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RESUMES 

 

Rôle de la protéine XPB et effet de la spi o ola to e lo s de l’i fe tio  des ellules T pa  le 
Vi us de l’I u od fi ie e Hu ai e VIH  

La spironolactone (SP), est u  a tago iste de l aldost o e, utilisée dans le traitement de 
l h pe te sio . Le traitement de cellules par la SP induit la dégradation spécifique de la protéine XPB 
(Alekseev et al., . L utilisatio  de la SP sur des lignées lymphocytaires (Jurkat T) et des 
lymphocytes primaires issus du sang (CD4+ activées), préalablement infectées par le VIH (type 1 ou 
type 2), ent a e u e fo te d g adatio  de la p ot i e XPB et u e i hi itio  i po ta te de l i fe tio  
virale. Pour confirmer la spécificité de la spironolactone sur la réplication du VIH, nous avons utilisé 
e  pa all le l pl o e, a alogue st u tu ale de la spi o olactone incapable de dégrader la 
p ot i e XPB. A o t a io, lo s ue l o  t aite les ellules a e  l pl o e, l i fe tio  i ale est pas 
inhibée. Pa  ailleu s, le t aite e t pa  la spi o ola to e a is e  ide e u  effet su  l a ti atio  de 
la transcription du promoteur LTR du VIH dépendante de Tat, effet ui est pas o se  si le LT‘ est 
activé via des voies alternes (PMA et TNF). La quantification des ARN cellulaires et viraux a montré le 
ôle sp ifi ue de l a tio  de la SP sur la transcription du promoteur LTR en présence de la protéine 

Tat. La spi o ola to e est i apa le d i hi e  la t a s iptio  de p o oteu s i au  diff e ts du LT‘ 
du VIH. La spi o ola to e est gale e t apa le d i hi e  la a ti atio  de la t a s iptio  à pa ti  
du LTR du VIH dans un modèle contenant un provirus latent. Cette molécule ouvre de nouvelles 
perspectives concernant les molécules inhibitrices de la transcription virale et met en lumière le rôle 
de ofa teu  de la p ot i e XPB da s l i fe tio  pa  le VIH. 
 
Mots-clés : VIH, spironolactone, XPB, LTR, transcription 
 
 
Molecular characterization of a new Tat-dependent transcription inhibitor, the Spironolactone and 

role of the XPB protein in HIV replication 

Spironolactone (SP) is an aldosterone antagonist used in hypertension treatment for many years. SP 
treatment is responsible for a rapid and specific degradation of the XPB protein (Alekseev et al., 

2014). Jurkat and primary CD4 + T cells infected by HIV-1 or HIV-2 and treated by SP show a strong 
degradation of the XPB protein and an important inhibition of viral infection. To confirm specificity of 
SP a tio  o  HIV, e ha e used a st u tu al a alogue of SP, Eple e o e EPL , hi h a t deg ade 
XPB. On the contrary, EPL is unable to inhibit infection of cells previously infected by HIV. Otherwise, 
SP inhibition of HIV seems to be specific of Tat dependent transcription from the HIV promoter, 
because activation of this promoter with PMA or TNF is not affected by SP. Quantification of viral and 
cellular RNA show that only LTR transcription is affected by SP. Transcription of other promoters was 
measured in presence of SP and Tat but no inhibition of gene transcription has been observed. 
Finally, SP is also able to inhibit HIV LTR reactivation from latently infected T cells. This drug appears 
as a new anti-HIV compound and gives new perspectives concerning transcriptional inhibitors of HIV 
replication. This molecule also highlights the cofactor role of XPB during HIV replication in natural 
target cells.  
 

 

Keywords : HIV, spironolactone, XPB, LTR, transcription 
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Figure 1 : Nombre de personnes infectées par le VIH à travers le monde. Carte représentant une 

esti atio  du o e d’adultes et d’e fa ts i fe t s pa  le VIH su  les diff e ts ontinents en 2013. 

Les gio s les plus tou h es pa  la pa d ie du VIH so t l’Af i ue, avec 25 millions de personnes 

porteuses du virus et da s u e oi d e esu e l’Asie avec environ 5 millions de personnes 

contaminées. 
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1 - L’infection par le Virus de l’Immunodéficience 

Humaine (VIH) 

1.1 – Généralités 

1.1.1 – Découverte et mode de transmission 

 

Le S d o e de l i u od fi ie e a uise (SIDA) a été décrit comme un ensemble de symptômes 

consécutifs à la destruction des cellules lymphocytaires du système im u itai e de l hôte. Son agent 

étiologique, le VIH, est responsable de la destruction des cellules infectées. De plus, certaines 

p ot i es e t es pa  le i us so t gale e t apa les d i dui e l apoptose de ellules o  

infectées. Le virus a été identifié en 1983 (Barré-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1983) et en 2008 

cette découverte est récompensée par le Prix Nobel de Médecine aux Pr Françoise Barré-Sinoussi et 

Pr Luc Montagnier. Depuis les années 2000, on compte environ 38 millions de personnes 

nouvellement infectées. Sur la même période, 25 millions de personnes sont décédées de maladies 

li es à l i fe tio  pa  le i us. 

En 2013, on estimait à 37 millions le nombre de personnes vivant avec le virus (Figure 1) et parmi 

cette population, 40% ne connaissaient pas leur statut de séropositif. Au cours de cette même 

année, 2 millions de nouvelles infections ont été recensées. La région du monde la plus touchée par 

l i fe tio  pa  le VIH est l Af i ue su saha ienne avec 25 millions de personnes vivant avec le virus. 

Cette région regroupe également le plus de nouvelles infections chaque année avec environ 70% des 

infections mondiales recensées en 2013. 

Aujou d hui, les traitements antirétroviraux (ART) proposés sont efficaces et permettent aux 

pe so es i fe t es d a oi  u e esp a e de ie à la naissance proche de la moyenne. 

Malheureusement trop peu de personnes ont accès à ces médicaments car seulement 16 millions de 

personnes sur les 37 millions infectées par le virus reçoivent une thérapie antirétrovirale (ART) 

(Organisation Mondiale de la Santé - OMS, http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs360/fr).  

La transmission du virus se fait par trois voies préférentielles : par transmission sexuelle, par 

transmission de sang contaminé entre deux individus et enfin par transmission materno-fœtale. 

La grande majorité des nouvelles infections se fait par voie sexuelle lors de rapports non protégés 

chez les personnes hétérosexuelles et chez les personnes homosexuelles. La transmission du virus se 

fait lo s ue des u ueuses de l o ga is e e t e e  o ta t a e  des s tio s se uelles ou 

sanguines infectées. Dans les sécrétions sexuelles, le virus est présent sous forme de particules libres  

http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs360/fr
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Figure 2 : Phylogénie des différentes souches du SIV et du VIH (Kuiken C.L., 1999). Pour le VIH-1 

trois groupes sont caractérisés, le M (main – majoritaire), le O (outlier – cas particulier) et le N (non M 

– non O). Leur ancêtre SIVcpz possède également différents groupes et souches. Les souches GAB, US 

et Cam3 sont issues de SIVcpz P.t.t (Pan troglodytes troglodytes). Le second groupe provient de SIVcpz 

P.t.s (Pan troglodytes shweinfuthii). Le VIH-2 est issu de la souche SIVsm décrite ici par SIVmm 

(mangabeys – macaques). Quatre souches sont isolées dans différents singes ou groupe de singes, 

SIVs k p o e a t de si ges S kes, SIV L’HOEST p o e a t de si ges L’HOEST, SIVsu  p o e a t de 
singes sun-tailed et SIVmnd provenant de mandrill. Enfin le groupe SIVagm (african green monkey), 

regroupe les souches SAB (Sabaeus), TAN (Tantalus), Ver (Vervet) et Gri (Grivet). 
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mais également sous forme intégré dans les cellules présentes dans ces fluides. Le risque de 

transmission entre une personne saine et une personne infectée dépend de la charge virale dans les 

sécrétions de cette dernière et du type de relation sexuelle. 

La transmission sanguine concerne les usagers de drogues par intraveineuse ou les personnes 

transfusées. Pour les consommateurs de drogues, la transmission virale se fait lors de l ha ge de 

seringues usagées contenant du sang de personnes infectées. Cette pratique entraîne également la 

t a s issio  d aut es i us tels ue les i us de l h patite B et C. Les t a s issio s pa  t a sfusio  

sulte t de l utilisatio  de fa teu s de oagulatio  et de sang contaminés administrés aux patients 

dans les années entourant la découverte du virus. 

Enfin la transmission materno-fœtale se fait i o itai e e t pe da t des e e ts au ou s des 

deu  p e ie s t i est es de la g ossesse lo s d u  passage p oce du virus. En revanche, 

ajo itai e e t lo s de l ha ge de fluides o ta i s de la e e  o ta t a e  l e fa t au 

o e t de l a ou he e t. La t a s issio  peut e o e se fai e pe da t le p o essus d allaite e t 

de l e fa t. 

 

1.1.2 – Les différentes souches 

 

Deu  i us so t espo sa les de l e se le des i fe tio s à t a e s le o de, ha u  se 

décomposant en différents sérotypes. Le VIH-2 a été découvert plus tardivement que le VIH-1, en 

1986 (Clavel et al., 1986). Les points communs entre ces deux virus sont leur mode de transmission, 

leur réplication intracellulaire et les conséquences cliniques conduisant au SIDA (Marlink et al., 1994; 

van der Loeff et al., 2010). Il existe néanmoins des différences notables comme une charge virale plus 

faible chez les personnes infectées par le VIH-2 (Popper et al., 2000), une phase asymptomatique 

plus longue concernant le VIH-2 (Popper et al., 1999) et au niveau épidémiologique le VIH-2 est 

a to  à l Af i ue de l Ouest (Lemey et al., 2003) alors que la prévalence du VIH-1 est mondiale. 

Historiquement, la différence entre le VIH-1 et le VIH-2 remonte à la transmission inter-espèces à 

pa ti  du i us SIV Si ia  I u odefi ie  Vi us  e t e le si ge et l ho e (Sharp et al., 2001) 

(Figure 2). Le VIH-  est issu de la t a s issio  zoo oti ue d u e sou he SIV pz i fe ta t les 

chimpanzés (Huet et al., 1990) alors que le VIH-  p o ie t d u e sou he SIVs  i fe ta t les si ges 

mangabeys (Hirsch et al., 1989). Les i us si ie s i duise t pas de s d o e d i u od fi ie e 

chez leurs hôtes mais leurs transmissions à certaines espèces entraînent un tableau clinique de type 

SIDA. E  pa ti ulie , l i fe tio  de si ges h sus a a ues pa  SIVs  a o duit à l appa itio  du i us 

SIVmac qui induit un syndrome proche de celui décrit pour le SIDA (Hirsch et al., 1995).  
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Figure 3 : I u opathologie de l’i fe tio  vi ale au ou s de la vie de pe so es i fe t es. La 

phase d’i fe tio  est asso i e à des s ptô es li i ues t pi ues du syndrome rétroviral aigu. Après 

plusieurs mois, la charge virale plasmatique est maintenue constante et le nombre de cellules T CD4+ 

se normalise. La phase chronique prolongée est cliniquement silencieuse, malgré des niveaux élevés 

de p odu tio  i ale. Le SIDA est a a t is  pa  l’appa itio  d’i fections opportunistes associées au 

VIH. La contraction de maladies opportunistes augmente, de façon significative, lorsque le niveau de 

cellules T CD4+ tombe sous le seuil critique de 200/mm3. La diversité virale augmente en conformité 

avec le niveau toujours élevé de la réplication virale et le nombre d’e eu s de la t a s iptio  i e se.  
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Depuis la découverte des deux lignées lentivirales, VIH-1 et VIH-2, de nombreuses souches ont été 

caractérisées (Kuiken C.L., 1999). Il existe plus de souches identifiées pour le VIH-1 que pour le VIH-2. 

Les différentes souches de VIH-1 peuvent être classées en trois groupes, M, N et O. Le groupe M 

comporte le plus de souches identifiées et ces dernières sont responsables de la pandémie mondiale. 

Les g oupes N et O o po te peu de i us ui so t ajo itai e e t p se ts e  Af i ue de l Ouest. 

Toutes ces souches ont pour ancêtre commun SIVcpz.  

Ces trois groupes forment une diversité importante pour le VIH-  et pe et au i us d a oi  des 

réservoirs variés, de pe siste  et de s adapte  au  o ditio s e i o e e tales ais aussi de 

survivre à la pression de sélection imposée par les ART. 

Concernant le VIH-2, deux sous types sont identifiés, le groupe A et le groupe B. Ces groupes sont 

issus de la dérive génétique de la souche SIVsm, ancêtre du VIH-2, présents majoritairement en 

Af i ue de l Ouest. 

 

1.1.3 – Physiopathologie de l’infection virale 

 

L i fe tio  du VIH hez l Ho e est caractérisée par trois phases temporellement distinctes et 

variées. La primo-infection ne dure que quelques semaines puis on atteint une phase chronique et 

finalement le stade SIDA (Figure 3). 

La phase d i fe tio  su ie t peu ap s la t a s issio  i ale. Elle est a a t is e par une 

multiplication virale intense corrélée à la po se i u itai e de l hôte. Cette po se se at ialise 

pa  l aug e tatio  de la p odu tio  d a ticorps dirigés contre le virus et une réponse lymphocytaire 

T CD8 cytotoxique, parallèlement a une diminution du nombre de lymphocytes T CD4. Durant cette 

phase, le nombre de lymphocytes T CD4 et la charge virale donnent des indications quant à 

l olutio  de la maladie. 

 

La phase chronique est également nommée asymptomatique. En absence de traitement, cette 

p iode peut du e  u e dizai e d a es et elle est a a t is e pa  u e hute le te ais o sta te 

des lymphocytes T CD4 ainsi que par une faible réplication virale. La chute du niveau de lymphocytes 

T CD4 est due à la mort des cellules infectées mais également à l i du tio  de a is e 

apoptotique par les protéines virales sécrétées affectant les cellules « spectatrices » non infectées. 

Cette chute peut s e pli ue  pa  le fait ue les l pho tes T CD  so t les i les ajo itai es du i us 

mais constituent également les principaux réservoirs. Durant cette période, les anticorps anti-VIH et 

le nombre de lymphocytes T CD8 cytotoxiques sont maintenus à un niveau très haut et constant.  
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Le SIDA est d la  lo s ue le tau  de l pho tes T CD  est fai le et do  i apa le d t e 

e ou el  pa  l o ga is e. Cette di i utio  ou e la po te au  diff e tes aladies oppo tu istes 

qui profitent de la faiblesse du système immunitaire. Le nombre de lymphocytes T CD4 continue de 

diminuer pour atteindre un niveau extrêmement faible. Ce niveau bas sera également observé pour 

la quantité d a ti o ps a ti-VIH et le nombre de lymphocytes T CD8 cytotoxiques, correspondant à 

une multiplication virale accrue et maximale. 

 
Co e a t la pathog se, l i fe tio  est a a t is e pa  u e pli atio  i ale i po ta te da s les 

tissus où siègent les lymphocytes et autres cellules immunitaires. Le virus est capable de s adapte  en 

réponse à son environnement grâce notamment à son niveau élevé de réplication, du nombre de 

virus et des erreurs produites lors de la transcription inverse. Les lymphocytes T CD4 sont les cibles 

principales du virus et leur nombre diminue constamment durant la phase chronique. Le nombre de 

CD4 diminue à cause de la lyse liée au virus et à la lyse spécifique de ces cellules par les lymphocytes 

T CD8 cytotoxiques. Le o e di i ue aussi e  po se à l i du tio  des a is es d apoptose 

et de pyroptose induits par le virus. La progression du virus et la réponse immunitaire sont 

différentes chez chaque individu en raison des interactions hôte-pathogènes et du polymorphisme 

entre les individus. 

 

1.1.4 – Structure du génome viral 

 

Le VIH-1 et le VIH-2 appartiennent au genre Lentivirus et font partie de la famille des Retroviridae. 

Le ti i us a  ils so t a a t is s pa  u e lo gue p iode d i u atio  se t aduisa t pa  u e 

évolution lente de la maladie. Rétrovirus car ils sont capables de transformer leur génome ARN 

(Acide ribonucléique) e  ADN A ide d so i o u l i ue  dou le i  s i t g a t au g o e 

ellulai e. E  effet, ils so t o stitu s d u  g o e simple brin de t pe A‘N diploïde est à di e 

u ils poss de t deu  opies ide ti ues de leu  at i e, ui est de polarité positive. 

Leurs génomes sont caractéristiques des rétrovirus, c'est-à-di e u ils poss de t plusieu s g oupes de 

gènes flanqués par deux régions non codantes structurées, les LTR (Long terminal repeat). Les LTR 

p se ts e   et  du g ome contiennent des séquences régulatrices ainsi que des structures 

indispensables à la transcription virale. Les protéines du VIH sont issues de la transcription, à partir 

du LT‘ , de cadres ouverts de lecture dont les ARN messagers synthétisés subissent différents 

a is es d pissage. Ces divers mécanismes ai si ue l olutio  au contact de l hôte, a permis 

au génome du virus de coder uniquement les éléments nécessaires au bon déroulement de sa 

réplication. Les protéines de structure codées par gag et env permettent la synthèse des constituants 

du core et de l e eloppe i ale. La pol p ot i e Gag e ge d e a ap s li age la at i e  
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Figure 4 : Représentation schématique des génomes viraux du VIH-1 et du VIH-2 (adaptée de 

(Ayinde et al., 2010)) et de la particule virale. (Haut) En gris sont représentés les gènes codant pour 

les p ot i es de st u tu e, d’e eloppe, les enzymes virales ainsi que les promoteurs LTR aux 

e t it s ’ et ’ des i us. Les p ot i es gulat i es so t ep se t es e  leu et e fi  les p ot i es 
auxiliaires sont identifiées en rouge. Les génomes viraux du VIH-2 et SIV contiennent les mêmes 

éléments, notamment la protéine auxiliaire Vpx, alors que le VIH-1 possède Vpu. (Bas) La particule 

virale est composée de la capside, qui est entourée des protéines de matrice suivie de l’e eloppe 
avec ses spicules formées des protéines gp120 et gp41. Ces prot i es d’e eloppe so t espo sa les 
de la reconnaissance et de la fusion virale au sein des cellules reconnues par le virus. La capside 

comprend le génome viral, ARN diploïde de polarité positive et les enzymes virales responsables des 

étapes précoces du cycle de réplication. 

  

VIH-2/SIV 

VIH-1 
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MAp17, la capside CAp24, la nucléocapside NCp7 et enfin la protéine p6. Le précurseur de la protéine 

d e eloppe se a li  e  gp  TM  et gp  SU . Le g e pol regroupe les enzymes nécessaires à la 

réplication virale. La polyprotéine Pol sera divisée en trois, (i) la transcriptase inverse (RT) qui permet 

de s th tise  de l ADN à pa ti  de la at i e d A‘N p se te da s la apside i ale. ii  L i t g ase 

IN  fa o ise l i se tio  du g o e i ale au sei  du g o e ellulai e et (iii) la protéase (PR) est 

nécessaire à la maturation des virions. Le dernier groupe de gènes code les protéines régulatrices Tat 

(Transactivator of transcription), Rev (Regulator of virion expression) et les protéines auxiliaires. Plus 

précisément, la protéine Tat est codée par deux exons non successifs dans le génome viral.  

