervous system (CNS), and also the primary target of HIV-1 in brain. CNS
is one of the most studied reservoir and microglial cells have been described as a
long lived HIV-1 cell reservoir. Such latently infected cells constitute the main
obstacle to virus eradication. Therefore understanding of the underlying
mechanisms implicated in the viral transcriptional silencing appears to be a
critical step towards an HIV cure. We previously demonstrated that the cellular
transcriptional factor CTIP2 cooperates with the demethylase LSD1 to establish
heterochromatin in the vicinity of the viral promoter. In this report we show how
the tumor suppressor HIC1 is able to repress TAT-mediated viral transcription by
interacting with the class III deacetylase SIRT1. HIC1 can indeed counteract the
transactivating activity of the viral protein TAT thus favouring latency
establishment.  Interestingly a  single mutation in the HIC1
acetylation/SUMOylation switch is sufficient to render HIC1 unable to repress the

viral transcription.

For over two decades combination antiretroviral therapy (cART) helped to
successfully maintain the immune system and control viral load in HIV-1 infected
patients. Unfortunately cART cannot act as a sterilizing cure due to the existence of
latent proviruses lying in cellular reservoirs (Harrigan et al., 1999). Silenced
proviruses in cellular reservoirs are virtually insensitive to cART drugs which can
only target productive infection (Redel et al., 2009 , Le Douce et al., 2010). Microglial
cells are resident macrophages in the central nervous system and the main HIV-1
target in brain (He et al, 1997 ; Jordan et al., 1991 ; Suh et al., 2005). Microglial cells are
long-lived cells that can be latently infected by HIV-1 (Davis et al., 1992 ; Barber et al.,

2006 ; Le Douce et al, 2010). In the majority of cases, latency is achieved by
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transcriptional extinction of the viral genome (Colin and Van Lint, 2009). This event
can occur through viral promoter DNA methylation, chromatin remodelling or TAT-
mediated transactivation inhibition (Redel et al., 2009 ; Weinberger et al., 2008). TAT
is a viral protein synthetized during the early events of transcription. TAT then
undergoes sequential post-translationnal modifications allowing it to achieve the
transactivation of the viral genome transcription (Hetzer et al, 2005). TAT is so able
to promote its own production while increasing drastically the overall viral
transcription by recruiting the positive transcription elongation factor (P-TEFb)
(d’Orso et Frankel, 2009 ; Krueger et al., 2010). However for a lapse of time, TAT
concentration is low enough to make the system evolve either toward full
transcriptional activation or toward latency (Weinberger et al, 2005 ; Weinberger et
al, 2008). The provirus cannot sustain full TAT-mediated transcription indefinitely
and will eventually be reverted to latency at some point. This means that an
alteration of TAT-transactivation cycle can lead to an early abortion of the full
transcription process, resulting in latency establishment. Our team previously
demonstrated that the cellular transcription repressor COUP-TF Interacting Protein 2
(CTIP2) is able to cooperate with the lysine specific demethylase 1 (LSD1) to induce
histone post-translationnal modifications in microglial cells (Le Douce et al, 2012).
CTIP2 recruits histones deacetylases 1 and 2 (HDAC1&2) and methyltransferases
(SUV39h1) activities while LSD1 recruits the methyltransferase complex hCompass
(Marban et al, 2007 ; Le Douce et al 2012). The chromatine remodelling complexe
associated to LSD1/CTIP2 promotes the establishment of heterochromatin at the viral
promoter, and thus latency. More recently we identified CTIP2 as a new member of
the inactive pool of P-TEFb (Cherrier et al, unpublished). CTIP2 can decrease TAT-
mediated transactivation by reducing the stock of active P-TEFb available for TAT.
Moreover, CTIP2 can also directly interact with TAT and P-TEFb to decrease
initiation and elongation of viral transcription. CTIP2, by impairing TAT-driven
transactivation cycle is able to induce latency establishment.

HIC1 is a cellular tumor suppressor involved in DNA damage response, cell

survival, and neural development (Grimm et al., 1999 ; Carter et al, 2000 ; Dehennaut
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and Leprince, 2009). Loss of heterozygosity (LOH) of Hicl has been implicated in
numerous cancers, such as medulloblastoma or leukemia and is associated with
increased malignancy and poor prognosis (Rood et al., 2002 ; Britschgi et al., 2008 ;
Fleuriel et al, 2008). LOH of HIC1 can occur through hypermethylation or deletion of
the 17p13.3 region, where the Hicl gene is located (Wales et al, 1995). HIC1 is a
transcriptional repressor divided in three main regions. A BIB/POZ protein-protein
interaction domain (Broad complex,Tramtrack and Bric a brac/Pox viruses and Zinc
finger) located in the amino-terminal part (Deltour and Leprince, 1999). This region
has an autonomous transcriptional repressive activity through its interaction with
the NAD-dependant class-III histone deacetylase SIRT1 (Chen et al.,, 2005). The
central region contains two phylogenetically conserved sequences. A GLDL?»SKK
conserved motif, to which the C-terminal binding protein (CtBP) binds. Interaction
with CtBP grants HIC1 with a class-I and -II HDAC-dependant transcriptional
repression activity (Deltour et al, 2002). The second motif is a
SUMOylation/acetylation switch MK3*HEP. Acetylation of lysine 314 by CBP/P300
decreases HIC1 interaction with its co-repressor. Acetylation and SUMOylation
compete for the same lysine residue (Stankovic-Valentin et al., 2007). SUMOylation
on the other hand has been described to activate and potentiate HICI1-mediated
transcriptional repression (Van Rechem et al., 2010). Finally, the C-terminal part of
HIC1 contains five krueppel-like C2H: zinc fingers. A cluster with the last four zinc
fingers allows HIC1 to interact with a 5’C/GNGC/GGGGCAC/ACC-3" consensus
sequence in HIC1 target genes, the HICI responsive element (HiRe) (Pinte et al.,
2004). Recently the zinc fingers have been described to be implicated in the
recruitment of SIRT1 in order to promote HIC1 lysine deacetylation followed by
SUMOylation favoured by HDAC4 (Stankovic-Valentin et al., 2007 ; Dehennaut et al.,
2012).

Herein we report for the first time that tumor suppressor HIC1 is able to promote
TAT-dependent HIV-1 transcription silencing in microglial cells. HIC1 induces
nicotinamide-sensitive HIV-1 transcription extinction by cooperating with the

deacetylase SIRT1. SIRT1 is known to deacetylate the lysine lying in the MKEHP
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motif of HIC1. Interestingly a single amino-acid mutation in the MKEHP
acetylation/SUMOylation switch, which mimics a constitutive acetylation of the
lysine 314 is sufficient to abrogate HIC1-driven transcriptional repression. Moreover,
a constitutively acetylated HIC1 mutant loses its ability to interact with TAT. We
propose in this report that SIRT1-driven HIC1 acetylation regulation is a critical step

which occurs upstream of HIC1/TAT interaction.

Materials and methods.

Plasmids

Most of the constructs used in our assays have been previously described: pcDNA3,
pFlag-TAT, pHA-TAT (Kiernan et al, 1999), pGFP-TAT (Rohr et al., 2003), pFlag-
HIC1, pFlag-HIC1 K34Q, pFlag-HIC1 K3“R, pFlag-HIC1 E*'°A (Stankovic-Valentin et
al., 2007), pFlag-HIC1 L**A (Stankovic-Valentin et al., 2006), pFlag-HIC1 C*S, pFlag-
BTB/POZ, pFlag 5Znfs (Dehennaut et al., 2012), the episomal pLTR-Luc (Marban et
al., 2007), pNL-4.3 (Marban et al., 2005). pshHIC1 and pshscramble control were
manufactured by Suresilencing® (Quiagen).

pCBP/P300 et pTAR ; pFlag-SIRT1 et pFlag-SIRT1 H3¢Y

Cell culture
Human microglial cells (Janabi et al., 1995) and HEK293T cells were cultivated in
Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplied with 10% fetal calf serum

and 100U/ml penicillin-streptomycin.

Luciferase Assay

Microglial cells were cultivated in 48-well plate and transfected with fixed amount of
plasmid DNA using calcium phosphate precipitation technique. Trichostatine A
(TSA) and nicotinamide (NA) treatment were performed 24-hours after transfection.
Cells were incubated with either 450nM TSA or 10mM NA or were mock treated
with the proper dilutant. 48 hours post-transfection cells were subjected to Dual-

Glo® Luciferase Assay System (Promega) and luciferase activity was measured.
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Values are representative of at least three independent experiments in at least
duplicates. Basal activity which corresponds to transfection with only control

vectors, were adjusted to one.

P24 ELISA assay

Microglial cells were cultivated in 48-well plate and transfected with 1ug/well of
plasmid DNA using calcium phosphate precipitation technique. 48 hours post-
transfection cell supernatants were harvested and subjected to Innotest® p24 ELISA
Assay (Innogenetics). Values are representative of at least three independent
experiments in at least duplicates. Basal activity which corresponds to transfection

with only control vectors, were setted at one.

Co-immunoprecipitation assays

HEK293T cells were cultivated in 144mm petri-dishes and transfected with 75ug of
plasmid DNA using calcium phosphate precipitation method. 48-hours post-
transfection cells were harvested and lysed to recover nuclear proteins. Nuclear
extracts (1Img) were incubated overnight at 4°C with M2 anti-Flag antibody (SIGMA),
anti-TAT antibody (abcam) or anti-SIRT1 antibody (Millipore). Complex
proteins/antibody were washed with both high-salt (500mM NaCl) and low salt
(125mM NaCl) buffers. Complexes were studied either by SDS-PAGE and Western
blot or RT-PCR and RT-qPCR.

SDS-PAGE and Western blot analysis

SDS-PAGE were performed using standard procedures. Proteins were western-
blotted with M2 anti-flag antibody (Sigma), anti-TAT antibody (abcam), anti-HIC1
anitbody (abcam) and anti-SIRT1 antibody (Millipore). Proteins were detected using

the Super Signal West Dura® Chemiluminesence Detection System (Pierce biotech).
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RT-PCR and RT-qPCR

Protein/RNA complexes from co-immunoprecipitation experiments were released
from capture antibody by heating and incubation in an elution buffer. Recovered
RNAs were purified using RNeasy plus kit® (Quiagen) and then subjected to reverse
transcription chain polymerase reaction (RT-PCR). TAR region and GAPDH were
quantified among the cDNAs using primers flanking these regions. GAPDH

quantification has been used to control the specificity of the TAR enrichments.

Immunocytochemistry and confocal microscopy

Microglial cells were cultivated on glass coverslips in 24-well plate and transfected
with Jetprime® (polyplus transfection) according to manufacturer protocol. 48-hours
post-transfection cell were fixed with PFA 4% and permeabalized with
PFA4%/triton1%. Cells were incubated in BSA blocking buffer, then incubated 1 hour
with primary mouse M2 anti-Flag antibody (Sigma) followed by a 1 hour incubation
with cyanine 3-labelled anti-mouse antibody. Finally cells were incubated 30 minutes
with TOPRO-3 to stained cell nucleus. Cells were washed with PBS inbetween each
step. Fluorescences were recorded by confocal microscopy using a Zeiss laser
scanning microscope (model 510 invert) equipped with a Planapo oil (63x)

immersion lens (numerical aperture=1.4).
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HIC1 represses HIV-1 p24 production and TAT-mediated transcription.
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Figure 1: Effect of HIC1 over-expression or knock-down on HIV-1 in microglial cells. Microglial
cells were transfected either with the episomal pLTR-luciferase reporter (A) or the pNL-4.3 provirus
(B) and the indicated plasmids. 48-hours later, cells were lysed (A) or supernatants were harvested (B).
Cell lysate were subjected to luciferase assay, normalized with the renilla luciferase system and
expressed as relative value with their respective mock control (A). Viral p24 concentrations were
titrated in supernatant and normalized relatively to their appropriate empty vector control (B).
Nuclear HEK293T cell extracts were obtained after 48-hours transfection of the indicated vectors and
subjected to western-blot experiments to detect endogenous and over-expressed HIC1 (respectively
lane 1&2 and lane 3)(C).

To decipher the role of HIC1 on HIV-1, microglial cells were transfected with a pNL-
4.3 provirus in the context or not of HIC1 over-expression and knock-down. We
assessed the efficiency of the shHIC1 by western blot (Figl.C. lanel vs 2). In the
context of viral infection, we observed that a knock-down of HIC1 is linked with a 2-
fold increase in p24 production in microglial cells (Figl.B lanel vs 3). Concomitantly,
an over-expression of HIC1 is associated with a 2-fold decrease of p24 production
(Figl.B lanel vs 2). These results argue in a HICI repressive activity on HIV-1 p24
synthesis.

Since HIC1 is described as a transcriptional repressor, we next studied whether the
HIC1 inhibitory activity could occur at the transcriptionnal level. To do so, microglial
cells were transfected with the episomal viral LTR-promoter fused to the luciferase
reporter (pLTR-Luc). pLTR-luc was co-transfected either with or without over-

expression or knock-down of HICI. In addition, the impact of the over-expression of
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HIC1 has been investigated on either TAT-dependent and -independent
transcription steps, by including or not a TAT expressing vector. While an over-
expression of HIC1 has no effect in absence of TAT (Figl.A lanel vs 2), the same
over-expression is able to repress tat-dependant viral transcription up to 2-fold
(Figl.A lane3 vs 4). In presence of Tat, a knock-down of HIC1 is associated with a 4-
fold increase of LTR activity (Figl.A lane3 vs 5).

These results suggest that HIC1 inhibits p24 production by repressing TAT-

dependent viral transcription in microglial cells.

HIC1 re-locates and interacts with TAT in dense nuclear sub-structures.
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Figure 2: HIC1 relocates TAT in sub-nuclear ball like structures in which they interact. (A)
Microglial cells were transfected with pGFP-TAT (row 1), pFlag-HIC1 (row 2) or both (row 3). 48-
hours post-transfection cells were fixed and stained with TOPRO-3 (column 3) to detect the nucleus.
Flag-HIC1 was detected by incubating cells with an anti-flag antibody and and immunostained with a
cyanine 3-labelled secondary antibody (column2). Localization of Flag-HIC1 and GFP-TAT has been
acquired by confocal microscopy. (B) HEK293T cells were transfected with pTAT alone or in
combination with pFlag-HIC1. 48-hours later cells were lysed and nuclear extracts have been
subjected to immunoprecipitation with an anti-Flag tag antibody. TAT and HIC1 were detected by
western blot with respectively anti-TAT and anti-Flag antibodies.

1 GFP-TAT

Z2 Flag-HIC1

3 GFP-TAT +
Flag-HIC1

Our results indicate that HIC1 is only able to repress tat-mediated transcription,
which strongly suggest a critical role of the viral protein in the inhibition process. We

first investigated the localization of the two proteins by confocal microscopy in
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microglial cells. Cells were transfected with pGFP-TAT, pFlag-HIC1 or both
expression vectors (Fig2.A row 1 to 3). Both proteins displayed a nuclear localization
when expressed alone (Fig2. A row 1&2, lane 3). Although TAT was found as well in
the nucleoplasm as in the nucleoli (Fig2.A row1 lanel), Flag-tag immunostaining
revealed that HIC1 was found in the outskirts of nuclear ball-like structures (Fig2.A
row 2 lane 2). When co-transfected TAT is relocated and co-localizes with HIC1 in
the HIC1-induced ball-like structures (Fig2.A row1 lanel vs row3 lanel). Our team
already observed such a phenomenon with the transcriptional repressor CTIP2. In
our previous report, immunostaining of Flag-CTIP2 failed to reveal the presence of
the protein in the center of the ball-like structure due to poor antibody penetration
(Marban et al., 2005). These previous observations may explain the absence of HIC1
detection into these nuclear sub-structures. Moreover HIC1 has already been
described to induce the formation of “HIC1 bodies” in the nucleus, where it relocates
TCF-4/B-catenin to prevent transcriptional activation of their target genes (Valenta et
al, 2006). HIC1 may also render TAT-mediated transactivation inefficient by
sequestering TAT in the ball-like structures.

Since HIC1 relocates and co-localizes with TAT, we investigated whether both
protein could physically interact. We performed immunoprecipitation on nuclear
extract from cell transfected with pFlag-HIC1 and/or pTAT vectors (Fig2.B). Flag-
targeted immunoprecipitation of HIC1 was able to co-immunoprecipitate TAT,
arguing that both proteins could be found in at least one same complex.

HIC1 is so able to physically recruit Tat and can relocate it into dense ball-like

nuclear sub-structures.
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HIC1-mediated repression of HIV1 transcription is TSA-insensitive and CtBP

independent.
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Figure 3: LA mutation and TSA treatment have no effect on HIC1-mediated HIV-1 transcription
repression. Microglial cells were co-transfected with the indicated constructs and either pNL-4.3 viral
genome (A) or episomal pLTR-Luc (B&C). 24-hours after transfection microglial cells were either
mock treated (C. blue bars) or incubated with 450nM TSA (C. red bars). Increasing amount of vector
transfected is indicated with a solid black triangle. 48-hours post-transfection, cells were lysed and
subjected to luciferase assay, while normalized with renilla luciferase system (B&C) or supernatants
were harvested and p24 concentration titrated (A). Values are normalized relatively to basal level
corresponding to empty vector (A lanel, B lanel) or relatively to empty vector + pTAT (C lanel and
lane5).

A previous study indicated that a single mutation, L*®A, in the GLDL?»SKK is
sufficient to abolish the HIC1/CtBP interaction (Stankovic-Valentin et al., 2006). CtBP
acts as a co-repressor for HIC1 by recruiting class-I and II HDACs, granting an
autonomous repressive activity to the HIC1 central domain (Deltour et al., 2002).
Moreover, the interaction between HIC1 and CtBP has been shown to be necessary
for re-location and sequestration of TF4/(B-catenin in nuclear “HIC1 bodies” (Valenta
et al., 2006). HIC1 is able to induce similar ball-like structures in microglial cell
nucleus and to re-locate TAT into them.

Hence we decided to investigate whether CtBP was implicated in the process of
HIC1-mediated HIV-1 transcription inhibition. Microglial cells were co-transfected
with the pNL-4.3 provirus or the episomal pLTR-Luc in presence of TAT with or
without an over-expression of L*®A singly mutated HIC1. Although this HIC1
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mutant is unable to interact with CtBP, HIC1 L?*A is surprisingly still able to repress
p24 production (Fig3.A lanel vs 3) and HIV-1 TAT-dependant transcription (Fig3.B
lane2 vs 5&6). To corroborate these observations, we investigated the impact of
trichostatin A (TSA), a class-I and-II HDACs inhibitor, on HIC1 repressive activity.
Wherefore, microglial cells were co-transfected with the pLTR-Luc with or without
an over-expression of HIC1 in the presence of TAT. As expected, over-expression of
HIC1 is associated with a severe decrease of luciferase production (Fig3.C lane2 vs
3&4). In addition, 24-hours incubation of TSA failed to counteract HIC1-mediated
transfection repression (Fig3.C compare lane 2 vs 3&4 and lane6 vs 7&8). According
to prior reports, the absence of effect from TSA and the LA HIC1 mutant being still
effective suggest that the inhibition process requires neither the recruitment of CtBP
nor class-I and class-II HDACs in microglial cells.

HIC1-mediated repression of HIV1 transcription is neither dependent on class-I and

—IT HDACSs nor on its CtBP interaction.

BTB/POZ domain and zinc fingers are alone not sufficient but sine qua none for
HIC1-mediated inhibition.
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Figure 4: C521S HIC1 mutant is able to repress HIV-1 transcription while HIC1 BTB/POZ domain
and 5Znfs cannot. Microglial cells were co-transfected with pLTR-Luc and the indicated constructs
(Figd.A&B). Increasing amount of vector transfected are indicated with a solid black triangle:
increasing amount of HIC1 are used to compete with the 5Znfs construct over-expression (A lane 5 vs
6to8) or increasing amount of BTB/POZ constructs are transfected to compete with endogeneous HIC1
(B lane2 vs 3to4). Cells are subjected to luciferase assay 48-hours post-transfection and are normalized
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with the renilla luciferase system. Values are normalized relatively to the mock transfected cells (A
lanel, B lane 1).

There are currently only a few cellular gene that have been described to be targeted
and regulated by HIC1. Among them, Cxcr7, E2f1, Sirtl and Atohl display in their
promoter the consensus HiRe (Dehennaut and Leprince 2009)). Interaction between
HIC1 and a target promoter occurs through the interaction of the four last C-terminal
kriippel-like zinc fingers with the HiRe (Pinte et al., 2004). Moreover, HIC1 needs to
oligomerize through its BIB/POZ domain for an efficient binding of the repressor
onto its target gene promoters. HIC1 multimers are critical in order to bind multiple
HiRes simultaneously (Ahmad et al., 1998 ; Pinte et al., 2004). A closer look at the
HIV-1 LTR indicates that 4 copies of the HiRe core motif GGCA can be found in the
LTR sequence. To examine whether HIC1 could directly bind the viral promoter, we
used a construct containing only for the five zinc fingers (5Znfs). EMSA
(Electrophoretic Mobility Shift Assay) experiments, using probes with the HIV-1 LTR
HiRe sequences incubated with either HIC1 or the 5Znfs construct, were negative
(data not shown). Mutation of a single cysteine residue from the third zinc finger is
sufficient to alter the capability of HIC1 to bind its target genes. Thus, we compared
the transcriptional effect of HIC1 C%!S, unable to bind to the HiRes, with the
repressive abilitiy of HIC1 wild type on TAT-mediated HIV1 transcription.
Microglial cells were co-transfected with the episomal LTR-luc with or without an
over-expression of either HIC1 or HIC1 C>2'S, both in presence of TAT. Our results
indicated that the C*'S mutant is as efficient as the HIC1 wild type in repressing
TAT-mediated HIV-1 transcription (Fig.A Lane2 vs 3&4). This means that the
inhibition process does not necessitate HIC1 to directly bind the GGCA sites in the
HIV-1 LTR. However, over-expression of 5Znfs in presence of TAT in LTR-Luc co-
transfected microglial cells was able to reactivate the viral transcription up to 2-fold
(Fig4.A Lane2 vs 5). Since HIC1 is endogenously produced in microglial cells, we
hypothesized that the over-expression of the 5Znfs construct could impair the
repressive activity of endogenous HIC1. When microglial cells were subjected to the

same 5Znfs over-expression with increasing amount of HIC1 in presence of TAT, we
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were able to compensate for the 5Znfs effect in a dose dependant-manner (Fig.A
laneb vs 6to8). The 5Znfs domain appears to be necessary to promote HIC1-mediated
repression, but is not a stand-alone HIV-1 transcription repressor.