C est pa  la o positio  e  p ot i es au iliai es ue l o  peut dis i i e  les g o es du VIH-1 et du 

VIH-2. Les 2 souches possèdent les protéines Vif (virion infectivity factor), Vpr (viral protein R) et Nef 

(negative regulatory factor) mais une protéine auxiliaire est spécifique à chaque lignée virale. La 

protéine Vpu (viral protein unique) pour le VIH-1 et la protéine Vpx (viral protein X) pour le VIH-2 

(Figure 4 haut). Toutes les protéines sont assemblées à la membrane plasmique de la cellule, pour 

former de nouvelles particules virales (Figure 4 bas), permettant la propagation virale. 

 

1.1.5 – Le cycle de réplication virale 

 

Le VIH p t e l o ga is e de l hôte sai  ap s u  o tact avec des fluides biologiques infectés et la 

t a s issio  du i us se fait ia l i fe tio  de ou elles ellules. Le i us a la possi ilit  de se 

ultiplie  a  il poss de u  t opis e pou  des ellules de l i u it , les l pho tes T, les 

macrophages et les cellules dendritiques. Ces cellules sont présentes dans les organes lymphoïdes et 

la circulation sanguine à la périphérie des tissus premièrement infectés. Par conséquent, lors de la 

primo infection, le système immunitaire est présent au site d infection et des signaux chimiques via 

des toki es e t a e le e ute e t et la p olif atio  des ellules i les de l i fe tio . C est pa  e 

détournement du système immunitaire que le VIH se multiplie de manière exponentielle très 

apide e t ap s l i fe tion. L o ip se e et la i ulatio  da s tout l o ga is e des cellules du 

système immunitaire entraînent une dissémination rapide des cellules infectées, permettant au virus 

de se répliquer et de créer des réservoirs favorisant sa survie à long terme au sein de l hôte. 

 

1.1.5.1– Les étapes précoces du cycle de réplication virale 

 

Le le de pli atio  i ale o po te u e s ie d e e ts iologi ues ui peu e t se s pa e  

en deux parties distinctes, les étapes précoces et les étapes tardives de la multiplication virale.  
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Figure 5 : C le de pli atio  du VIH au sei  des ellules de l’i u it . Adapt e de (Peterlin and 

Trono, 2003). Les p ot i es d’e eloppe du VIH e o aisse t à la su fa e des ellules i les des 
récepteurs qui permettent la reconnaissance, la liaison et la fusio  des i us à l’i t ieu  des ellules. 
La apside est d sta ilis e pou  pe ett e l’ tape de t a s iptio  i e se, qui synthétise à partir de 

la matrice ARN, un ADN double brin. Cet ADN est pris en charge par le complexe de pré-intégration 

PIC  afi  d’ tre transporté au noyau et intégré au génome cellulaire. La transcription permet la 

synthèse des messagers viraux qui sont transportés dans le cytoplasme et traduits au niveau du 

réticulum endoplasmique pour former tous les composants viraux. Ces protéines sont ensuite 

t a spo t es jus u’à la e a e plas i ue pou  t e asse l es sous fo es de ou elles 
pa ti ules i ales o te a t l’ARN i al. Les pa ti ules ou geo e t, so t li es da s le ilieu 
extracellulaire et sont maturées pour former de nouveau  i us apa les d’i fe te  d’aut es cellules. 
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Les étapes précoces du cycle de réplication virale débutent lors de la reconnaissance et la liaison des 

epteu s ellulai es jus u à l i t g atio  du g o e i al, p o i us, au sei  du g o e ellulai e 

(Figure 5). 

Tout d a o d, la liaison du virus à la cellule est possi le g â e à l ide tifi atio , par les protéines 

d e eloppe du i us, de la protéine CD4 (cluster de différenciation 4). Elle est présente à la surface 

des lymphocytes T, des monocytes et a ophages ai si u à la su fa e de e tai es ellules 

dendritiques. Le CD4 est un corécepteur qui favorise l i te a tio  e t e le epteu  des ellules T et 

des ol ules du CMH o ple e ajeu  d histo o pati ilit  de lasse II à la surface des cellules 

p se tat i es d a tig es. Le t opis e et la sp ifi it  des ellules e o ues pa  le VIH se font 

également par l i te diai e des orécepteurs CCR5 (CC-chemokine receptor 5) et CXCR4 (gène 

CXCR4 codant pour le récepteur membranaire de SDF-1) (Wyatt and Sodroski, 1998). Au niveau de 

l e eloppe i ale, les p ot i es espo sa les de l i te a tio  a e  les epteu s ellulai es so t les 

protéines gp120 et gp41. Ces protéines sont issues du clivage de la polyprotéine gp160 codée par 

env. Il a été décrit que la protéine gp120 est responsable de la liaison aux récepteurs CD4, ce qui 

entraîne un changement de conformation permettant la liaison au corécepteur (Lapham et al., 1996; 

Trkola et al., 1996; Wu et al., 1996) transmettant alors à la protéine gp41 des signaux induisant la 

fusion des membranes cellulaires et virales (Melikyan et al., 2000). 

U e fois la fusio  alis e, deu  od les s oppose t quant à la suite de la réplication virale. Un 

premier modèle démontre que la capside virale est internalisée dans la cellule et partiellement 

dissociée au contact de la membrane plasmique, permettant la formation du complexe de 

transcription inverse. Un second modèle montre que la capside reste intacte pendant un certain 

te ps afi  ue l i itiatio  de la transcription inverse se fasse et que la décapsidation a lieu 

g aduelle e t lo s du t a spo t jus u au o au, ia le tos uelette. 

L tape sui a te est la t a s iptio  i e se, ui pe et la s th se d u  ADN dou le i  à pa ti  

d u  A‘N de pola it  positive présent dans la capside. Cette étape est réalisée par une protéine virale 

mais nécessite des composants cellulaires tels que les nucléotides. 

Une fois la transcription inverse effectuée, le génome viral à ADN dou le i  est t a spo t  jus u au 

noyau grâce au PIC (Bowerman et al., 1989). Contrairement à d autres rétrovirus, comme HTLV 

(Human T-cell leukemia/lymphoma virus) par exemple, le VIH a pas esoi  ue la e a e 

nucléaire soit complètement désintégrée lors de la division cellulaire pour entrer dans le noyau. En 

effet, plusieurs membres du PIC possèdent des signaux de localisation nucléaire (NLS), comme la 

matrice (MA) et Vpr. Le virus peut alors traverser la membrane par l i te a tio  de es p otéines 

avec des pores nucléaires (Depienne et al., 2001; Gallay et al., 1997). Ce franchissement est favorisé  
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gale e t pa  l i t g ase g â e à so  i te a tio  a e  LEDGF/p  Le s epitheliu -derived growth 

fa to . L ADN dou le i  li ai e u e fois dans le noyau est encadré à ses extrémités LTR par 

l i t g ase et par des protéines de la voie SWI/SNF (Switch/Sucrose Non-Fermentable), nécessaires 

aux remodelages de la chromatine favorisant un environnement propice à l i t g atio . Le VIH a 

pas de sites spécifiques d i t g atio  au sei  du g o e de l hôte ais s i t g e en général dans des 

régions transcriptionnellement actives ou centromériques, riches en hétérochromatines (Mitchell et 

al., 2004; Schröder et al., 2002).  

U e fois l ADN i al i t g , la t a s iptio  se fait pa  l a tio  utuelle de la machinerie 

transcriptionnelle de la cellule et de la p ot i e i ale Tat. L e z e i pli u e da s la atio  des 

t a s its i au  est l A‘N pol ase II Pol II  ui est aussi majoritairement responsable de la 

synthèse des messagers, des petits ARN nucléaires ainsi que des micros ARN dans la cellule. La 

t a s iptio  est l tape e t ale du le de pli atio  i ale à la frontière entre les étapes précoces 

et tardives (Figure 5). 

 

1.1.5.2 – Les étapes tardives du cycle de réplication virale 

 

Ap s l tape de t a s iptio , le g o e i al se p se te sous la fo e d u  A‘N de longue taille 

dont seront issu, toutes les p ot i es g â e à de ultiples sites d pissage, e  pa ticulier les 

précurseurs Gag et Gag-Pol. L ARN de longue taille sert également de matrice, qui pourra être 

encapsidée dans les nouvelles particules virales. Des ARN partiellement épissés permettront la 

synthèse des protéines Env, Vif, Vpr et Vpu alors que des petits ARN généreront les protéines Tat, 

Rev et Nef. La protéine virale Rev joue un rôle dans le transport et la stabilité des messagers viraux 

non épissés, majoritaires, via son interaction avec une séquence de réponse à Rev (RRE) située au 

niveau de env (Malim et al., 1989).  

Une fois que toutes les protéines virales et que les ARN qui serviront de matrices ont été produits, 

l asse lage des ou elles pa ti ules i ales a lieu à la membrane plasmique de la cellule infectée. 

L a teu  ajeu  de l asse lage est la p ot i e Gag a  elle pe et d i dui e la fo atio  de 

particules virales (Muriaux et al., 2001). Le p u seu  Gag est apa le d i te agi  a e  les p ot i es 

d e eloppe p se tes à la e a e plas i ue ais aussi a e  les at i es A‘N o stitua t les 

nouveaux génomes viraux. Une fois tous les constituants rassemblés à la membrane plasmique, dans 

des gio s de la e a e i he e  holest ol, le ou geo e e t a lieu. Ce est pas u  

événement spontané mais induit par le virus et notamment par Gag grâce à sa capacité à interagir 

avec les membranes et à polymériser. Des protéines cellulaires appelées ESCRT (endosomal sorting 

complexes required for transport), qui sont impliquées dans le remodèlement des membranes  
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Figure 6 : Rep se tatio  s h ati ue du LTR 5’ du VIH. Adapt e de (Colin et al., 2014). Le 

promoteur du VIH contient différentes régions ayant toutes un rôle précis lors de la réplication du 

i us. U e gio  U  o te a t les l e ts gulateu s, les sites essai es à l’i itiatio  de la 
transcription où se fixe des facteurs cellulai es et e fi  le site d’i itiatio  de la t a s iptio . Plus 
précisément, la région modulatrice contient des éléments de réponse aux gluco et minéralocorticoïdes 

identifiés par GR (glucocorticoïde receptor). Les deux autres régions du LTR, R et U5, contiennent la 

séque e TAR, la gio  leade  et d’aut es sites de reconnaissance pour des éléments régulateurs. 
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cellulaires, pa ti ipe t à l asse lage et au ou geo e e t des pa ti ules i ales. U e fois les 

particules libérées, la protéase virale clive le précurseur Gag ou Gag-Pol selon des sites spécifiques 

sur la séquence afin de former des virions matures (Pettit et al., 1994) qui arborent une capside bien 

définie. 

 

1.2 – Transcription du VIH et rôle de la protéine Tat 

 
La transcription est un élément essentiel du cycle de réplication du virus. Cette étape est étroitement 

régulée par ce dernier qui détourne des éléments cellulaires grâce une protéine virale codée par son 

génome, la protéine Tat. L a tio  de ette p ot i e i ale pe et au i us d a o pli  u e 

transcription complète (Arya et al., 1985; Sodroski et al., 1985a). La transcription du génome viral est 

généralement décrite comme se déroulant en deux étapes.  

 

La première étape est d pe da te de fa teu s ellulai es apa les d i te agi  a e  des sites p se ts 

sur le LTR et régulant la transcription en cis. Cela  permet de produire des transcrits incomplets, mais 

suffisant pour initier la synthèse de la protéine Tat. 

La se o de est d pe da te de la p ot i e Tat ui, u e fois s th tis e, peut t a sa ti e  l e p essio  

du génome viral à partir du promoteur LTR (Sodroski et al., 1985b), grâce à différents facteurs 

transcriptionnels. La transcription est plus efficace après la liaison de Tat à une région appelée TAR 

(Trans activation response element) (Rosen et al., 1985). TAR est un petit ARN précoce, en structure 

tige ou le, pe etta t de lie  Tat afi  de fa o ise  l lo gatio  de la t a s iptio . 

 

 Les LT‘ p se ts au  e t it s  et  so t des s ue es o  oda tes de o positio s 

identiques et caractéristiques des rétrovirus. Ils sont organisés en 3 régions distinctes, la région U3 

u i ue , la région R (répétée) et la région U  u i ue  Figu e . La partie U3 du LTR, 

modulatrice de la transcription, est définie comme contenant des sites de liaisons à des acteurs 

indispensables à la régulation de la transcription. Ce sont des facteurs négatif et positif de natures 

variables, qui se lient au promoteur en fonction du type cellulaire et du statut de division de la 

cellule. Parmi les différents sites présents dans la région modulatrice, on retrouve notamment des 

éléments de réponse aux stéroïdes. La région U3 contient aussi des sites de liaison pour des facteurs 

de transcriptions cellulaires tels que Sp1 (specificity protein 1) sur la partie promotrice du LTR. On 

retrouve des éléments NF-κB u lea  fa to -kappa B), indispensable à la régulation positive de la 

transcription virale (Berkhout et al., 1990) ainsi que p300/CBP (CREB (cAMP-response element-

binding protein) binding protein). Les sites Sp1 et NF- κB agisse t de o e t pou  a ti e  de a i e 

synergique la transcription virale en réponse à des stimuli cellulaires. 
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Figure 7 : Représentation schématique de la transcription du VIH. Adaptée de (Nilson and Price, 

2011). Les facteurs généraux de transcription sont recrutés au niveau de la boîte TATA grâce à des 

activateurs de type Sp1. Ensuite, la Pol II est recrutée avec les différents facteurs nécessaires à sa 

régulation et notamment TFIIH qui phosphoryle le CTD en position 5. Cette phosphorylation initie la 

t a s iptio  ui est i te o pue peu de u l otides plus ta d, ’est la pause, à ause du e ute e t 
des fa teu s gatifs d’ lo gatio . Pe da t ette p og ession de la Pol II, la séquence TAR est 

synthètisée. Le complexe P-TEF  a t e apa le de phospho le  les fa teu s gatifs d’ lo gatio  
afi  de li e  la pol ase et l’ARN i al, do t l’ lo gatio  est pe ise pa  la phospho latio  du 
CTD de la Pol II en position 2 ce qui réenclenche la transcription. 
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Cette région U3 contient également la boîte TATA, site de liaison des différents éléments cellulaires 

de la transcription tel que TBP (TATA binding proteins). La deuxième région importante du LTR est 

composée de R et de U5. Cette région contient divers motifs cruciaux pour la régulation de la 

t a s iptio  i ale et la gio  TA‘ pou  l lo gatio . La ajeu e pa tie des sites de fi atio  de 

facteurs de transcription sur les régions du LT‘  e permettent pas, de manière individuelle, une 

transcription complète du virus. Cependant, ils peuvent recruter un ensemble de protéines 

cellulaires régulant positivement ou négativement la transcription virale. 

 

1.2.1 – Initiation de la transcription virale 

 

Chez les eucaryotes, la transcription est gouvernée par la liaison de facteurs de transcription qui 

s asse le t su  des s ue es p o ot i es et a ti at i es di e te e t su  l ADN g o i ue. 

Co e a t le i us, l i itiatio  de la t a s iptio  se fait à pa ti  du p o oteu  LT‘  du g o e 

viral et plus particulièrement dans la région U3 qui contient les sites nécessaires à la fixation des 

facteurs généraux de transcription (GTF) (Figure 7). La e o aissa e de otifs su  l ADN p o i al 

par des activateurs comme Sp1 et NF- κB peut permettre le recrutement de cofacteurs et GTFs 

essai es pou  l i itiatio  de la t a s iptio . Ces fa teu s i lue t l A‘N Pol ase II et au moins 

six GFTs pour une transcription complète. Les complexes TFIID (transcription factor II D), TFIIA 

(transcription factor II A), TFIIB (transcription factor II B), TFIIE (transcription factor II E), TFIIF 

(transcription factor II F) et TFIIH (transcription factor II H). Ces facteurs sont assemblés dans un 

ordre précis pour former le complexe de pré-initiation, qui se forme au niveau de la boîte TATA sur le 

LTR. Dans un premier temps, pour la formation du complexe, TFIID vient se lier sur les éléments TBP 

avec un ensemble de facteurs nommés facteurs associés à TBP (TAF). Ensuite les éléments TFIIA, 

TFIIB stabilisent la liaison entre TFIID et le promoteur, et la Pol II associée à TFIIF se lie à TFIID. Dans 

u  de ie  te ps TFIIE et TFIIH ie e t o pl te  la fo atio  d u  olu i eu  o ple e de p -

initiation (Figure 7).  

Il a été décrit que Tat tait apa le d a ti e  l i itiatio  de la t a s iptio  (Laspia et al., 1989) ainsi 

ue d i te agi  a e  diff e ts l e ts o posa ts le o ple e de p -initiation tel que TBP et 

TFIIH Ga a‐Ma t ez et al., . 

Récemment, il a été mis en évidence que le complexe Sp1/médiateur favorise  la réplication virale 

(Brass et al., 2008; Zhou et al., 2008a). Il est constitué de 26 sous-unités chez les mammifères et 

pe et d a ti e  des fa teu s de t a s iptio  di e te e t li s à la Pol II e  fo a t u  po t 

moléculaire entre les domaines d a ti atio  et la pol ase. A e stade, la Pol II est pas 

phosphorylée au niveau de son domaine C-terminal (CTD). La phosphorylation du CTD de la Pol II se  
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Figure 7 : Représentation schématique de la transcription du VIH. Adaptée de (Nilson and Price, 

2011). Les facteurs généraux de transcription sont recrutés au niveau de la boîte TATA grâce à des 

activateurs de type Sp1. Ensuite, la Pol II est recrutée avec les différents facteurs nécessaires à sa 

régulation et notamment TFIIH qui phosphoryle le CTD en position 5. Cette phosphorylation initie la 

t a s iptio  ui est i te o pue peu de u l otides plus ta d, ’est la pause, à ause du e ute e t 
des fa teu s gatifs d’ lo gatio . Pe da t ette p og essio  de la Pol II, la s ue e TAR est 
synthètisée. Le complexe P-TEF  a t e apa le de phospho le  les fa teu s gatifs d’ lo gatio  
afi  de li e  la pol ase et l’ARN i al, do t l’ lo gatio  est pe ise pa  la phospho latio  du 
CTD de la Pol II en position 2 ce qui réenclenche la transcription. 
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situe au niveau de résidus sérines présents parmi un motif répété YSPTSPS (Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-

Ser). Une kinase phosphoryle la s i e e  positio   du otif p t , e ui pe et d i itie  la 

transcription du provirus. Cette phosphorylation est effectuée par une sous-unité du complexe TFIIH, 

CDK7 (cyclin-depe de t ki ase . Bie  ue l i itiatio  de la t a s iptio  soit d pe da te de la 

phosphorylation du CTD par CDK7 en présence de Tat (Cujec et al., 1997), il a été décrit in vitro que le 

CTD peut être phosphorylé en absence de la protéine Tat laissa t suppose  ue d aut es e z es 

puissent être impliquées dans ce processus (Keen et al., 1996). L i itiatio  de la t a s iptio  est 

gale e t sou ise à d autres activités du complexe TFIIH. En effet, ses activité hélicase et ATPase 

sont requises afin d ou i  et de d oule  l ADN. 