The HIC1 BTB/POZ domain has previously been described as an autonomous TSA-
insensitive transcriptional repressor (Deltour et al., 1999). Since we demonstrated
that HIC1-mediated HIV1 repression was TSA insensitive and CtBP-independant, we
investigated whether the BTB/POZ domain could contain the inhibitory activity
associated with HIV1 transcription decrease. To establish the potential involvement
of this domain, we used a vector expressing the HIC1 BTB/POZ domain only.
Microglial cells were co-transfected with LTR-Luc and with or without increasing
amount of BTB/POZ construct in presence of TAT (Fig4.B). Similarly to what we
observed in response to the over-expression of the 5Znfs, the BTB/POZ alone was not
able to repress the viral transcription, but was even able to increase the TAT-
mediated viral transcription in a dose dependant-manner (Fig4.B lane 2 vs 3to5) as
seen with the 5Znfs (data not shown). The BTB/POZ domain displays a HIV-1
transcription activator role, most likely by competing with the endogenous HICI.
Altogether these results suggest that HIC1 do not bind directly the viral promoter,
since a C%2!S mutant is still able to inhibit TAT-mediated transcription. Nevertheless,
the 5 zinc fingers are still required, even though they are not sufficient to promote
the transcription repression in microglial cells. Finally the BTB/POZ domain appears
also to be critical in HICl-driven TAT-transactivated transcription inhibition.
However its ability to reactivate viral transcription lead us to think that this domain

is most likely required for its protein-protein binding properties.
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HIC1-mediated viral transcription repression requires SIRT1 deacetylase activity.
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Figure 5: HIC1-mediated TAT-dependent HIV-1 transcription repression process requires SIRT1
deacetylase activity. Microglial cells were transfected with pLTR-Luc and the indicated expression
vector. (A) TAT mediated luciferase production was studied in absence (A. blue bars) or presence of
over-expression of either wild-type SIRT1 (A. red bars) or H33Y SIRT1 mutant (A. yellow bars) 24-
hours after transfection cells were either untreated (B. blue bars) or incubated with 10mM
nicotinamide (NA) (B. red bars). 48-hours post-transfection cells were lysed and luciferase activity
measured. Values were normalized using renilla luciferase system. Empty vector transfection of each
condition has been set to one and other transfection points were normalized accordingly. HEK293T
cells were transfected with pFlag-HIC1 wild-type or K34Q (C). 48-hours later cell were lysed and
nuclear extracts have been subjected to immunoprecipitation with an anti-flag tag antibody(C upper
part, IP flag), a non-immune serum (C lower part, IP NIS) or anti-SIRT1 antibody (C lower part, IP
SIRT1). Endogenous SIRT1 as well as Flagged HIC1 wild type and K34Q mutant are detected by
western-blot with respectively anti-SIRT1 and anti-flag antibodies. It is to note that transactivation
level in panel B is 3-4 times lower than panel A due to changes in TAT-expressing vector quantity
transfected.

According to our previous results, the five kriippel-like zinc fingers and the
BTB/POZ domain are both required for a HICI repressive activity. The class-III
deacetylase SIRT1 has already been described as a co-repressor of HIC1, by
interacting with the BTB/POZ domain (Chen et al, 2005). The resulting SIRT1/HIC1
association is one of the numerous HIC1/co-repressor transcription repressor
complexes. The most characterized target gene is Sirtl, the promoter of which is
bound by HIC1/SIRT1 during the negative feedback loop Sirt1/p53/Hicl in response
to DNA damages (Chen et al., 2005). Recently, the region 610-677 of SIRT1 has been
shown to interact with the 5 zinc fingers of HIC1 (Dehennaut et al., 2012). This
interaction can happen even despite punctual mutations disrupting any of the zinc

fingers, as the previously mentioned HIC1 C5%'S mutant.
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While results from previous studies indicate that SIRT1 can interact with the
BTB/POZ domain and the 5 zinc fingers, we showed that both HICI1 structural
elements were necessary for functional transcription inhibition of HIV-1.

We so hypothesized that SIRT1 could be part of the repression mechanism involving
HIC1. Microglial cells were co-transfected with pLTR-Luc in presence of TAT and
with or without an over-expression of HIC1. We compared the impact of HIC1 on
TAT-mediated HIV1 transcription repression alone (Figh.A lane2 vs 3) with an
additional over-expression of either SIRT1 (Fig5.A lane5 vs 6) or SIRT1 H3®Y mutant
(Figh.A lane8 vs 9). The single amino-acid mutated H3®Y SIRT1 variant is
catalytically inactive, thus lacks deacetylase activity (Brunet et al., 2004). As
previously observed, HIC1 over-expression decreases TAT-mediated viral
transcription. However, while co-over-expression of HIC1 and SIRT1 still induces
viral transcription inhibition (compare Fig5.A lane2 vs 3 with lane5 vs6), co-over-
expression of HIC1 and H3*®Y SIRT1 mutant displayed no effect anymore (compare
Figh.A lane2 vs 3 with lane8 vs 9). To validate that SIRT1 loss of activity was
detrimental to HIC1l-mediated repression mechanism, we studied the effect of 24-
hours treatment with nicotinamide (NA) on HIC1 inhibitory activity (Fig5.B). NA
behaves as an end production inhibitor of the NAD+-dependant SIRT1 deacetylase.
We compared HIC1l-mediated transcription repression with no or NA treatment in
microglial cells. Cells were beforehand co-transfected with pLTR-Luc in presence of
TAT with or without an over-expression of HIC1.

NA treatment abolished HIC1 inhibitory effect (compare Fig5.b lane 2 vs 3 with lane
5 vs 6), which again linked SIRT1 to the HIC1-dependant inhibition of TAT-mediated
HIV1 transcription mechanism. In the end this results indicate that HIC1 repressive
activity is NA-sensitive and so relies on the ability of SIRT1 to deacetylate its

substrate.
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HICl-mediated inhibition is SUMOylation independant and is impaired by

acetylation.
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Figure 6: Acetylation of lysine 314 is detrimental to HIC1 inhibitory activity and disrupts
HIC1/TAT assocation. HIC1 central domain contains a MK**HEP conserved sequence, in which the
lysine 314 (K34) acts as an acetylation/SUMOylation switch (E). SIRT1 interacts with the HIC1 5
krueppel-like zinc fingers and deacetylates K34 SIRT1 recruits also HDAC4 which facilitate
SUMOylation of K3 (E). Microglial cells were co-transfected with the indicated constructs and either
episomal pLTR-Luc (A) or pNL-4.3 viral genome (B&C). 48-hours post-transfection, cells were lysed
and subjected to luciferase assay, while normalized with renilla luciferase system (A) or supernatants
were harvested and p24 concentration titrated (B&C). Values are normalized relatively to basal level
corresponding to empty vector (A, B, C lanel). HEK293T cells were transfected with pFlag-HIC1
wild-type or K3Q) in presence of TAT (C). 48-hours later cell were lysed and nuclear extracts have
been subjected to immunoprecipitation with an anti-TAT antibody (D). Co-immunoprecipitations of
Flagged HIC1 wild type and K34¢Q mutant with TAT were compared by western-blot with
respectively anti-flag and anti-TAT antibodies.

The central region of HIC1 contains a MK3*HEP conserved sequence, in which the
lysine 314 (K%¢) acts as an acetylation/SUMOylation switch. Acetylation and
deacetylation of HIC1 K3 is respectively under control of the cellular acetyl-
transferase CBP/P300 and SIRT1 (Stankovic-Valentin et al., 2007). SIRT1 binds the

krueppel-like C2H> zinc fingers in the carboxy-terminal end of HICI to promote its
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non-histone protein deacetylase activity onto K34 (Dehennaut et al., 2012). At that
time, SIRT1 also recruits HDAC4, which facilitates the SUMOylation of K3 by a still
unknown mechanism (Fig6.E). SUMOylation of HIC1 has previously been associated
with recruitment of the co-repressor NuRD through the interaction between HIC1
and the subunit MTA1 of NuRD (Van Rechem et al.,, 2010). Single amino-acid
modifications in the MK3*HE®!°P sequence modify the post-translationnal pattern of
HIC1. Thus mutation of the glutamic acid 316 (E®'°A) disrupts the SUMOylation
PKxEx motif and abolishes HIC1 SUMOylation. The K%* is the target of both
SUMOylation and acetylation post-translationnal marks. When K®* is mutated into
an arginine, HIC1 can neither be acetylated nor SUMOylated (Stankovic-Valentin et
al., 2007). However mutation of K%* into a glutamine mimics a constitutively
acetylated HICI, since the side chain of glutamine is similar in charge and structure
to an acetylated lysine.

We demonstrated that SIRT1 cooperated with HIC1 to repress viral transcription.
The two proteins interact (Figh.C) and it may be thanks to both BTB/POZ and 5Znfs
as it has been described in the mechanism of HIC1 deacetylation by SIRT1. Since
SIRT1 can deacetylate and facilitates SUMOylation of HIC1, we investigated whether
specific post-translationnal modifications could be involved in the repression
process. Microglial cells were co-transfected with the episomal pLTR-Luc with or
without an over-expression of the K3“R or K*4Q) or E¥A mutants in presence of TAT.
E3°A and K3“R mutants are still able to repress the TAT-mediated transcription in a
HIC1 wild-type manner (Fig6.A lane 2 vs 3,5&6). Yet the “constitutively acetylated”
K314Q) mutant displayed no inhibitory activity (Fig6.A compare lane 2 vs 3 and 2 vs 4).
Microglial cells co-transfected with a pNL-4.3 provirus and the same over-
expressions exhibit a p24 production profile similar to the TAT-mediated
transcription profile, the K34Q HIC1 mutant being also unable to decrease viral p24
production (Fig6.B compare lane 1 vs 2,4&5 and 1 vs 3).

It appears so that lacks of SUMOylation and acetylation marks on K3* are not

detrimental to HIC1 inhibitory activity in on HIV-1 transcription. However, mimicry
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of an acetylation mark on K34 impairs all effect of HIC1 on p24 production through

viral transcription inhibition.

CBP/P300 abrogates HIC1-mediated HIV1 p24 production decrease.

Constitutively acetylated HIC1 mutant K54Q) is unable to promote p24 production
and TAT-mediated HIV-1 transcription repression. Our results suggest that K34
acetylation is deleterious for HIC1 inhibitory activity on viral transcription and p24
production.

Acetylation of HIC1 is driven by the acetyl-transferase CBP/P300 (Stankovic-Valentin
et al., 2007). We postulated that over-expression of CBP would destabilize the
equilibrium toward HIC1 K3 acetylation and in fine could alter HIC1 repressive
activity. Microglial cells were co-transfected with a pNL-4.3 provirus and an over-
expression of HIC1 or HIC1 K34Q) alone or simultaneously with an over-expression
of CBP/P300 (Fig6.C). When expressed alone HIC1 and HIC1 K31Q displayed the
previously observed effects on p24 production (Fig6.C lanel vs 2&3). However when
over-expressed together with CBP/P300, HIC1 wild type and mutant K34Q induce a
similar 2-fold increase (Fig6.C lane4 vs 5&6). It appears that CBP/P300 is able to
abrogate the HICI repressive effect, which mimics the absence of inhibitory effect of

the K34Q mutant.

HIC1 acetylation leaves SIRT1/HIC1 interaction unchanged while is associated
with loss of HIC1/TAT interaction.

So far we demonstrated that HIC1 requires SIRT1 to promote TAT-mediated HIV-1
transcription repression and that HIC1 physically interacts with both SIRT1 and
TAT. Acetylation of HIC1 appears to be deleterious to HIC1 activity and thus could
also be detrimental to HIC1/SIRT1 and/or HIC1/TAT interaction.
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Since the Q°' side chain is not a removable acetyl-group, SIRT1 cannot deacetylate
HIC1. We performed SIRT1-immunoprecipitation experiments of nuclear extract co-
transfected with a SIRT1 and Flag-HIC1 K3Q expressing vectors. The K34Q mutant
was still co-immunoprecipitated with SIRT1 (Fig5.C bottom panel).

We next investigated whether constitutive acetylation of K3“ could modify
TAT/HIC1 interaction. We compared the ability of TAT to co-immunoprecipitate
with Flag-HIC1 or Flag-HIC1 K3#“Q in HEK cell nuclear extracts (Fig6.D). It appears
that, unlike the HIC1 wild-type, the Flag-HIC1 K3“4Q) mutant is not recovered by TAT
immunoprecipitation. Since the inactive K34Q mutant is still able to interact with
SIRT1, a default of SIRT1 recruitment is most likely not responsible for the loss of
repressive activity. In the mean time, the absence of repressive effect of HIC1 K34Q) is
concomitant with a lack of TAT/HICI interaction. Altogether these results allow us to
hypothesized that prior deacetylation of HIC1 K3 by SIRT1 could be an essential

upstream step that allows TAT/HIC1 interaction.
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RNA TAR element is a critical component of HIC1 inhibitory activity.
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Figure 7: HIC1 is recruited to the TAR RNA. Microglial cells were co-transfected with pLTR-luc in
presence of TAT with or without HIC1 (A). The implication of the TAR element in the HIC1-mediated
HIV-1 transcription was assessed by comparing HIC1 repressive activity in absence (A, lane 1,2&3) or
presence of free TAR RNA(A, lane 4,5&6). The interaction of HIC1 and the TAR element was
investigated with immunoprecipitation followed by reverse transcription PCR and RT-qPCR.
HEK293T cells were co-transfected with combination of empty vectors, pLTR-luc, pTAT and/or pFlag-
HIC1. 48-hours post-transfection nuclear cell extracts were harvested and sudjected to flag
immunoprecipitation overnight. Following immunoprecipitation, HIC1-containing complexes were
eluted and RNAs have then been purified and reverse-transcribed. cDNAs were finally amplified by
real-time qPCR with primers flanking the TAR region (B). Results are presented in relative enrichment
after double normalization with initial TAR and GAPDH quantities engaged in the experiments.

Early after initiation of HIV-1 transcription, the viral RNA trans-activation element
(TAR) is synthesized and structures itself into a RNA hairpin. The complex TAT/P-
TEFb is recruited to viral promoter after initiation of transcription through the
interaction between TAT and the TAR element (Kim et al., 2002 ; D’Orso and Frankel,
2009). Since HIC1-mediated HIV-1 transcription is dependent on TAT and that HIC1
and TAT can interact, we investigated whether HIC1 repressive activity requires the
TAR element. We assumed that free TAR could bind to its partner in the cell and
would impair mechanism requiring to be addressed in the LTR vicinity through
TAR/protein interaction. Microglial cells were co-transfected with LTR-Luc in
presence of TAT with or without HIC1 over-expression (Fig7.A lane 1,2&3) and we
compared this situation with the same experimental set-up with the addition of free
TAR (Fig7.a lane 4,5&6). It is to note that TAT-transactivation in presence of free TAR
is twice as a less as basal transactivation. Free TAR seems to compete with LTR-
produced TAR for TAT recruitment (Fig7.A compare lane 2 and lane5). However,

while HIC1 represses TAT-mediated HIV-1 transcription up to 50% in the first case
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scenario, the presence of free TAR in the cells in the second case lead to an
abolishment of HIC1-driven repression (Fig7.A compare lane 2vs3 and lane5vso).
Free TAR may hijack some proteins involved in HIC1 inhibitory activity, and in that
way cannot be addressed to the HIV-1 LTR anymore.

We demonstrated that HIC1-mediated HIV-1 transcription is independent of HiRe
binding and that TAR is required for HIC1 repressive action. HIC1 could then be
recruited at the LTR through interaction with the TAR element. To assess whether
HIC1 could be part of a TAR containing complex, we performed flag
immunoprecipitation on nuclear extracts from cells co-transfected with pFlag-HIC1,
the episomal pLTR-Luc and/or pTAT. The immunoprecipitations were followed by a
reverse transcription step to convert all RNA molecules retrieved by co-
immunoprecipitation with HIC1 into DNA. The cDNAs thus produced were then
quantified by quantitative real-time PCR with primer flanking the TAR element
(Fig7.B). We observed a 6-fold and 4-fold enrichment of TAR RNA in flag-
immunoprecipitations  from  respectively  flag-HIC1/LTR_Luc and flag-
HIC1/TAT/LTR-luc co-transfections (Fig7.B lane2 vs 5&6). HIC1 so exists in at least
one complex in which TAR can be found. Surprisingly TAR/HIC1 complex exists as
well with TAT as in absence of TAT. TAR may act as a HIC1 reservoir in the

proximity of the transciption initiation site of the HIV-1 LTR promoter.

Discussion

HIV-1 latency establishment is a complex process tuned by viral and cellular
proteins. TAT-mediated transcription is a pivotal process for productive HIV-1
infection. TAT recruits cellular transcription activator thus up-regulates viral
transcription. Therefore destabilization of TAT transactivation cycle is associated
with a heavy drop of proviral transcriptional activity leading to HIV-1 silencing
(Weinberger et al, 2005 ; Weinberger et al., 2008). During the transactivation cycle,
TAT competes with HEXIM1 to increase the stock of active P-TEFb (Barboric et al,
2003). When acetylatyted on lysine 28, TAT interacts with P-TEFb and recruits Cdk9
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kinase activity at the viral promoter to increase RNApolll stability (Zhu et al., 1997 ;
Majello et al., 1999). Loss of interaction with the positive elongation factor P-TEFb
has been shown to impair drastically transactivation (Kiernan et al., 1999). Our team
identified CTIP2 as a HIV-1 transcriptionnal repressor able to engage a multi-
enzymatic complex to the viral promoter which favours heterochromatin formation
(Marban et al., 2007). More recently our team observed that CTIP2 was also able to
counteract TAT-mediated transactivation through CdK9 kinase activity inhibition in
the TAR/TAT/CTIP2/P-TEFb complex (Cherrier et al., unpublished). In this work we
present the tumor suppressor HIC1 as a new TAT transactivation cycle repressor.
HIC1 undergoes post-translational modifications on its lysine 314. K314 acts as a
SUMOylation/acetylation switch which enable or impair recruitment of co-repressor
such as the NuRD complex (Van Rechem et al., 2010). HIC1 and its co-repressors are
recruited at the promoter of their target genes to repress their transcriptional activity
(Dehennaut and Leprince., 2009). The class-IIl NAD-dependent deacetylase SIRT1
and HIC1 are tightly associated in negative feedback loop. SIRT1 is able to interact
with both the HIC1 BTB/POZ domain and the five krueppel-like zinc fingers to
respectively inhibit Sirt] transcription and deacetylate lysine 314 of HIC1 (Chen et
al., 2005 ; Dehennaut et al.,, 2012). In our results we demonstrated that HIC1
repressive activity requires SIRT1 deacetylase activity in microglial cells. Moreover, a
single mutation in the MK3“HEP acetylation rendering HIC1 constitutively
acetylated is sufficient to abolishe HIC1 inhibitory effect. Constitutively acetylated
HIC1, unlike HIC1 wild type, is neither able to repress TAT-mediated HIV-1
transcription nor to interact with TAT, although the SIRT1/HIC1 interaction still
remains. It seems that SIRT1/HIC1 interaction may promote deacetylation of HIC1 to
facilitate HIC1/TAT interaction, but need further investigations to validate (Fig8). We
also found that HIC1 is member of at least one TAR-containing complex
independently from TAT. Our results suggest that the TAR element may serve as
HIC1 reservoir at the viral promoter to facilitate HICI1/TAT interaction. The
transciption inhibition mechanism is not elucidated yet and may involve a complex

interplay between HICI1, SIRT1 and TAT. SIRT1 and TAT are indeed known to
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interact at the end of the transactivation cycle. SIRT1 removes acetylation marks of
lysine 28 and 50 of TAT allowing the recycling of the viral transactivor (Blazek and
Peterlin, 2008). Additionnaly, preliminary results suggest that the acetylation status
of TAT modulates its interaction with HIC1 (data not shown). Deciphering the
sequential process happening between HIC1, SIRT1 and TAT would allow us to
understand the modalities of HICl-mediated TAT-transactivation repression to
prevent HIV-1 silencing. Indeed, even though class-III deacetylase inhibitors did not
successfuly reactivate viral production yet, combination of class-I and -II deacetylase
inhibitors and methyltransferases inhibitors showed promising reactivator effects on
latently infected quiescent CD4+ T cells (Reuse et al., 2009). SIRT1 as well as HIC1

appears as a potential target for reactivation strategies..
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Figure 8: Model of SIRT1-mediated HIC1 deacetylation promoting HIC1/TAT interaction.
Deacetylation of HIC1 lysine 314 is a critical step in order to achieve TAT-mediated HIV-1
transcription repression. We propose that SIRT1 deacetylates HIC1 K34 prior to TAT recruitment.
HIC1 belongs to at least one TAR RNA-containing complex in absence of TAT. The possibility that
deacetylation process and TAT/HIC1 occur at the TAR RNA remains unclear (dotted shapes).
Similarly it is not yet clear if SIRT1, TAT and HIC1 interact altogether in one same complex.
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Projet HIC1 : Résultats supplémentaires.

Dans cette partie nous traiterons de résultats obtenus sur le projet HIC1, mais qui ne
s'integre pour l'instant pas dans le mécanisme TAT/SIRT1/HIC1 précédemment
présenté.

Ces résultats n’ayant pu étre liés les uns aux autres dans un mécanisme, ces résultats
seront discutés au cas par cas et seront également traités dans la partie de discussion

finale de ce manuscrit.

Je suis a I’origine de I'intégralité de données exposées dans cette partie.
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HIC1 interacts with CTIP2 and LSD1.
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Figure 9 : CTIP2 and LSD1 co-immunoprecipitate with HIC1. HEK293T cells either were transfected
with the expressing vectors coding for the indicated proteins (A) or untransfected (B). 48 hours post-
transfection, cells were lysed and nuclear cell extracts were incubated with the capture antibody anti-
flag (A), or a non-imune serum (NIS), or ant- HIC1, or anti-LSD1 (B). Inmunoprecipitated complexes
were subjected to western-blot with the indicated antibodies (A&B).

Knowing that LSD1 and CTIP2 interact in a same multi-enzymatic chromatin
remodeling complex, we investigated whether HIC1 could also be a component of a
CTIP2 and/or LSD1 repressive complex (Le Douce et al., 2012). HEK293T cells were
transfected with either pTAPtag-CTIP2 with or without pFlag-HIC1 or untransfected.
Nuclear extracts from transfected cells were subjected to Flag-targeted
immunoprecipitation (Fig9A), while nuclear extracts from untransfected cells were
subjected to immunoprecipitation with a non-immune serum (NIS), an anti-HIC1
antibody or an anti-LSD1 antibody (Fig9.B). TAPtag-CTIP2 and endogenous LSD1
were able to co-immunoprecipate with respectively Flag-HIC1 and endogenous
HIC1 (Fig9.A&B). Reciprocally endogenous HIC1 was able to co-immunoprecipitate
with endogenous LSD1 (Fig9.B). So far, HIC1 is able to interact with both LSD1 and
CTIP2 in-vitro. To decipher the functional significance of these interactions, luciferase
assay performed on microglial cells co-transfected with pLTR-luc and combination of
pshHIC1 and/or pshCTIP2 or pshLSD1. Simultaneous knock-down experiments did
not produce any synergistic effects, with the combination of shCTIP2/shHIC1 as with
shL.SD1/shHIC1 (data not shown).

HIC1 belongs to a complex containing CTIP2 and a complex containing LSD1. It is to
note that the possibility that CTIP2/HIC1 and LSD1/HIC1 may be one same multi-

proteic complex cannot be excluded, especially since CTIP2 and LSD1 are found in
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one same complex (Le Douce et al., 2012). Even so CTIP2 and LSD1 cooperate to
mediate HIV-1 transcription inhibition, double knock-downs experiments failed to
show a partnership between HIC1 and CTIP2 or HIC1 and LSD1 in the HIV-1
transcription inhibition. The relevance of these two HIC1 interactions has yet to be
elucidated. Nonetheless they may not be related to HIV-1 transcription or may not be

occuring in microglial cells.

HIC1-mediated inhibition requires component of the 7sk snRNP complex.
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Figure 10: HIC1 cooperates with components of the 7skRNP complex. Microglial cells were
transfected with either pLTR-Luc (A, C) or pNL-4.3 env-Luc (B) with the expressing vector coding for
the indicated proteins or shRNA. HEK293T cells were transfected with pGF-HMGA1 with or without
pFlag-HIC1 (D). 48 hours after transfection cells were lysed and either luciferase activities were
measured (A,B,C) or nuclear cell extracts were subjected to flag-targeted immunoprecipitation (D).