 

Le ôle e a t de Tat da s l i itiatio  fait d at a  il a t  d o t  ue l tape li ita te de la 

transcription dépendante de Tat est l lo gatio  ; du fait de l i te a tio  de Tat a e  le o ple e P-

TEFb (positive transcription elongation factor) (Flores et al., 1999). P-TEF-b est un complexe de 2 

sous-unités, CDK9 (cyclin-dependant kinase 9) et cycline T1, dont le rôle est d a ti e  l lo gatio  des 

transcrits. Diverses études in vitro ont montrées que la déplétion de P-TEF , l utilisatio  d a ticorps 

anti-CDK  ou l e p essio  d u  uta t atal ti ue e t i a tif de CDK  i hi aie t la t a s iptio  

dépendante de Tat (Mancebo et al., 1997; Zhu et al., 1997). Par ailleurs, il a été décrit que P-TEFb 

peut être présent au niveau du complexe de pré-initiation (Ping and Rana, 1999).  

 

1.2.2 – Echappement du promoteur et pause transcriptionnelle 

 

Une fois la transcription initiée, la Pol II progresse à partir du site d i itiatio  de la t a s iptio  +  et 

s th tise u  petit A‘N d e i o   u l otides a a t de a ue  u e pause (Figure 7). Cette 

p e i e s th se pe et d o te i  u  A‘N e posa t la st u tu e TA‘. Cette pause de la 

transcription est une autre étape de régulation qui permet de fixer la coiffe sur les transcrits 

s th tis s et o stitue l tape d happe e t du p o oteu . Tout au lo g de ette p og essio  

vers la pause de la transcription, la Pol II va perdre un à un tous les facteurs de transcription récrutés 

sur la région promotrice. Dans cette même période, la Pol II va recruter le complexe DRB (5,6-

dichloro-1-β-d-ribofuranosylbenzimidazole) sensitivity inducing factor (DSIF) et negative elongation 

factor (NELF). DSIF est un hétérodimère composé de Spt4 et Spt5 tandis que NELF est un complexe 

composé de 4 sous unités A, B, C/D, E. Les facteurs DSIF (Wada et al., 1998) et NELF (Yamaguchi et 

al., 1999) so t espo sa les de l i hi itio  de l lo gatio  de la t a s iptio  et pa  o s ue t 

entraîne la synthèse de transcrits incomplets en a se e de fa teu  d lo gatio  positif.  
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P-TEF  est i po ta t da s la gulatio  de l lo gatio  et ota e t pou  la t a s iptio  

dépendante de la protéine Tat. Dans la cellule, la majorité de P-TEFb est séquestrée dans un 

complexe composé de la prot i e HEXIM et de l A‘N SK. La liaiso  de P-TEFb à la 

i o u l opa ti ule u l ai e SK et la liaiso  de la li e T  à HEXIM i hi e l a ti it  atal ti ue de 

P-TEF  essai e à l lo gatio  de la t a s iptio . Cepe da t, P-TEF  a esoi  d t e li  du 

complexe HEXIM/7SK afin de phosphoryler NELF et DSIF pour permettre une élongation productive.  

 

1.2.3 – Elongation de la transcription virale 

 

En présence de Tat, P-TEFb est libéré du complexe HEXIM/7SK car Tat possède une plus grande 

affinité que la protéine HEXIM pour la cycline T1 et donc détourne le complexe afin de se lier à la 

st u tu e TA‘ s th tis e a a t la pause de la Pol II. Au i eau de l A‘N TA‘, o  et ou e u  

complexe Tat/P-TEFb/TAR qui permet à P-TEF  d e e e  so  a ti it  de ki ase sur NELF et DSIF les 

rendant inactifs. Plus précisément, la kinase CDK9 phosphoryle NELF ce qui dissocie la liaison entre le 

o ple e et l A‘N Pol II alo s ue la phospho latio  de la sous-unité Spt5 de DSIF change le 

o ple e e  fa teu  d lo gatio  positif. U e fois l a ti it  p essi e de es fa teu s a olit, la sous-

unité CDK9 est capable de phosphoryler les résidus sérine en position 2 sur le CTD de la Pol II. Cette 

hyper phosphorylation du CTD permet une élongation productive (Marshall et al., 1996) et la 

synthèse des ARN viraux.  

 

U e h poth se suppo ta t le fait ue l lo gatio  est la pa tie li ita te de la t a s iptio  i ale est 

que P-TEFb est un complexe indispensable à la production des transcrits viraux. En effet, la position 

des sérines phosphorylées par CDK9 dépendrait de la présence ou non de Tat car il existe des 

ide es ue CDK  pou ait, e  l a se e de CDK , t e espo sa le de la phospho latio  de la 

sérine 2 mais aussi de la sérine 5. Tat entraînerait une modification de la spécificité du substrat de P-

TEFb (Zhou et al., 2000) ce qui serait favorable, en absence de TFIIH, à la formation du complexe de 

pré-i itiatio . E  pa all le, TFIIH a t  d it o e espo sa le de l i hi itio  de la 

phosphorylation de CDK9 (Zhou et al., 2001). P-TEFb est recruté de manière précoce et  le complexe 

TFIIH empêche son activatio  jus u à e u il soit elâ h , lo s de la p og essio  de la Pol II. 

La p ot i e Tat est apa le d i te agi  a e  les p i ipau  o ple es de gulatio  de la t a s iptio  

ellulai e et les d tou e au p ofit du i us afi  de pe ett e l e p essio  omplète des gènes viraux. 

Une autre facette de la régulation de la transcription par Tat est son interaction avec des histones 

acétyls transférases (HAT) qui sont des cofacteurs transcriptionnels. Le transfert de résidus acétyls 

su  les histo es fa o ise l a essi ilit  de la h o ati e et l a ti atio  t a s iptio elle du LT‘ du  
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Figure 8 : Les a is es pote tiels o duisa t à l’ ta lisse e t de la late e du VIH. Adaptée de 

(Ruelas and Greene, 2013). Il e iste diff e ts od les pe etta t d’e pli ue  la latence du VIH au 

sei  des ellules. Ces diff e tes h poth ses eg oupe t des a is es d’i hi itio  de la 
t a s iptio  du p o oteu  i al LTR, des a is es o duisa t à u e d fi ie e de l’ lo gatio  e 
qui entraîne la synthèse de transcrits de petite taille insuffisant pour permettre la réplication du 

génome viral entier et donc une infection productive. Mais encore des modifications au niveau de la 

st u tu e du g o e e p ha t l’a s au  fa teu s de t a s iptio . 
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VIH. Il a également été décrit que la protéine Tat pouvait être acétylée sur 3 lysines modulant son 

interaction avec P-TEF  et aug e ta t l affi it  pou  la fo atio  du o ple e Tat/P-TEFb/TAR 

(Kiernan et al., 1999) et pa  o s ue t fa o isa t l lo gatio  de la t a s iptio  des t a s its du 

virus. 

 

1.2.4 – Latence virale 

 

La latence virale fait référence à des événements d i t g atio  stables, o sista t e  l i se tio  du 

provirus, dans des régions du génome cellulaire défavorables à son expression. La latence virale est 

un événement rare qui apparaît, à une fréquence de 1 pour 1.107 cellules infectées (Redel et al., 

2010), de a i e t s p o e li ita t ai si l effi a it  des t aite e ts a ti troviraux. Il est 

également connu que des facteurs cellulaires sont responsables de l i hi itio  de l e p essio  du 

génome rendant le provirus latent. Ces intégrations stables et ces mécanismes cellulaires sont 

impliqués dans la création de réservoirs viraux. Il a été identifié au début des années 90 que des 

cellules étaient infectées de manière latente (McElrath et al., 1991). Les principales cellules servant 

de réservoirs au VIH sont les cellules qui ne se divisent pas ou peu tels que les lymphocytes T CD4 + 

quiescents et mémoires (Chun et al., 1998). Il e iste aujou d hui des ide es soulignant que 

d aut es ellules, peuvent constituer des réservoirs, comme les monocytes et les cellules 

dendritiques (Keele et al., 2008; Zhu et al., 2002). Ces cellules vont alors constituer les réservoirs 

i au  au sei  de l hôte i fe t . 

Diff e tes tudes o t o t  ue l ta lisse e t de la late e du VIH pouvait être la conséquence 

de différents événements cellulaires (Figure 8).  

 

Le p e ie  a is e o e e u e a o alie de la t a s iptio . E  effet, l e p essio  d u  

p o oteu  ellulai e p o he du site d i t g atio  du i us peut e p he  le e utement des 

fa teu s de t a s iptio  essai es à l e p essio  du g o e i al. Le g o e i al peut gale e t 

être inséré en anti-sens par rapport à la transcription du génome cellulaire, conduisant à la collision 

de l A‘N Pol II s th tisa t le g o e cellulaire et celle responsable de la transcription virale. Dans 

ces conditions, les 2 transcriptions peuvent être interrompues ou uniquement celle provenant du 

promoteur le plus faible (Lewinski et al., 2005). Enfin, il peut y avoir une anomalie lo s de l lo gatio  

de la transcription, étape limitante de la réplication virale, causée par un défaut au niveau de P-TEFb 

empêchant la synthèse de transcrits entiers. Les autres mécanismes pouvant expliquer le 

phénomène de latence sont représentés par des modifications au niveau du génome cellulaire. Cela  
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peut o e e  u e zo e d i t g atio  i ale où la h o ati e est e t e e t o de s e. La 

conséquence de cette compaction rigide de la chromatine correspond à une transcription peu 

efficace, voir nulle. On peut également retrouver des modifications telles que les méthylations des 

histones, des marques répressives de transcription ; sur le promoteur viral empêchant le 

recrutement des l e ts essai es à l i itiatio  de la t a s iptio . 

La latence peut s ta li  a  la ellule i fe t e est de t pe uies e te et do  e tai s fa teu s de 

gulatio  de la t a s iptio  i po ta t so t a se ts. La t a s iptio  asale a a t pas lieu au 

niveau du provirus intégré, Tat est pas s th tis e, e t a a t l a se e d A‘N i au . 

De manière plus précise dans les lymphocytes T CD4+, 2 types de latence ont été décrits. Le premier 

est observé dans les cellules T naïves contenant un ADN viral non intégré, ce mécanisme est appelé 

latence pré-intégrative (Zack et al., 1990). Plusieu s e e ts peu e t t e à l o igi e de ce type 

de latence, une faible activité de la transcriptase inverse, un faible taux de nucléotides dans la cellule 

ais aussi u  d faut d i po t u l ai e ou d asse lage du o ple e de p -intégration. Il est 

possible que ce mécanisme de latence pré-int g ati e e s appli ue pas aux macrophages (Kelly et 

al., 2008). Le second mécanisme de latence a été observé dans les lymphocytes CD4+ quiescents, 

caractérisé comme une latence post-intégration. Au sein de ces cellules, l i fe tio  est fortement 

restreinte, suggérant que les CD4+ infectés étaient actifs avant de basculer vers un état quiescent. 

Les événements qui ménent à la latence, correspondent à ceux décrits dans la Figure 8 mais 

d pe de t e  p e ie  lieu de l e i o e e t h omatinien. Cette latence peut faire suite à 

l i t g atio  et do  le g o e e se a ja ais t a s it ou alo s la late e est ta lie ap s plusieu s 

cycles de transcription du provirus. L i t g atio  p f e tielle du i us au sei  de zo e 

transcriptionnellement active supporte le second mécanisme de latence (Han et al., 2004). 

 

Ces a is es de atu e a ia le pe ette t au i us de pe siste  au sei  de l ADN de cellules 

a a t des o ditio s de pli atio  fa o a les à l ta lisse e t de la latence, tous entraînant la 

survie du virus au sein de son hôte. 

 

1.3 – Facteurs inhibiteurs et cofacteurs de la réplication 

virale 

 

Le VIH o e l e se le des i us est un parasite obligatoire ne pouvant pas persister indéfiniment 

da s l e i o e e t sa s i fe te  u  hôte et s  pli ue  afi  d assu e  sa multiplication. Le virus 

et l Ho e o t olu  o o ita e t afi  de t ou e  les eilleu es o ditio s pou  les deu  

pa ties da s u  ph o e s appa e ta t à u e s iose. Pou  ai te i  et uili e e t e l hôte 

et le virus, des facteurs cellulaires sont détournés par les protéines régulatrices du virus (Tat et Rev)  
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Figure 9 : Les principaux facteurs inhibiteurs du VIH et les étapes du cycle de réplication ciblées. 

Adaptée de (Azevedo-Pereira et al., 2015). Pour une inhibition efficace de la réplication virale, la 

cellule possède des protéines capa les d’i te f e  a e  diff e tes tapes du le de pli atio  du 
virus. CH25H et SERINC3/5 sont capables de limiter la fusion des particules virales avec la membrane 

plas i ue. TRIM α, SAMHD , APOBEC G et M B o t t e espo sa les de l’i hi itio  d’ tapes 
p o es du le, o e la d apsidatio , la t a s iptio  i e se et l’i po t u l ai e. E fi , 
tetherin/BST2 est capable d’i hi e  le ou geo e e t des i us afi  de di i ue  la diss i atio  
i ale da s l’o ga is e. 
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et par les protéines auxiliaires, permettant une réplication virale optimale. Mais les protéines 

auxiliaires codées par le virus, Vif, Vpu, Vpx, Vpr et Nef, permettent de contrecarrer les activités 

antivirales de facteurs inhibiteurs intracellulaires.   

 

1.3.1 – Les facteurs inhibiteurs de la multiplication du virus 

 

Les facteurs inhibiteurs bloquent la réplication du virus, mais les facteurs intrinsèques les plus 

étudiés et les plus efficaces contre le VIH sont appelés facteurs de restriction. Ils sont décrits selon 

certains critè es ui les diff e ie t des aut es p ot i es i hi it i es de l i fe tio  (Malim and 

Bieniasz, 2012). Ces protéines fonctionnent de manière autonome vis-à-vis de la réplication virale, 

elles sont exprimées de manière constitutive dans certains types cellulaires et leur expression peut 

t e i duite pa  l i te f o  IFN . Elles poss de t des a is es d i hi itio  i ale sp ifi ues, des 

séquences en acides aminés variables étant donné leur coévolution avec les virus et enfin elles sont, 

pour la plupart, inhibées par des protéines auxiliaires du VIH. Actuellement on dénombre 4 facteurs 

de restriction, SAMHD1 (SAM domain and HD domain-containing protein 1) (Hrecka et al., 2011; 

Lahouassa et al., 2012), APOBEC3G (apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-

like 3G) (Sheehy et al., 2002), tetherin/BST2 (bone marrow stromal antigen 2) (Neil et al., 2008; Van 

Damme et al., 2008) et T‘IM α Tripartite motif-containing protein 5) (Stremlau et al., 2004). Ces 

facteurs de restriction ont tendance à exercer leur activité en dehors de voies cellulaires alors que 

e tai s i hi iteu s agisse t pa  l i te diai e de oies de sig alisatio . 

 

1.3.1.1 – SAMHD1 

 

SAMHD1 est un facteur de restriction dans les cellules myéloïdes de type macrophages et cellules 

dendritiques mais également dans les lymphocytes CD4+ quiescents (Baldauf et al., 2012; Descours 

et al., 2012; Laguette et al., 2011). A l i sta  des aut es fa teu s de est i tio  ui i le t di e te e t 

des composés viraux, SAMHD1 a une activité antivirale indirecte en régulant la réserve de 

nucléotides au sein des cellules. En réduisant la concentration intracellulaire de nucléotides, 

SAMHD  est espo sa le de l i hi itio  de la t a s iptio  i e se. La p ot i e Vpx, contrecarre 

l a ti it  de SAMHD  e  i te agissa t a e  l adaptateu  DCAF  DDB -Cul4A- associated factor-1) 

permettant ainsi la formation du complexe E3-ubiquitine ligase composé de DCAF1, DDB1 (Damage-

specific DNA binding protein 1), Cul4 (cullin 4), RBX (Ring box protein). Cette interaction entraîne la 

prise en charge de la protéine SAMHD1 par la machinerie ubiquitine protéasome ayant pour 

conséquence sa dégradation (Hrecka et al., 2011; Laguette et al., 2011) (Figure 9). 
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1.3.1.2 – APOBEC3G 

 

APOBEC3G possède une activité cytidine désaminase lui conférant sa capacité à inhiber le virus. 

L a ti it  a ti i ale est possi le lo s ue la p ot i e est i o po e da s la pa ti ule g â e à so  

interaction avec la nucléocapside et les ARN viraux. Comme pour SAMHD1, APOBEC3G est capable 

d i hi e  l tape de t a s iptio  i e se lo s de la s th se de l ADN. La p ot i e pe et la 

d sa i atio  de la d o tidi e e  d o u a ile au i eau de l A‘N du i us (Mangeat et al., 2003). 

Pa  o s ue t, la p ot i e est espo sa le de l appa itio  d u  g a d o e de utatio s G => 

A , pou a t attei d e jus u à % des tidines de la matrice virale et conduisant à une réplication 

i ale d fe tueuse. Il a t  d o t  ue d aut es e es de la fa ille APOBEC  so t apa les 

d i hi e  la pli atio  i ale. La p ot i e i ale espo sa le de li ite  l a tio  de la p ot i e 

APOBEC3G est Vif (Sheehy et al., 2002). De la même manière que Vpx contrecarre SAMHD1, la 

protéine Vif est capable de recruter un adaptateur CBFβ (core binding factor b) entraînant 

l asso iatio  a e  u  o ple e E  u i uiti e ligase o pos  de Cul  ulli  , ‘BX, ELOB elo gi  B  

et ELOC (elongin C). APOBEC3G est alors poly-ubiquitinylée et dégradée par le protéasome 26S. 

 

1.3.1.3 – BST2/tetherin 

 

Contrairement aux 2 facteurs précédents, tetherin/BST2 est présente au site de bourgeonnement du 

virus et maintient physiquement les particules virales néo formées à la surface des cellules. Une fois 

ue les i io s so t ete us à la e a e, l h poth se est u ils so t -internalisés grâce à des 

a is es d e do tose pou  t e e o s, pa  l i te diai e de o pa ti e ts e doso au , 

vers leur dégradation (Neil et al., 2008; Van Damme et al., 2008). L e p ession de BST2 dans les 

ellules est odul e pa  la p se e de l IFN. Afi  de o tou e  l a ti it  a ti i ale de 

BST2/tetherin, le virus possède le gène codant la protéine Vpu. Cette protéine virale est capable de 

modifier la localisation intracellulaire de BST2. En effet, BST2 exerce un cycle régulier entre la 

membrane, le réseau trans-golgi et les endosomes, jus u à la voie de dégradation lysosomale. Vpu 

bloque le recyclage de BST2 des endosomes vers la membrane plasmique entraînant une forte 

diminution de la présence de la protéine à la membrane plasmique (Dubé et al., 2011). 

 

1.3.1.4 – TRIM5α 

 

T‘IM α i le u e aut e tape de la ultipli atio  i ale, la d apsidatio , ap s la fusio  de 

l e eloppe i ale et de la e a e plas i ue. T‘IM α se ait e  effet apa le de fa o ise  la  
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Figure 9 : Les principaux facteurs inhibiteurs du VIH et les étapes du cycle de réplication ciblées. 

Adaptée de (Azevedo-Pereira et al., 2015). Pour une inhibition efficace de la réplication virale, la 

cellule possède des protéines apa les d’i te f e  a e  diff e tes tapes du le de pli atio  du 
virus. CH25H et SERINC3/5 sont capables de limiter la fusion des particules virales avec la membrane 

plas i ue. TRIM α, SAMHD , APOBEC G et M B o t t e espo sa les de l’i hi itio  d’ tapes 
p o es du le, o e la d apsidatio , la t a s iptio  i e se et l’i po t u l ai e. E fi , 
tetherin/BST2 est capable d’i hi e  le ou geo e e t des i us afi  de di i ue  la diss i atio  
i ale da s l’o ga is e. 

  



 55 

déstabilisation/dégradation de la capside de manière prématurée juste avant la transcription inverse 

en interagissant avec ces sous-unités (Stremlau et al., 2006). T‘IM α est p se t da s le toplas e 

de la majorité des cellules de primates et son oligomérisation est essentielle à son activité inhibitrice 

du i us. L e eptio  de T‘IM α est u il est pas d g ad  pa  u e p ot i e au iliai e du i us et le 

mécanisme exact par lequel il exerce son activité antivirale reste encore trouble. De la même 

a i e ue BST , la p ot i e T‘IM α peut t e i duite pa  l INF. 

E  plus de es fa teu s de est i tio  o t e a s pa  des p ot i es au iliai es, d aut es p ot i es 

peuvent inhiber la multiplication (Figure 9). 

 

1.3.1.5 – Les autres inhibiteurs du VIH 

 

Il e iste de o eu  fa teu s ellulai es pe etta t l i hi itio  du i us et il est p o a le ue 

certaines protéines bloquant la réplication virale ne soient pas encore identifiées. Une protéine 

i po ta te pou  la gulatio  de l i fe tio  i ale est le epteu  CD , a  sa p se e à la 

membrane des cellules peut entraîner un phénomène de surinfection. En effet, sa présence permet 

la liaison des particules virales aux cellules cibles mais entrainerait également la liaison immédiate 

des particules virales en bourgeonnement, bloquant ainsi la dissémination du virus (Bour et al., 

1999). Pour cela, le virus exprime 2 protéines, Vpu et Nef, permettant de réguler négativement le 

t afi  du epteu  CD  sulta t e  u e aisse d e p essio  de e de ie  à la e a e plas i ue 

et aboutissant à sa dégradation. 

L i fe tio  i ale i duits la s th se de l IFN et Schoggins et ses collaborateurs ont décrit que 

e tai es p ot i es i duites pa  l IFN so t apa les d i hi e  la pli atio  de diff e ts i us et 

notamment du VIH  (Schoggins et al., 2011). Cette app o he ai si ue d aut es tudes o t is e  

ide e les p ot i es M  o i us esista e . Plus pa ti uli e e t, l e p essio  de la p ot i e 

MxB entraîne une inhibition de la multiplication virale. Des recherches ont montré  que MxB était 

apa le d i te agi  a e  la apside i ale et do  ue so  a ti it  a ti i ale i lait des événements 

après la libération de la capside dans le cytoplasme (Goujon et al., 2013; Kane et al., 2013). Une autre 

p ot i e i duite pa  l IFN est CH H holest ol -hydroxylase). Cette protéine semble capable de 

bloquer la fusio  e t e la e a e plas i ue et l e eloppe (Liu et al., 2013) en modifiant la 

composition des lipides de la membrane ce qui a pour conséquence de modifier sa topologie et sa 

permissivité.  

Récemment, 2 nouvelles protéines, SERINC3 et 5 ont été décrites (Rosa et al., 2015; Usami et al., 

2015). Ces protéines sont incorporées dans les particules virales et gênent la fusion de ces dernières 

avec la membrane cellulaire. Cependant, selon Rosa et ses collaborateurs, les effets de ces protéines  
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sur le VIH ne sembleraient pas se limiter à empêcher la fusion mais affecteraient probablement 

certaines étapes précoces. Ces protéines sont contrecarrées par Nef, ce qui réduirait leur expression 

à la surface des cellules. 

Il e iste de o euses p ot i es, i duites pa  l IFN ou o , ui so t apa les d i hi e  la pli atio  

virale dans certai es ellules. Cette i hi itio  est pas totale i suffisa te pou  li i e  le i us de 

manière définitive et au u e p ot i e i ale a t  d di e, lo s de l olutio  o o ita te du i us 

et de l ho e, à l i hi itio  de leurs effets antiviraux. Malgré cela, leurs effets sont notables pour 

li ite  la p opagatio  i ale da s l o ga is e de l hôte. 

1.3.2 – Les facteurs facilitateurs ou cofacteurs du virus 

 

Pour maintenir cet équilibre, la survie du virus dépend de l a tio  de cofacteurs de la réplication 

virale pour contre balancer les actions des facteurs inhibiteurs. Ces cofacteurs représentent 

aujou d hui une nouvelle stratégie d app o he de synthèse de molécules antirétrovirales. Cibler des 

éléments viraux a entraîné l e ge e de variants résistants, favorisé par les mutations et 

l adaptatio  virale. 

 

Les p i ipau  ofa teu s ide tifi s so t les p ot i es esse tielles à l a o plisse e t du le de 

pli atio  i al. E  e ui o e e l e t e du i us, o  et ou e les p ot i es CD , CC‘  et CXC‘  

citées précédemment. Elles sont indispensables à la reconnaissance, la liaison et la fusion des virus 

avec la membrane cellulaire. Pour atteindre le noyau, le virus se déplace grâce au cytosquelette et 

ses diff e ts o posa ts. A l heu e a tuelle, au u  pa te ai e sp ifi ue a t  is e  ide e 

pour expliquer cette liaison et ce déplacement à travers le réseau cellulaire. Une fois le PIC dans le 

o au, u  aut e fa teu  ellulai e LEDGF/p  a pe ett e l i t g atio  de l ADN i al au sei  du 

génome de la cellule (Michel et al., 2009). Des études in vitro ont montré que non seulement 

LEDGF/p  fa o isait l i t g atio  da s des gio s t a s iptio elle e t a ti es ais aussi 

aug e tait l affi it  de l i t g ase pou  l ADN (McNeely et al., 2011). L ADN intégré peut alors être 

transcrit par la machinerie cellulaire liée à la Pol II. Tous les facteurs généraux de transcription 

nécessaires à la synthèse des transcrits viraux peuvent être décrits comme des cofacteurs de 

l i fe tio  i ale. Deu  o ple es semblent jouer un rôle plus important, TFIIH qui fait partie du 

complexe de la Pol II et P-TEFb. Ils poss de t des e z es i dispe sa les à l i itiatio  et à 

l lo gatio  de la t a s iptio . U e fois les t a s its s th tis s, ils so t t a spo t s e  deho s du 

noyau pour être traduits. Cette étape est favorisée par la protéine virale Rev qui est repsonsable de 

l e po t des t a s its e s la a hi e ie de t adu tio . La p ot i e DDX , h li ase de l A‘N 

d pe da te de l ATP, a été décrite comme nécessaire à l a ti ité de Rev pour le transport des 
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Figure 10 : Rôle potentiel des hélicases cellulaires lors de la multiplication du VIH. Adaptée de 

(Lorgeoux et al., 2012). Les hélicases sont impliquées dans tous les mécanismes cellulaires mettant en 

jeu de l’ADN et de l’ARN. Ci-dessus sont représentés le rôle des hélicases dans le cycle de réplication 

du VIH. Les tapes i l es so t la t a s iptio  i e se, l’i t g atio , la t a s iptio  du g o e i al, 
l’e po t des t a s its i au  da s le toplas e ai si ue l’asse lage des suppo ts g tiques du 

virus à la membrane cellulaire. Certaines permettent l’a o plisse e t de es tapes alo s ue 
d’aut es so t espo sa les de leu  i hi itio . 

  



 59 

transcrits via des pores nucléaires (Yedavalli et al., 2004). Une autre protéine indispensable à 

l a ti it  de ‘e  est la p ot i e C‘M  h o oso al ai te a e , ou e po ti e , ui pe et 

l e po t des t a s its iraux. Une fois les protéines virales produites, elles sont transportées à 

travers la cellule, par des éléments du cytosquelette, jus u à la e a e afi  d  t e asse l es. 

Cette tape d asse lage est fa ilit e pa  l i te a tio  du p u seu  Gag a e  des éléments 

ellulai es et i au  ai si ue pa  l i lusio  de p ot i es d e eloppe au sein de la membrane 

plasmique de la cellule. La membrane et ses constituants pourraient être considérés comme 

cofacteurs du virus étant donné leur implication dans la formation des particules virales. 

Il e iste do  u e ala e e t e l a ti it  des ofa teu s ui est oppos e à elle des fa teu s 

i hi iteu s de l i fe tio  i ale. 

 

1.3.2 – Les hélicases dans le cycle de réplication viral 

Les hélicases sont des éléments esse tiels pou  tous les p o essus iologi ues i pli ua t de l A‘N et 

de l ADN la t a s iptio , la t adu tio , la e o i aiso , la pa atio  de l ADN,… . Elles so t 

espo sa les de l h d ol se de u l otides t i-phosphate et utilise t l e gie de l ATP (adénosine 

triphosphate) pour modifier la structure des acides nucléiques. Cette énergie permet de catalyser 

l ou e tu e et le d oule e t de l ADN ou de l A‘N selon la spécificité des hélicases. Il existe 

plusieu s fa illes d h li ase hez les eu a otes, ui so t a a t is es pa  les otifs u elles 

poss de t et l ho ologie e t e leu s s ue es. Le g o e hu ai  ode e i o   h li ases 

diff e tes /  pou  l A‘N et /  pou  l ADN . Leu s p op i t s e z ati ues so t d fi ies pa  leu  

o ie tatio   -  ou  - , leu  p o essi it  et leu  tau  de t a slo atio  apa it  à h d ol se  les 

nucléotides sur un même brin) et le o e d oligo e fo a t l e z e a ti e. De a i e 

surprenante, le virus ne code pas de telles protéines alors que le cycle de réplication contient 

plusieu s tapes i pli ua t des p o essus de odifi atio  de l A‘N et de l ADN. Da s ette 

perspective, il apparaît que les hélicases doivent être détournées par le virus ou alors constituer des 

éléments limitant la multiplication virale (Figure 10). 

La première étape du cycle viral faisant appel à des hélicases est la transcription inverse. Ce 

processus est la cible de 2 hélicases, RHA (RNA helicase A) et Mov10 (Moloney leukemia virus 10 

homolog). RHA est liée à Gag et encapsidée dans les particules virales libérées dans le cytoplasme 

des cellules infectées (Roy et al., 2006). ‘HA aug e te l effi a it  de l tape de t a s iptio  i e se 

en facilitant l h idatio  de l A‘N de t a sfe t L s  ui se t d a o e à la ‘T. E  o t epa tie, 

l h li ase Mo  i hi e la t a s iptio  i e se pa  u  a is e e ore indéterminé. Plusieurs  
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hypothèses ont été soumises, selon lesquelles Mov10 met en défaut les étapes tardives de la 

transcription inverse mais plusieurs étapes semblent être affectées par Mov10 (Burdick et al., 2010). 

Le ôle des h li ases a pas t  p ise e t ide tifi  lo s de l tape d i t g atio  du VIH. Pa  

e e ple, l h li ase DDX A a t  ide tifi e en lien a e  le PIC ais est aussi apa le d i te agi  a e  

C‘M  ui fa o ise l e po t u l ai e des A‘N  e s la a hi e ie de t adu tio . E  2008, un crible 

de p ot i es pa te ai es de l i t g ase d u  t o i us u i  à is e  ide e de o euses 

hélicases et il est fo t p o a le ue les h li ases it es joue t u  ôle da s l i t g atio  (Studamire 

and Goff, 2008). Co e a t l i t g atio  du VIH, u  ôle i di e t des h li ases peut t e suppos  

g â e au  a is es de pa atio  de l ADN. E  effet, les fo es on-i t g es de l ADN i al 

peuvent être catalysées par la voie NHEJ (non-homologous DNA end joining). La diminution de 

l e p essio  de l h li ase e t ale de ette oie, Ku70/80, di i ue l i t g atio  du VIH da s u e 

lignée lymphocytaire. En 2011, une étude su  l i pli atio  des p ot i es des diff e tes oies de 

pa atio  de l ADN dans l i t g atio  du VIH a is e  ide e des h li ases des oies BE‘ Base 

excision repair),ERCC6, et NER (nucleotide excision repair), XPB et XPD, comme requises pour la 

réplication virale (Espeseth et al., 2011). 

Durant la transcription et la réplication, les hélicases permette t l ou e tu e de l ADN. Dans le 

o te te de l i fe tio  pa  le VIH, de ultiples h li ases so t i pli u es. Il a t  d it ue les 

hélicases WRN (Werner syndrome) et RHA favorisent la t a s iptio . L h li ase W‘N est capable de 

d lie  des st u tu es d ADN o ple e pou a t lo ue  la p og essio  des fou hes de pli atio . 

Cette hélicase peut interagir avec Tat, augmenter le recrutement au niveau du LTR de facteurs de 

transcription tels que p300/CBP et favorise la transactivation (Sharma et al., 2007). Il a été démontré 

ue l h li ase ‘HA est apa le d i te agi  a e  la st u tu e TA‘ fa o isa t la s th se de t a s its 

viraux (Fujii et al., 2001), mais aussi a e  l h li ase W‘N, aug e ta t so  a ti it  e o u l ase 

(Friedemann et al., 2005). Ces hélicases agissent en synergie pour augmenter la transcription basale 

et Tat-dépendante à partir du LTR. 

Les transcrits sont ensuite pris en charge pa  la p ot i e i ale ‘e  ui pa  l i te diai e de sa 

liaison avec CRM1 peut exporter les ARN partiellement et non épissés jus u à la a hi e ie de 

traduction. Deux hélicases peuvent favoriser cette étape, DDX3 et DDX1. DDX3 agit comme un 

effe teu  de la oie d e po t u l ai e di e pa  C‘M . E  effet, l e p essio  d u  do i a t 

gatif ou l e ti tio  de l e p essio  de DDX3 réduit la réplication virale (Ishaq et al., 2008). Quant à 

DDX , elle fa o ise l oligo isatio  de ‘e  au i eau de la s ue e ‘‘E, o ditio  i dispe sa le à 

l e po t des A‘N. Ces  h li ases agisse t de a i e s ue tielle, DDX  e  e uta t de  
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nombreuses copies de Rev exposant leu  s ue e d e po t u l ai e et DDX  e  fa o isa t la oie 

de t a spo t jus u au toplas e. 

Certains transcrits exportés dans le cytoplasme, liés de manière non covalente par une séquence 

p se te su  les l e ts o  oda ts e  , so t di e te e t t a spo t s jus u au site 

d asse lage des pa ti ules i ales. Les de i es h li ases joua t u  ôle da s le le i al so t 

DDX24 et DHX30 (DEAH-box helicase 30). Il semblerait que DDX24 puissent interagir avec Rev et 

modeler la structure des ARN afin qu ils soie t e apsid s. A o t a io, la su e p essio  de DHX  

i hi e l e apsidatio  des A‘N i au  (Zhou et al., 2008b). L h poth se est ue et effet se ait li  à 

son implication dans le phénomène de dégradation des ARN viraux dépendant de ZAP (zinc-finger 

antiviral protein) (Ye et al., 2010). 

 

Les hélicases sont des acteurs majeurs dans le cycle de réplication viral, impliquant une multitude de 

mécanismes cellulaires. Contrai e e t à e ue l o  pou ait oi e, les h li ases e so t pas toutes 

des fa teu s fa ilitateu s de l i fe tio , elles peuvent aussi inhiber la multiplication du virus. 

Un acteur dans le cycle de réplication a attiré notre attention, le complexe TFIIH. Ce complexe 

possède deux rôles, il est i dispe sa le à l i itiatio  de la t a s iptio  et permet la réparation de 

l ADN ap s e tai s t pes de l sio s. Un de ses composants, l h li ase XPB (Xeroderma 

Pigmentosum groupe B) a tour à tour était décrite comme un inhibiteur et u  ofa teu  de l i fe tio  

par le VIH. 
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Figure 11 : Co positio  du o ple e TFIIH hez l’Ho e. Adapt e de (Compe and Egly, 2012). 

TFIIH est un complexe, composé de 10 sous unités, divisé en 3 parties. La partie CAK comprend 

l’a ti it  atal ti ue ki ase, la pa tie Co e o p e d l’h li ase XPB i pli u e da s l’ou e tu e de 
l’ADN ai si ue les p ot i es gulat i es des a ti it s h li ases du o ple e et e fi  l’h li ase XPD, 
de polarité inverse à XPB. 
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2 – Le complexe TFIIH et son hélicase XPB 

L a ti atio  des g es ellulai es oda t est d pe da te pou  la ajo it  du g o e de la 

t a s iptio  pa  l A‘N Pol II, de fa teu s de t a s iptio , et de p ot i es pe etta t le e odelage 

de la chromatine ; tous ces éléments travaille t de o e t pou  pe ett e l e p essio  o pl te des 

gènes afin de synthétiser des p ot i es. Il a i e ue e tai s e e ts ette t e  p il l i t g it  

du g o e ellulai e et pa  o s ue t l effi a it  de la transcription peut être affectée. De ce fait il 

existe des mécanismes capables de réparer le génome. Ces réparations limitent l i pa t de es 

l sio s su  l ADN pote tiell e t aus es pa  des age ts g oto i ues, des UV (Ultra-violet) ou des 

composés chimiques. Les lésions induites par ces agents et réparées par le complexe TFIIH sont des 

photo-produits de pyrimidines associés sous formes de dimères de cytosines ou de thymines, créant 

des sappa ie e ts de l ADN pou a t t e t s olu i eu . 

2.1 – Le complexe TFIIH chez l’Homme 

Le complexe TFIIH est donc impliqué dans des événements cellulaires fondamentaux permettant la 

multiplication et la survie des cellules. Il a été identifié et caractérisé comme jouant un rôle à la fois 

dans la transcription et la pa atio  de l ADN ia ses a ti it s h li ases et ATPases (Schaeffer et al., 

1993). 