During the transactivation cycle, TAT and P-TEFb interaction is a critical step which
allows viral transcription initiation (Kao et al., 1987 ; Krueger et al., 2010). However,
previous teams reported indicated that the 7sk RNA inactivates the positive
elongation factor P-TEFb by sequestrating it in the 7sk snRNP complex (small
nuclear RiboNucleoProtein) (Yik et al., 2003). Therefore the 7sk RNA can negatively
regulate TAT-driven HIV-1 transcription. HIC1 represses only HIV-1
transcriptionnal activity in presence of TAT. We so investigated the potential
involvement of the 7sksnRNP complex and P-TEFb in the HIC1 inhibitory process
implicated in HIV-1 silencing. While immunoprecipitation of HIC1 failed to co-
immunoprecipitate any of the P-TEFb subunits in our experiments (data not shown),

luciferase experiments involving HIC1 and the 7sk RNA in microglial cells suggested
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that they cooperate to inhibit HIV-1 transcription in presence of TAT. Microglial cells
were transfected with pLTR-luc with or without pshHIC1 and/or psh7sk. Single
knock-downs only led to an about 2-fold viral transcription increase (Figl0.A
lane2vs3&4), whereas a simultaneous knock-down of HIC1 and the 7sk RNA
induced a heavy 10-fold reactivation of TAT-driven viral transcription (Figl0.A
lane2vsb).

As HIC1 could not interact with P-TEFb it seems unlikely that HIC1-mediated
transcription inhibition originates from P-TEFb sequestration in the 7sksnRNP
through HIC1. However the 7skRNA appears to be an important actor of the HIC1
inhibition process.

7sk snRNP is known to modify gene transcription by down-regulating either P-TEFb
and/or HMGA1 (High-Mobility Group Protein AT-hook 1). The HIV-1 LTR promoter
contains several binding sites for HMGA1 and notably could bind to AP1 sites in the
vicinity of Nuc-1 in jurkat cells (Henderson et al., 2000). Moreover, HMGAL is
associated with transcriptional activation of HIV-1 in lymphocytes. HMGA1 recruits
the chromatine remodelling complex SWI/SNF, by interacting with the subunit
BRG1, to promote Nuc-1 destabilization and so facilitate transcription initiation
(Henderson et al., 2004). Since the 7sk RNA appears important for HIC1 inhibitory
activity and P-TEFb seems to be unrelated to HIC1-driven HIV-1 repression, we
investigated whether HMGAT1 could be targeted by HIC1 and the 7skRNA.
Surprisingly, an overexpression of HMGA1 in microglial cells transfected with
pLTR-luc and TAT had no effect on viral transcription. We so decided to study the
impact of a simultaneous knock-down of HIC1 and HMGA1. We co-transfected
microglial cells with pLTR-luc with pshHIC1 or pshHMGA1 or both, in presence of
TAT. In our experimental condition HIC1 knock down produced a 2-fold increase of
viral transcription while HMGA1 knock-down displayed no effect. However,
simultaneous knock-down allowed a synergistic HIV1 transcription reactivation of
about 5-fold.

We next assessed whether HIC1 and HMGA1 could interact together. We co-
transfected HEK293T cells with pGFP-HMGAT1 with or without pFlag-HIC1. Nuclear
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cell extracts were subjected to Flag-targeted immunoprecipitation. When
immunoprecipitated Flag-HIC1 was able to co-immunoprecipitate HMGAL.

These results first indicate that, HIC1 cooperates with the 7sk RNA to repress viral
transcription in a P-TEFb independent manner. Moreover, HIC1 and HMGA1 are
present in at least one common complex and they are both part of the HIV-1
transcription repression mechanism in presence of TAT.

We report here for the first time a negative impact of HMGA1l on HIV-1
transcription. Previous studies presented HMGA1 as a positive regulator of viral
transcription. However the activator role of HMGA1 on HIV-1 transcription has
always been reported in lymphocytes. We already demonstrated that transcription
factors can have ambivalent effects on HIV-1 transcription depending on the cell
type. Thus CTIP2 which operates as a transcriptional repressor on HIV-1 in
microglial cells, is an activator of viral transcription in activated lymphocytes (Redel
et al., unpublished).

HMGAT1 has been shown to promote its HIV-1 transcription activator role through
recruitment of the SWI/SNF complex. SWI/SNF is a chromatin remodelling complex
which can act as an activator or a repressor of transcription depending on the
subunits engaged in the process. Thus the ARIDIB subunit is found in
transcriptional activator SWI/SNF complexes, while ARID1A is associated with
transcriptional repression (Nagl et al., 2007 ; Flowers et al, 2009). Previous reports
demonstrated that HIC1 interacts with the subunit ARIDIA and so recruits the
SWI/SNF complex. Recruitment of ARID1A-containing SWI/SNF allows HIC1 to
down-regulate its target gene E2fl1 (Van Rechem et al., 2009). The possibility that
HIC1 and HMGAT1 cooperates to recruit SWI/SNF at the viral promoter has to be
investigated.

Finally, we demonstrated that HIC1 was not directly bound to the HIV-1 LTR, but
was recruited in a TAR-containing complex. A recent study indicated that HMGA1
interacts with TAR RNA Binding Protein (TRBP) (Chi et al., 2011). HMGA1 could be
the link between HIC1 and HIV-1 TAR RNA through interaction with TRBP. This

also needs further investigation to be validated.
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L’infection au VIH-1 reste a I'heure actuelle un probléme sanitaire majeur au
niveau mondial. Les traitements a base d’antirétroviraux (ARVs) permettent le
controle de la maladie et le maintien des défenses immunitaires, mais ne guérissent
pas les patients. En effet, des provirus latents restent tapis dans des réservoirs
cellulaires, empéchant les ARVs d’aboutir a l'éradication complete du virus.
Malheureusement, le controle de la maladie a long terme grace aux traitements ARVs
n’est pas exempt de défauts pour les patients. Les effets indésirables, 1'observance
des protocoles, le cofit, voir méme l'acces aux traitements dans certaines zones
géographiques, font que les régimes ARVs actuels ne peuvent pas rester a eux seuls
le moyen de traiter la maladie.

Une des stratégies serait d’associer aux multi-thérapies des molécules visant a la
purge des réservoirs viraux. Le partenariat entre l'efficacité des ARVs sur le virus
productif et la liquidation des stocks de virus archivés semble étre une stratégie
prometteuse.

Cependant, pour développer les médicaments de demain, il est d’abord essentiel de
connaitre 1'éventail de cibles thérapeutiques disponibles.

En partant de ce postulat, notre équipe de recherche étudie les événements
moléculaires conduisant a I'établissement et au maintien de la latence virale dans le
réservoir cellulaire cérébral principal, les cellules microgliales.

Notre laboratoire a précédemment établi le mécanisme d’action par lequel le facteur
transcriptionnel cellulaire CTIP2 était en mesure d’établir 'entrée en latence du
provirus (Marban et al., 2007). CTIP2, en recrutant des activités HDACs et méthyl-
transférases au niveau du promoteur viral, permet 1'établissement de marques
associées a la formation d’hétérochromatine et donc d’induire un environnement
réfractaire a la transcription des genes viraux.

Dans le cadre de cette these, nous démontrons maintenant que la déméthylase LSD1
est aussi engagée dans ce processus et favorise l’établissement de marques
épigénétiques supplémentaires en recrutant a la fois la machinerie multienzymatique

associée a CTIP2 et le complexe multiprotéique COMPASS (publication 1).
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De plus, nous présentons a l'occasion de ces travaux, un nouvel acteur de la
restriction de l'expression transcriptionnelle des genes viraux, le suppresseur de
tumeur HIC1. HICI1, contrairement a LSD1, n’est pas au cceur d'un systeme de
remodelage de la chromatine, mais un perturbateur de la transactivation virale
(publication 2). Le déreglement de la transactivation est un événement critique qui
peut tout aussi bien mener un provirus faiblement productif vers l’extinction
transcriptionnelle, ou empécher la sortie de la latence en interférant avec les systemes
de réactivation (Weinberger et al., 2005).

CTIP2, LSD1 et HIC1 sont donc trois acteurs de I’établissement et du maintien de la
latence dans les cellules microgliales et donc trois cibles potentielles, dans la logique
de purge des réservoirs. Ils interviennent a des stades différents, 1'établissement et le

maintient de la latence.

CTIP2 et LSD1 favorisent L’établissement de la latence dans les cellules

microgliales.

CTIP2 est au coeur de la thématique de notre équipe. Par la passé, nos travaux
ont permis de montrer que le facteur transcriptionnel CTIP2 est en mesure de
réprimer l'expression des genes viraux durant la phase précoce et tardive de la
transcription virale, dans les cellules microgliales. Lors de la phase précoce de la
transcription, CTIP2 va participer a I’établissement dun environnement
hétérochromatinien compact au niveau du promoteur viral, afin d’empécher
I'initiation de la transcription du VIH-1. Au voisinage du nucléosome Nuc-1, CTIP2
engage les histones déacétylases de classe I HDAC1 et HDAC2, qui déacétylent la
lysine 9 de Il'histone H3. Une fois cette marque, associée a Il'activation
transcriptionnelle, retirée, la méthyltransferase SUV39h1 est a son tour recrutée par
CTIP2 et triméthyle Nuc-1 sur la H3K9. Séquentiellement, CTIP2 induit la perte
d'une marque associée a l’euchromatine (acétylation) au profit d'une associée a

I'extinction transcriptionnelle (H3K9me3) (Marban et al., 2007).
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Ici, nous proposons la déméthylase LSD1 comme nouveau répresseur
de la transcription du VIH-1 dans les cellules microgliales. Au méme titre que CTIP2,
LSD1 est en mesure de réguler négativement la transcription des genes viraux aussi
bien pendant la phase précoce que dans la phase tardive de la transcription
(Publication 1).

Les résultats présentés ici permettent de poursuivre le travail déja entrepris
avec CTIP2, en ajoutant de nouveaux partenaires au complexe multienzymatique et
rajoutant des étapes au modele mécanistique précédemment proposé (Figure A).

Ainsi, CTIP2 est recruté au promoteur viral par l'intermédiaire de la protéine
LSD1, elle-méme fixée au promoteur en se liant a SP1 (Specificity Protein 1). Une fois
recruté au promoteur, LSD1 intervient en tant que plateforme d’ancrage pour CTIP2,
qui a son tour engage le complexe de remodelage de la chromatine décrit
auparavant. De plus, LSD1 recrute également le complexe méthyltransferase
COMPASS, vraisemblablement en charge de la triméthylation de la lysine 4 de
I'histone H3, en adéquation avec les observations précédemment réalisées dans la

littérature (Krogan et al., 2002 ; Schneider et al., 2005)).

Actuellement, nous ne sommes pas en mesure de définir une cinétique de
recrutement des complexes CTIP2/HDACs/SUV39h1 et hCOMPASS par LSD1. Ce
mécanisme peut faire intervenir l’association séquentielle ou simultanée des
différents complexes. Cet aspect du mécanisme reste a élucider pour mieux définir

les modalités d’établissement des marques épigénétiques.

LSD1 et CTIP2 appartiennent a un méme complexe de remodelage de la

chromatine et induisent un profil épigénétique atypique.

LSD1 est connue pour déméthyler spécifiquement des lysines de 1'histone H3,
K9 et K4, pour promouvoir une régulation respectivement soit positive soit négative
de la transcription de ses genes cibles (Shy et al., 2004 ; Metzger et al., 2005). Dans

notre cas, a la suite de la suppression du groupement acétyle sur la lysine 9, marque
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activatrice, par les HDACs, la méthyltransferase SUV39h1l triméthyle ce méme
résidu. La H3K9me3 est une marque répressive sur laquelle la protéine HP1
(Heterochromatin Protein 1) se fixe et induit la compaction en cascade du provirus.

Parallelement, LSD1 recrute les sous-unités SET1 et WDR5 du complexe
méthyltransferase COMPASS au promoteur viral, ce qui va permettre 1’adjonction
d'une marque triméthyle sur la lysine 4 de 1'histone H3 (Publication 1). Cette
constatation est en adéquation avec les précédentes observations ou LSD1, plutot que
d’user de son activité déméthylase pour réguler les genes, va recruter une machinerie
méthyltransferase, et plus particulierement WDR5 (Wang et al., 2007). WDRS5 est
associé a une augmentation de la marque H3K4me3, notamment dans le
développement des vertébrés (Wysocka et al., 2005). Ainsi, comme décrit dans le cas
du virus de l'herpes simplex, LSD1 peut favoriser l'établissement de marques
triméthyle au niveau de la lysine K4 (Liang et al, 2009). Cependant, contrairement a
ce qui a été précédemment décrit, Nous observons dans le cas du VIH-1 que
I’établissement de la marque activatrice H3K4me3 est concomitant de 1’établissement
de la marque H3K9me3 inhibitrice. Dans le cas du HSV, la marque H3K4me3 est
associée a la diminution de la marque inhibitrice H3K9me3 et a une levée de la
latence virale par réactivation de l’expression du génome viral (Huang et al., 2006 ;
Liang et al., 2009). Nous décrivons ici pour la premiere fois 1’association de ces deux
marques, qui habituellement débouchent sur des modifications opposées de la
transcription génique, dans le cadre d’une répression transcriptionnelle chez les
eucaryotes. Cette observation rejoint la récente association de la marque H3K4me3 a
I'inhibition de l’expression de genes, notamment au niveau de promoteurs
cryptiques chez la levure (Pinskaya et al, 2009, 2009b). Les genes cryptiques sont des
séquences géniques silencieuses, faiblement transcrites durant le cycle cellulaire. Le
promoteur du VIH-1 peut étre aisément considéré comme cryptique étant donné la

propension du provirus a intégrer des zones introniques (Han et al., 2004).
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HIV-1 promater

Figure A : Modele d’établissement de la latence induit par LSD1 et CTIP2

HIC1 et SIRT1 participent au maintien de la latence virale dans les microglies.

Hicl est un geéne codant pour un suppresseur de tumeur et dont l'activité
transcriptionnelle est éteinte dans de nombreux cas de cancers (Rood et al., 2002 ;
Pieretti et al., 1995 ; Kanai et al., 1998 ; Fujii et al., 1998 ; Yamamakam et al., 2003). En
effet, 'absence de production de HICI est associée a dérégulation de boucles de
rétro-contrdle intervenant dans la réparation des dommages a I'’ADN, I'hypoxie et la
privation calorique (pour revue Dehenaut et Leprince, 2009 ; Fleuriel et al., 2009).
Contrairement a LSD1 et CTIP2, HIC1 a été associé a un mécanisme d’extinction
transcriptionnelle du VIH-1 ou le transactivateur viral TAT est la cible de ce
répresseur transcriptionnel et non le nucléosome Nuc-1 (publication 2). Néanmoins,
HIC1 a été décrit comme un répresseur transcriptionnel capable de recruter des
complexes corépresseurs tels que SWI/SNF, NuRD et Polycomb (Van Rechem et al,
2009 ; Van rechem et al., 2010; Boulay et al, 2012). Il est essentiel d’étudier la
possibilité de modifications épigénétiques induites par HICI.

Pour l'heure, nous avons clairement pu lier activité répressive de HICI a
l'activité déacétylase de SIRT1 (publication 2). Etant donné que 'acétylation de HIC1

sur sa lysine 314 du motif MKHEP est une condition suffisante pour empécher HIC1
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d’exercer son inhibition, 1'hypothese la plus simple serait que la déacétylation

préalable de HIC1 par SIRT1 amene HIC1 a interagir et inhiber TAT (Figure B).

Figure B : Modéle de I'inhibition par HIC1

Nous avons pu établir que HIC1 et la TAR interagissent, mais sans réussir a définir
pour l'instant la signification de cette interaction dans le circuit de répression. La
TAR pourrait servir de réservoir de HIC1 a proximité du lieu méme de l'initiation de
la transactivation de I'élongation de la transcription du génome viral. Il est tout a fait
possible que l'interaction entre HICI et la TAR ne soit pas directe et requiert des
partenaires supplémentaires. HMGA1 pourrait faire office d'interface entre HIC1 et
la TAR, en effet, nous avons montré que HIC1 et HMGA1 pouvait interagir et que ces
deux protéines interviennent coopérativement dans le processus de répression (HIC1
— Résultats supplémentaires). Cette hypothese vient du fait que la publication récente
de I'interactome de la TRBP (TAR-RNA Binding Protein) révele que cette protéine est
en mesure d’interagir avec HMGA1 (Chi et al., 2011).

Ces hypotheses feront 1'objet d'une étude approfondie.
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Un réle inédit de SIRT1 dans la régulation du VIH-1.

Bien qu’impliqué dans le recyclage de TAT en fin de cycle de transactivation en
déacétylant TAT, et permettant une « remise a zéro » du transactivateur viral, SIRT1
est associé a la restriction de réplication virale dans la littérature (Blazek et Paterlin,
2008 ; Weinberger et al., 2008). SIRT1 réduit I'activité de NF-«B, limitant I'expression
génique du provirus, mais aussi de genes impliqués dans l'activation des
lymphocytes, comme le gene de I'IL-2 (Kwon et al, 2008). Méme si SIRT1 est requis
pour un cycle de transactivation complet, TAT induit une diminution de I'activité de
SIRT1 par différents moyens. TAT est associé a une augmentation du miARN-217,
ciblant le mRNA de SIRT1, une déplétion du NAD+ disponible, indispensable a
'activité de SIRT1 et serait un compétiteur fort de SIRT1 pour ses autres substrats
(Kwon et al, 2008 ; Zhang et al., 2009 ; Zhang et al., 2012).

Une hypothese propose que pendant la phase tardive de la transcription du provirus,
au moment ou les taux de TAT sont tres élevés dans la cellule, TAT bloque la cavité
catalytique de SIRT1 apres y avoir été déacétylé, car TAT apparait comme un
puissant inhibiteur de SIRT1 in-vitro (Kwon et al, 2008). Ce mécanisme empécherait

SIRT1 de déacétyler des protéines essentielles a la réplication virale, comme NF-kB.

Il est encore difficile de définir si I’activité de SIRT1 se limite uniquement a la
déacétylation de HIC1 dans le processus de répression. Il est tout a fait possible que
SIRT1 soit amenée a déacétyler précocement TAT ce qui pourrait mettre a mal le
cycle de transactivation. En effet, nos travaux indiquent également que l'activité
répressive de HICI requiert 1'élément TAR, indiquant donc que les phénomenes
interviennent tot dans la transactivation. Dans des travaux précédents, des mutations
sur les lysines acétylables de TAT ont été décrites comme déléteres pour la
transactivation virale (Weinberger et Shenk, 2007 ; kwon et al., 2008).

Ainsi, en marge de l'étude de l'éventuel impact de HICl au niveau
épigénétique, il est primordial de définir si les complexes HIC1/TAT et HIC1/SIRT1

sont un seul et méme complexe, ou s’ils interviennent de fagon séquentielle. De
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méme les niveaux d’acétylation de TAT en présence et absence de HIC1 doivent étre
examinés pour répondre a ces questions. Des résultats préliminaires semblent
indiquer que I'état d’acétylation de TAT agit sur I'interaction du transactivateur viral
avec HICI1. Si cela s’avere exact, le role de SIRT1 dans ce mécanisme deviendrait
d’autant plus primordial.

Il reste également a savoir si 1'acétylation de HIC1 est a 1'origine d"un défaut
d’interaction avec TAT de maniere directe, ou par l'absence de recrutement d’une
protéine permettant de faire le lien entre TAT et HICI. Des expériences
complémentaires seront requises pour répondre a cette question. Dans tout les cas,
les modifications post-traductionnelles de HIC1 sont un pan important de la
mécanistique derriere I'inhibition de la transcription virale, comme elles le sont dans
la régulation des genes cibles de HIC1. Le Dr. Leprince et son équipe ont déja montré
I'importance des modifications de la lysine 314 dans la potentialisation de HIC1 et sa
capacité a recruter ou nom ses corepresseurs (Stankovic-Valentin et al., 2007, Van
Rechem et al, 2010). Contrairement aux modeles déja proposés, ou la SUMOylation
est toujours une marque profitable a 1’activité répressive de HIC1, nous montrons ici
que la SUMOylation n’intervient pas dans le mécanisme de répression de TAT. De
plus, nous observons que l'acetylation de HIC1 est nuisible a son activité et son
intéraction avec TAT, d’'une maniere comparable a la perte d’interaction entre HIC1
et le complexe NuRD décrite dans la littérature lorsque HIC1 porte cette marque

post-traductionnelle (Van Rechem et al., 2010).

LSD1, CTIP2 et HIC1, des cibles thérapeutiques délicates.

Méme s’il apparait évident que la perturbation des mécanismes
d’établissement de marques épigénétiques répressives du complexe
multienzymatique LSD1/CTIP2/HDACs/Méthyle-transferases s’inscrit parfaitement
dans la logique de purge des réservoirs, en limitant la taille des réservoirs viraux, ce

mécanisme d’entrée en latence n’est validé que dans les cellules microgliales.
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L’élimination, ou tout au moins la réduction de la taille du réservoir viral
cérébral fait parti des buts a atteindre en vu d'un traitement curatif.
Malheureusement, nos propres travaux, mais également ceux d’autres équipes,
révelent que CTIP2 et LSD1 ont des activités ambivalentes suivant le type cellulaire.
L’équipe du Dr. Ott a récemment démontré que LSDI1, dans les lymphocytes,
participait au déroulement du cycle de transactivation de TAT (Sakane et al., 2011).
LSD1 déméthyle la lysine 51 de TAT dans les premieres étapes de la transcription,
ouvrant le bal des modifications post-traductionnelles du facteur de transactivation
viral. Ainsi, la déplétion de LSD1 aurait un role activateur dans les macrophages
cérébraux, tandis qu’elle favoriserait la latence dans les lymphocytes, et donc
I'augmentation de la taille de ce réservoir. Cibler LSD1 semble des lors contre-
productif. Cependant, a I'heure actuelle le mécanisme activateur de LSD1 dans les
lymphocytes intervient au niveau de TAT et non de la modification d’histones,
comme nous l'observons dans les cellules microgliales. La possibilité de cibler des
interactants de LSD1 n’intervenant pas dans le mécanisme de déméthylation de TAT,
comme COMPASS, semble plus avisée. De cette maniere, il serait possible d’agir sur
le réservoir macrophagique sans potentialiser la mise en place du réservoir
lymphocytaire.