Le complexe est divisé en trois parties (Figure 11) et possède des activités enzymatiques 

i t i s ues: le Co e ui o tie t l h li ase XPB et i  p ot i es gulat i es essai es au  

activités catalytiques du complexe. Le CAK (Cdk-activating kinase) est un complexe tripartite 

o pos  de CDK , la li e H et MAT  M age à t ois . E fi  l h li ase XPD Xe ode a 

Pigmentosum groupe D) sert de lien entre le Core et la partie CAK du complexe. Le complexe CAK 

peut être retrouvé seul, associé uniquement à XPD ou alors comme partie de TFIIH. Les trois sous-

u it s po teuses de l a ti it  atal ti ue so t les plus importantes du complexe. En effet, grâce à ces 

a ti it s, TFIIH est espo sa le de l happe e t du p o oteu  lo s de la t a s iptio  pa  l A‘N Pol 

II (Dvir et al., 1997; Moreland et al., 1999), est impliquée dans la voie NER (Weber et al., 1990; 

Weeda et al., 1991) et dans la régulation du cycle cellulaire. Enfin TFIIH est capable de phosphoryler 

le CTD de l A‘N Pol II (Lu et al., 1992) et ela o t ôle l i itiatio  de la t a s iptio  (Serizawa et al., 

1993). Dans les années 90, ces découvertes ont permis de mettre en évidence une connexion 

pote tielle e t e la t a s iptio , la pa atio  de l ADN et le le ellulai e. 
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2.1.1 – Composition de TFIIH 

 

Il est composé de 10 protéines distinctes, ayant chacune une activité spécifique, assemblées afin de 

former une architecture complexe (Luo et al., 2015). Le complexe et toutes les protéines qui le 

compose possèdent leurs homologues chez la levure et les protéines homologues partagent 

certaines fonctions. 

 

2.1.1.1 – Les protéines du Core 

 

La plus grosse protéine du Core est la protéine XPB dont le rôle sera détaillé plus loin. La protéine 

p52 est liée directement à la protéine XPB et semble jouer un rôle important dans sa localisation au 

sein du complexe ainsi que dans la régulation de son activité. En effet, la déstabilisation de cette 

interaction réduit fortement l a ti it  de la protéine ainsi que la transcription. La protéine p8 semble 

également permett e u e t a s iptio  opti ale e  gula t l a ti it  ATPase de la p ot i e XPB. La 

p ot i e p  i te agit a e  des fa teu s de t a s iptio  ou de la oie NE‘ selo  l i pli atio  de 

TFIIH da s u e oie ou l aut e ais a également un rôle dans la structure du complexe. La protéine 

p  i te agit a e  XPD et p . So  i te a tio  a e  XPD pe et de gule  l a ti it  h li ase de ette 

dernière car la rupture de cette liaison entraîne u e di i utio  i po ta te de l a ti it  de la 

protéine. L ho ologue de p  hez la le u e poss de u e a ti it  E  u i uiti e ligase ui a pou  

l i sta t pas t  a a t is e pou  so  ho ologue hu ai . E fi  la p ot i e p , fo te e t li e à 

p44 jouerait un rôle dans la stabilité de la structure du complexe. 

 

2.1.1.2 – La protéine XPD 

 

XPD est u e h li ase de pola it   –  d pe da te de l ATP. Elle peut t e asso i e seule au 

complexe CAK ou alors fait la liaison entre le Core et la partie CAK de TFIIH. Son activité hélicase et sa 

présence au sein de TFIIH sont indispensables à la pa atio  de l ADN pa  la oie NE‘ alo s ue des 

utatio s a olissa t so t a ti it s e z ati ues affe te t ue t s fai le e t la t a s iptio  

(Tirode et al., 1999). La délétion totale du gène est létale chez les souris, de même que la délétion de 

l homologue chez la levure. Les mutations qui se situent dans les domaines catalytiques et dans le 

domaine d i te a tio  a e  so  a ti ateu  p , so t do  à l o igi e de aladies g ti ues a es 

asso i es à des d fauts de pa atio  de l ADN ou de transcription : Xeroderma Pigmentosum (XP), la 

Trichothiodystrophie (TTD) mais aussi le syndrome de Cockayne (CS) (Johnson and Squires, 1992). 
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Figure 12 : Représentation schématique du gène de la protéine XPB humaine et ses différents 

domaines. Adaptée de (Oksenych et al., 2009). Le gène codant XPB est localisé sur le chromosome 2 

hez l’Ho e. La p ot i e ui e  d oule est u  pol peptide de  a ides a i s de poids 
moléculaires 89kDa. La protéine possède sept motifs hélicases regroupés en deux domaines 

pe etta t à la p ot i e d’e tou e  l’ADN. T ois aut es do ai es o t t  identifiés, DRD (DNA 

damage recognition domain),  ThM (thumb) et le motif RED (R210-E211-D-212). Ces domaines sont 

indispensables à la fonction hélicase et ATPase de la protéine. 
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2.1.1.3 – Le complexe CAK 

 
Ce complexe est composé de trois sous unités qui peu e t s asse le  de a i e i d pe da te de 

TFIIH. La sous-u it  po ta t l a ti it  atal ti ue du o ple e est la p ot i e CDK . Cette p ot i e 

kinase possède différents domaines : pou  la liaiso  de l ATP, u e ou le T ui o tie t les sidus 

phosphorylés, sérines et thréonines, nécessaires à son activation et enfin un domaine catalytique. 

Co t ai e e t au  aut es ki ases d pe da tes des li es, CDK  a pas esoi  ue les sidus de 

sa boucle T soient phosphorylés pour être fonctionnelle. En effet, son association avec la cycline H et 

MAT1 est suffisante pour que CDK7 soit complètement active. La cycline H sert de régulateur de 

l a ti it  de CDK  au sei  de e o ple e te ai e. La p ot ine MAT1 quant à elle permet la cohésion 

physique entre les membres de ce complexe et outrepasse la nécessité de phosphorylation de la 

boucle T de CDK7 pour que le complexe exerce son activité enzymatique. Il a été montré que le rôle 

de CDK7 dans la transcription générale était peut-être surestimé car dans des souris invalidées pour 

ce gène, seul un certain nombre de gènes sont affectés et le niveau de phosphorylation de la Ser 5 du 

CTD est pas affe t  (Ganuza et al., 2012). Il est possi le ue d aut es ki ases o pe se t ette 

absence car le CTD est la cible de nombreuses protéines ayant cette fonction. Ce rôle ambigüe de 

CDK7 semble être maintenant résolu car des expériences de génomiques ont mis en évidence que 

des inhibiteurs de cette protéine affectent le niveau de transcrits matures (Kelso et al., 2014). Un 

se o d g oupe a o t  u u  i hi iteu  sp ifi ue, le TH) , duit le i eau de phospho latio  de 

la Ser 5 et entraîne une réduction générale de la p se e de l A‘N Pol II su  les p o oteu s 

(Kwiatkowski et al., 2014). La protéine CDK7 est bien nécessaire à la transcription. 

CDK7 est aussi responsable de la phosphorylation de facteu s de t a s iptio s aut es ue l A‘N Pol 

II, comme TFIIE et certains récepteurs nucléaires (Chen, 2000; Ohkuma and Roeder, 1994; Rochette-

Egly et al., 1997). Cette régulation par CDK7 peut moduler leurs fonctions et leurs intéractions. 

 

2.1.1.4 – La protéine XPB 

  

XPB est u e h li ase à ADN de pola it  i e se pa  appo t à elle de XPD,  – , d pe da te de 

l ATP. Elle o tie t de o eu  do ai es (Figure 12), sept motifs hélicases regroupés dans deux 

domaines hélicases (HD), un domaine de reconnaissance des lésions (DRD), un domaine de liaison à 

l ADN et u  site de liaiso  de l ATP situ s dans HD1. La protéine XPB contient également dans sa 

séquence des motifs putatifs de localisation nucléaire qui avec son domai e d i te a tio  à l ADN 

so t i dispe sa les à l a ti it  de la p ot i e. Des utatio s da s le do ai e ATPase e t a e t 

l i possi ilit  d h d ol se  l ATP ais aussi u e pe te de la fo tio  h li ase, délétère pour les 

ellules. D aut es utatio s et otamment dans son domaine de reconnaissance des lésions, ont  
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Figure 13 : Fi atio  de la p ot i e XPB su  l’ADN et a tivatio  de so  a tivit  h li ase ATP-

dépendante (Oksenych et al., 2009). La e o aissa e de l’ADN pa  la protéine induit une rotation 

de cette dernière autour du double brin. La disposition de la protéine entraîne la mise en place des 

diff e ts otifs afi  u’ils puisse t t e da s la eilleu e a hite tu e pou  u e a ti it  atal ti ue 
efficace. 
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permis de mettre en évidence son rôle dans les maladies génétiques citées précédemment pour la 

protéine XPD (Weeda et al., 1990). La solutio  de la st u tu e istallog aphi ue d u  ho ologue 

% d ho ologie da s le do ai e e t al  de la p ot i e XPB hez u e archae (Fan et al., 2006) a 

apporté de nouvelles caractéristiques de la protéine dans les mécanismes de transcription et de 

réparation. Les différences dans les extrémités C et N-te i ale de la p ot i e, e t e l archae et 

l Ho e,  peu e t s e pli ue  pa  la o ple it  et les diff e es u il e iste pou  les p o essus de 

réparation et de transcription entre les procaryotes et les eucaryotes. Trois domaines de la protéine 

XPB ont été identifiés chez cet homologue, un domaine DRD impliqué dans la reconnaissance du site 

de d pa t de l a ti it  atal ti ue lors du processus de pa atio  de l ADN. Le otif ‘ED p se t 

da s u e ou le elia t les do ai es h li ases de la p ot i e est i po ta t pou  l a ti it  h li ase et 

l ou e tu e de l ADN. E fi , u  do ai e ThM pe et de lie  l ADN sa s e o aissa e sp ifi ue de 

séquence. Cette capacité est nécessaire pour les changements de conformation induits par les 

domaines hélicases autour du site où la fonction est requise. RED et ThM sont nécessaires pour 

l a age de TFIIH au site e do ag  su  l ADN et sti ule l a ti it  ATPase du o ple e. 

Le domaine DRD est impliqué dans la re o aissa e de l ADN Figu e ) et induit une rotation du 

domaine hélicase 2 (HD2) pe etta t à la p ot i e d e eloppe  l ADN. Da s e s h a, le otif 

RED est positionné au niveau du site actif de la fonction hélicase mais également ancré au niveau de 

l ADN. Le do ai e ThM est alo s li  à u  i  d ADN e  fa e du otif ‘ED, l ATP est h d ol s  et 

l ADN ai si ou e t. Récemment il a été montré que la protéine XPB pourrait avoir une action de 

translocation lors de la transcription (He et al., 2013; He et al., 2016) et que cette fonction pourrait 

t e essai e à l a o plisse e t de ce processus. Cette activité de translocase dédiée à XPB a 

également était décrit chez la levure comme ayant une polarité inverse à celle de sa fonction hélicase 

(Fishburn et al., 2015). 

 

En résumé, la protéine XPB a une fonction hélicase dépendante de l ATP qui est impliquée, au sein du 

complexe TFIIH dans deux mécanismes majeurs, la transcription et la réparatio  de l ADN. 

 

2.2 – Rôle de TFIIH dans la cellule 

 

TFIIH est présent dans le noyau, composé de tous ses éléments. Les différentes protéines qui 

forment sa structure et plus particulièrement les hélicases XPB et XPD possèdent des séquences 

pe etta t d a e  le o ple e su  l ADN afi  d  joue  leu  ôle, est à di e l ou e tu e de dou le 

i  d ADN. Cette liaiso  à l ADN pe et au o ple e d i te e i  da s la t a s iptio  mais aussi 

da s la pa atio  de l ADN. 
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Figure 14 : Mécanisme de transcription asale pa  l’ARN Pol II. Adaptée de (Compe and Egly, 2012). 

L’ADN est p i  pa  diff e ts fa teu s, o ple e p esseu  et o pa tio  st u tu ale de la 
chromatine, avant que la transcription ait lieu. Le recrutement du complexe médiateur et des co-

activateurs va lever cette inhibition et ainsi les GFTs vont être séquentiellement recrutés. A ce stade, 

les a ues i hi it i es de la h o ati e o t t e o pe s es pa  l’appa itio  de a ues 
activatrices. Le dernier GTFs recrutés est TFIIH afin de phosphoryler le CTD de la Pol II sur un des 

résidus sérine. La Pol II p og esse le lo g de l’ADN et les fa teu s de t a s iptio  o e e t à t e 
li , o  se situe alo s da s l’ tape d’ happe e t du p o oteur. 
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2.2.1 – TFIIH dans la transcription 

 

Initialement TFIIH a été identifié comme étant un acteur essentiel de la transcription réalisée par 

l A‘N Pol II (Conaway and Conaway, 1989; Gerard et al., 1991). La transcription par la Pol II est 

préposée pour les gènes codants des protéines, les petits ARN nucléaires ainsi que pour les micro 

ARN. Plus récemment, TFIIH a été décrit comme impliqué dans la transcription des ARN ribosomaux 

accomplit par la Pol I (Iben et al., 2002) mais aussi dans les transcriptions effectuées par la Pol III 

(Barski, 2010; Oler, 2010). 

A a t la t a s iptio , l ADN est pas u atte da t ue les o ple es ie e t se fi e  et e ta e t 

la transcription. Le promoteur est maintenu sous forme latente ou éteint par la compaction 

structurale de la chromatine et par des protéines, associées en complexe de répression. Ces 

complexes se retrouvent au niveau des nucléosomes et permettent via des modifications post-

traductionnelles sur les histones d i hi e  l e p essio  des g es. Une des marques de répression les  

plus courantes est la tri- th latio  de la l si e  de l histone 3 (Figure 14). Le recrutement du 

complexe médiateur et de co-activateurs va entraîner la dégradation du complexe de répression par 

la voie ubiquitine-protéasome. En parallèle, des modifications post-traductionnelles activatrices vont 

apparaître, o e les a t latio s de l histo e  et . 

Lors de ce processus (Figure 14), les GTFs sont recrutés de manière consécutive au niveau du 

promoteur avec la Pol II afin de former le complexe de pré-initiation. Le complexe TFIIH est recruté 

après tous les autres GTFs. Une étude remet en cause ce modèle car elle montre que les complexes 

TFIIE et TFIIH peuvent être présent au niveau de complexe de pré-initiation (He et al., 2016). Le 

complexe médiateur est responsable via sa cycline CDK8 de la régulation de TFIIH (Akoulitchev et al., 

2000) mais favorise son positionnement au sein du complexe de pré-initiation. A cet instant, la 

p e i e a ti it  du o ple e essai e est l a ti ité d h d ol se de l ATP, exercée par la protéine 

XPB. So  a ti it  est e uise pou  l ou e tu e de l ADN (Holstege et al., 1996) ainsi que pour 

l happe e t du promoteur (Dvir, 1996; Dvir et al., 1997; Moreland et al., 1999). Dans un modèle in 

vitro, il a t  o t  ue l a ti it  ATPase de la protéine XPB est essai e à l ou e tu e de l ADN 

alors que son activité hélicase est quant à elle espo sa le de l happe e t du p o oteu  (Lin et 

al., 2005). Il a t  d it e e t hez la le u e ue TFIIH pou ait t e a se t et ue l ou e tu e 

de l ADN pou ait alo s t e alis e pa  le o ple e TFIIE (Plaschka et al., 2016). Ap s l ouverture de 

l ADN, le CTD (C-terminal domain) de l A‘N Pol II est phospho l . E  effet, la Pol II e iste sous deu  

états, un état non phosphorylé lors de son ancrage sur la double hélice et une forme hyper 

phosphorylée lo s u elle p og esse su  l ADN. Ces phosphorylations ont lieu sur son CTD où elle 

possède 52 répétitions (YSPTSPS) qui peuvent être phosphorylés en trois positions différentes, 2,  
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5 et 7. Ces phospho latio s so t espo sa les de l olutio  de la pol ase le lo g du i  d ADN 

à transcrire. La protéine CDK7 du complexe TFIIH phosphoryle le CTD de la Pol II en position 5 et 7 ce 

qui initie la transcription. Une fois que la Pol II a progressé jus u au site + 0 après le site de départ, 

elle s a te e ui pe et le e ute e t du complexe de coiffe et sa ise e  pla e su  l A‘N 

messager.  

La gulatio  de l a ti it  atal ti ue de TFIIH est i po ta te pou  l a o plisse e t d u  p o essus 

complet de transcription. Plus précisément, les membres du complexe CAK, MAT1 et cycline H 

peuvent régule  l a ti it  atal ti ue de TFIIH lo s de l i itiatio  (Rossignol et al., 1997). En effet, la 

délétion de MAT1 réduit la phosphorylation en position 5 du CTD de la Pol II et la phosphorylation de  

la li e H p i e l a ti it  du o ple e CAK. Ap s la pause, les o ple es essaires à 

l lo gatio  so t e ut s et pe ette t ai si de finaliser le processus de transcription. TFIIH 

i te ie t de a i e i di e te da s le p o essus d lo gatio  a  il est ela gu  au ou s de la 

progression de la Pol II. Cette libération de TFIIH permet au complexe P-TEFb de phosphoryler la 

positio   du CTD de la Pol II et ai si i itie  l lo gatio  de la t a s iptio . Le CTD de la Pol II su it 

u e gulatio  e t e e t fi e a  d aut es a teu s ellulai es de t pe ki ase CDK , CDK , E‘K  

et phosphatase so t apa les d i te e i  da s le statut de phospho latio  de la Pol II et do  de 

réguler la processivité de la Pol II. Tous ces contrôles permettent de former une chronologie précise 

dans la mise en place de la transcription. 

Outre son rôle dans la transcription basale et celle médiée par la protéine Tat du VIH, il a été décrit 

que TFIIH jouait u  ôle i po ta t da s la gulatio  d a ti ateu s t a s iptio els tels ue la 

p ot i e VP  du i us de l he p s, la p ot i e EBNA  du i us Epstein-Barr mais aussi de la protéine 

HB  du i us de l h patite B (Xiao et al., 1994) (Tong et al., 1995) (Qadri et al., 1996). 

 

2.2.2 – TFIIH dans la réparation de l’ADN 

 

La pa atio  de l ADN est u  a is e essai e au ai tie  de l i t g it  du g o e et à la 

s th se effi a e des p ot i es pe etta t l a o plisse e t des diff e tes fo tio s ellulai es et 

la survie des cellules. Il existe de nombreuses voies de réparation qui sont caractéristiques du type de 

odifi atio s de l ADN. La oie NE‘ est apa le de pa e  des l sio s ui o t o e pa ti ula it  

commune une distorsion de la double hélice. Ces modifications de la structure de la double hélice, 

adduit d ADN olu i eu  tels ue les photoproduits 6-4 et les dimères de thymines,  mettent en 

péril la progression des polymérases pendant la réplication et la transcription car TFIIH intervient 

entre autre dans la réparatio  de l ADN de g es t a s iptio elle e t a tifs. La pa atio  pa   
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Figure 15 : Mécanisme GGR de réparation de lésions causés par des agents exogènes. Adaptée de 

(Compe and Egly, 2012). Après les modifications subies, les mécanismes de reconnaissance qui 

scannent en permanence le génome vont venir se lier à proximité de la modification. XPC-RAD23b 

et/ou UV-DDB reconnaissent la liaison et entraînent le recrutement de TFIIH au site de la lésion. Les 

a ti it s e z ati ues du o ple e o t pe ett e l’ou e tu e et le d oule e t de l’ADN de 
manière ATP-d pe da te, sous le o t ôle d’aut es sous u it s du o ple e. XPA et RPA so t alo s 
recrutées sur le brin lésé ce qui permet la libération du CAK. Le relargage de CAK est nécessaire au 

recrutement des endonucléases XPF et XPG et à la libération de XPC-RAD23b. TFIIH est éjecté du site 

de l sio  et les e do u l ases oupe t le i  à es e t it s ’ et ’. Les fa teu s essai es à la 
réplication et à la pol isatio  du ou eau i  so t alo s e ut s. L’ tape fi ale est le 
e ute e t de la ligase, ui a e o stitue  le dou le i  d’ADN, et des histo es ui o t efo e  le 

nucléosome. 
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excision de nucléotides intervient donc dans la cellule lorsque l ADN est l s  pa  des l e ts 

extérieurs tels que les UV ou des composés chimiques (génotoxique) et notamment ceux utiliser 

durant le traitement de cancers (Nouspikel, 2009). Ces composés entraînent des modifications de 

st u tu e de l ADN et do  e s st e permet de corriger les lésions déformantes du génome 

di es de p i idi es ou de th i es , li ita t ai si l appa itio  de utatio s d l t es et 

diminuant le is ue d appa itio  de a e s et le ieillisse e t prématuré. L ADN ellulai e est 

également la cible de modifications liées à des éléments endogènes comme les espèces réactives de 

l o g e ais aussi pa  l i sta ilit  p op e à la ol ule d ADN. 