Le cas de CTIP2 est plus controversé dans les lymphocytes. Une équipe décrit
CTIP2 en tant que répresseur du VIH-1, notamment en recrutant le complexe NuRD,
mais le décrit également comme un activateur du gene de I'IL-2, cytokines associé a
une facilitation de I'infection et dont le gene est également up-régulé en présence de
TAT (Cismasiu et al., 2005 ; Kumar et al., 2005 ; Cismasiu et al., 2006 ; Cismasiu et al ;
2008). CTIP2 serait aussi capable, toujours dans les lymphocytes, d’augmenter la
translocation de NF-kB dans le noyau en provoquant la dégradation de IkB par
I'augmentation de l'activité de IKK (Cismasiu et al., 2009). Dans nos mains, CTIP2 a
un role activateur dans la lignée lymphocytaire Jurkat et aucune activité répressive
dans les lymphocytes primaires (Redel et al., unpublished). La mécanistique derriere
cette activité de CTIP2 reste néanmoins a approfondir et a corréler avec les données

bibliographiques, notamment de Cismasiu et al.
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Le cas de HIC1 est encore différent. Son impact dans les cellules T n’a pas
encore été établit, mais, au vue des effets opposés de CTIP2 et LSD1 dans ce type
cellulaire vis-a-vis de la lignée monocyte-macrophage, il est primordial d’étudier
I'effet de HIC1 dans ces cellules. De surcroit, il faut garder en mémoire qu'HIC1
intervient dans des boucles de rétro-contrdle finement controlées et que la perte
d’hétérozygotie, et donc la diminution intracellulaire de HICI, est associé a des
pathologies graves (Chen et al, 2003; pour revue Chopin et Leprince, 2006 ;
Dehennaut et al., 2009). Ainsi, cibler et contrecarrer HIC1 peut sembler, a juste titre,
complexe et demandera des ajustements minutieux. On pourra alors lui préférer
SIRT1, qui apparait déja comme un facteur de restriction a bien des niveaux, comme
cible de drogues visant a la réactivation virale. En limitant 1’action de SIRT], il serait
possible a la fois de réduire son action anti NF-kB, décrit dans la littérature et anti

TAT par son association a HIC1, que nous suggérons ici.

La compréhension de ces mécanismes s’inscrit dans la dynamique de réactivation

virale

Finalement, méme si LSD1, CTIP2 et HIC1 ne sont pas les cibles
thérapeutiques idéales, décortiquer les mécanismes par lesquels ils permettent de
favoriser la latence virale nous permet de mettre en avant ceux qui deviendront les
prochaines cibles des thérapies antirétrovirales.

Les mécanismes impliquant LSD1 et CTIP2 font intervenir des HDACs de
classe I et des méthyletransférases, comme SUV39h1 et COMPASS. Les HADCs de
classe I, ainsi que SUV39h1 sont justement sous le feu des projecteurs dans 1'optique
de réactiver les réservoirs viraux. En effet, la chaetocine, un inhibiteur spécifique de
SUV39h1 et le vorinostat, un inhibiteur de HDACs de classe I et II ont tres
récemment été proposés comme réactivateur de la latence virale (Bernhard et al.,
2011 ; Bouchat et al., 2012.; Archin et al., 2012 ; conférence AIDS 2012). Ils ont avec
succes, permis la réactivation de provirus latents dans des cellules T CD4+ quiescents

(vorinostat et chaetocine) et des PBMCs (chaetocine) de patients (Bouchat et al.,
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2012.; Archin et al., 2012). Cette preuve de concept renforce l'intérét des recherches
fondamentales sur la latence virale.

Ce travail de these a pour vocation non seulement d’indiquer de nouvelles
cibles, comme SIRT1 ou COMPASS/WDR5/SET1, mais aussi de comprendre les effets
de molécules ciblant des effecteurs pléiotropes comme la chaetocine et le vorinostat
plus précisément.

Des inhibiteurs de SIRT1 actuellement en cours d’essai clinique, comme 1"EX-
527 dans le cadre de la maladie de Huntington (Solomon et al., 2006 ; phase clinique
I, Elixir Pharmaceutical, 2010), pourraient étre, au vu des résultats présentés ici, de
nouvelles molécules a joindre aux traitements antirétroviraux en combinaison avec
d’autres drogues de réactivation comme le vorinostat et la chaetocine. De plus, le
vorinostat et le cambinol, un autre inhibiteur de SIRT1, ont récemment été mis en
évidence pour leur forte efficacité in-vitro sur les neuroblastomes, laissant présager
une utilisation des inhibiteurs de HDACs de classe I, I et III chez I'’humain (Lautz et
al, 2012). Un autre rapport fait état de combinaisons de différents inhibteurs
d’'HDACs de classe I et II (acide valproique, butyrate et vorinosat) avec des
inhibiteurs de sirtuines (EX 527, cambinol, sirtinol) et de leurs efficacités synergiques
dans le cadre de pathologies leucémiques (Cea et al., 2011). L'utilisation, combinée
ou non, d’inhibiteurs ciblant différentes classes d’'HDACsS, est en cours d’analyse et
de validation dans le cadre des cancers, et pourrait étre transposée a l'infection au
VIH-1. Ce qui concretement permettrait de lever a la fois la latence induite par
LSD1/CTIP2 au niveau épigénétique, et celle induite par l'interférence de HIC1 sur

I’activité transactivatrice de TAT, dans les cellules microgliales.

C’est sur cette note d’optimisme que je cloturerai cette partie.
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Publication 3 — En preparation

The cellular cofactor CTIP2 is a negative P-TEFb regulator.

Cherrier T, et al.

Le complexe positif d’elongation (P-TEFb) est impliqué dans des évenements
physiologiques et pathologiques majeurs, tels que le cancer, l'inflammation,
I'hypertrophie cardiaque et le SIDA. L’équilibre entre sa forme active et inactive est
étroitement contrdlé afin d’assurer 1'intégrité de la cellule.

Ici nous démontrons que le répresseur transcriptionnel CTIP2 est un régulateur
majeur de l'activité du complexe P-TEFb. CTIP2 est co-purifié et interagit avec la
forme inactive du complexe P-TEFb, contenant le 7SKsnRNA et HEXIM1. CTIP2
s’associe directement a HEXIM1 et, via la boucle 2 du 7SKsnRNA, a P-TEFb. Dans ce
complexe protéine/acide nucléique, CTIP2 réprime considérablement I’activité kinase
de la sous-unit¢é CDK9 de P-TEFb. De plus, nous montrons que CTIP2 inhibe
également la transcription des genes régulés par P-TEFb ainsi que des genes viraux.
En conséquence, CTIP2 controle de nombreux genes sensibles au 7SKsnRNA. En
marge de ces observations, nous indiquons aussi que CTIP2 réprime les voies de
signalisation dépendante de P-TEFb dans le coeur de souris présentant une
cardiomyopathie hypertrophique. Avec le SIDA, la cardiomyopathie hypertrophique
constitue une pathologie majeure associée a P-TEFb. Ainsi, en tant que nouvelle
composante du complexe P-TEFb inactif, CTIP2 se pose comme une nouvelle cible

pharmaceutique dans le cadre des pathologies dépendantes de P-TEFb.

J'ai effectué une partie des expériences de ces travaux et serait assigné au travail de
reviewing.
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ABSTRACT

The positive elongation complex (P-TEFb) is involved major physiological and
pathological events such as cancer, inflammation, cardiac hypertrophy and AIDS.
The balance between its active and inactive forms is tightly controlled to ensure the
cellular integrity.

Here we show that the transcriptional repressor CTIP2 is a major modulator of the P-
TEFb complex activity. CTIP2 copurifies and interacts with an inactive P-TEFb
complex containing 7SKsnRNA and HEXIM1. CTIP2 associates directly with
HEXIM1 and, via the loop 2 of the 7SKsnRNA, with P-TEFb. In this nucleo-proteic
complex, CTIP2 dramatically represses the CDK9 kinase activity of P-TEFb.
Moreover, we show that CTIP2 inhibits the P-TEFb-sensitive cellular and viral gene
transcriptions. Accordingly, CTIP2 controls a large set of 7SKsnRNA sensitive genes.
Beside to these observations, we show that CTIP2 represses the P-TEFb sensitive
pathways in heart of hypertrophic cardiomyopathic mouse. Together with AIDS,
hypertrophic cardiomyopathy constitutes a major P-TEFb dependent pathology.
Thereby, as a key component of a new inactive P-TEFb complex, CTIP2 constitute a

new pharmaceutical target for P-TEFb-dependent pathologies.
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Discovered in 1995 (Marshall and Price, 1995), the elongation complex P-TEFb
(CyclinT1/CDKD9) is involved in physiological and pathological transcriptionally
regulated events such as growth, differentiation, cancer and AIDS (for review see
(Brasier, 2008; Zhou and Yik, 2006)). It has been suggested to be required for
transcription of most RNA polymerase II-dependent genes. However, a recent study
suggests that a subset of cellular genes are distinctively sensitive to CDK9 inhibition
(Garriga et al.). P-TEFb is dynamically regulated by both positive and negative
regulators. In contrast to Brd4, which is associated with active P-TEFb forms (Jang et
al., 2005; Yang et al., 2005), the small nuclear RNA 7SK (7SK snRNA) and HEXIM1
inhibit CDK9 activity in the inactive P-TEFb complex (Michels et al., 2004; Nguyen et
al., 2001; Yang et al., 2001; Yik et al., 2003). P-TEFb elongation complexes are crucial
for HIV-1 gene transactivation and for viral replication. Recently new P-TEFb
complexes containing the HIV-1 Tat protein were characterized (He et al., ; Sobhian
et al.) providing evidence for the recruitment of an inactive Tat-P-TEFb complex at
the HIV-1 promoter (D'Orso and Frankel). However, defining the diverse nature and
the functions of the P-TEFb complexes will need more investigations. The cellular
cofactor CTIP2 (Bclllb) has been highlighted as a key transcription factor for
thymocyte (Ikawa et al,, ; Li et al.) and neurone (Arlotta et al., 2005) development,
odontogenesis (Golonzhka et al., 2009), cancer evolution (Ganguli-Indra et al., 2009)
and HIV-1 gene silencing (Marban et al., 2007).

Here, we report that CTIP2 represses P-TEFb function as part of an inactive P-

TEFb/7SK/HEXIM1 complex.

RESULTS
CTIP2 is associated with the inactive P-TEFb complex.

First we asked whether CTIP2 was associated with one of the previously described
form of the P-TEFb complex. To do so, we performed immunoprecipitations
experiments. We found that CTIP2 coprecipitated with the CyclinT1 and the CDK9

components of P-TEFb complex (Figure 1A). To define the CTIP2-containing
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complexes, we then separated the previously described P-TEFb complexes by gel-
filtration chromatography (Figure 1B). As shown in figure 1B, CDK9 was detected in
the low molecular weight (LMW) complexes ("free" P-TEFb complexes) and in the
high molecular weight (HMW) complexes that co-eluted with HEXIM1 and the 7SK
snRNA. Interestingly, we found CTIP2 in these earlier fractions containing the HMW
P-TEFb complexes (Figure 1B). These observations suggested that CTIP2 may be part
of an inactive HEXIM1/7SK-including P-TEFb complex. To confirm this hypothesis,
we performed additional coimmunoprecipitation experiments targeting the active
and the inactive forms of the P-TEFb complexes. We found that CTIP2 co-purified
with CyclinT1, CDK9, HEXIM1 and 7SK but not with Brd4, making CTIP2 a new
component of the inactive P-TEFb complex. Confocal observations further confirmed
the co-localization of CTIP2, P-TEFb and HEXIM1 in the previously described CTIP2-
induced nuclear structures (Rohr et al., 2003) (supplemental figurel). As suggested
by the gel filtration elution profile, CTIP2 was not found in the active Brd4/P-TEFb
complexes. The 7SK snRNA functions as a scaffold RNA facilitating the interaction
between HEXIM1 and P-TEFb. To investigate how CTIP2 associates with the inactive
P-TEFb complex, we performed coimmunoprecipitation experiments following
RNase treatments to degrade the 7SK snRNA (Figure 1D). As previously described,
degradation of the 7SK snRNA (Figure 1D right panel) induced the dissociation of P-
TEFb and HEXIM1 (Figure 1D left panel column 5 vs 3). However, CTIP2 remained
associated with HEXIM1 upon RNase treatment suggesting that CTIP2 interacts
directly with HEXIM1 and that the 7SK RNA is required to associate with P-TEFb.
These biochemical observations were supplemented by functional experiments. Since
the HIV-1 LTR is a bonafide P-TEFb sensitive promoter, we quantified its activity
upon CTIP2 knock-down, Tat transactivation and P-TEFb inhibition. We observed
that knocking down CTIP2 increased the Tat-dependent transcriptional activity of
the HIV-1 promoter suggesting that endogenous CTIP2 might contribute to the
repression of Tat by repressing P-TEFb functions (Figure 1E). In support of this
hypothesis, treatments with Flavopyridol, a potent P-TEFb inhibitor, abrogated this

synergistic transcriptional activation. Therefore, we conclude that CTIP2 may
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contribute to P-TEFb repression in the inactive P-TEFb complex. Along this line, we
further investigated on CTIP2 function in this P-TEFb, HEXIM1 and 7SKsnRNA

including nucleo-proteic complex (Figure 2).

CTIP2 interacts with the 75K snRNA

First, gel shift experiments were performed to define if CTIP2 interacts with the
7SKsnRNA in vitro (Figure 2A). As shown, increasing amounts of purified GST-
CTIP2 protein shifted increasing amounts of 32P-labelled 7SKsnRNA indicating that
CTIP2 interacts with the 7SK in vitro. To define whether this interaction persist in
vivo, we performed immunoprecipitations of CTIP2-associated complexes and look
for the presence of the 7SK by RT-PCR. We found that the 7SKsnRNA copurified
with CTIP2 suggesting that this association exists in vivo (Figure 2B). Micro Scale
Thermoforesis experiments confirmed this result but also allow us to precise the
domain of the 7SK involved in this interaction. CTIP2 associated with the Loop 2
domain of the 7SK snRNA (Figure 2C). We then asked which domain of CTIP2 was
involved in the interaction with the 7SK and P-TEFb. To do so, we performed
immunoprecipitation experiments with truncated forms of CTIP2 (Figure 2D). This
mapping confirmed the need of the 7SK snRNA for interaction with P-TEFb but not
with HEXIM1 (figure 2D and supplemental figure 2). Indeed, a CTIP2 mutant lacking
amino-acid 355-813 was unable to associate with 7SK snRNA and P-TEFb but still
associated with HEXIM1 (Figure 2D column 3). Moreover, we identified a domain
centered on the amino-acid 350 as the potential interface for the 7SKsnRNA
interaaction. Surprizingly, deletion of the 717 (out of 813) first amino-acids of CTIP2
was needed to release the interaction with HEXIM1 (Figure 2D column 1). Next, we

tested whether CTIP2 may regulate P-TEFb activity.

CTIP2 inhibits CDK9-mediated phosphorylations
To explain CTIP2-mediated repression of the P-TEFb function, we first hypothesized
that CTIP2 may favor P-TEFb recruitment within the inactive complex. CyclinT1

immunoprecipitation experiments were performed to confirm this hypothesis.
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Surprisingly, CTIP2 overexpression did not favor recruitment of P-TEFb into the
inactive, 7SKsnRNA containing complexes (figure 2E). Since the amount of P-TEFb in
the inactive complex was not impacted by CTIP2, we next asked for the inhibition of
the P-TEFb kinase activity. To do so, we first quantified the CDK?9 kinase activity in
CyclinT1 immunoprecipitated complex in the presence or not of CTIP2
overexpression. As shown in figure 2F, CTIP2 overexpression dramatically inhibited
CDKO activity (Figure 2F and supplemental figure 3). To confirm that this repression
also occurs in more physiological conditions, we looked for the global level of
RNApolll serine 2 phophorylation in CTIP2 knocked down cells. Accordingly,
higher levels of RN Apolll serine 2 phophorylation were observed in CTIP2-depleted
cells (Figure 2G). These observations suggested that CTIP2 represses P-TEFb

functions by inhibiting CDK9 activity.

The P-TEFb- and the Chromatin modifying enzymes- complexes are exclusive CTIP2-
including complexes

We have reported that CTIP2 silences HIV-1 gene expression by recruitment of
HDAC1, HDAC2 and SUV39H1 at the viral promoter (Marban et al., 2007). To
examine the existence of multiple CTIP2 complexes, we performed sequential
immunoprecipiations experiments. For this purpose, CTIP2 associated complexes
(IP1) were further immunoprecipitated with anti-HEXIM1 or anti-HDAC2 to
discriminate between the P-TEFb and the chromatin modifying complexes,
respectively (IP2). As shown in Figure 3, HDAC2 and Suv39H1 were excluded from
the P-TEFb complex while CDK9, CyclinT1 nor Hexim1 were found in the chromatin
modifying complex. These data demonstrate that CTIP2 associates at least with two

distinct nuclear complexes.

CTIP2 regulates P-TEFb sensitive genes
To validate the model emerging from our observations and establishing CTIP2 as a
negative component of the P-TEFb complex, we examined the genome-wide

transcriptional consequences of knocking-down CTIP2 in microglial cells and HEK
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cells. Using DNA microarray analysis, genes whose expression was modulated by
siRNA-mediated deletion of CTIP2 (supplemental table 1) were compared to those
regulated by expression of a dominant negative mutant of CDK9 (dnCDK9) (Garriga
et al.). Hierarchical clustering of the genes revealed a strong anti-correlation between
the two gene expression profiles (Figure 4A). Clustering of highly coregulated genes
(-1> Log2 values >1 in both gene profilings) revealed more precisely that 86% of
CDKO sensitive genes are inversely regulated by knocking-down CTIP2 (figure 4B
and supplemental figure 4). The comparisons of the genes significantly (p<0.05)
regulated by CTIP2 overexpression, knock down and dnCDK9 expression in HEK
293 cells confirmed the observations made in the microglial cells (Figure 4C, D, E).
Twenty-five percents of the genes whose expression was significantly (p<0.05)
modified following CTIP2 knock down or overexpression were also sensitive to
dnCDK9 and among them 76% were regulated consistently with a CDK9-inhibitory
activity of CTIP2. Note, that the vast majority of these consistently regulated genes is
repressed upon dnCdk9 expression, correlating with the elongation-activating role of
P-TEFb. Besides, we identified 14% (microglial cells) and 24% (HEK293 cells) of the
CTIP2 target genes to be divergently regulated upon dnCdk9 expression, pointing at
a different mechanism, where CTIP2 can potentially also contribute to Cdk9
activation (Figure 4D). Whether this mode of action is direct or indirect, needs to be

further investigated.

CTIP2 regulates 7SKsnRNA sensitive genes

Since the 7SK snRNA has been described as a key inhibitor of the P-TEFb complex,
we further compared the 7SK-dependent and the CTIP2-dependent transcriptome
(Figure 4F , G). About 48% of the genes were similarly affected by CTIP2
overexpression or 7SK knockdown. This is consistent with a repressive role for CTIP2
in the P-TEFb complex and coincides with our model, in which both 7SK snRNA and
CTIP2 contribute to the inactivation of Cdk9. Surprisingly, 52% of the genes were

found to be inversely regulated following CTIP2 overexpression or 7SK knock-down

126



Annexes

suggesting that CTIP2 would regulate a subset of 7SK-sensitive genes by still

unknown, P-TEFb independent, mechanism (Figure 4F).

CTIP2 regulates CDKO9 sensitive genes from heart of hypertrophic cardiomyopathic mouse

As a member of the an inactive P-TEFb complex, CTIP2 should contribute to regulate
P-TEFb related physiopathological events. To investigate the physiological relevance
of our observations, we focused on one of the most characterized P-TEFb associated
pathology: the hypertrophic cardiomyopathy (HCM). Gene expression profiles from
HCM mouses were compared to those obtained upon CDK9 overexpression and
CTIP2 knock-down (Figure 6). CDK9 overexpression regulated half of the HCM
modulated genes confirming the influence of P-TEFb on this specific pathological
gene expression patern (Figure 6A). We observed a significant correlation between
the gene expression levels from both conditions (Figure 6B). By comparing this
cluster of genes with CTIP2 sensitive genes, we observed that 50% of the CDK9-
sensitive HCM genes were consistantly regulated by a CTIP2 knock-down (Figure 6C
and 6D). Interestingly, key HCM pathways are enriched in the CTIP2/CDKO9 cluster
of modulated genes (Figure 6E). Moreover, a network analysis of the HCM CDK9-
and CTIP2- sensitive genes highlighted the major impact of CTIP2 on the regulation
of the cardiac hypertrophy (Figure 6F). Indeed, key HCM pathways, such as the
MAPK, the Ca2+/Calmodulin, the NF-kB/NFAT and the PI3BK/AKT pathways, are
regulated by CTIP2 (Figure 6F). As a final result, we found that the gene of the
sarcomeric b-myosin heavy chain was regulated by CTIP2 consistantly with a
repression of the CDK9 function (figure 6 G). This observation further argue for a
major influence of CTIP2 in the control of the heart sarcomeres sizes and thereby on

the HCM.

DISCUSSION
The cellular cofactor CTIP2 is a key transcriptional repressor involved in
development (Albu et al., ; Arlotta et al., 2005; Golonzhka et al., 2009; Ikawa et al., ; Li

et al.), T lineage commitment (Li et al., ; Li et al.), cancers (De Keersmaecker et al., ;
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Ganguli-Indra et al., 2009) and HIV-1 gene silencing (Marban et al., 2007). In
association with chromatin modifying enzymes, CTIP2 promotes the establishment
of a local heterochromatin environment at target promoters such as the cellular p21
gene- (Cherrier et al., 2009) and the viral HIV-1 gene- promoters (Marban et al., 2005;
Marban et al., 2007; Rohr et al., 2003). Interestingly, both genes have been reported to
be highly sensitive to the P-TEFb elongation complex (Giraud et al., 2004; Gomes et
al., 2006; Wei et al., 1998).

To secure the cell integrity, P-TEFb is dynamically and physiologically regulated.
The small nuclear RNA 75K and HEXIM1 inhibit CDK9 activity in an inactive
HEXIM-1/7SK/P-TEFb complex (Michels et al., 2004; Nguyen et al., 2001; Yang et al.,
2001; Yik et al., 2003). We show here that CTIP2 associates with the HEXIM1/7SK/P-
TEFb inactive complex, that is distinct from the previously described, CTIP2-
associated, chromatin modifying complex (Marban et al., 2007). Our genome-wide
comparison of the CDK9-sensitive and CTIP2-sensitive cellular genes are consistent
with CTIP2 being a repressive component of the P-TEFb complex. Mechanistically,
we observed that RNA pol II Serin 2 phosphorylation level increases in CTIP2-
knocked down cells. In addition, in vitro kinase assays identified CTIP2 as a direct
inhibitor of CDK9 enzymatic activity. Based on these observations, we propose that
when associated with HEXIM-1/7SK/P-TEFb, CTIP2 strongly represses the CDK9-
associated kinase activity and leads to the inhibition of P-TEFb function.
Interestingly, the presence of the 7SKsnRNA is crucial in recruiting CTIP2 to P-TEFb.
CTIP2 is able to bind the 7SKsnRNA in vitro and in vivo assays suggesting a direct
interaction between both components. The 7SK snRNA has been shown to have at
least two major functions in gene expression: it negatively regulates P-TEFb activity
and it acts as a negative regulator of the architectural transcription factor HMGA1
(Eilebrecht et al.). Interestingly, CTIP2 and HMGAT1 both associate with the loop 2
region of the 7SK. Moreover, the results that we present in the same issue (Authors to
be defined) suggest that CTIP2 collaborates with HMGAI1 to inhibit HIV-1 gene
transcription and the viral replication. Since we have also observed that endogenous

CTIP2 repressed the Tat/P-TEFb- mediated transactivation of the HIV-1 promoter
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(tigure 1E), the repressive activity of CTIP2 and HMGA1 on this P-TEFb sensitive
promoter is now attested. In addition, this control P-TEFb might contribute to
counteract the viral reactivations in silent HIV-1 reservoirs.