La voie NER est communément divisée en deux mécanismes et le complexe TFIIH participe à ces deux 

processus de réparation. Ces mécanismes correspondent à la réparation globale du génome (GGR),  

appelé Global Genomic – NER, permet la réparation entière du génome et notamment des parties 

non transcrites et la réparation couplée à la transcription (TCR), appelée Transcription coupled – 

NER, corrigent les lésions bloquant la progression de la Pol II (Bohr et al., 1985; Mellon et al., 1987). 

 

2.2.2.1 – La réparation globale du génome 

 

La voie GGR peut éliminer toutes les lésions, causées par des composants exogènes et endogènes, 

entraînant des modifications volu i euses de l ADN et plus pa ti uli e e t su  les pa ties o  

codantes du génome. Les protéines impliquées dans cette voie de réparation sont maintenues à un 

i eau d e p essio  t s fai le de a i e asale et so t e p i es ap s a ti atio  des sig aux 

ellulai es. Le ôle p i ipal de TFIIH da s la oie NE‘ est d ou i  l ADN autou  de la l sio , fa o ise  

l e isio  du i  l s  et pe ett e so  e pla e e t pa  u  ou eau f ag e t d ADN. 

La GGR peut être séparée en deux parties, la reconnaissance et le recrutement des facteurs 

nécessaires à la réparation puis la modification et la réparation du brin (Figure 15 . Tout d a o d, la 

p e i e tape de toutes oies de pa atio  de l ADN est la e o aissa e de la l sio . Cette 

reconnaissance est médiée par la protéine Xeroderma pigmentosum groupe C (XPC) qui va modifier 

la structure de la double hélice ce qui permet la reconnaissance et le recrutement des autres 

intervenants (Sugasawa, 2001). XPC est associée à la protéine RAD23b (Masutani et al., 1994) et il a 

été décrit que son homologue chez la levure a pour fonction de stabiliser XPC sur le brin endommagé 

(Ng et al., 2003).  Une fois XPC au niveau de la structure à remplacer, le complexe TFIIH est recruté. 

Ce e ute e t se fait g â e à l i te a tio  e t e XPC et deu  sous-unités de TFIIH, p62 et XPB 

(Bernardes de Jesus et al., 2008). TFIIH a pe ett e d ou i  l ADN et de le d oule  au i eau du 

site de la lésion. Cette ouverture est réalisée par deux activités enzymatiques du complexe. La 

p e i e a ti it  essai e est l a ti it  ATPase de la p ot i e XPB. E  effet, XPB a fa o ise  la  



 78 

  



 79 

liaison du complexe TFIIH à la chromatine endommagée grâce à un changement de conformation qui 

va mettre face à face les domaines RED et ThM (identique au processus décrit pour la transcription) 

faisa t suite à l h d ol se de l ATP (Coin et al., 2007). Cette étape est régulée par deux sous-unités du 

complexe, p52 et p8 ainsi que par XPC. p8  est un acteur majeur de la régulation de la fonction de la 

protéine XPB dans la répa atio  de l ADN a  il sti ule l a ti it  ATPase e t a a t la fo atio  d u  

o ple e effi a e pou  la pa atio . La gulatio  de l h d ol se de l ATP est esse tielle a  est 

l e gie essai e à l a ti it  sui a te. Effectivement, la seconde activité enzymatique 

i dispe sa le à l ou e tu e de l ADN est l a ti it  h li ase de la p ot i e XPD. Il a t  o t  ue 

l a ti it  h li ase de la p ot i e XPB pou ait i te e i  da s la oie NE‘ ais e  a se e de l a ti it  

hélicase de la protéine XPD, régul e pa  la p ot i e p , l ou e tu e de l ADN est fo te e t 

restreinte (Coin et al., 1998; Tirode et al., 1999). Il a été suggéré que la protéine XPD pouvait 

gale e t se i  de ifi atio  de la l sio  de l ADN et ainsi participer indirectement à la 

e o aissa e des do ages de l ADN. E suite, les p ot i es Xe ode a pig e tosu  g oupe A 

(XPA) et la protéine de réplication A (RPA) sont recrutées sur le simple brin ouvert. XPA va permettre 

de ai te i  et d la gi  l ou e tu e de l ADN à p o i it  de la l sio  ais gale e t de li e  le 

complexe CAK de TFIIH qui ne semble pas jouer de rôle majeur dans ce processus. Les endonucléases 

Xeroderma pigmentosum groupe G (XPG) et Xeroderma pigmentosum groupe F (XPF) se positionnent 

e   et  du i  (Evans et al., 1997). XPC est libéré et le Core de TFIIH et XPA sont à leur tour 

relargués du site de lésion. Une incision pa  XPF e   du i  a e t a e  le recrutement de PCNA 

(Proliferating Cell Nuclear Antigen), RCF (Replication Factor C) et d une ADN polymérase. 

Si ulta e t, XPG a lui aussi oupe  le i  d ADN l s  pou  li i e  u  oligo u l otide d u e 

taille comprise entre 20 et 30 nucléotides, portant la lésion initiale, libérant simultanément XPG, XPF 

et RPA. La polymérase, en collaboration avec RCF et PCNA, va alors synthétiser le nouveau brin 

d ADN ui se a e suite li  au double brin par une ligase. A la fin du processus, le double brin sera 

ensuite modifié afin de retrouver sa place au sein de la double hélice compactée par les 

nucléosomes. 

TFIIH joue un rôle extrêmement important car les activités enzymatiques de ses sous-unités 

accompagnées des protéines gulat i es pa ti ipe t à la e o aissa e de la l sio  et à l ou e tu e 

de l ADN à pa e . L a t utal du p o essus et l i possi ilit  de pa er certaines lésions sur 

l ADN so t espo sa les de d fauts i e sibles au sein du génome. 
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2.2.2.2 – La réparation couplée à la transcription 

 

La TCR est un mécanisme qui varie légérement de celui décrit pour la réparation globale. La 

différence majeure est que ce processus de réparation intervient uniquement sur des i s d ADN 

exprimant des gènes codants, toujours lésés par les éléments impliquant la voie NER. 

La reconnaissance est la première chose qui différe entre les deux voies car pour la TCR, elle se fait 

g â e à l a t de la pol ase e  phase d lo gation. Les protéines impliquées dans cette 

reconnaissance ont été identifées car des malades, porteurs de syndrome de Cockayne, étaient 

incapables de réparer les lésions sur les gènes en transcription, causées par des UV (van Hoffen et al., 

1993). Deu  p ot i es o t alo s t  ide tifi es o e i dispe sa le pou  l asse lage du complexe 

de réparation associé à la Pol II, une E3 ubiquitine ligase CS groupe A (CSA) et une ATPase 

dépendante de l ADN, CS groupe B (CSB) capable via son activité de modifications de la structure de  

la chromatine (Fousteri et al., 2006; Lainé and Egly, 2006). D aut es pa te ai es fu e t ide tifi s au 

i eau de la Pol II et de CSA/CSB, u e p ot i e i te agissa t a e  la Pol II e  phase d lo gatio  et 

qui stabilise CSB, UV-sensitive syndrome protein A (UVSSA). CSA est responsable du recrutement de 

XPA i di g p otei   XAB  ui pe et le e ute e t de XPA et l asse lage du o ple e de 

réparation. A la suite de cette étape, le processus de réparation rejoint celui de GGR avec le 

e ute e t de TFIIH et l ou e tu e de l ADN d it da s la pa tie p de te . 

 

2.2.3 – Conséquences de la dualité transcription/réparation de TFIIH 

 

Ce complexe est impliqué dans deux mécanismes esentiels pour le maintien de la survie cellulaire. En 

effet, le rôle majeur que joue le o ple e TFIIH da s les tapes p o es de la pa atio  de l ADN et 

la transcription, fait de ce dernier un élément qui doit être maintenu dans son intégrité structurale et 

génomique. 

On peut supposer que des mutations affectant des composants du complexe TFIIH puissent modifier 

son assemblage, sa structure mais également les fonctions auxquelles ils participent. Effectivement, 

des mutations dans certaines sous-u it s so t à l o igi e de aladies autoso i ues essi es telles 

que CS, XP et TTD. Les acteurs de TFIIH touchés par ces mutations sont les protéines XPB, XPD et p8. 

Pour la protéine XPB, on retrouve parmi ces syndromes 3 mutants alors que pour la protéine XPD, 

plus de 20 mutants sont référencés, laissant supposer le rôle essentiel de la protéine XPB. 

La maladie appelée XP est provoquée par des mutations sur les gènes codants les protéines XPB et 

XPD. Elle est caractérisée par un ensemble de symptômes provoquant une pigmentation anormale et 

l ass he e t de la peau après une exposition au soleil et surtout un risque, pouvant augmenter  
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d u  fa teu  , de d eloppe  des a e s de la peau (Cleaver, 2005). Dans certains cas, XP peut 

également être associé à un syndrome CS entraînant alors des retards mentaux et des malformations 

occulaires et squelettiques (Nance and Berry, 1992). Cette maladie est également liée à des 

mutations de XPB et XPD entraînant des défauts de réparation dans le mécanisme de TCR alors que 

XP présente des défauts de réparation au niveau du mécanisme de GGR. Enfin, TTD peut être 

associée à des mutations sur les gènes de XPB, XPD et p8. Cette maladie est caractérisée par des 

problèmes neurologiques, des retards de croissance, des problèmes de stérilité (Hashimoto and Egly, 

2009). Ces différents syndromes ont été caractérisés depuis leur découverte comme des maladies de 

la pa atio  de l ADN (Lehmann, 2003) mais des évidences laissent supposer que des défauts de 

transcription peuvent également jouer un rôle dans ces syndromes (Singh et al., 2015).  

Da s ette e lig e d id e, il est plausi le ue les e es du TFIIH soie t des a teu s p i il gi s 

pour des parasites qui ont pour but de détruire les cellules ou alors de favoriser leur fonction afin  

d aug e te  la pli atio  ellulai e essai e à leu  ultipli atio . E  effet, l i hi itio  du 

complexe TFIIH entraînerait des défauts de réparation et de transcription qui peuvent être 

irréversibles. Un exemple est le détournement des protéines p44 et XPB par le virus de la fièvre 

hémorragique de la vallée du Rift qui va relocaliser ces protéines dans des structures filamenteuses 

afi  de p e i  la fo atio  du o ple e et d i hi e  l a ti it  de la p ot i e XPD (Le May et al., 

2004). Ce détournement de TFIIH dimi ue la t a s iptio  ellulai e pe etta t au i us d happe  

au système immunitaire. Le second exemple est la dérégulation transcriptionnelle et protéique des 

p ot i es XPB et XPD pa  le i us de l h patite B et sa p ot i e HB  (Jaitovich-Groisman et al., 2001) 

afi  de d i hi e  la oie de pa atio  NE‘ pou  fa o ise  les utatio s et l appa itio  de a e s. 

 

2.2.4 – Relation connue entre XPB et le VIH 

 

La p ot i e XPB a pas de fo tio  seule e  deho s du o ple e et de so  asso iatio  a e  les 

aut es p ot i es apa les de gule  so  a ti it . Les deu  a ti it s atal ti ues u elle po te so t 

indispensables dans la réparation de l ADN et la transcription de l A‘N. Dans la voie de réparation, 

so  a ti it  ATPase est e uise alo s ue so  a ti it  h li ase est pas i dispe sa le, o t ai e e t 

à celle de la protéine XPD, mais les 2 activités de la protéine XPB sont essentielles dans la 

transcription.  

Depuis les années 2000, quelques groupes se sont intéressés au rôle de la protéine XPB lors de la 

réplication du VIH. En 2001, Zhou et ses collaborateurs ont démontré in vitro dans des cellules HeLa 

que le complexe TFIIH et plus précisément la protéine XPB tait espo sa le de l i hi itio  de 

l autophospho latio  de P-TEFb, nécessaire à la fixation du complexe Tat/P-TEFb sur TAR pour une  
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élongation efficace (Zhou et al., 2001). P-TEFb ne peut pas subir les phosphorylations qui vont activer 

les fonctions du complexe avant que le complexe TFIIH ne soit libéré, entre +30 et +50, lors de la 

t a s iptio  et du passage e t e l happe e t du p o oteu  et l lo gatio .  

En 2006, Yoder et ses collaborateurs ont à leur tour étudié le rôle de la protéine XPB dans le cycle de 

réplication du VIH (Yoder et al., 2006). Dans cette étude, les auteurs ont utilisé les fibroblastes 

exprimant la protéine XPB mutée, issues des patients portant les syndromes XP/CS et TTD (abordés 

dans la partie précédente). La réplication de pseudovirus dérivés du VIH et du Moloney Murine 

Leukemia virus (MMLV) est augmentée dans les cellules exprimant la protéine XPB mutée. Les 

pseudo i us e e t u i ue e t les tapes de la t a s iptio  i e se jus u à la t a s iptio  du 

génome viral par la machinerie cellulaire En effet, les formes circulaires 2 LTR et intégrées du virus 

sont réduites dans les cellules possédant la mutation de la protéine XPB. La conclusion de cette 

tude est ue l h li ase XPB e t a e la d g adatio  des ADN t o i au  duisa t ai si le se oi   

d ADN pou  l i t g atio  da s le g o e ellulai e. Le e g oupe a pu li  u  se o d papie  e  

2011 dans lequel ils décrivent le rôle de TFIIH comme dégradant les ADN rétroviraux lors de leurs 

i po ts u l ai es, g â e à l a ti it  de pa atio  du o plexe, définissant ainsi XPB comme un  

fa teu  i hi iteu  de l i fe tio  t o i al (Yoder et al., 2011) ais d aut es e o ou e do u l ases 

pourraient être impliquées dans ce processus (Espeseth et al., 2011). 

En parallèle de ces études, Brass et ses collaborateurs ont identifié XPB comme un facteur nécessaire 

à l i fe tio  du VIH à t a e s u  i lage pa  A‘N i te f e e lo s de l i fe tio  de ellules HeLa 

TZM-bl par un virus HIV-IIIB (Brass et al., 2008). Le virus HIV-IIIB a t  isol  pa  l uipe du D  ‘o e t 

Gallo à partir de lymphocytes T infectés, permettant à ce virus de réaliser toutes les étapes du cycle 

de réplication virale dans les HeLa TZM-bl (HeLa CD4+/CCR5). En 2011, Espeseth et ses collaborateurs 

o t gale e t is e  ide e la essit  de la p ot i e XPB da s l i fe tio  de ellules HeLa 

P4/R5 par un virus HIV HXB2 (Espeseth et al., 2011). 

Ces résultats entre le début des années 2000 et 2011 mettent en avant des recherches différentes 

avec une issue inattendue. En effet, 2 études mettent en évidence que la protéine XPB est un facteur 

i hi iteu  de l i fe tio  pa  le VIH. Ces tudes o t e t l effet de uta ts de la p ot i e XPB, do t 

la fonction de réparation est fortement diminuée, dans des cellules de patients transduites avec un 

pseudovirus. Les cellules utilisées ne sont pas des i les atu elles de l i fe tio  pa  le VIH. 

Les i les s oppose t aux résultats précédents, dans des cellules qui ne sont pas non plus des cibles 

di e tes de l i fe tio  pa  le VIH ais ui o t t  odifi es afi  de pe ett e de ultiples tou s 

d i fe tio s. Da s es i les, les i us utilis s so t pli atifs est à di e u ils peu e t a o pli  u  

cycle entier de réplication et produire de nouveaux virions qui à leur tour pourront infecter de 

nouvelles cellules. Suite à ces données de la littérature, nous nous sommes intéressés au rôle de la 

p ot i e XPB lo s de l i fe tio  pa  le VIH et pour ce faire nous avons utilisé un outil décrit en 2014. 
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Figure 16 : Représentation de la formule chimique de la spironolactone. C’est u  o pos  o ga o-

sulfuré dont la formule complète est 17-hydroxy- α-mercapto-3-oxo- α-pregn-4-ene-21-carboxylic 

a id γ-lactone acetate (C24H32O4S). 
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3 – La spironolactone, inhibiteur spécifique de la 

protéine XPB 

 

Très récemment, Alekseev et ses collaborateurs ont identifié et caractérisé un inhibiteur spécifique 

de la protéine XPB (Alekseev et al., 2014). Ce o pos  est espo sa le d u e d g adatio  apide et 

réversible de la p ot i e. L i u atio  de ellules t ait es a e  de la spironolactone (SP) et avec des 

i hi iteu s du p ot aso e e t a e u e up atio  o pl te du i eau d e p essio  de la 

protéine. Dans cette étude, la spironolactone est décrite comme un inhibiteur de la voie de 

réparation NER permettant ainsi de maximiser les effets de thérapies, par des agents génotoxiques 

ou radiothérapie, contre le cancer. 

 

3.1 – Rôle et description de la molécule 

 

La SP est un composé organo-sulfuré de la classe des stéroïdes (Figure 16 . C est u  a tago iste de 

l aldost o e, p i ipale ho o e i alo o ti oïdie e. L aldost o e a t  d ou e te e   

(Simpson et al., 1953) comme une hormone impliquée dans la régulation des échanges de sodium et 

de potassium. A partir de cette date, de nombreux stéroïdes synthétiques ont été testés  selon leur 

apa it  à lo ue  le sodiu  et o t e  les effets de l e tio  de potassium. La SP entre en 

compétition avec le récepteur des minéralocorticoïdes (MR) en se liant sur ce dernier à la place de 

l ho o e a e  plus d affi it . 