While approximately 50% of the genes were similarly modified upon CTIP2
overexpression or 7SK knockdown, the remaining half showed an inverse
correlation. This subset of genes was identified as activated by CTIP2, but repressed
by 7SK. These genes are likely regulated by CTIP2 in a CDK9-independent manner.
D'Orso and collaborators showed the recruitment of the inactive P-TEFb complex at
the Spl binding sites of HIV-1 promoter. However, no mechanistic evidence was
provided on the way of this recruitment. Since CTIP2 is anchored to the Sp1 region
via an association with Sp1 protein, it is more than expectable that CTIP2 constitutes
a platform for P-TEFb recruitment at target promoters.

Together with AIDS, hypertrophic cardiomyopathy is a well described P-TEFb
dependent pathology (for review see (Harvey and Leinwand, ; McKinsey and Kass,
2007)). Upon hypertrophic cardiomyopathy (HCM), the o-myosin heavy chain
overexpression induces an increasing size of the sarcomeres and a pathological
thickening of the heart muscle. This final target gene expression is controled by
multiple pathways all contributing to HCM (Harvey and Leinwand). Our results
suggest that CTIP2 contributes to the control of the MAPK-, the Ca2+/Calmodulin-,
the NF-kB/NFAT- and the PIBK/AKT- pathways. In addition, we show that CTIP2
inhibits the expression of the o-myosin heavy chain (MYH?7) consistantly with
repression of the CDK9 activity. Taken together, our results suggest that CTIP2 is a
potent inhibitor of P-TEFb functions in twoo of the most charaterized P-TEFb
sensitive pathologies that are AIDS and HCM. As part of a 7SK/HEXIM1/P-TEFb
complex, CTIP2 controls P-TEFb-sensitive gene expression and thereby may

constitute a new pharmaceutical target for the P-TEFb-dependent pathologies.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Plasmids

The constructs used in our assays have been described previously: pcDNAS3,
pshRNA-CTIP2, pshRNA-control, RFP-CTIP2, pFLAG-CTIP2 and pFLAG-CTIP2
deletion constructs in (Marban et al., 2007).

Cell culture

The human microglial cell line (provided by M. Tardieu, Paris, France) (Janabi et al.,
1995), and HEK293T cell lines were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) containing 10% foetal calf serum and 100 U/ml penicillin—
streptomycin.

Co-immunoprecipitation assays

HEK 293T cells cultured in 100-mm-diameter dishes were transfected using the
calcium phosphate co-precipitation method with the indicated plasmids (30ug). Two
days post-transfection, immunoprecipitations were performed using the standard
technique with M2 anti-FLAG (Sigma), anti-Hexim1 (Abcam) or anti-cyclinT1 (Santa
Cruz) antibodies overnight at 4°C with or without RNAse or HMBA treatments.
Finally, the immunoprecipitated complexes were processed for SDS-PAGE and
Western blot analysis, real time RT-Q-PCR or RT-PCR assay. For real time RT-Q-PCR
experiments, 7SK snRNA was quantified for each immunoprecipitation and results
were normalized to the EEF1A1 copies. The presence of 7SK in immunoprecipitated-
complexes was also access by agarose gel electrophoresis after RT-PCR amplification.
SDS-PAGE and Western blot analysis

SDS-PAGE were performed using standard techniques. Proteins were detected using
antibodies directed against the FLAG epitope (M2 mouse monoclonal from Sigma),
CyclinTl and CDK9 (Santa Cruz), CTIP2, Brd4 and Heximl proteins (Abcam).
Proteins were visualized by chemiluminescence wusing the Super Signal
Chemiluminescence Detection System (Pierce).

Gel filtration experiments
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3mg of microglial cells nuclear extracts were concentrated by using a Microcon YM-
10 Centrifugal Filter Unit (3,000 Nominal Molecular Weight Limit) and separated by
gel filtration on a Superose 6 PC 3.2/30 column (Amersham Biosciences) that has
been previously calibrated with protein standards (dextran blue, 2000 kDa;
thyroglobulin, 669 kDa; ferritin, 440 kDa) from Amersham Biosciences, as previously
described (Topark-Ngarm et al., 2006). The 29 fractions collected were accessed by
SDS-PAGE and Western blot analysis. PCR experiments were also performed on
each fraction after RT-PCR amplification, and the presence of the 7SK was visualized
after agarose gel electrophoresis.

Micro Scale Thermophoresis (MST)

Total cellular extracts from Flag-CTIP2 expressing HEK293 cells were diluted with
total cellular extract from non-transfected cells. For MST experiments a series of 16
successive dilutions was used ranging from 1:0 to 1:24. 5 ul of each dilution were
incubated with 60 ng of Famé6-labeled 7SK L2 RNA (5-GGG CGU CCC UCC CGA
AGC UGC GCG CUC GGU CGA AGA GGA CGA CCU UCC CCG AAU AGA GGA
GGA C-3’) for 10 minutes on ice in EMSA buffer (10mM HEPES/KOH, pH 7.9,
100mM KCl, 5mM MgClI2, 0.25mM DTT, 0.1mM EDTA, 10% glycerol and 2 mg yeast
tRNA). MST experiments were conducted using a Monolith NT.115 (Nanotemper
Technologies) as described previously >* (Laser-power 12%, Laser-on time 60s, LED-
power 30%).

Transcriptome analyses

For microarray analyses, RNA amplification, labeling, hybridization and detection
were performed following the protocols supplied by Applied Biosystems using the
corresponding kits (Applied Biosystems, ProdNo: 4339628 and 4336875). The data

obtained were analyzed as described previously (Eilebrecht et al., ; Eilebrecht et al.)
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 CTIP2 is associated with the inactive P-TEFb complex.

(A) HEK 293T cells expressing Flag-CTIP2 were lysed and immunoprecipitated with
anti-CyclinT1 antibodies or with Non Immune Serum IgG (NIS). Input and
immunoprecipitated proteins were probed with anti-Flag (f-CTIP2), anti-CyclinT1,
anti-CDK9 antibodies. (B) Protein complexes from microglial cells nuclear extracts
were separated in 29 fractions by HPLC gel filtration. Each collected fraction was
submitted to Western blot analysis with the indicated antibodies and processed for
7SK detection by RT-PCR. Before all separations, the column was calibrated with
proteins standards (dextran blue, 2000 kDa, fraction 9; thyroglobulin, 669 kDa,
fraction 14; ferritin, 440 kDa, fraction 17). No proteins of interest or 7SK snRNA was
detected in fractions from 1 to 5 and in fractions from 26 to 29 (data not shown). (C)
HEK 293T cells expressing Flag-CTIP2 were lysed and immunoprecipitated with
anti-Flag antibodies. Input (line 1 and 2) and immunoprecipitated proteins (line 3
and 4) were probed with anti-Flag, anti-BrD4, anti-CyclinT1, anti-CDK9 and anti-
Hexim1 antibodies. The presence of the 7SK snRNA was accessed by RT-PCR
amplification. (D) Cellular extracts were treated (+) or not (-) with RNAse before
beeing subjected to immunoprecipitation with anti-Heximl antibodies or non
immune serum as indicated. Inputs (line 1) and immunoprecipitated extracts (line 2,
3, 4 and 5) were probed with anti-CTIP2, anti-CyclinT1, anti-CDK9 and anti-Hexim1
antibodies. 7SKsnRNA degradation has been controled by RT-PCR. (E) Cells were
transfected with the LTR-LUC (HIV-1 promoter) epizomal reporter construct in the
presence of Tat and/or sh-CTIP2 plasmids or the respective control constructs. Cells
were treated with 30 or 100nM of Flavopyridol 24h post-transfection and subjected to
luciferase assays 48hours post transfection. Efficiencies of CTIP2 knock-down and
Tat expression were controled by Western blot (data not shown). Results are

representative to at least tree independent experiments perfomed in triplicate.
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Figure 2 Associated with the 7SK snRNA, CTIP2 inhibits CDK9-mediated phosphorylations
(A) EMSA experiments were performed with a 3?P-7SK snRNA probe and GST or
GST-CTIP2 proteins as indicated. Shifted complexes were visualized by
autoradiography. The control GST EMSA has been performed with the same
quantity of GST as the maximal input of GST-CTIP2 (B) HEK 293T cells were lysed
and subjected to immunoprecipitation with indicated antibodies. The presence of
7SKsnRNA was quantified by RT-Q-PCR after complexes elution and RNA
extraction. . (C) Micro Scale Thermoforesis (MST) of Famé6-labeled 7SK L2 RNA in
exponential dilutions (27, n=0..14) of FLAG-CTIP2 transfected in non-transfected
HEK293 cell-lysates. All mixtures were verified for protein content and for every
other mixture. Quantification of the relative expression rates of tagged proteins using
Image] Software has been performed. Coomassie staining and o-FLAG immuno-
blotting is shown. (D) Mock, Flag-CTIP2 wild-type or Flag-CTIP2 constructs
transfected HEK293T cells were lysed and subjected to immunoprecipitation with
anti-Flag antibodies. The presence of 7SKsnRNA was quantified by RT-Q-PCR after
complexes elution and RNA extraction. Detection of immunoprecipitated proteins
was determined by Western blot analysis with indicated antibodies. (E) Mock or
Flag-CTIP2 transfected cells were lysed and subjected to immunoprecipitation with
indicated antibodies. The presence of 7SKsnRNA was quantified by RT-Q-PCR after
complexes elution and RNA extraction. (F) Flag-CTIP2 or mock transfected cells were
lysed and subjected to immunoprecipitation with anti-Cyclintl antibodies.
Immunoprecipitated proteins were incubated 1H at 30°C with GST-CTD and 1uCi of
P32 labelled ATP. After SDS-PAGE electrophoresis, labelled GST-CTD and
endogenous CDK9 were detected with radiosensitive film. Film quantification was
performed using Image] software. Presence of indicated proteins was determined by
Western blot analysis with the indicated antibodies. The level of GST-CTD was
assessed by coomassie staining. Specificity of the GST-CTD substract has been
controled by using mutated GST-CTD (supplemental figure 5). (G) Extracts from WT
or CTIP2-knocked down cell lines were subjected to Western blot analysis with the

indicated antibodies.
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Figure 3 P-TEFb- and Chromatin modifying enzymes- complexes associated with CTIP2 are
exclusive

Mock or Flag-CTIP2 transfected HEK293T cells were lysed and subjected to
immunoprecipitation with anti-Flag antibodies. After washing, antibodies-bound
complexes were eluted with Flag peptide and immunoprecipitated with the
indicated antibodies. Presence of indicated proteins was determined by Western blot

analysis.

Figure 4 CTIP2 regulates P-TEFb sensitive genes

(A) Samples of 250 ng of RNA from CTIP2 knocked-down microglial cells and wt
cells were amplified and labeled with Cy5 (ela) and Cy3 (mock) (Perkin Elmer),
respectively, using the Agilent Two Colors Low RNA Input Linear Amplification
Labeling Kit according to manufacturer's instructions. Labeled RNA was hybridized
to the Agilent Human whole-genome array (G2534-60011) and analyzed. Expression
data were extracted using Agilent Feature Extraction software (version 9.1.3.1). Raw
data were natural log (In) transformed and signals from multiple probes for the same
gene were averaged. Each array was normalized so that the mean was zero and
standard deviation was one. Data from three independent replicate experiments
were averaged. The profiles were clustered using spearman rank hierachical
clustering using the Cluster software. Shades of yellow and blue represent relative
activation and repression respectively. Genes modulated by the knock-down of
CTIP2 were compared to the genes modulated by an inhibition of the CDK9 activity
(expression of the dnCDK9 construct) (Garriga et al.). (B) Genes highly sensitive to
both dnCDK9 expression and CTIP2 knock-down (modulation average: log2>1) were
clusterized and identified. (C) Transcriptome heatmap of genes statistically
significantly (at least p<0.05) opositely regulated genes by Cdk9 and CTIP2 :
comparison of the expression of dominant negative (dn; kinase dead) Cdk9 with
CTIP2 over-expression and knockdown in HEK cells. (D) As in (C), but for the

statistically significantly co-regulated genes. (E) Table showing the number of target
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genes differentially expressed in each of the comparisons from (C) and (D). (F)
Scatter plot of logQ values for 112 genes significantly (p<0.05) co-regulated by CTIP2
overexpression (black arrow up) and 7SK knockdown (black arrow down). The logQ
values of the same set of genes upon CTIP2 knockdown (grey arrow down) and 7SK
overexpression (grey arrow up) are illustrated in grey. (G) Same as in (F), but for 105

genes anti-regulated in these conditions.

Figure 5 Model for CTIP2-mediated repression of P-TEFb
CTIP2 interacts with HEXIM1 and the 7SKsnRNA to repress P-TEFb kinase activity

and P-TEFb sensitive genes.

Figure 6 CTIP2 regulates P-TEFb-sensitive genes in heart of hypertrophic cardiomyopathic

mouse
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SUPPORTING ON LINE MATERIAL FOR

The cellular cofactor CTIP2 is a negative P-TEFb regulator

Thomas Cherrier?3, et al
Files included :

Figures. S1 to 54
Table S1
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Supplemental figurel, related to figure 1

CTIP2, CyclinT1 and HEXIM1 colocalize in nuclei.

B GFP-HEXIM1

GFP-CyclinT1

RFP-CTIP2
RFP-CTIP2

Mask

GFP-HEXIM. Merge

GFP-CyclinT1 Merge

Cells were transfected with GFP-CyclinT1 (A) and GFP-Hexim1(B) alone or in the presence of RFP-
CTIP2 (C and D). Subnuclear locations were observed by confocal microscopy using Zeiss laser
scanning microscope (Zeiss, Jena, Germany; model 510 inverted) equipped with a Planapo oil (63x)
immersion lens (numerical aperture = 1.4).
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Supplemental figure 2, related to figure 2D

Immunoprecipitations of truncated CTIP2 constructs

Flag-CTIP2

Anti-Flag _1gG

CTIP2

1 145 350 434 610 78

Zinc Zinc  Zinc Zinc
fingerfinger fingers fingers

Flag- immunoprecipitated CTIP2 fragments used in figure 2C were visualized by Western blot
analysis with anti-Flag antibodies.
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Supplemental figure 3, related to figure 2F

Specific phosphorylations of the CTD Serin 2 and Serin 5 by purified P-TEFb complexes

maryowl i 3
i . .|
I
- ~ <}~ Phosphorylated GST-CTD

Smrsld e

[ [

P

'—-_—.—---n-—.-_#“ q_ GST-CTD

- 5 |

dut Sl Kt LD Tl

GST-, GST-CTD and S2/S5 mutated GST-CTD were subjected to phosphorylations assays with co-
purified CDK9/CyclinT1 (Milipore ref 14-685).

(stock diluted 10X = 250ng , 100x = 25ng and 1000X = 2.5ng of purified proteins per assay)

GST proteins were separated by SDS-PAGE and phosphorylations were revealed by autoradiography.
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Supplemental figure 4, related to figure 4 A,B

Quantifications of CTIP2 sensitive genes in control and CTIP2-knocked down cells.

12j 3: 30:= 30:= 12l-= 300:= 30: 15:
8 : 2 : 20: 20: 8 : 200: 20: 10:
4: 1: 10: 10: 4:l 100: 10: 5:
d J J . J Y J d d

Relative mRNA quantity

CCDN1 EDH1 p21 SALL1 CASP10 SSBP1 EEF1A1

> - - . . - - - -
€ 154 60- 124 80- 600- 60- 124 1200+
<

Z 10- 40+ 8- 60+ 4004 40~ 8 800+
E - - - - - - - -
g

S 54 20- 44 40+ 2004 20- 44 4004

HistlH2AC DUSP1 118 BAMBI FLRT3 CHMP2B Gadd45b TMOD1

[l Contro cells
Il CTIP2 knocked-down cells

Total RNA were extracted from control and CTIP2-knocked down cells to be subjected to RT-Q-PCR
quantifications of the indicated mRNA. Results were presented relative to the house keeping EEF1A1
gene

Supplemental Table 1, related to figure 4A,B

Exel document available
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Publication 4

Human-Phosphate-Binding-Protein inhibits HIV-1 gene

transcription and replication.

Cherrier T, Elias M, Jeudy A, Gotthard G, Le Douce V, Hallay H, Masson P, Janossy A,
Candolfi E, Rohr O, Chabriere E, Schwartz C.
Virology Journal 2011

La HPBP (Human Phosphate Binding Protein) est une lipoprotéine découverte
fortuitement et capable de se lier au phosphate avec une haute affinité. HPBP
appartient a la famille des protéines DING, protéines impliquées dans divers
processus biologiques, comme par exemple la régulation du cycle cellulaire. Nous
rapportons ici que HPBP est capabable de réprimer la trancription et la réplication
virale dans une lignée de lymphocytes T, les lymphocytes primaire du sang
périphérique et dans les macrophages primaires. Nous montrons également que
HPBP est efficace aussi bien sur des souches naives que des souches résistante a
I’AZT. Dans nos résultats, HPBP se pose comme une nouvelle et puissante molecule
anti-VIH inhibant la transcription virale, étape du cycle virale actuellement non ciblé
lors des multi-thérapies. Ainsi, HPBP ouvre la voie a de nouvelles stratégies dans le

traitement de l'infection au VIH.

Ma participation a ce travail a été modeste.
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are currently known which hive eritical rale in HIV
pathogenesis, e C1MG T lympheeytes ind monportes!
macfnphhges including microghial cells, which ave the
central pervins-sysrem tesident macraphages [G-H] How
ever, severnl drogs heing active in G041 |:rrnp_|'1nr?t£'5
are ineffective in chronically infected macrophages (Le.
aoveral roverse transcriptase inhdbito) (9], and protease
inhibiturs bave srprificantly loywer activitiesan TN T
phaged compared Lo fympliocylies |10, Thizally, ey
olservations sleongly suggest e even long Lo s
pression of HIV-1 replication by HAART cannot totally

elimingre HIV-L The viris persists in cellolar reservalrs

hecase of vical latency, crvptic angaing replication or
poordmg peneteatian [11-13], Moreaver, these cellular
reservoirsare aften found i essue sanctmary sites where
penetration of drogs is resericted, like in the hrain
[14-16]. Al these consideratinns (idstenee of siveral
reservoics: tesbessanctuary sites and multidrog esis-
tareit urge the search due new and origina anld HIV-1
Levabmment sloilegios. Currently e are soven clisses. ol
arslivetrovieal LARY) deups geatlable i U teeatment of
HIV L dnfeeled patients: sucleosdde! nuclectide revierse
Lramser| prase I|1h|bitqt_fs (WIETIa) nuclenticde reverse tran

seriptase Inhibitors (NIRTEs), non-nueleaside reyverss
transcriptase inhihitors IR, proreaseinhihitory
[1Misf entrvfusion inhihitors {Eis), cosredepror inhibitor
(CKIs) and integrase mhibitors |IMIs) [17], The therapy
af LY -1-Infitcted patients is hased ob 4 cambination of

HEA AT P L e L T
TN L T et TS A T B

3 THES] bk
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Uiree or wore devgs from bwe o inoceclasses (18]
There have heen attempts withour snccess to develop
varcines againgt HIV- | and this field of research needs
new directions [L9-21]. Improvement of HAART is
therefire crueial,

We heligeo that mew drogs shoald targer other seeps.of
the FHV-1 eyele surh as Lranseription sinee there s no
drug currently avaidable wrseting this stop, Adt moreasing
rirnber ol sudics supgest that inhibitoesof cellular LTR-
buneling fuwtars; such as ME-IB and 8L repress BT deee
ven Lenseriptlon [19,71-24), Revently, it has been shown
thal proteing of the DING family sre good candidites Lo
repress MIV-1 gene franscription [25,26],

Wore than 40 TING proteing have now been piirified,
mnsthy from eokarentes [[277 and personal commnpica-
tion] and mnat of thent are assncatad with biolagical peo-
cesses and some diseares | 28], The ubiquitons presence:in
ekaryotes of pritelns strocturally end funetonally related
o battorid virulency faebory de intrigulng, as s e shsence
af cultaryote genes enceding DENG |.'I'I:'l.lL\'_'!.:I'I.r|. it datsbises.
Huowewer, Heovetiont arguments wogetlwr with esperimen-
Aal evidences supported an cukaryolle drgin for DTNIG
proteing [29,30] A member of the DING family protelns,
HIBP, was serendipivously discovered in human plasia
while performing structural soudles on anocher target, the
H13l -agsaciated himan passoswanase RPORT 731-533] ke
‘stucture topolngy is similar o the one descrbed forsole-
Hle [Jhﬁqp-hate carviars of thet ARG tansporter family
[A2-S that makes HIEP the firss potential phosphaee
trumspeicter fdentificd in human plasmi. Mecéover, the
association with hPOXL hay been hypothisiecd Lo be
mnvalved momlimmation pnd atheroscleresiy procusses
[37 1. Laster, the ab friliy seguencing ol HPBP by tandem
e of mass specteometry and Xovay crystallograply con
firmed thae its gene was missing (ram the seqaenced
hiunnn genome (387 Immunohistochemistey studies per-
formed in mopse tasues demeonstrnte that [MWG prorsins
ate present in most of Hesoes, spanning from nEUrans 1o
muscle colls and their cellular Incatization is larpely vari-
ahle;: |:|r_'i.-|g oxcplusively moclear monegmons, e nouclesr and
cvioplasmic (n muscle cills | W, Adeesethor, these localiza-
e e consistenl with the ]Jlulu:_:i_r_'u] funutiom thil was
associted Lo Lhose proleing, cepecilly the reputation)
adweration ol ool cucle

T tissl whether HEBI is 4 potential HIV -1 repressor
s pperied oot dpemeies i a lvmpbablastold cell lne
{Tugkat’ and in primary cells {Peripherial Blond Lineage
anel maceophage culrores), We pepare thar HI'RIY represses
HIY -1 replivation through the Inhikition of its gene tran-
woription. Furthermone, HEPRM is‘alsh active ugai.m kT
viroses Evidence that FIFGE can block HIV-T LTR pro-
mutr_'!i CAPTERSL and replication should lead teo the disign
ol new drewgs which larpeta ool yed argeted step ol the
wirnis vyele Lo, losnseription

Fage 2 of F

Materials and methods

Pratein purification

HIRPHPON] -contalnlng fractions were obtnined follow
Ing previously described HPON | purification protocol
[349], T'Han HPRE was l]llriﬁEl:l frarm: these fractoms arcards
ing tor Remanlt e ql, protocol [33] HPBPHPON -comtain-
ng fraction in 26 mM Trls butfor conteining. 0.1% Triton
=100, were injected on Bio-Gel TP hydroxyapatite
(Bieskad Laborstories, Munich, Germany) eguilibrated
with 10 M sodhum phosphate pH Y8 This slep was 111_!-
leiwed by washing with Lhe same bullie and clution by 400
mM sudlum phospliabe allpwed L separalie the wo pro-
lelos HPBE was not retained on hydrorapatite-equili

brated without CaCl: and was coltected i the fltvate: Cin
the contrary, HIONT was retained and subsequently
eluted by highar phasphate concentrationg.

Cell cultura

15 vells (a0 Jorkat stable cell lime for LTR-lueiferase)
were srown in REMI 1640 mediom supplermented with
10% Tetn] eall serum and m the presence of pencillio
and steeptomycln (LO0LTFmi), Prioury Macrophinges
wete cultueed and prepaced as previously descelbed 407,

Antiretraviral compounds

Stack of AT (Glaye Wellcome) was prepared as (L1
i snlutinn in dimethylsulforide | Peres) and stored 21
2700 Stock golotions were further dilutid in enliuee
mudinm immediately pror to ose

Luciferaze assays

LG5 cells (o Turkat stablecel] line lor LTR-luciferse)
wepe transtected (5« 107107 cells/tanstection) using
DEAE-destran (mnsfection method with HIV -1 piNLE3,
Thwa dines Liter, calls were collected aned luciterase activ
ity was determined nsing the Dual-CilaT i Luciferase
Assay System |Momega). Values corvespond o am avers
Age of of least thres independent experiments perfanmed
in duplicate.