 

3.1.1 – Histoire et découverte de la spironolactone 

 

L histoi e de la SP est li e à la d ou e te et au progrès réalisé concernant les minéralocorticoïdes et 

plus pa ti uli e e t l aldost o e. Le p e ie  i e alo o ti oïde s th tis  a t  la 

déoxycorticostérone, jouant un rôle dans certain processus inflammatoire. La corticostérone est le 

précurseur de l aldost o e au i eau du ta olis e. L tude de cette molécule laisse suggérer 

que les hormones minéralocorticoïdiennes exercent une activité pro-inflammatoire alors que les 

hormones glucocorticoïdiennes ont une activité anti-inflammatoire (Selye, 1949). Malheureusement, 

le ôle da s l i fla atio  fut laissé de ôt  pou  se fo alise  su  l h pe te sio  et le ôle da s les 

échanges ioniques. La spironolactone a été décrite en 1957 comme agent permettant de contrer les 

effets de l aldost o e (KAGAWA et al., 1957). En effet, cette molécule permet de diminuer la 

concentration sodique mais aussi de modérer la rétention du potassium de manière dépendante du 

M‘. Ap s le p e ie  as d h pe aldost o is e p i ai e ou s d o e de Co , la spi o ola to e  
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Figure 17 : Rep se tatio  de la fo ule hi i ue de l’ pl o e. Composé de la classe des 

stéroïdes de formule 9,11α-Epoxy-17-hydroxy-3-oxo-17α-pregn-4-ene-7α,21-dicarboxylic acid, 

gamma-lactone, methyl ester (C24H30O6). 
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a été considérée comme le traitement le plus efficace permettant de réguler la pression sanguine et 

la kaliémie, avant l a te hi u gi ale. En effet, l h pe ladost o is e est due pour environ 30% des 

as à la p se e d u  ad o e ou d u  a i o e au niveau des glandes surrénales qui est retiré 

par opération chirurgicale afi  de ta li  l uili e ionique.  

 

3.1.2 – Rôle de la spironolactone 

 
Les effets de la spironolactone ne s appli ue t pas uniquement à la régulation du sodium rénale mais 

participe au maintien de la balance ionique dans de nombreux tissus. 

Tout au long de ces années, la SP a été utilisée dans des situations médicales variées comme les 

cirrhoses du foie, les oedè es, les d failla es a dia ues, l h pe te sio  et o e t aite e t 

hormonal grâce à son activité anti-androgénique. La p ise de SP est à l o igi e de l appa itio  de 

plusieurs métabolites dont les principaux sont la canrenone (CAN) et la 7α-thiométhyl-

spironolactone (7TS). Ces ta olites poss de t la e fo tio  d a tago iste de l aldost o e 

que la SP. Alo s ue les effets de l aldost o e so t d fi is pa  sa liaiso  au M‘ et leu  t a slo atio  

au noyau. Au contraire, SP, CAN et 7TS lors u ils so t li s au M‘ so t et ou s da s le toplas e 

(Lombès et al., 1994). La concentration plasmatique maximale de SP est retrouvée entre 2 et 4h, ce 

qui explique certainement la dégradation rapide de la protéine XPB, mais est éliminée de la 

circulation en 8h (Overdiek et al., 1985). Par contre, ses métabolites peuvent être détectés à leur 

o e t atio  a i ale i ula te jus u à h ap s l ad i ist atio  de la SP. La prise journalière de 

cette molécule entraîne une accumulation de la SP mais également de ses métabolites. En 2013, la 

spironolactone apparaît su  la liste des di a e ts esse tiels pu li e pa  l O ga isatio  Mo diale 

de la Santé. 

De faço  plus e te, le ôle de l aldost o e da s l i fla atio  a t  alu  a  la 

spironolactone et un analogue de structure, l pl o e EPL  (Figure 17), ont été décrits comme 

potentielles drogues anti-inflammatoires e  lo ua t les effets de l aldost o e (Bendtzen et al., 

2003; Chen et al., 2013). Ces deu  a tago istes de l aldost o e agisse t de a i e apide et 

s le ti e e ui li ite les effets se o dai es de es ol ules. Co e a t l pl o e, elle est 

métabolisée de manière rapide et ses métabolites sont inactifs. 

L aldost o e a gale e t t  asso i e à l aug e tatio  du is ue de aladies auto-immunes en 

induisant la polarisation Th17 des lymphocytes CD4+, suggérant de nouvelles possibilités 

th apeuti ues pou  les a tago istes de l aldost o e tels ue la SP et l EPL. Les a tago istes du M‘ 

pourraient être repositionnés dans le traitement de nombreuses situations cliniques. 
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Figure 18 : Rep se tatio  s h ati ue si plifi e de l’a tio  de l’aldost o e su  les ellules 
épithéliales. Adaptée de (Booth et al., 2002). L’aldost o e diffuse à t a e s la e a e plas i ue 
afin de se lier à son récepteur MR. Le récepteur est ensuite dimérisé et transloqué dans le noyau où il 

interagit avec des éléments régulant la transcription, les steroid response element (SRE). La protéine 

majeure régulée par ces éléments de réponse, est la protéine SGK1 qui est une kinase qui va avoir 

pour fonction de réguler les pompes à sodium, potassium ainsi que la protéine ENaC afin de maintenir 

la balance ionique dans la cellule. 
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Un nouveau rôle décrit en 2014 est que les cellules traitées par la SP sont incapables de réparer les 

lésions, de type dimères de pyrimidines, causées par les UV. Le traitement de cellules en culture avec 

la SP, diminue fortement la viabilité après des traitements aux UV ou par le cisplatine qui sont des 

agents engendrant des lésions réparées par le système NER. En effet, la spironolactone entraîne une 

dégradation protéique rapide, réversible et quasi complète de la protéine XPB. Cette dégradation ne 

semble pas affecter l i t g it  du o ple e selo  Aleksee  et ses olla o ateu s Alekseev et al., 

2014).  

 

3.1.3 – Voie de l’aldostérone 

 

L aldost o e est p oduite da s la zo e glo ul e des gla des su ales et pe et de ai te i  la 

ala e sodi ue de l o ga is e e tie  (Booth et al., 2002). Les réactions catalytiques menant à 

l aldost o e so t sti ul es pa  l a giote si e, le potassiu  ou d aut es ho o es. La s th se 

d aldost o e a a ti e  le to h o e P  ui est espo sa le de l o dation ou de la réduction de 

nombreuses protéines intracellulaires. Le cytochrome participe également à la détoxification 

cellulaire des drogues, toxines et autres composés exogènes. Enfin, il participe à la métabolisation de 

molécules faisant partie de la thérapie antirétrovirale. 

Les p i ipales i les de l aldost o e so t les ellules pith liales situées au niveau des reins, du 

colon et des glandes salivaires. Elle régule l a so ptio  ou la a so ptio  du sodiu  ai si ue la 

rétention du potassium ce qui maintient l homéostasie cellulaire. Les mécanismes de contrôle du 

transport des éléments ioniques se font via des régulations transcriptionnelles et traductionnelles de 

protéines impliquées dans ces voies (Edelman et al., 1963).  

L aldost o e agit o e u  i alo o ti oïde da s le s st e i e-angiotensine-aldostérone et 

elle en est le signal endocrine final. Le récepteur par lequel l ho o e agit est u  epteur nucléaire 

appelé nuclear receptor subfamily 3, group C, member 2 (NR3C2) ou MR (Figure 18). C est u  

récepteur avec une affinité pour les minéralocorticoïdes et les glucocorticoïdes. Dans sa 

conformation intracellulaire, il est inactif, lié à des protéines chaperonnes, et s a ti e e  i te agissa t 

avec l ho o e ui diffuse à t a e s la e a e plas i ue. L i te a tio  liga d/ epteu  e t a e 

la dimérisation du récepteur et la translocation du complexe dans le noyau qui va alors activer ou 

réprimer la transcription de gènes cellulaires. Cette activation nécessite le recrutement de co-

activateurs tels que CBP/P300, les facteurs associés (PCAF) qui sont également requis pour 

l a ti atio  asale du LT‘ du VIH. D aut es o-activateurs sont les protéines Steroid Receptor 

coactivator 1 (SRC1) qui ont une activité histone acétyltransférase pou a t fa o ise  l a s au 

promoteur. Concernant la répression génique, le MR est capable même de manière inactive de lier 

les molécules Activator protein 1 (AP-1) empêchant leur rôle de facteur de transcription.  
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Ces p ot i es so t apa les d a ti e  la t a s iptio  de o eu  g es qui participent à la 

prolifération, la différenciatio  ellulai e et l apoptose e  po se à des sti uli ia des toki es ou 

des infections virales. Les protéines activées suite à l a ti atio  du M‘ pa  l aldost o e sont 

capables de réguler les flux ioniques à la membrane des cellules. Ces protéines sont des pompes 

sodium et potassium, la chaîne sodium des cellules épithéliales (EnaC) (Masilamani et al., 1999) et la 

protéine serum and glucocorticoid-regulated kinase 1 (SGK1) (Chen et al., 1999). 

 

Il e iste deu  faço s diff e tes pou  l ho o e d i dui e la sig alisatio  suite à sa liaiso  au 

récepteur. La première est u e po se e t e e t apide, de l o d e de quelques minutes, que 

l o  appelle la po se o  g o i ue (Losel and Wehling, 2003). Cette réponse fait suite à la liaison 

de l ho o e ia u  epteu , ui est pas le epteu  M‘, se trouvant à la membrane plasmique 

et pouvant activer différentes voies de signalisation telles que la voie PI3 kinase (phosphoinositide 3-

kinase), la voie des MAP kinase (mitogen-activated protein kinase) ais aussi l AMP  ad osi e 

monophosphate cyclique) (Sheader et al., 2002). Cette voie permet de stimuler rapidement des 

transporteurs de sodium et de proton, des pompes sodium/potassium, à la membrane plasmique 

afin de réguler les échanges ioniques. 

La se o de oie de sig alisatio  de l aldost o e, qui est majoritaire, est la liaiso  de l ho o e à 

son récepteur MR à l i t ieu  de la ellule. Cette liaiso  a i dui e l a ti atio  t a s iptio elle et 

traductionnelles de protéines essentielles à la régulation minérale (kinase SGK, pompe à sodium et 

potassium) (Kolla and Litwack, 2000). 

 

3.1.3.1 – Interaction hormone/récepteur 

 
L a ti atio  des g es i dispe sa les à la gulatio  de l a tio  de l aldost o e se fait pa  

l i te diai e de la liaiso  de l ho o e à so  epteu  M‘. C est la p e i e tape de la oie 

génomique. De manière basale, le récepteur est présent dans le cytoplasme des cellules cibles sous 

forme inactive, lié à des protéines chaperonnes de type Hsp (heat shock proteins) 70 et 90. Une fois 

ue l ho o e se lie au récepteur, il  a u e di isatio  puis l e se le est t a slo u  da s le 

noyau. Il se lie alors à des éléments de réponse SRE (éléments de réponses aux stéroïdes) situés sur 

des gènes cibles au niveau de sites spé ifi ues d i itiatio  de la t a s iption. Ce mécanisme est le 

plus ou a e t utilis  pa  l ho o e ais il est possi le ue l ho o e a ti e so  epteu  

dimérisé, si celui ci est déjà fixé au i eau du g o e su  les sites d i itiatio  de la t a s iptio  des 

gènes cibles. Dans cette conformation, le récepteur est lié à des protéines qui régulent son 

activation. Le récepteur peut être lié à des co-activateurs transcriptionnels donc une fois que 

l ho o e se fi e, la t a s iptio  est a ti e. Si le récepteur interagit avec des co-répresseurs, la 
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Figure 19 : Rep se tatio  s h ati ue de la gulatio  des g es pa  l’aldost o e et so  
récepteur. Adaptée de (Booth et al., 2002). L’aldost o e agit pa  l’i te diai e de sa fi atio  au 
récepteur MR et leur interaction sur des éléments de réponse SRE. La liaison sur les éléments SRE 

pe et à la fois d’a ti e  des g es ais gale e t d’e  p i e  e tai s quand ils se fixent aux 

l e ts SRE. E  plus d’agi  e  t a s, le epteu  et so  liga d peu e t agi  e  is e  se lia t à 
d’aut es l e ts de po se ue les SRE, afi  d’a ti e  ou d’i hi e  la t a s iptio  de e tai s 
gènes. 
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fi atio  de l ho o e d pe d de l i a ti atio  de es p ot i es i hi itrices et du recrutement de co-

activateurs. Ces éléments de réponse SRE sont situés sur des gènes différents, en majorité ceux 

codant les protéines responsables de la régulation ionique et peuvent avoir différentes fonctions, 

agonistes ou antagonistes. 

 

3.1.3.2 – Mécanismes d’activation des gènes cibles de l’aldostérone 

 

Il appa a t aujou d hui ue l aldost o e a ti e auta t de g es u elle e  p i e pou  a o pli  sa 

fonction cellulaire. L ho o e u e fois li e à son récepteur va activer différents signaux situés au 

niveau du génome qui vont activer ou inhiber la transcription des gènes cibles (Figure 19). Les 

régulations se font soient directement en se liant sur les éléments SRE, soient en partenariat avec 

des éléments activateurs différents. La liaison du récepteur avec les sites négatifs SRE (nSRE) permet 

de réprimer la transcription de certains gènes (Robert-Nicoud et al., 2001). 

Le second mécanisme de stimulation transcriptionnelle correspond à une liaison indirecte du 

epteu  M‘ a e  l ADN et les l e ts de po se ui s  t ou e t. En effet, le récepteur MR est 

également capable de se lier à des protéines, qui peuvent être des facteurs de transcription, qui sont 

présentes sur des éléments de réponse différents des SRE. Cette activation en cis est aussi bien 

espo sa le de l a ti atio  ue de la p essio  de g es, o e est décrit lors de la fixation 

directe de MR sur les SRE. 

Le résultat majoritaire de ces différents mécanismes est la production des protéines ENaC et SGK1 

qui vont activer les pompes à sodium, potassium et chlorure (Wagner et al., 2001). L a so ptio  et la 

réabsorption de ces minéraux dans le milieu intracellulaire vont e t a e  u e te tio  d eau. Cette 

te tio  d eau a a oi  pou  o s ue e u e aug e tatio  du olu e sa guin, accroissant la 

pression au niveau des artères.  

 

3.1.4 – Les inhibiteurs de l’aldostérone 
 

Les a tago istes de l aldost o e o e la SP et l EPL o t t e apa le de li ite  so  effet au 

niveau cellulaire. Cette inhibition compétitive passe par une liaison au niveau des récepteurs MR où 

ha ituelle e t l ho o e se fi e. En venant se lier au récepteur MR, ces antagonistes vont limiter 

les effets transcriptionnels au niveau des éléments SRE et des protéines agissant en cis sur les autres 

éléments de réponse. 

La spironolactone a une structure proche de celle de la progestérone ce qui en fait un inhibiteur non 

sélectif du récepteur MR mais aussi un inhibiteur des récepteurs aux glucocorticoïdes, à la 

progestérone et aux androgènes (Greenblatt and Koch-Weser, 1973). L pl o e est d i e de la  
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Figure 20 : R su  des do es pha a ologi ues e t e la spi o ola to e et l’ pl o e. 
Adaptée de (Maron and Leopold, 2008). La modification chimique de la spironolactone qui a 

e ge d  l’ pl o e a odifi  des a a t isti ues de la p e i e ol ule. La sp ifi it  pou  le 
epteu  de l’aldost o e, la biodisponibilité, la demi- ie, l’effet des ta olites ou e core 

l’e tio . 
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spironolactone par des modifications chimiques faisant de cette molécule un antagoniste spécifique 

du récepteur MR (de Gasparo et al., 1987). Ces modifications chimiques ont diminué les affinités de 

cette molécule pour les récepteurs à la progestérone et aux androgènes. Mais cela a aussi modifié 

différents pa a t es o e la sp ifi it  pou  le epteu  M‘ o pa  à l aldost o e (Figure 

20). D aut es pa a t es pha a ologi ues o t t  affe t s pa  e ha ge e t de structure telle 

que la métabolisation et l e iste e de ta olites. L a se e de ta olites de l pl o e e d 

cette molécule quasiment sans effets secondaires comparés à la spironolactone (hyperkaliémie et 

gynécomastie). La biodisponibilité a également été réduite par cette modification mais le temps de 

demi-vie a lui été augmenté. 

L i flue e de la spi o ola to e su  la sig alisatio  de l aldost o e d ite jus u à p se t 

correspond à son rôle sur des cellules épithéliales de différents organes directement impliqués dans 

les régulations homéostatiques.  

 

3.1.5 – La spironolactone en dehors de la voie de l’aldostérone 
 

Ce tai es tudes so t à la ase d u e h poth se selo  la uelle la SP pou ait a oi  des effets 

indépendants de sa liaison au MR. Une étude publiée en 2006 par Sonder et ses collaborateurs, 

montre que la SP intervient dans la modulation de transcrits dans des cellules mononuclées issues du 

sang (Sønder et al., 2006a). La SP affecte environ un millier de transcrits, dont 80% sont régulés 

négativement alors que 20% voient leurs transcriptions augmentées. Dans cette étude, il apparaît 

ue les ta olites CAN et TS affe te t pas de g es et ue do  leu  a tio  se li ite ait à leu  

ôle d a tago iste de l aldost o e. 

Les principaux mécanismes cellulaires affectés par la SP indépendamment de sa liaison au MR sont 

l apoptose, la oie NF-κB et la réponse immunitaire (Sønder et al., 2006a). En effet, la SP affecte des 

gènes impliqués dans la survie cellulaire, qui sont fortement induits après 4 à 6h de traitement avec 

de fortes doses de drogues. Pa  o t e, les ta olites et l aldost o e o t au u  effet su  

l apoptose. 

Le second mécanisme affecté par la SP de manière indépendante de la liaison au récepteur est la 

voie NF-κB. La drogue régule négativement le facteur inhibiteur α de la voie, ayant pour conséquence 

u e di i utio  de l a ti it  t a s iptio elle du fa teu  NF-κB. Etant donné que de nombreux gènes 

sont sous le contrôle transcriptionnel de ce facteur, de manière indirecte tous ces gènes sont affectés 

(Sønder et al., 2006b). D aut es fa teu s de t a s iptio  so t affe t s pa  la SP, tels ue  et les 

différentes protéines CEBP (CCAAT/enhancer-binding protein), impliquées dans la réponse 

immunitaire (Sønder et al., 2006a). 
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La dernière inhibition concerne la régulation des cytokines et chimiokines ainsi que leurs récepteurs 

(Sønder et al., 2006a; Sønder et al., 2006b). Ces inhibitions affectent négativement les processus 

immunitaires et inflammatoires des cellules myéloïdes et lymphoïdes. Cela pourrait expliquer les 

rôles attribués au  a tago istes de l aldost o e da s l i fla atio . 

Certains liens entre la régulation négative des cytokines ou des chimiokines et l apoptose laisse 

penser que ces mécanismes se rejoignent pa  l i te diai e de l a tio  du TNF- (Mikkelsen et al., 

2006) et notamment dans des monocytes traités par de fortes concentrations en SP.  