HIV-1 infection and viral replication

1G5 colls {a Jurkat stable cell lme lor LTR-lueilirase)
yeire bransfected (5 0 1072107 eellifransiiction) using
DEAE-dextean (ranskectbon method with HIV- 1 pNLE3,
Adrer 24 I inteated anrount of HPBP was added (o cell
ciltiire mediom, HIV-D replication wias monitoved as
desoribied previenshy (41].

Puritied PHEs were prepared from peripheral blood of
healthy donirs as described p':'m.rrnuqi}' 2] For purified
P preéparation, Fiooll-Hypague (Fharmacia, Uppsala,
Swedon)-izolated PEMCE weresincubated for 2k an 2%
gelatineomted PJ.E.tI’.'h: Monadberent coells, B8% thet were
PELy. us pasgssed by CO45/CDN4 delection by [ow

cvlometry analysis (Simultest Lewcogale, Beeldn
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Dickinson, San Tose, AL LISAL were [nuvestocd alier
Ficall-Hypague izolation and adherence. 'BLs weare cul-
thviated in RPMIT swith 1 (vivh FRS suppleimented with
human recombinant 112 G4 LILSmT) fallowing trent-
ment with 'HA {5 pgimal) for 48 e Cofrored i 26wl
plates, cells were glectroporated {Biorad Ciene Pulser X
Cell) with the eomplete V-1 mfvctiouy molegular
¢lome pHL4G. For Infection expeciments, cells wire
infocied (50 ogimillion cells) with a wi lvmphotropic
sieain pHL43 o an AZT resisbant bompholrope stealn
ppurelmsed by NTH AIDS cesenrch and relereiive pro-
geant {lot number 0014 AQLE G106, post AZT isu
latesy [43], HIV.1 replicarion was monitored as
described previonsly (407

i'@h!n:rnph agé-; vells were rultured and prepared as pre-
winusly described [40]. Culrored in 24-well plates. calla
wire transfected using Lipofectamine 2000 reagent
tlovdtrogen, Cardsbad, CA, USA) with the ‘compléte
MIY-1 infectiouns moleculsy clone pLad For indevtien
eapuriments, cellstwere Infected (50 ofmillion cells)
with the prewdo lyped pRLAS VEV L vidus: Vesicular
slamutitls vieus & prolein VSV G) peeudalyped vicions
wite prociced by cotransfection of 2937 cells with 500
ng ol VEV O expressed with plasiiid pHCMYE along
with 2 jsg of the provienl clone HIV-1 replication was
monitored as described previnusbs W] Yalues eorre-
spond to an average aof ot least three independent
pyperiments carried out in duplicares.

MTT assay

Turkat vells, as woell primery cofls, Lo PBL end macoo-
phages; were geeded 1n i well platesand Indlcated
umount ol HEER was E_ddr_'-;_l to celd culture mecliure The
possible vtotosde elfect of the antiretroviol cofmpounds
tescer] was examined Uging o 3 [15 Dimethvlthlazol 2

vll- 25 dipkenyltetrazolinn bromide (MTT) assar (47,
Cells were gronen at 379055 COR2 for & days in the pre-
senceal antiretraviral competmds at individual eoncen-
trations of 100 20, 5, ar 0 ad, before removal of the
supernatant and replicoment with 0.25 mygiml MTT
inigmi} in phenol red-free B L1646 Lk Tl:r;'hr::]ln-
plin), Alter mcubalion sl 37°CH% CO2 for 1 h, the
MTTcontuining supernstinl was rembved and the cells
hasod with 5 ml of wopropanol L HEL (95 wivy, Tripli-
cale 100 | valuoes of dye-contuinipg superpatant were
transferred 10 a %5-well ELISA plate {Mune) amd the
ahsorpticn measnred at 570 nm. using hackground sub:
Tractiom at a3,

Statistical analysis
Valuey are the means and 5058 of independent experi-
ments, Staustonl analysis wes performed by Student's
Leesl, wned dallerenees were vonsldered slprilicant al o
valuw ol g 005,

Fage 3of ¢

Results

1. HPEP represses HIV-1 gene transcription and
rephcation

i order to assess the anth HIV-| aetivity of HPBD, we
teated HIMHE, HPOMNT and the complex HPBRSHPONT,
fri: 1hieir acrividies an HiV-1 gene transariprinon-and repli-
cation, The complex HEBF-PCHEN {F'gurq T ond 1.6
lanie 2] and the purified HEFONT (Figore 1A and LH e
4} did not have significant mpact nogher an V-1 mephi-
cation nar o HIV-E gene trunsenplivn. Heoweser, puribied
HPBF stromgly repressed HIV- L replication and Lranscnp-
Lo [respectiviely a0 and FO% is shown o Trpure LA snl
LB Lo 37, AZT teeatiment (10 pi, used as o canteol,
wid efflcleont to repress HIV -1 eephication bur not HIV-1
gene rranacriprion {Figure 1A and | B lane 50 Heat-lnacti-
vated HIBP, used I anether control esperiment, had no
effect an HIV-1 feplication [dita not shovwm),

2. Dose response and cytotaxicity assay for HPBP

Flagure d shiws the dose response elfecl of HPBF on (he
Turkal cells witl an T30 (50% infuldlony concenlmtion)
equal Lo 5 ikl To measure the cywloxic eltecl of HPBP
ol these cells we used the MTT (32085 dimethylthinol
Z-ulh-2a-diphenyitetmralium bromide] eyratogicite assey
[14]. Resules, shown in Figure 2 (green linel; allowed us
to caleulage (R0 [50% taxicity concentration] ia be
squal 1o 526 okl We next performed dose respanse
exporiments and MTT cylatoxicity gsaays o primary
cells, in [—"r_':riphl.:nca| Blood Colls (FEL), thie 10 15 puta-
mated oG nbl and the COS L5 estimsted b AM1 o,
Compereble resulls were sblained o priméry macre:
phages with s 1G58 of 5 0 and-a GOS0 ol 140 oM
[sme table 11

‘3. HPEP 5 affictent against drug-resistant straln of HIV-1

To nssess the anti HIV-1 activity of HPRD sgainst
mitant viruses, we performed a dose respanse effect of
HPBE e PR, Infeoted with an HIV-] A4 -resistant
astrain (ot number 0TS AOTE-GATO-6, post ALT fao-
lates) [23]. As:shown in Fizure 3, HPBP iy aetive spaimst
the mutsnl striin with an G505 oMY to the Same
eatont ay observed lee the wild Lepe sirain.

Discussion

HEEP ls.a member ol the DING proteln Garradly identi
fided i etlarvates for théiy implication in diverse biolo
gical processes (38,371, Here, we show thar the human
phosphate binding protein has a petent ant HIV-1
Activity. Frovinus ohservatinns suggested that [52'?51.
ancther member of the DING protein famiiv (sofated
from thesplant Jpericin perfinatnt, Tepresses FIDV-T
replicativn and transcophivn |2540,46], However, iL iy
notewecthy iy preclse thal thiy lahibiler elfee] s dose
dependent Indeed ol was shown by the seme goop Gl
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[.r';"'.%'t" has g duwl role on MOPT monecyte chemoalfre-
tanl prolein 11 gene lragscriplion belng oo aclivalor al
low conventeatlon amd wn nhilbilor st high concentea
tion [47], This lead ug 1o hypotheslze thar HIBP might
also have antivieal aclivitdes, Sice T T lymphocyies
arel cells fran inonacvte- macrophage lingages ate majer
targets-for HIV-1, we assessed the in witrp antiviral
aorivy of HIFEI in l]lmphnhhs_mld eell Tines {ji]rlrat:l.
primary monncytedmactophage celis and periphearal
flood lymphocvtes presenting Isboratory and alinical
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woliates of HIV-L The inhilstery cffecs of JIPBE oo
HIV-1 replication s very stroeng. Uie IC50 value bedng m
e range of 5 o Lo 10 o, and elso compared o
adber canenical deogs cavcently used in HAART (15 ndd
&7 M for AZT and 40 oM to 85 pM far Lenafivie)
[48]. &t this concentration HPEP §anlao o potent ant
HIV-1 drg in PRl.and in primary macraphages, which
is not trise for several nther antd HIV-T drgs, For egame-
ple, & W inhikitors, e, Famiviiding, snivivicahing and
AT have different 1B values when assessed for their
antiviral activity in PEL and maceophages[49] Forther-
meeme, the CCS0 values for HPBP wire n I.hn;.".:ange of
L vl o 200 oM oand theselectivily indes CCS0/T050
[fallo Between e toxie dese wd e inhdbilory dose) of
HIBE was i the raoge of 28 o 40, This:high satio modi-
cates Lhag the therapeutical ndes should therefore be
g enangzh e e dn e vivo stieivs,

HIPRT slsoamergad a5 a promising candidare for drg
develnpment as it rargets HIV-1 rranseniprion; 2 phase
af the HIV-1 -:?'r.]u not, yet targeted by ather drogs. In
prodoctive cells, the transoription of the provirns TIWA
Ads regualatad bythe interplay of a combination of virel
and collular transcraption lactors [SE-53, Darbinian agd
wcull, hawe |dL'I|.L|.f!:_.1l {hiee prolyin Fi?ﬁr. which belongs Lo
Lhe DING protein lemily snd Lobubedts the activity of the

Table 1 CC50 and 1C50 values In peripheral blaod

Iymphocytes and in_primary macrophages

Paripheral Blond Lymphocytas.  Primary Macrophages
ALK it 1441 ikt

[ - o

AL ]
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HIV-1 promoter by imlerlecing with NE-ILE, BNA pol 1
and Tat [45:46). Targeling cellular fetors, vo. KT-1EG
his U adveniage that resstuncye o these new deups
shoudd evolve with o lower probabillty. More npor
tantly, inferfering with Tat will ensuce a sttong and
setective repression of HIV-1 replivation:

Since s introdaction (n 1996 antiretroviral 1'|'|Etr'jap}'
‘Haz t'h;ing#d thie clinical course of HIY and ALDS, Howe-
ever drug redistance hosoccurmed with all of the antine-
trovviral agents. It is now 8 major public health-concern
and it % crueial to design new antiretroviral drogs
|54, 55 ] These mew doogs shoold mhibi FITY mph-;uliuﬁ
by turpeting mew slops within the vival Qe cwele O preat
silerest- HPBP, which targels lanscnplion, 15 ay ebfisvtive
st diug reststant HIV steaing as b wild Depe st
highlighring the patential therapeutic advantage af
HIFRE, The molecular mechanism of action i3 nivknown
bt currently undes invesrigatiom, In rhe furure; pharma-
caphnres. (“part of 2 malesule that is necessary 1 enaure
the optimal Interactions with-a specific hiological carget
and o trigger {or Block its binlogical rEiipnr:ﬁ.ﬂ"fl-t::ﬁ be
mferred from the characterization of these biochemical
sbuchien,

1o vonelusion, this work lodicutes that HERDP bas o
patent ate HIV aotivity Uivosah the inlabition ol tran-
sCripticn w nol yel laegebed plmb:_lbf the vicus cyele,
However mlditionnl experiments vegarding the HERP
impact an HIV teplication and gene-transeriprion Fave

Fage 5of ¢

1o be perlormied oo oter vical steains nclugling seversl
ather muant straing (KET s, NNTTs and protease
inhikitors). We hefieve that this protein or ite derivatives
are potentialby intevesting molerules and deserve further
atudies: Asauggested fir X-PANG-C24 (260, this work
rn_‘uLd also unoover & new funcrion for priteins |1-52|ung-
ing to the DING protem family, that | 8 robe in the
Inmute ri."bptmhr_' Lo infection 1n:lud[n|:', HIV-1, Now
Imveslpations will be noeded in order to procise the
Importanee of e DING protelns, I Loy been previoosly
shown Ul HPBE i tghtly associated with HPONI (58],
The'search of o correlablon belween e HEBP dbui

dlanes, its biologic availability, the HEBD/HPON ratia

and the non progresslon in rhe disease AlT¥s In the
“dlite non pragressars dohnit™ will he of great |vterest,

Finallé DING pratains may comsttiote & marker for

A5 pengression sinee it has heen shown thar bach
FIPCYS aotivity an_r.l Ity concentration hove bBeen alterod
in the preseoce of THY-1 [67.58].
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Annexes

Publication 5

Molecular mechanisms of HIV-1 persistence in the monocyte-

macrophage lineage.

Le Douce V, Herbein G, Rohr O, Schwartz C.
Retrovirology 2010

L’introduction des thérapies anti-rétrovirales hautement act{itd§ART) a grandement
ameélioré la survie des patients. Cependant, ces traitements neapialble de soigner
définitivement les patients et ont permis de révéler la présdaceeservoirs de virus
quiescent, comme celles de la lignée monocyte-macrophage. La uiigeit au moins une
réduction importante de ces réservoirs viraux durable est une corsiliBogua none pour
esperer atteindre I'éradication totale du virus. Cette revumeentre sur les mécanismes
moléculaires responsables de la persistance dans les cealilda lignée monocyte-
macrophage. La polémique entourant la latence et/ou la replicayiotiqae chronique sera
tout particulierement évoquée. En marge de cela s’ajoute lquites cellules de la lignée
monocyte-macrophage infectées par le VIH-1 restent partieoligmt resistantes a
I'apoptose. L’incidence sur I'éradication virale inhérente decstactéristique de ces cellules
sera également discutée. Comprendre les mécanismes de pegsidte VIH-1 apparait
comme un prérequis a I'élaboration de nouvelles thérapies visasbenplir I'éradication du
virus.

J'ai réalisé l'intégralité des figures présente dans cette ratiest activement participer au
travail de rédaction
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Open Access

Molecular mechanisms of HIV-1 persistence in the
monocyte-macrophage lineage

Slerilin Le Douce!, Tadregey e Oibeier Bl = ded Ooapetia bzt =
! Y

Abstract

The intrpchactian of tho mgaleactive antbemmvirad themped ASETT hasgmary imamseec sarvenl soseeser, these
TresEnicrits il mestnitie by Sone the parieres and e fae pecsemes of ocescent B
ramecyheresmahagy lresge A plsn of at lerst aigaiticant edustos ot thess ona lived
At 1o raite the hopa ot thiowviesl codidation, This revicw forusas:on ton mcicauizr miccha nismsinssansibo ror
viral persistence In calisal the monooyics Tacrephaae Hneage, Cortiavesy on letency andior oneot o chmnic
mellation ol be specitsally avakas 1r acdition, fnce == Infecied manocyte-racoshaga calls appc-é.rt-: be o
LEiant 1o apopes, his obatacts 1o thewiral eradicatior will becidcumad. Unoeiianding the (rtmate mochatisTs
cf H | pemishanos iza prarsguisine o dedise nawaic oricinal tarspias aimng toechiowe viral eradication:

esemelrs ey Srlls frorn

L W e

Introduction

Human inurnodeficlency | THIV L) dentified in 1983
[1], renwming a ghoebal health threat responsible for a
watld -wdde pondemle, Several advances have heen macle
in enring Acquired immune deficiency syndrome (AT
since the inrroduction of the highly active antiretroidral
therapy (HAXT) in F9%G, 4108 pandemic has stahilized
on a glohal scale in 2008 with an estimated 23 miflion
people infeceed worldwide [dara from LN, 3008}, Fven if
an effective ALDS vacome is still lcking, the introduection
of HaAaRT greatly extended survival, This therapy can
meduce plasma vitos levels hr:_lrr'g; detaction lmits (= &)
copies/mil, [t induees a Biphasio decline of HIV-1-RNA
with a rapid detline of infected CD4s T colls (hall e 0.5
dayh followed by & decline peigmating from infected tissue
mugropheges (hall libe 2 wecks) (20 However, with very
semaillye methods 53], % residual viremi 9 el dewvcled
in patients on HAART. Morcover, HIV ENA retwons Lea
measerable plasma level o less Lo bwo weels wlien
HAART ls dnterruplod [56], These obscvathons stpeceel
thal even luig teeim suppressicn of HIVSL replication by
HAART cunnel tobally elminate HIV L, thevligs persists
i cellubar reservodrs becavse of vieal lopency, cryplic
ongolng replication ar poor drag penetration [7-9] In
[nce, the persistence of indectivn |s net s6 surprising since,

* Carnsperniorned La s B gl L e

INETHRY il B9, Fattypanymicikeyyos S M Sz o) ueal
MR, U Foeb e s A Shatbou o Fanes
Fab et CF suti N Chmiiatlon b sheataly sl T am =il of rhieani ks

o o evolibleinney pololol yiew, s s e best form
of adaptation of viruses to the hostenviienment. There
are essentially two theovies of persistent infection: katency
and angoing replication, Latency is best described as o
Ik of provieal gete expression, On the sther Tand,
angobig replication reqoires continious-viral expression
withant cytopathic effects. [t-is impartant to distmguish
hetween the two possibilities since they oall for very dif-
ferent therapeutic intarventond, 'he theory of angning
replivation Augigests thar drig redistince to treatnyent
may develop: In this case treatment ntensification and
the deslgn af new anti HEY- rnn]_er.ulw_i. are needed in tho
i term. On thie other hand, iF virmses acoe rileasid b
Buorat from stable roservoles, malii drog resistance. dods
notdovelop, however TLAART aloai i ioollective, I this
cas mew-slrategies are needed W opurge the reservaodrs,
which o combenabon with HAART shouwld be able 1
eradicate the virds an mlveled palicnts.

Resting memory T8 T cells are the majar eellular
il bloe Besd clarad lerleed reservoir I e notiiesl ksl
[7,10-13], The presence o Jalenl provival HPV- L DNA i
Lils cell population lng been undsulitedly proven [10],

Bur there arve other reservolrs, Genetic slugies shewe

that durlng vebound vieemin (wlen HASET was intee
rupted ) the virns could be detected from angther meser
vair thin the TI+ T cells [14-16] It has been proposed
thar perpheral blood monocytes, dendritic cells aned
marraphages in the lvmph nades and haesmatopoitic stem
celts i the bong ninrtow can be Infecred fatentiv and

i " 8 2010 L Dowce et al lieonsas lichied Lentrst L. Thit = a0 Open Acsessartice distibured under the temms e e Creatvs Cammors,
L .] Biolied Cortral anriran | eense (mpsemamsmmnsing are st 200 steh pames dnresn cted e, aleribuitioo, 20 (ppraaietan in
: anty oy, prayideil hecriginel wugh v gy it
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eeretore contribate to e virdl porsistence [17-23] I s
stlll debated whether o not vieal peeststenee in these lat
ter eeservains 15 due o e lateney of to low level ango
ing replicotion (23,24

L thig peview; we Docus o the molegular mechanismsg
responsible for viral peesistence in cells.of the monocyee
macrophage lnexge since they are believed o e an
inrparrant soueeeof HIV-1 (14,197 Several featives mike
cillz from this lneage o potential HIV-1 réservoir. Con
trary to I T cells, HIV-D infection s generally nat
lytic for these cells [25.26] The particlss praduced in
macraphages are Budding into. Intrmevrtoplasmic com
partrvents which may represent fvored gites far HIV-
assembly [27.28] izeealso the nccompanying review from
Benaroch et al). Mechanizma underlying Hiv-1 budding
that invobved Gag and the ESCIT parhwan, were recenthy
restiewed. [29]. Cells from monocyte-macrophage are also
more resistant taocytaparhic effecrs and they are able:to
harkior virnzes for g langer perioed. It may arrive that
fnfected tisspe macraphages siach o5 microglial eells in
the hrain, produce viruses during cheirtotal lifaspan [30],
Finally, a major ohstaclefor the eradication of the viras s
that HIV-1 makes inferted monocyee-macmphage cells
more tesistant to apoptosis Underssanding the Im':im:ﬁe'
mechanisiis underlying HIV-1 persistenaein the mono-
oyte-macrnphage:lineage will be aeeded to devise now
and nriginal [F‘I-E'l‘&[iiﬂ:ﬁ tov-achieve wiral eradlcation,

Evidence for the constitution of an HIV-1 reservair
by cells from the monocyte-macrophage lineage
Cells of myeliid Hneage meluding monoevies, mac-
rivphiagesand dendritic cefls (Tigure 1) play an impoceant
nisle in the intfislinfection-and therefore comribute to i
pathopgenesis throughout thy conrse of infection. This iy
mainly heciuse these cells are critical immime celly
responsible fora wide rapge of both innate and adaptative
Armmure furctions.

Infected muonecyees have been recvored (rome cho
Blowd of HIV-1 infected patients, even from. thise oo
[TAART and with a virad Ipad below detectable limits
[1921] Eerlystudics have shown-thet menocyies harho
labenb ITY-1 peovicel DNA |32 Intceestingly, @ miner
mipnp eyl subset, the CTVG+ |5 mome permissive (s the
infectien than the more abundant CDIE4++CD16- muno-
el sulets {33 Althoogh ITIV-1 provical DA only
i less Uhan Dol circulating menecytes (bobween B o
L)yt cells ane mmportant vital rescrvoirs and are
responsible lor the dissemination of HIV-1 ol sangloes
fes ik psthe Bram | 1223,31,32,35], Inliecied cireulating
nu:mjt‘}'ius.uu.uiﬁu recruited to the Harsmnnlr::slina] Lrach,
They later dllerentiste inlo macrophages and lrm Lhe
HIV: 1 peservoir ol e dnlestioe [36,37), Some sulhors
supgesl il thesoe cellsare nol tuoe letent cells, since
ey bos oot o cieculutlon foe only up bo 3 davsand
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e plichtion competent vireses moy be recovered [hom the
blowd of patlents, They rather suggest that & recent ongo
lexg Lofectiog of these colls or thelr precursors takes plice
[38], In favor of this suggestion Ts thw vical ewalution
within this compartment [19,

[Fenclritic cefls are alsa involved in the dissemination of
HIV- | followieg primeory infection 139], After capluring
wirugas ot the sice of infection, mature dendritic cells
migraté inte lymph nodes where they participare in the
meansrmission of HIY-1 o Cd4y T cells [40]0 Marure
myeloid dendritiv cells located in lymph nodes can sus-
tain a very lew leval virys raplication and therefore have s
potentinl role in HIV-1 fstency andior ongoirg replica
tion, The mechanism of this viral persistence is:nat yer
leneven [21-43],

Macrophages harboring the Ui raceptar and CORS

‘coracepior are now recagnized 15 early cellulas targers for

HIv-1 [43] These cells are ahle o produee-and harkor
the virng fo o Ionger periad. This s partly due o the
lvigher resistance of these vetls o r:_j.-'tnp'arhiv: efferts |Eis
less: dlear whether miacrophapess have s role in HIY-]
lncency [22.45] or not. In patients on HAART very few
lymph node macrephages are Infectad (ahonr 1L005%
Hywyerrer, the finding of o vive reactivation of thess
inferted macrophages in responge to oppoartunistie infee
rinns 15 m favor of macrophages as HIV=T meseryimirs
|46, 47|, Fimally, resident macrophages of the centeal ner-
voigs system (0] deserve attention -since they ore
invelved in the pathogemesiz of HIV=1-aswociated demen-
tin [4HA% . Four rypes of macrophages were described in
thit M5, the meningeal macrophages, the macrophages
of the chornid-plexus, the perivaseular macriphages and
the microghial celis 48] Among these fonr types: the
perivaseular macrophapes and the microghal cells pro the
maln targets fise LITY-1 in che {qu'[H-‘ﬂ Thame cills have a
lowe turmover, -4 months [or the perivascolar mac-
rophages and sevoral vears for the microglial cefls: These
features make these cells potential reservosrs Toe (V-]
[ETNTT

IMsematopoitic cells {1 TPC) e also boen proposisd b

merve a5 s virel peservainsinoe a subpopulation of CTE3+

HPCs express: CD& and CORS snd/or CXCHE and thuse
colls gre susceptible e JITV-1 Inlection |51-54), Further-
miore, THY-T-inlected CENR+ TIPCS bave breen doetecteed
io sorme paticuts [55,56). Interostingly, the CD3&4 CD44
HPC subsel has-an mmpamed develupment snd growlh
welwen HIV- L s present. This HPC will then peoerite asuls
population of monecyles permisstve. b HIV-1 mlcelion
with o low lesvel of CDI4 reeeplor and bn ineresse ol
CDUn peeptec (CDH4y CIMG+ ), This pupulu[mn ol
mgniecybe muy dillvzentile o dendiic colls in Ussues
suecl ad Banph nodes(57-59], IU s nol vel woll undersiodel
whielther the aboormalities® leading w thegeneraizon ol
ilg peemissive cell population are due lo g diveet o ay
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direct ntetiction with HIV- 1, & furthee investigition Is
neaded. since these HPCs generate an. aieced el in
eage that may spread HIV | ta sanctunties,

Followl “mediated enrry inta the hast oell,
W“Wmmﬁ*‘m@mwﬁ“ﬂf Wwﬂﬂ“ﬁ i
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Tromn Che monocy e macrophinge: ieage, Tor this reason,
butalso o aveid conbusion, the ward latency will be used
Ly the follewing sections, ol sfeicto sepe as previonsly
defined, but In o larges sensewhich includes true fnteney
and low angoing ceplication. Cooteary to the 23 T
eellz, i which the mechanizms of the esablishment and
the maintenancs of trde lency have been well described
[64], mur knowledgs of the motecular mechanisms under

Iying lntency in the monocyte macrophage. lineage i

poot, Like in CR40 T cells, two rvpes of Intency acour in
cells from the manaeyte-macrophage linengs,

Pre-Integration latency

Pre-tntepratlon btvney s [keguently obsorved o CDd+ T
celbs. This form of lotendy haya viry Umeted comtribution
Lo vizal porsstence sance ihie ball Bives ol tie colbs s wery
shorl [1 day), On the conleary, this loem of lalency nthe
monde el macrophasi Hoease may coeotoibole G the for
minthon ol ceservoicd Lo oa langer cxtont and oy pirtict
pate o viral disseodnstlon This leem of lateney s
Clinrscleried by o poor peverse anseriplasy potbvily and
terelure b s unable Lo spilhesiee e provinus DA
Viriows mechanisoms we mvelved n s foro ol etenoy,
such as bepeonottion of the DNA lndoced I_;.:,.- Ll
eusleiction faclor APOBECS, 4 luw !L'ﬂ:l ol ANTE pool
and gn ppeired poadloar boporiation ol e pu_--LuL'uf;m-
Lion complex associated Lo a low level ol ATP poul (65
68|, Several reports peanted oun tat mecrophages can
harbor lapge quantities of unlibepraied viesl DNA oo
clicular farm [69.70], Mateoved, Wese iiditeirited TINA
vepnatn stable fon up te bwio months in non dividing mee
rophages [6%) Incereseingly, e pccessory vical provein
Vpr Is lmpoctanl for vive! replicatlon (i the monocyie
mactophage Unesge, e aot e non dividine Chdy T
cells [71)) Indeed, deletion of YWpr decesases anscription
from unintegeated HIVOL DNA up g0 10 toes [T2), A
tecent report suggests that infected Do macroplisges
CAn apport persistent transcription Qo thils uninge:
geated DNA [T3] These civcidar fofms of #pisomal DA
gy therefore account for persistence and expression (n
non dividing cells such as maciaphiges [74],

Past-Integration latency

Puost=irstepration lbvndy ewcoms onew i viral gonome hay
bevn roversde Lranscribed and has boet stally fntepgoted
into the hust genomie. AL thet moment; the level of trane
seription b viery iw with @ oo or 2 dow level ol vicos reple
catlon. Mechanlsms peocraling HIV laleney o the ST
T veths are woell descedbed 17576]0 Viea! penome integre
Lo iny cepressive helerochimmalim muy secount oo thic
eateblishment of lalency o seimie usek (V7). Teadserip:
Llapal faterlivence may be cosponsible Toe the establish-
menl ol HIVEL dulency [T878] when wiral genome
Inteprates i active cucheemalon regions. Seversd mech:
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toisinEacting ot transcriptional did post transcriptional
level thnt malntain the pest-integration latency in CDHdy
T cells buve been described, bug 10 s anlinown wlether
tiese are also effective n cells of the monooyte mag
rophage lneage. However, seveinl imechanisos generag
g HIV: I post-integeation larency have been described
I the mohocyte-macraphiage including the Lick of, ar
dvsfunetinnal Tar, the lack of host transcriptional activa
tors, presence of host trangcriptional repressors, influ
ence of chromann environment and  host antivinal

processes such as the ane based on microBNA (MiRNA),

Mechanisms invalving Tat transoctivation

It biis been proposed thar restriction of the Intégrsted
HIV-1 genome transeripoion is dueto the lack of 'lar
transactivition. The recrnitment of the positive tran-
scripgion slongation ety (pIFEFR), which is composed
of tiwra profeing; cyclin T1{Cye 11 and cpciin dependant
leinase 4 (CARY) TRO-82] makes this transacrivation effec-
tve. & lack of trnsactivation could bedne to s Tow Fevel
nf Cyolin 11 expressinn since itsexjressiom |5 [imiting for
p-I FER funetion, Indeed, Oyl is undetéctable in undif-
ferentiated monncyres hut activaced in monaryres=differ-
emilated macrophages [83]. Heswever, Cvd 11 s nnr the
only limiting factor invelved fn the transoriptiomal inkihi-
ticey of HIV-T2 The phosphorvlation status of OO0 i
afsn imporeant as ot increases -during the differentiation
[roEss ofm nnngytes into macrophisges (84,
Mechanisms involving hast trarseriptional factors

The lack of host transeriptional activaties o the presence
nf host trapscoptional repressors may alse explain
Iatnni::,' im thesye celly, £hay bien repoeted that distal [ R
hirding sites upstream of the NE-KE binding site are
ersential for the efficient transeription in mooooytesand
macrophages: In additinn to NE-EB and spl hinding,
ME-1L6 andfar LISF protein bindiog to-the TR moodola-
ey region ane essential for [TTV-1 ‘transcr priv [H5-H7].
In coptrast, in microglial cells thescortrogion and the
ME-EB mtes are sufficient for transeription |Ga] Partien-
larly, Spl1 protein p]a:m an esaemtinl rofe by anchoring
directly or indirectly several colludar trsnseription factors
wi the promoter, such g@ NE-ILO, CRED and COUP-TE
[ 4],

The I.1'|J'.ll:_l|l.'m_g formm ul"ﬂ"]IEF[ﬁ."NT-I.Lfi {LIF), a I{.i kDa
inhibilory tsoform that i ntruttui’uly Cluse Lo CHEBPy, 1=
pxprissed in macrophages dunmg difforentistion. LIP
exprossion i linked bo the suppression of HIV-1 replica-
L (89, Abthough C;‘EB'Pﬁﬁ'ﬂ-’-lLﬁ dety Ay un activalor
il HIVE [ tremscription, LI and//or C/EBPy act db w dimi-
marl-negalive irhilitor of WT-ILG mivdisted (ransactlva-
tion |&&]. lnl'.L'm.uul.'_Jr:',ly. this falter mechansm bas been
proposed Lo caplain the eslablishment ol Ganse vspional
HIV Jateney i oitropghal cells of o muvague model, pro-
wicling the [iest mwchanesm of HIV lateney m il brain
la0], The TRAT stpnehng pathway can activate NC-ILG
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Wi the P36 MARK patlvweay ancl is involvec i the reactd
vatlenol lacently inbected macrophsges 191,

The elte-finger protein QRTLE which ke produced
during HIY-1 infecton of macraphages. suppresses HIv
1 teangeription theough tha vies] LTR [53,93), Tlis pro
tein exerts dts e through the suppresaion of Tat-medl
ated HIV-L LTR activity (93] and through two DNA
hindimg damains which have been pecanty identifisd in
the UTR: The negative: regulatory elenient (NEEY and the
Ers bindingsire [%3]. It appears thar thas regufation s cell
type specitic since |t has been reparted that QKTIG
expression s only detected (o hrain perivascular miag:
rophagesbur notin micraghial cellé [95] This abseihce of
QKT8 expressian in human microglial cells is dne to the
dawn regulation of YY1 and upregnlation of Faxia3 fol-
lawing HIY-1 mfection, which leads to'a repression of the
OECTIE prammter activity [96] Thess results paint th
zinc-finger proteins as imporant modilators of HIY-]
transeription and make them srtractive for devising new
drugsto control A|138 (97 95]

HIV-1 transcription s alse modolated B prateing of
the spl family which differ 1n the narmrs of the Sp protein
baowred to the UK and of the epll types Indeed, Sp1 and
SpA-are hoth ﬁpresﬁpﬂ in mitroglinl cells, unlike O34+
T-cells, which #xpress only hp] in mricraglial Jcels,
althnugh Bpl acts s an activator of HIY-1 ranscrprion,
the Sp3 protein represses the HIV-1 promorer activine
[, S Factors, THe I -6, oir hydroeyurea could syner-
gistically  reactivate. HiV-1 replication in Facemily
promomecytic cells by moreasing the ratio of Spi/Spd
[1Ml]. serpin B2, & sering protease inhibitor induced in
activatvd mionocvtes and mecrophages during inflamma-
titin is also able:to increase the 5p1/Spd ratin by inhibit-
ing Rb-degradation, end thus may reactivate latenthy
infocted colls (101,

Importance of Hie chramiatin enviramment

[t = now well estsblished that viral promoter activity
depends  on the  chromatin enviconment  [102]
Wuglensomis are precisely positioned st the V-1 pris-
mioter | 103, 1], Nue-1, o nocleosome located imomedi-
alely downstream the  trenscription mitiation sibe
impeduy ITR getivity. Emugenctic modifications and dis-
rugtion i Mue-1 arg W oproreguisile we schivation ol LTR-
driven transcription and virsl cxpression (L02] Tran-
seriptional ceprossors, Whe Mye bind the HIV-L pramoco
and reerud histone deacetvlases (HDAC] topether wath
Sploangd [ndvee Duwereby provical lutency | 106 Recently L
was shiown thl recroibment ol diacebylases and motly-
Lases o the LTR was associsted wilh epigenetic modili
callens  {deacetvlation ol H3KS  fallowed by Hiky
LelemeUlullon and recrailment ol HPL proteing n DR
T lrmphocyles | 106], Some stiudies supsiest thial e collu
lar signalimg pathway  which involves the cecepto
byposine kusase BOK condd Lripger L eubablislment wod
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malntence of HIV D latency o monocybic cell lnes, &
correlation was found beiween ROMN expression and inhi

Litinn of HIV- L cranscitption. Teanscription wis affected
nt dbfferant levels, Le clromaiin arganlzation, inltktian
oniel elomgation [167 109], The retineld sigraling pathway
iy oso e dnvobeed in the inhibitron of HIY -1 reactiva

tiory, The retinoid pathway inhibics ot Nuc-1 remoele]

(g aned transeriprion [LL0],

The transcripeion fotor COLUPTE intergcting paotain
3 EETIPY has been reporfed [111] to play an: essential
rafie in promoting il leency in wiicroglial cells, This
factar isa recently cloned tanscriptional rapressar that

‘eam associate: with members of the COUPTE family

[T12] This fctor iz-expressed in the brain and i the
lmune system (1131 We have previously shown that
CTIR2 inhihits replication in homan microghinl cells
[TT4175% Recently, we have shown that O701172 inhihits
HIV-1gene transcnpton throngh recruirment of a chro-
matin-madifying enzyme complex and by establishing a
leternchramaric enviromment at the HIV-1 promorér in
raicraghial celle [171]0 Indesd. this wark: suggests that
LTI recTuics histone deacetylases HIXATT and HIALD
tov thie viral promcter to promiote Jocl deacetvlation of
the Iysine 9 fram histone 3 (H3). In addition, CT1P2 has
afs been shown to-assiciate o the histone methylrans-
ferase ALY 39HT, which induces trimethylation of hysine 4
frm HA therefore alipwing the meeruinment of heterp-
chromatin prowein 1 (HPT), heterachromatin frmatinn
and HIV-T silencime (fgore 200 Interestingly, by using a
rigroarray. analysis with a macraghal ol ling knocked
donem for TR, s hasve shivwn an op regolation of the
cellular cvele independent kinase inhibitor CKN1AY
PR funpublished data). This latter lhctor lis eéen
regently described asa plyowal facilitator of the HEV. L e
eyile an macropliegey [LI6,117). Indeed, HIV 1 ualection
netivates pil expressdon pnd lorees a el cvele avnest (bt
i highly permissive tor vival lmanscription In e
rophages, We lve recently seported that CTIPY w0 key
trmnscrlptlons] regulator o P21 gene expression [LLR]
CTIRY picruited to the p2l promoter stlences pIl gens
transcription by inducing epigenefic modifications as
described thove for the HEV- 1 promoter, Thiseifect indi
rectly fovors HIV-1 |latency since activation of p2l gene
efimulages viral exprission in eacrephages [117], More
aver CTIPZ counteracts HIV. L Vprawhich is regquirved for
P21 expression (see the accompanying review  fiom
Avinde &t al for more detalls regarding the role of Vpr in
rrmcraphage infectian). We hive sigzested that all thess
factars contrilote togather to HIV-D reanscriptional
Iarency in microglial cells [118]. However, p71 may have
various sffecte along the replicative cyele of HIV-1, avery
récent report from Bergamaschi et al has described p21
asian dinhibiver of the Hiv-1 replicatian [1149]. Indeed,
they have shown that Foylactivation can incerfere with
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Ui pee fntegration step ol the HIV 1 cwche g s assoeci:
ated tothe induction of p21 expression. This rofe of p21
as e mnhibitory factor Wy maceoplinges has alsa beén
peported for other Lentivicnses such as 31 mac and HIV
2 (119] As cliscusséd in this latter repoert and in the
accompanying review (Berganmschi and Pancine, p2i
imight have diffecent effects an HIV-| infection of ma:
rophages depending on the targeted vigal lfe cvcle step
and thevefore on the time since infection,

An orgino! post transcriptiono! mechanism involved in
Iatency: the microRNA

The hast antivirel processes using microRNA (miENA)
ag g defense mechanizm are mow considered as funda:
mental far regulation of animal and plant geneexpression
120, Indeed miltNA, 19-25 nuclentide long non-reding
KAz, are tnvolved in various hiological processzs in
elaryotic cells: [121,122]). The mikMAL Interact with n
complementary  sequence i the 3-LTR of target
nikM 45, that leads eicher to mBNA degradation, or move
aften to translational inkihition 1122], It has heen thown
that mikNAs are invobved 25 well m the regulation of
virus expression 123, These processes are mampulaced
a1 grienchad by HIY-1, and this favars the establishnrent
‘and muintanance of ln:Enry 1124], He:iéntl}', it wad nhown
that mikNAs reguiate the expression of the histone
aceryltransferase Tt enfactor MCA R and HIY replicarion
[125] Moremwer, an enrichment of mikkAs i elustirs
has Been ahserved only in Testing UM 1 pelisand not in
active CN4="T cells [120], snggesting that these miliha
chisters inhihit HIY replication and cherefore contriboee
i HIV ?ﬂ#ﬂnn}r i resting primary T+ 1" eplly, A sirallar
mechanism, hased on cellular mifN AL has:also: been
deseribed in citeulating monsevtes: [1470 In another
recent report Sung & Rice have idonrified o miBRA fmilt-
144 thar i strongly duwn-ru,gula:.ud when montoytes ane
tnitoeed to differentiate. Moreover, thoy have shown that
this miRMA  restrices HHIV-1 replication throoph - tho
repressan of CyeT 1 exprossion (T3] This result con-
firms . previouy obscerviations. that translatiom b Uyl
mBENA iy inhibited in monecyles 1129 Identilicat o of
additiong] mIENAY invalvied in the repression of host
andfor virgl lsctors ther could be involved n [11V-1
rustricting are necded, Altogether, (hese data indicaty
thal miBEMA wre crucial in promotiog TITV-1 lstoncy and
suppest aise that a munipuletion ol maRAs could be ase-
lulin therapies aimeng Lo purpe seservairy [130],
Influence of the microemiranment in estaliffshing latency
Finully, i L been proposed thet Ui establistmment of
Itently infocted macrophupes pooirs mog supproyeive
mecroenvicommen! mede ol apoplotic colls [lﬂ-l_-. Apop-
Ledee wetle foduee an inbibition of HIV-1 tunsceiption (o
Lhner Leadected miscrophages by o sipnal wansduction wlilel
invalvds ELMOYN This muotecule s indeed invalved in che
plupoey bosis of spoplotic cells [ L31],
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Mechanisms of HIV-mediated apoptosis resistance
in the monocyte-macrophage lineage

Another strategy developed by the vies in arder Lo per
eist in Infected cefls is to render then résistant Lo apopta
sls,

The NF-KB pathway

Suvers] reporty bave pomted ol that WE-EB.sebvily pro-
wonts cills th ondicpi apoptosts |J._¥2_,i:-!-:’.-] The pathway
lvalving WF-ED iy actvaled upon HIV-1 infection
momocybe colls®and n primary maceophapes |k (5o
whso the acoompanyins review [eom Herbein of al), Uohas
buen propoked that T'N_l"u—lnrjuu:rl WE-EB activity might
B drpvolved 1o the iohibiten of apoptosis and the sarvival
il museroe vies and mscropheges even i Tomoor Necrosis
Factor alpba (THFwd s best Koo asa pro-indlumma-
tory medinter capably (o dnduce d-pl,:ptu.‘_iih_. Pursistent
HIV-L nfectien of macrophapes mesulls o lngreesed Joe-
vls ol the transcriplivn Sictor nuclear factor kiippa B (INT-

kB in Ure nuclewssecondary womneoeased TeBu T BE, and
1kBe dugrada.l_lun. o mechanism pustobatod e sepulale
wiral puesistenve |L35,1536], KT-xB iy bvolvid lo U resis-

Lapsie Lo TINT-indduced apoptosis Ul miphl resull inoa
ducreased susceplbillly to apoploss of mucrophage vor

stie T delks b tie comlext ol clironic immune actlvation
Wk b HIV-L Lndivnios. Tlils idbcates eleadly Uit HIYV- 1
cty il pudate Uoe gpoptodie oraelinecy 1o s sdvantage,
Moreover, HIV 1 can lnduce o dual sesulation af (he pitl

ppaptotic proleln Bol 2, resulting in perslstent mlecton
ol mmGnoeyiie cells [ 137, FIOV- L laleotion Gest resulls ina
decivase of Fel 2 and thioredodn, permitting an indtial
boost of replication, Then, as thesynthesis ot the an

scriptional level provceds, ceplicatlon ks degatively con

elleel by Bl 2 1o eeach o Balinee charsetdrized by low
vitus prodlietien and hzher Bel 2 and thioredoxin levels
resulting: i low bul sustained viral procuction compati

bl with cell survival [L37,1581 Recently, the sbsence af
ppaptosis in HIV Diofected  pelmary  huan  mae

rophagss Ras been ceparted (o correlate with an Divrease
in antiapoptone Hel2 and  Hel XL proteins: and a
decrease of pra-apopeotie Bacand Bad proteins [ 139

The role In apoptosis of viral profeins ks often dual

The prowin MNel s a regolating pridein cxpreswd carly

und abundantly throwphiut e cownse of FIIV-1 nloed-

iy, Thaw procein has doaleleots depending on-the stape

il Indoction In the cerly stage, WNel conbreibotis to the con-

sututhen ol freservo iy wlih sustsined vicos production. T

mirmics Ui seteon O TIRTo with subscyguenl activation ol
NE-LB cand MAPE (140,141 I latier stapes; L s
[ewelved in Uhe inbibildtn of ppaplasis monfegbed culls by

Blockiog TR -medialed Erp{'rpLua'in [122-144], The Kol
protection (e the HIV: I-mduced  apoplosis. correlated

with the lvper-phesphorylation and qonsequent lnactl-
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Vatien ol e pro-apopotic Bad protelio [ 1431 Chindly, 3l
s also mnvelved Ly the blockade of p33 medinted-apopto
s [145], Thetetore the Nef anti-apoptotle éffect could e
a rebevant part of the mechanism of the e vl establizh
ment of the HIV- 1 miacrophage ressrvoirs, Macrophige
express L0-times lower numbers of cell surface T than
s Tocells [146), and therefore might be less suscepti-
hle b HEV-1 sirperinfoction, S high levels of coll sar-
face CTM on HVSinfocted colls roportedly indooe o
dermatic redoction o the miectivity of released vicons
by sequestering the viral crovelopo by CTR2 (147, Low loy-
el ol CI wn the coll surface of macrophsee might
Tevour the release of mivctioos virlons from. the Infecced
cell, and thereby cosld oplime oansmissiom of vicions
Lo the cells present an the vicinity, Third, the vizal ik
wpche ol HIV-L I 6- Umes slanler In promiry miacruphage
than i promucy T cells doe Lo @ slower reversy tangorip-
Litam process, sopgestiog et thy cate of virion peoduction
might be lower i magtophage than in T4 T cells,
therehy allowing macrophage ta form Inng-lnsr_iii.g virs
ressivoiis [168114].

Tat amel gpi20 have alse dual effects on apoptasis
depending of the cell rvpe, In the ceptrml nermus system,
HIY-1 triggers apaptasis in nenrans. This is slso seen
when nelrans are sxpased o extracellolar Far o gp1 20
[160]. Om thie other hand, microglial cells, the (NS resi-
denr macrophage; da not nndergo apoprosis upon HiY-1
mnfection ar following exposore o extracellular viral priv-
teins such as 'lacor gpl 20 [151-153] Tar-medizred vegis-
bamie  to apoptoss i microglinl cells: iz due 100 the
activation of the 1-3-K/A R eall survival signaling pach-
vy Ihe protein Tag alan dermeases the activiey of FF;‘I-‘..
I'hieproeein ‘Fat has also been shown to mediate apopto-
sig resivtance by up regulating Bel-2- 1'his anti-spaptotic
factor inhibie TR Fo telated apoptosls-induced ligand
["TRALL mediated .'Lpn[i'rrmi.r} [154]. 'I"hig comrhined actinn
of Tat will therefore favor long eerm cellular survival
abserved inrnieroglial oalls throughont the coarse of
AT infection T1521

Urer-mpression. of O, deseribed as an anti-apop-
totie factor [156], m microghal dellaleads to 8 repression
of p21 expression [118]. This s partly due by the mhiks-
tiom of the pid activity o pid]l transeription and alsn th
the I".ar..'r. ihat CTTP? comnteracts Ve This latter proteln
has betn shiwn to rigger dpopoobic cvents in Infected
lymphiscvtes and i nourons [156-158] Taken together,
the deta supgest that CTIP2 might be invalved in tho
apupbiaik resistance o microplisl colle, besides (s oole in
the establishment and maintenanoe of TIV-1 latoney
Samunvestigators have shown that p1 ranscripbion iy
qallg]'ltl'y incressed In mibnocytes recivered [rom chroni-
cully=infected pationls and s assoesiled with ananti-
‘apopluns sipnstore (159 The apparent discrepancy in
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Lhie robe ol p2] Dvapopiesis I nonocyes versis e

elial cells needs to be clarified, 1t might arise from the
dependence of the wetivities af 921 dn the gell type, sub

ceflular locatlen, sxpression level and phosphorvlation
status, Moreover, p2l expression is regulited by both
paa-dependent and ps3tindependent mechanisms. 4n
lncrease 1o P21 expression medlated by Foy B acivation
I macrophages wae not due fooan induction of p33 since
its silencing did pot Block p21 indoction by lmmiine
Complexes [L1%. It should he noted that it is:-not clear
whether .p21 is an oncogene [1600 {which could ke
Irnlved in the mhibition of apoptosis) o an anti-pnog

pene [161] fwhich could ke invalved in che mduetion of
apaptosis),

The protein gpl20 produced by monocyte-iman-
rophages inhibits IR AL -mediated cell death by Inducing
the expressian “of pacrophage stimulating factor {M-
L5E) This envelope protein also np-regulates expression
nf saveral anti-apnptatic genes such as BA-1 and Mel-1
[162], A& stahl&signature af anti-apnpeesis, comprising 28

“genes including pS4 MAPK and TN F signaling networks

has also been identified from cirenlating monocytes of
HIY-1 nfected pacients (159, UORS co-reeeptar bourd
by FUY-T can Tead 1o apoptosis resistance in monacyts

cpoltures. & récent report has alse stressed the dentral role

of CCRS durmg HIV-T wmfechion [163]. Thas paper
described 2 cuseof s HIV-1 prsitie patient, who recelved
hore marrow transplantation for leakemia: In the follaw-
up-study thers weas nievidenoe of the vivus inthe bload-
stream even after 20 months. Myeloahlatinn and 7' cells

ublation were h‘uggurdﬂ'd tor favnr the elimination of the

[png-lived reservoirs. Indeed, trapsplancativn was done
with ells from a hormosvgous donar for motstion in the
LINV-1 pperecpptor CORE, This mutatipn is well known tn
b paseciated with resistanoe o LIV infection. There-
fore devilopment ofnow malecuios to inhibit CORS core-
coptor fugction will be g groat IhHHL'TLE,F_' in the next vears:
[t will b alse interestng o myvesasee whother the mor-

wetion hetwern CXOR4 co-receptor smd HIV T cpuld alsn

Lripgur apoptosis rosistancy. Aparl from the critice] mole
CCRL plavizin maintaining TIIVEE nfvetion, this stody
idsn pases Lhoe possibiliby that the mmn arget to coaeg the
patienls [rom AIDS ane the p_rjriplu:rl.r.‘a] gircnlating cells
cluding the monocyios fund by the way e infecled
HPCs). Indeed, whete-bidy irradistion ldeding o com-
plece romission ol seate myeloid leukems will munly tar-
pel madivsensible cells soch gy HPCs wnd _p:::tphirri.cal
uirt'i.llnllr]g collg, The fact thet mo vices s been detecled

st monthy 20 el (ollow-up, might supgest Chat reservisics in

SETLCLLEET LS coutd pot sustain vital replicetion alone
Hivwewer, the importanee of These reseryodes in Lhe plpsi-
olugical contexl ol infecled WT-CCRS putlents should
mil b seglecled,
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Discovery of a new anti-apoptotic mechanism based on
miRMA
Finally, i new wrechonisin s been proposed that progect
cells fram apoptosis and therefore extend the lifespan of
infected cells, This mechanisn is based oo thessuppres
sion of the cell's A& actvity by synthesis of o TAR
PRRA, & small hairpin BNAL This BNA (2 capable to
wequester the mIRNMA processing machinery of the cell
and therefore impedes the functioning of cellular antiviral
millMAs [164], Moreaver, this TAR miliN & has also heen
shown fo Be involved n the down pepulation of the
expression of éeveral proteins related ro apooosis [1R3],
O knowledze of the mecdianismg invalved i apapto
sis resistance is far tronveomplere. The diversity of srrate:
gies used by HIV-1 0 minnipulate the apaptatic pathwas
emphasizes the capacity this viris prssesses to survive in
itahasr, We nivte that mechiniams involved in apaptosis
resistance, ar least the mechanizms myahving the TN F-
signaling pathwiy, are alsa invalved I vires pesduc ton
Ir=pems ther the nature of rhis reserveir fs rather differ-
ent-frim the latent reservoir 'I'he therapeutical implica-
tions are therefore importane sinee stimuli sach s
phorhal esters will nnt be suitable to purge thee reserviin
Indead, this trentment will resctivates the expression nf
FUN-T In latent reservair bt may increase the resistance
to apoprnss novital reservear that exhibit o sostined
pmﬂud‘fﬂn ol wiviona, The survieal of vival reservoirais nf
great impartance smee i s also an abstacle o 1HV-

eradicatinn. The mechanisnis underlying this sprptosis

reswstance are essenta] for devising new and original
thprj}gpi'utl{: strategies b punge the resirynirs, bt fur
from heing completely known.

Implications for therapy

The lnl:r:afdmmm of HAART i 1996 has  preatly
fmprived survival, bat {thas been unable # eradicate the
viruy [rom lar.cnl]y infecked résecvioies. A principle: canso
may he that besides tho best cheracterized collulsr rosee-
wirlt of memory D4 T-eells there are nthir meservairs,
such as thy monocyte-meerophage. reservoic. Moroover,
these cells gre often fdund in tissuesanctoary siees, Hke
the bram, that sre prowcted from drog penctration |166-
i Forthermere, several severse fransoriplasg irthibi-
Loms are: fuedlvetsve mchronically mlveled maceophipts
[34] and protesse nhibitors heee  soilicantly Tnwr
avtivities m these colls compared w lmphocytes [169),
Thl:.l_'mi.':E,unr_'u.tJi mnulbd oy resistanl viruses s been
tepirted in sn morcasmg pomber o palicnls recelving,
HAART [130.270,071 ], Fioally, the natore ol L reser
viles Ualenl reseryoir with no pe low viros ceplivation
versws productive ceseovolr witich are coslstant o apoplo-
sied bas o Be taken mlo accounl. These constderalivns
fewigtenoe ol sevesal resérvedrs, Ussoo-sanclusey sites and
mdiidrog resslance) cncoueage e senrch, for new and
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original anth HIYV 1 treaunent strategics,, New' methods

should be developed which tapger each of these reser

woles, We belleve il ecalication ol the vicus could be
nchisved by specifically purging largeted peserynies and
copncamitantly eliminating the virus by o veinferced
HAART, Anatherwoy cooconteol HIV-L replication is to
recinfarce the liesocy status by lsing teanscriprional
[hibiters,

Use of transcriptianal inhiblters to contral HIV-1
proaressian

AL present the thorapy of HIVOlomloeted  paticnts: s
besed on o combinetion of HIV gpdd, reversi bean-
yeriptase and prolease inhabiloes, We bellewe ol oow
drogs shoold target other stepd ool the FIIV-1 evde For
eparrple; they coold be dicected spatnst proteies myalved
lo the Lranscoptlon of the JrL1i::rL1:_|:| wlrus generme. Tal leus
i critical vole in tramscriplion, and consbiloles 4 miajor
Larpet i Uhesapoutic intervention mo e HDV deplicative
evile [1¥2-174) Morcover, drups could be desiaged o
Larpl celilr coluctoes imvalved i the selvalion ol lepn-

scpiplion, This strategy shoold eoable e by- pass deop-

posistancr whicl sdses wit vicel protving. Theeelor,
et Lo sy e ke drups whuchy ven e with HIVE 1 ep
Heatbon o monocyle-maceoplage. should be devised
|L75), Boveral lanscripUonal lbibilors alieady chuad-
Lerizad suclyas O terminadly trunealéd STATS, Stal 50,
Frothvmosimy o and thoredogin recuctase [176179)
could be wsed (or cititrolling vical expression o Lhe
[atinin mactaplages, nhibiton of e KTATS LTE inlee
welion by using seadl nveclering RNACIs alsg promising
sinee iU suppresses HIVC L eeplicatlon w podmary mac
rophages wid therelove progression of AIDS (180] The
discovery thiat only macropligges nee alle 1 repeess HIV
1 wngeription and replicadon. In respoiise to IO need
further investigacion since we condd specilically contrel
HIV- | expression i these cells [129.181], The demon

cetration that treatment of HIV-L infecred lymphocytes

with the QaGleNACylation-enhanding ogent elucosamins
repressed vieal transcription apens the woy to metabalic
trentment [182], This treatment riight work s the mone

eyvte-tnacrophags lneage since this chermical comppotnd
affiects Spl and therefore inhibits the activite of the TR
promore. According to-several reports; DK TIE a zine

fingsr protein, can rednce HIV-1 replication (n luman
macrophages by the suppression of Tat-induced Hiv-1
TR setiviey [95,183] New approaches bazed on eng

nesred rranscription fctors are now emerging with ginc
fingsr [ratein as an attractive candidoce for antiretrovin
therapy smee their Binding to HIV-1 1TR in 2 sequence

apecific mianner is associated with the fepression of TR

actority (97 44T Inrel_'e_':n'ngl}'. rinc-finger prorein oan
influence the chramatin cempaction and nuclear nrgani-
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zation thraugh regularion of proteing invalved in epige-
nere regulation [4H].

Finally, new drugs must be designed with properties
that allow them to penatrate tissue-sanctinry sites such
a5 the Braim [1i6],

Strategies based on virus reactivation from latent
Teservals

Recently, o oew and ocpinal slralesy has been proposed
Lo eracieate e varws Qo Infected patbents, The maln
ddbeew J5 Lo facilitate the eeactvalion ol viruses leon laleal

teservnirs, which are then destioyed by HAART [figure
Al Mane factors have been invalved In reactivation
ineluding physiolagical stimuli, chemical compounds like
pharbel esters, Histone deacerylase inhibitors, p-I'EFh
aetivators, and spme activaring antibodies. (anric ),
Many eradication protocals passed predlinical studies [2)
bue £ date all filed 0 climical tisls, Some protocals:
failed dug to the potentinl texdcity of rragiments hased an
non specific cell activation such as 102184 The recent
disomverye thatan gleemnatively spliced form of the cellubar
Eramseription fctor b1 ean activaty [atene HIV-T inan
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WEER imcdependent manger hias highlighted the there
prenstie potential of eellular factors for the veactivation of
Latennt HIV-L |L85] Future enadication protocols shoull
use p combination of drugs targeting all the viral silencing
eech pisms identified to peactivates HIV-1 from laotently:
infected cells, & protocol wich a simiblar appreach gave
proiising results |n this study, the association of o
HBAL mhibitor of 0 DNA methylation Inhibitar i
prosteatin (phorbol ester that stinulares protein kinase C
activitys proved o hove o synergistie effect an the activa:
tiem af HIV-1 éxpression [186,187]

Strategies based on increasing apopLosis s_l.l'sal:i.=|:a|I:II.'fIIitg.I
Inereaniny the susceptibility of the infeveed gells w apip-
bosis bs also of proat nterest Essonbally, e FIIV-D pro-
teins Fat Bel and the govelope protein gpl2thshould be
lrpeled, us Lhese prolelny hove & croclal lumetlon b dil
Jveenl steps ol the virus cycle and alag mo e segnired
TURIStURCT W apoplob A Bboulor i.!.l;mpr'l.‘hr_'nsi.un ik rech:
anisins mvedveel moresstamee o spoplosts hes also
sdlleried Lis llL"l.'j.‘i!_‘ dhrinps apralnsl bost laclors which render
cells sustoptible Lo die, Tor esmmple, molecules which
tnterlere it U chemoklog receplor CCRS are promis:
Ingsinee these molecules are botb myvolved bovicns entey
e i apoplosls reslstande, SIF'VL'E.':.IJ_. CCRS dntnponlsls are
alveady used o clinlend Leials (1881891, A chemolbers
pewdic deug, Tmatibil, vestored apoplolic sensitivity ol
HIYV- L macrophages through the inhbition of Ue actisviy
ol Ui procsievival cytoldie macroplage colony-stlmg
Jating factor (M-CET) (1627 Flnolly, several AKT inhil
tors including kiltefosime are alsg promising molecules
Tor pargeting bong ived virlreseryvoles | 1#)],

A deamatie peduction of enocyvte mmeroplinge reser
yiirs inight b achivved brsteategle inlerventions targes
ing Both the iesistafice of infected volls 1o apoptosis amd
the reactivation of toeently nfected-cells-associated witha
relrdoveee] wntleeeeovienl tierapy.

Conclusion

Lells from monocyre-macrophage lineage are-an ideal
peservoil for HIV-1, Thiz = due to several features of
these cells including long lifespon, absence of direct cyin
pathic effect, apoptosis resistance of infected cells; exis
tence of latently infected cells {with low or na yirus
expression| and thelr localization in sanchuarizs. The
purging of thiz veserveir is therefare crucial sinee it con-
stitutes ane of the migjor ohetacles to HIV-1 eradication
fram infected parients: A drastic reduction af this reser-
voit might be achieved by the develnprment of new and
arigingl therapies: which target specifically all the reser-
voirs, ingluding rtheomonocyte-macrophages: These treat
ments mighe not lead roa complers eradication of H1Y-1
tut there 18 hope that a 'clr:'-u;;l;[{" recluction eould be
achieyved with levels of expression compariblet thoss in
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et nan progressols paticnts whio reoialn asvimplooatle

withowt an antirerrovical therapy
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Publication 6

HIV-1 regulation of latency in the monocyte-macrophage

lineage and in CD4+ T lymphocytes.

Redel L, Le Douce V, Cherrier T, Marban C, Janossy A, Aunis D, Van Lint C, Rohr O,
Schwartz C.
Journal of Leukocyte Biology 2009

L’introduciton en 1996 de la HAART a donné 1'espoir de l'éradication du VIH-1.
Malheureusement, la découverte de réservoirs de virus latent dans les cellules T
CD4+ et dans les cellules de la lignée monocyte-macrophage a ternis cet optimisme
prématuré. Ces réservoirs viraux durables consitituent un obstacle majeur a
I"éradiction du VIH-1. Dans cette revue, nous nous concentrons sur 1’établissement et
le maintien de la latence dans les deux cibles cellulaires principales du virus: les
lymphocytes T CD4+ et les cellules de la lignée monocyte-macrophage. La
compréhension des mécanismes d’établissement, maintien et de la réactivation de la
latence virale inhérents a ces types cellulaire est cruciale a 1'élaboration de thérapies
efficaces. Une éradication totale du virus, le saint Graal clinique, ne pourra étre
atteint qu’avec des interventions stratégiques visant a la fois les cellules infectées de
facon productives et latentes. Nous proposons ici que de nouvelles approches
combinant différents activateurs de la transcription des provirus pourraient aider a
réduire significativement la taille des réservoirs latent de virus chez les patients sous
HAART.

J'ai réalisé l'intégralité des figures présente dans cette ratiest activement participer au
travail de rédaction
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RHeview

HIV-1 regulation of latency in the monocyte-
macrophage lineage andin CD4+ T
lvmphocytes

Laetitie Redel,® Valentin Le Doawee® Thomas Cliesren,™ Céline Marban ® Andrea fanosse ™
Domeinigue Awnis,® Carvime Van Lint' Offeeer Rahe, ™" and Christian Schioartz®!
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ABSTRACT

The introduction in 1226 of the HAART raised hopas for
the eradication of HW-1. Untortunatsly. the discovery of
[atert HIV-1 reservolra In CDa- T cells and In the mono-
oyle-rmacrophage lineage proved the optimiem 1o be
prevmaturs. Thi org-lheed HIV-1 rasarvairs constibuta a
major chstacle to the amdication of HIV-1. In this ra-
wiew, we foous on the establishment and maintenance
of HIV-1 latency in the two malor targets for HIV-1: the
Cho4+ Teels and the monocyte-macrophage Ineage.
Understanding the coll-type molecular mechanisms of
astablishment, maintsnance, and réactivabon of HiV-1
latency inthese resenoirs is orucialfor effcient thera-
peutic intervention. A& complete virsl eradication, the
holy grasl forcliniciana, might be achieved by strategic
imterventinns targeting latontly and productively in-
facted colls, We suggest that new approaches, such-as
the combination of different kinds of proviral activators,
may halp to reduce dramatically the size of latent HIV-1
resecvolrs N patlents on HAART. [ Leukoo. Biol BF:
Sre-588; 2010,
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OF HIV-1 LATENCY

Madels of HIV-1 latency studies

Several models have been cremted oo snudyv the molecalar
prezebsmimmes oF FITY 1 bateay, These pee oennly s anil in
wrern orpoele 0 Lateney o prinnaey cells by scucliod Jess becaise of
the cdifficulties h?-.;'_q:_'l'mi el mraintain theim moex vivo conrli-
piens e soeby o Toa by devsay i wlboes FIEY Frtemgss v ecun
oven with a low bregquency. Below, we disciie brlethy only the
(T R T I:Irl.-ltl."]:l':llr]i1'|1:li-:::l that nrade i |I-:|:1"¥i|..l|1’: 1 b
per wrederstmed e oslecubo bases of THY-] Ritence,

In vitre models of latendy infocted cells. The first three
it el e oo boprel CAch 2T oell T TH jilasiionie
cveag el e g fAT T el lingd were chamactierised v a
stntzl] penstionre cxprcasbon oF HIV-Doand Do these, ylios gome
1_'-.5|:'|_rr~1_-3¢i{|||_ vold T meiesise] by trelatitieris wil_li cvlk s
andyor milngcnr. | &7=041 . These ool lines contained virs:
g b g e nitsded b Tod peditcin {1 peminiisn e sty pall
bire, LARRNA {Aeh@ 1 coll lmed . and die SNE et binding
aite (JAT T el line). Experinients suggeseed thar these B
AtE i|'|||!:|an|'|l.11|| i r‘ﬂ.lhlin'llillp; |'.II|.-'II1'.'_u.' [Tl 527 Tredesdal, i hise
elemiono e imvilned In the mitiagog (NEsB or the elonga-
tirtn il 1 :||'|r||!l]||1i1'||| {Tar van e ractiosn an e TAR . Culim
vl vy wathionit eonvebsitinnms ol Ta gierie, were ils cre
ated, which betier réprmlucl: the physialoge of infected cells.
WlareeTlo e al, [5A] nmeal @ e TR IS CIARITEE -::r1|'|'|.|i||i|1g-.'|r|
intict LY.L prometer deving GEFF expression o o LUR-

neeindy s HLm L

177



Annexes

fised ot i, Deciphering the molecular mechanisma underlying latency.
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Publication 7

Achieving a cure for HIV infection: do we have reasons to be
optimistic?

Le Douce V, Janossy A, Hallay H, Ali S, Riclet R, Rohr O, Schwartz C.
The Journal of Antimicrobial Chemotherapy 2012

L’introduction en 1996 des thérapies antiretrovirales hautement actives (HAART) a
transformé une maladie léthale en pathologie chronique, associé a une chute
drastique de la mortalité et de la morbidité des symptome liées au SIDA chez les
patients. Cependant, la HAART n’a pas permis de soigner l'infection par le VIH du
fait de l'existence de reservoirs de virus quiescents. Par ailleurs, les patients se
heurtent a bien d’autres problemes liés a la HAART (tels que des effets secondaires,
une observance stricte et le colit des traitements et I'emergence de souches virale
résistantes), ce qui motive d’autant plus a 1’élaboration de nouvelles manieres de
traiter les patients. Cette revue fait le tour des dernieres avancées prometteuses dans
le domaine et qui pourraient étre la clé d’un traitement curatif. En marge de ces
nouvelles stratégies concu pour éliminer le virus, des efforts doivent également étre
fait pour améliorer les thérapies antirétrovirales actuelles. Nous supposons dans
cette revue qu'une cure pour l'infection par le VIH-1 ne sera pas accessible a court
terme et que des stratégies basées sur la purge des réservoirs se doivent d’étre
associ¢es a la HAART.

J'ai réalisé l'intégralité des figures présentes dans cette review et ai activement

participé au travail de rédaction
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Achieving a cure for HIV infection: do we have reasons
to be optimistic?

Valentin Le Douce!, Andrea Jonossy!, Houda Haollay?, Sultan AllY, Raphael Riclet!, Olivier Rohr' -3t
and Christion Schwartzl2*¢
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faurid thot recruitment af deacetylases ang mestyinees o the
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newly identihed epigenedc: requlotors of FIV istonoy such oy
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af or e inhibbor of o Oha reetmyation rntbiton with peastqa
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Improving HAART
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Importance des facteurs cellulaires LSD1
HIC1 dans la restriction de I'expression du

VIH-1 dans les cellules microgliales

Importance des facteurs cellulaires LSD1 et HIC1 dans la restriction de 1’expression du
VIH-1 dans les cellules microgliales.

Les multi-thérapies permettent de maintenir l'infection au VIH-1 sous contrdle, mais n’entrainent pas
I'éradication du virus du fait de I'existence de réservoirs cellulaires, ou le virus est intégré de facon
latente. La compréhension des mécanismes impliqués dans l'extinction de la transcription virale,
permettrait de contourner cet obstacle. Les cellules microgliales, cibles privilégiées du VIH-1 dans le
cerveau, sont les macrophages résidents du systéme nerveux central et ont été décrites comme un
réservoir cellulaire avec une longue durée de vie. Notre équipe a montré le role du facteur
transcriptionnel CTIP2 dans 1'établissement et le maintien de la latence dans ces cellules. Dans ces
travaux, je mets en évidence le role répresseur des protéines LSD1 et HIC1 sur la transcription virale
dans les microglies. LSD1 coopere avec CTIP2 pour promouvoir 1'établissement de marques
épigénétiques au niveau du promoteur viral pour induire la mise en place d’hétérochromatine, tandis
que le suppresseur de tumeur HIC1, préalablement modifié post-traductionnellement par la
déacétylase SIRT1, contrecarre 'activité de TAT afin d’empécher la réactivation virale.
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Importance of cellular factors LSD1 and HIC1 on HIV-1 restriction expression in
microglial cells.

Even though multitherapies maintain HIV infection under control, they unfortunately do not achieve
viral eradication due to the existence of latently infected cell reservoirs. Microglial cells are resident
macrophages and the main HIV-1 target in brain. They have been described as a long-lived HIV-1 cell
reservoir, and so appear as a one of the main obstacle to viral clearance. Thus, understanding of the
mechanisms implicated in the establishment and maintaining of viral latency in these cells is a critical
step on the way towards an HIV cure. Our team already demonstrated the implication of the cellular
transcription factor CTIP2 in the establishment of HIV-1 silencing. In this work, I present LSD1 and
HIC1 as new HIV-1 transcriptionnal expression inhibitors in microglial cells. LSD1 cooperates with
CTIP2 to promote the establishment of epigenetic marks associated to heterochromatin structure at the
viral promoter, while the tumor suppressor HIC1 disrupts the TAT-mediated transactivation cycle.
HIC1 is beforehand modified post-translationnaly by the deacetylase SIRT1 and then counteracts TAT
activity in order to limit viral transcription reactivation.
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