 

3.1.6 – La spironolactone et les cellules cibles du VIH 
 

L aldost o e peut t e à l o igi e de d so d e i fla atoi e da s diff e ts tissus o e le œu , 

les reins et au niveau des vaisseaux drainant ces organes. L i du tio  du epteu  M‘ pa  

l aldost o e i duit u  st ess o datif, de l i fla atio  as ulai e ai si ue l e pression de 

io a ueu s de l i fla atio  (Brown, 2008). Ces actions pro-inflammatoires pourraient jouer un 

ôle da s l i suffisa e a dia ue et ale i duit pa  l aldost o e. Il a été montré que 

l h pe te sio  i duite pa  l a giote si e, ui est u  p u seu  de l aldost o e da s le s st e 

rénine-angiotensine-aldostérone, nécessite la présence de lymphocytes T (Guzik et al., 2007). Il a 

gale e t t  d it ue l i u it  adaptati e joue u  ôle da s l h pe te sio  et que durant 

l aldost o is e, excès de production d aldost o e, les cellules immunitaires sont activées (Ahokas 

et al., 2005). Du a t l i u it  adaptati e, les ellules p se tat i es d a tig es odula t les 

réponses sont les cellules dendritiques (DC). Elles possèdent à leur surface le récepteur MR et 

peuvent activer les lymphocytes T CD4 et T CD8 naïfs et les différencier en lymphocytes T 

cytotoxiques mais aussi en cellules T helper (Th). Les maladies inflammatoires et auto-immunes 

peuvent être induites par des cellules CD4+ caractérisées comme Th17 produisant une cytokine pro-

inflammatoire, l i te leuki e-17. L aldost o e peut odule  l a ti it  des DC qui vont alors activer 

les lymphocytes CD8+ et induire la polarisation Th17 des cellules CD4+, diminuant également le 

nombre de lymphocytes T régulateurs. La conséquence de cette induction est la mise en place d un 

contexte pro-inflammatoire propice aux maladies induites pa  l aldost o e (Herrada et al., 2010). La 

spironolactone peut limiter la différenciation des cellules T vers un profil pro-inflammatoire Th17 

dans les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) et dans la rate empêchant leur 

polarisation au niveau cardiaque et rénal. Cela li ite do  l h pe te sio  et les pathologies 

i fla atoi es aus es pa  l aldost o e (Amador et al., 2014). 

 

Les cellules immunitaires sont les cibles naturelles du VIH et en particulier les lymphocytes T qui 

constituent un r se oi  pou  le i us ua d il e s  ultiplie pas. La spironolactone limite les  
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cytokines pro-inflammatoires induites pa  l aldost o e et pourrait potentiellement li ite  l i fe tio  

du VIH. E  effet, l i fe tio  promeut la synthèse de ces cytokines pour attirer les cellules 

immunitaires au lieu de primo infection et pour favoriser sa réplication. Le LT‘  du VIH poss de 

dans la région U3 des éléments de régulation en réponse à la liaison de glucocorticoïdes et de 

minéralocorticoïdes (Figure 6). La spironolactone est également capable de dégrader la protéine XPB, 

indispensable à la transcription par la Pol II utilisée pour la réplication du génome viral. A la vue de 

ces différents postulats concernant la spironolactone, on peut se demander si elle ne pourrait pas 

avoir un effet anti-transcriptionnel vis à vis du VIH. 
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4 – Les molécules antirétrovirales : inhibiteurs du VIH 

 

Les inhibiteurs du VIH sont des molécules antirétrovirales qui principalement bloquent les différentes 

activités enzymatiques du virus (codées par le gène pol). Bloquer les enzymes s est a  au fil des 

années et de la mise au point de la thérapie comme le moyen le plus efficace pour limiter la 

réplication virale.  

Le t aite e t a ti t o i al a tuel est o pos  d u  asse lage de plusieurs molécules qui vont en 

combinaison les unes avec les autres pe ett e l i hi itio  de différentes étapes du cycle de 

réplication : la liaiso  a e  le epteu , la fusio , la t a s iptio  i e se, l i t g atio  et la 

maturation des virions. Il e iste si  lasses ajeu es d i hi iteu s de la ultipli atio  du VIH e  

fo tio  de l tape du le i al u elles i le t. Il e iste des i hi iteu s de l e t e et de la fusio  

virale qui ciblent le epteu , les o epteu s et les p ot i es d e eloppe du virus. Ensuite, les 

autres inhibiteurs ciblent uniquement les activités enzymatiques du virus, la transcription inverse, 

l i t g atio  et la atu atio  i ale. Afi  d ite  l appa itio  et la s le tio  de uta ts sista ts au  

différentes molécules, les patients infectés par le virus sont soumis à un traitement combinant 

plusieurs molécules. Ce traitement est appelé thérapie antirétrovirale hautement active (HAART). 

Malheu euse e t, les i us so t apa les de s adapte  à la pression de ces molécules. Cela est 

possible grâce à la transcriptase inverse qui engendre des erreurs, qui est responsable de 

recombinaison mais également à cause du nombre important de virus produits. Les mutations ainsi 

a uises so t e  g a de pa tie espo sa le de l happement du virus au traitement. Une fois le 

virus intégré, le traitement permet de maintenir une réplication faible résultant en une charge virale 

sanguine inférieure à 50 copies/mL et un nombre de lymphocytes T CD4 stabilisé à un taux proche de 

celui observé a a t l i fe tio . Les molécules limitent la formation de nouveaux virus mais ne sont 

pas capables de purger les réservoirs viraux déjà présents (Chun et al., 1997).  

 

4.1 – Les inhibiteurs de l’entrée et de la fusion virale 

 

La p e i e tape sp ifi ue du le de pli atio  est l e t e du i us. Sp ifi ue da s le se s ou 

des protéines virales vont reconnaître des récepteurs et corécepteurs à la surface des cellules. Les 

p i ipales p ot i es i pli u es da s la fusio  et l e t e virale sont du côté du virus, les protéines 

gp120 et gp41, et au niveau de la cellule, les récepteurs CD4 et corécepteurs CXCR4 et CCR5. 
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4.1.1 – Les inhibiteurs de la liaison virus cellule 
 

Les protéines gp120 sont responsables de la reconnaissance du CD4, d u  ha ge e t de 

conformation qui permet un rapprochement du corécepteur et l e positio  de la protéine gp41. La 

sous-unité gp120 peut alors se fixer au corécepteur pour un attachement optimal du virus à la 

cellule. Les inhibiteurs vont donc cibler les différentes protéines virales et cellulaires et ainsi bloquer 

et empêcher leurs interactions (Kuritzkes, 2009). Certaines de ces molécules présentent 

malheureusement des effets secondaires (Briz et al., 2006). 

 

4.1.1.1 – Inhibiteurs de la liaison virus/CD4 

 

Les premiers inhibiteurs de la liaison du virus à son récepteur ont été développés pour empêcher 

l attache du virus à la cellule. Ces inhibiteurs sont donc des formes solubles du récepteur CD4 qui 

peu e t se lie  au i us li e a a t u il e se lie aux cellules. Ces récepteurs solubles ont été 

odifi s afi  d e le e  de la p ot i e sa partie cytoplasmique et transmembranaire, tout en 

conservant les domaines de liaison à la protéine gp120. Ces molécules ont été synthétisées quelques 

années après la découverte du virus (Smith et al., 1987) mais elles s a e t peu efficaces car 

rapidement les virus développent des résistances envers ces molécules (Turner et al., 1992).  

De nouveaux inhibiteurs ont été synthétisés et ont obtenu des résultats plus p o etteu s lo s d essai 

clinique. Le composé PRO 542, synthétisé quelques années après (Allaway et al., 1995), est une 

immunoglobuline (IgG) dont les chaînes variables ont été remplacées par les domaines stables et 

solubles, D1 et D2 de la protéine CD4. Sous forme tétravalente, ce composé a été décrit comme un 

inhibiteur efficace de la liaison virus/récepteur. 

De petites molécules, e p ha t la liaiso  e t e l e eloppe du i us et le epteu , ont également 

été testées. Le composé BMS-378806 interagit avec un domaine spécifique de gp120 qui interagit 

avec le récepteur (Guo et al., 2003). Il a été décrit comme efficace contre le VIH-1 du groupe B, moins 

contre les autres sous-types et inefficace contre le VIH-2 (Lin et al., 2003).  

D aut es ol ules peu e t i hi e  les tapes i diate e t ap s ette liaiso  ais a a t la 

fusion induite par la gp41.  

 

4.1.1.2 – Inhibiteurs de la liaison aux corécepteurs 

 

Ces inhibiteurs so t apa les d e p he  le ha ge e t de o fo atio  du epteur afin de 

di i ue  l i te a tio  a e  le o epteu . Des anticorps monoclonaux peuvent se lier au récepteur 

CD4, ce qui diminue sa flexibilité et limite la liaison avec les corécepteurs (Burkly et al., 1992). Ce  
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composé appelé ibalizumab, montre des effets synergiques quand il est associé avec un inhibiteur de 

la fusion ou des anticorps dirigés contre la protéine gp120. 

Les autres molécules bloquant cette étape post-attachement sont les inhibiteurs qui se lient aux 

corécepteurs. Il existe majoritairement des récepteurs de CCR5 par rapport à CXCR4 et il a été 

identifiée u e utatio  hez e tai es pe so es ui p ot ge de l i fe tio  i ale, CCR5 – Δ32. 

Les principaux inhibiteurs de CCR5 sont des antagonistes qui occupent le récepteur viral, des 

anticorps monoclonaux ou encore des versions de CCR5 modifiés. Les molécules, qui à ce jour 

semblent être les plus efficaces sont les antagonistes de CCR5, du moins in vitro, car elles ne 

p se te t au u e odifi atio  de l e p essio  de su fa e de CC‘  et o t pas d effet ago iste. Les 

principaux composés sont le Maraviroc (Dorr et al., 2005), le Vicriviroc (Strizki et al., 2005) et ont été 

amenés en essai clinique de phase 3. 

Les inhibiteurs du corécepteur CXCR4 sont moins efficaces car la majorité des virus ont un tropisme 

pour CCR5. Les deux composés testés pour le moment sont AMD3100 (Hendrix et al., 2000) et 

AMD11070. D i po ta ts effets secondaires sont apparus, laissant supposer le rôle majeur de ce 

récepteur, particulièrement dans la régulation des cellules myéloïdes dans le sang. 

La seconde étape impliquant des protéines virales est la fusion, médiée par la sous-unité gp41 de 

l e eloppe i ale. 

 

4.1.2 – Les inhibiteurs de la fusion virale 
 

La protéine gp41 suit une dynamique conformationelle importante pour permettre la fusion du VIH 

avec la cellule cible. C est la liaiso  de la protéine gp120 au récepteur CD4 qui va ensuite entraîner la 

liaiso  au o epteu  et pe ett e le passage d u e o fo atio  o  fusog e de la gp  à u  

état qui permet ce mécanisme de fusion. Une molécule qui peut bloquer les changements de 

conformatio  de la p ot i e gp  est l E fu i tide (T-20). C est u  peptide s th ti ue ui 

o espo d à u e gio  d i te a tio  de la p ot i e gp , lo ua t les a a ge e ts e t e ses 

différents domaines (Wild et al., 1994). 

Un aut e peptide a t  d sig  de la e a i e ue l e fu i tide, le T-1249, qui possède 

également la capacité de bloquer les réarrangements de la protéine gp41 mais qui cible une autre 

gio  su  le do ai e d i t t. Comme la majorité des composés cités précédemment, des variants 

résistants sont capables de contourner les restrictions induites par les molécules ciblant cette étape. 
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Figure 21 : S h a du a is e d’a tio  des i hi iteu s u l osidi ues de la t a s iptase 
inverse du VIH. Adaptée de (Clavel  and Hance 2004). L’a alogue de u l oside peut t e i o po  à 
la pla e d’u  aut e u l oside e ui e t aî e u  a t de la s th se de l’ADN i al. La t a s iptase 
i e se est lo u e et i apa le de fi i  la s th se, il ’  a pas d’ADN i al o plet à pa ti  de la 

matrice viral ARN. 
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4.2 – Les inhibiteurs des enzymes virales 

 

La stratégie la plus utilisée pour bloquer la réplication du virus est de cibler les enzymes virales car 

leur activité est propre au VIH. Très rapidement ces molécules ont été décrites, grâce notamment à 

l tude des t o i us a i au  d ou e ts plusieu s a es aupa a a t. Il existe donc des inhibiteurs 

de la t a s iptase i e se, de l i t g ase et de la p ot ase. 

 

4.2.1 – Les inhibiteurs de la transcriptase inverse 
 

Les inhibiteurs de la transcription inverse sont divisés en deux classes distinctes, les inhibiteurs 

nucléosidiques (NRTI) et les non-nucléosidiques (NNRTI). Leu  a is e d a tio  est diff e t ais 

leur but est de bloquer la transcriptase inverse lors de la multiplication du virus. 

 

4.2.1.1 – Les inhibiteurs nucléosidiques de la transcription inverse 

 

Ces inhibiteurs sont de structures analogues avec les nucléosides présents dans la cellule et donc 

o t pou oi  e t e  e  o p titio  a e  l i o po atio  des u l otides lo s de la transcription 

inverse (Goody et al., 1991) (Figure 21). Il s agit do  d u e i hi itio  o p titi e a e  u e 

odifi atio  du su st at de l e z e. Leur différence de structure se situe da s l a se e de 

fo tio  OH e   et se a ifeste pa  l i possi ilit  de réaliser les ponts entre les nucléotides. De 

ette a i e, ap s l i se tio  d u  u l otide odifi , aucun nucléotide ne peut être incorporé 

dans la séquence, ce qui bloque la s th se de l ADN i al. Ces nucléotides ne sont pas un problème 

pour les polymérases cellulaires qui possèdent une affinité beaucoup plus faible que la transcriptase 

inverse pour ces nucléotides modifiés. De plus, les enzymes cellulaires possèdent des systèmes de 

o e tio s et odifi atio s e  as d i o po atio  de tels u l otides, o t ai e e t à l e z e 

virale, incapable de remplacer une telle incorporation. 

Il en existe de nombreux sur le marché actuel et le plus o u est l azidoth idi e (AZT) (Lyerly et 

al., 1987). Malheureusement, certains virus sont capables de contourner cette inhibition comme 

est le as pou  de nombreuses autres molécules. Une adaptation appelée discrimination, réside 

dans l a uisitio  de mutations de la transcriptase inverse (Krebs et al., 1997; Parikh et al., 2007). Ces 

mutations causent une diminution de la liaison ou u e di i utio  d affi it  pou  l i o po atio  du 

nucléoside modifié afin d utilise  o e su st at u  d so i o u l otides non modifié. Le second 

a is e de sista e au  N‘TI est appel  e isio  et fa o ise l a s de l ATP au site de 

polymérisation. Ce dernier réagit avec le nucléoside modifié et cette a tio  a li e  l a alogue de 

u l oside de la ha e d ADN i al e  s th se. 
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Figure 22 : S h a du a is e d’a tio  des i hi iteu s o -nucléosidiques de la transcriptase 

inverse du VIH. Adaptée de (Clavel  and Hance 2004). L’i hi iteu  o -nucléosidique se lie au site 

atal ti ue de l’e z e afi  de odifie  sa st u tu e et ai si i te o p e la s th se de l’ADN i al 
(vert) à partir de la matrice ARN (bleu). 
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4.2.1.2 – Les inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcription inverse 

 

Le a is e d a tio  des i hi iteu s o - u l osidi ues est diff e t de l i hi itio  o p titi e 

décrite pour les inhibiteurs nucléosidiques car ils se lient directement sur le site catalytique de 

l e z e (De Clercq, 1998) (Figure 22). Ils ont été caractérisés à la fin des années 1980 (Baba et al., 

1989) et ont montrés des effets inhibiteurs, non-compétitifs, spécifiques au VIH-1 a  ils a aie t 

aucun effet sur le VIH-2. 

Ces inhibiteurs se lient au niveau du site catalytique et bloquent les activités de la polymérase virale, 

dépe da tes de l A‘N et de l ADN. Ils sont plus spécifiques à la transcriptase inverse que les NRTI et 

p o o ue t e  g al oi s d effets se o dai es. Le mécanisme par lequel les NNRTI inhibent la 

t a s iptase i e se tait pas ie  a a t is  jus u à ce que Bec et ses collaborateurs mettent en 

ide e ue l e z e tait plus facilement accessible par les inhibiteurs sous sa forme libre. 

L i te a tio  de la t a s iptase i e se a e  u  i hi iteu  aug e te so  affi it  pou  le g o e 

viral aboutissant à u e au aise o ie tatio  de l e z e su  le g o e, l i a ti a t et l e p ha t 

d a o e  la t a s iptio  i e se. Da s le as ou l e z e se ait ien positionnée sur le génome, 

l i hi iteu  lo ue la fi atio  des u l osides (Bec et al., 2013). Les inhibiteurs les plus connus sont la 

i api e et l fa i e z.  

 

L tape sui a te faisa t appel à u e e z e i ale est l i t g atio . L i t g ase du VIH est 

encapsidée dans la particule virale et fait partie du complexe de pré-intégration qui est importé dans 

le noyau. 

 

4.2.2 – Les inhibiteurs de l’intégrase 
 

Cette tape pe et l i t g atio  du g o e i al au sei  du g o e cellulaire. Les inhibiteurs de 

l i t g ase pourraient probablement p e i  les i fe tio s i ales h o i ues. L i t g ase i ale a 

au u e e z e a alogue hez l Ho e et de e fait, ette p ot i e est u e i le de hoi  pou  des 

molécules antirétrovirales de haute spécificité avec peu de toxicité cellulaire. L i t g atio  du 

génome viral se déroule en plusieurs étapes et repose sur deux réactions endonucléasiques 

(Engelman et al., 1991). Le premier est une oupu e di u l otidi ue afi  de li e  les e t it s - 

OH de l ADN i al et la se o de est le transfert du brin pou  l i t g atio  dans le génome cellulaire. 

Les principaux i hi iteu s de l i t g ase o t u e a tio  i di e te su  l e z e car ils vont chélater les 

ions magnésium indispensables à la réaction enzymatique pe etta t la li atio  des e t it s -

OH. D aut es i hi iteu s o t t  d eloppés afin de bloquer le t a sfe t de l ADN i al e s l ADN 

cellulaire, qui est la se o de tape alis e pa  l i t g ase.  
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Figure 23 : Les antirétroviraux dans le cycle de réplication virale. Adaptée de (Peterlin and Trono, 

2003). Lo alisatio  des i hi iteu s th apeuti ues du VIH e  fo tio  des tapes du le i al u’ils 
ciblent. Les inhibiteurs de CD4, CCR5 et CXCR4 bloquent la reconnaissance du récepteur et la liaison 

au  o epteu s. L’i hi itio  de la gp  e p he la fusio  i ale. Les i hi iteu s u l osidi ues et 
non- u l osidi ues duise t la t a sfo atio  de l’ARN i al e  ADN dou le i . Les inhibiteurs de 

l’i t g ase e p he t la li atio  des e t it s ’-OH de l’ADN i al et le t a sfe t du i  da s 
l’ADN ellulai e. E fi , les i hi iteu s de la p ot ase lo ue t le li age p ot ol ti ue de gag et 
empêche la formation de la matrice et de la capside. 
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Les p e ie s i hi iteu s de l i t g ase o e ialis s date t de l a e 2007 avec la mise sur le 

marché du raltégravir sous la marque Isentress©. Ces i hi iteu s de l i t g ase so t le sultat du 

travail initié en 2000 par Hazuda et ses collaborateurs (Hazuda et al., 2000). Les inhibiteurs de 

l i t g ase o t epe da t u e li ite i po ta te du fait u ils e pe ette t pas d li i e  les ADN 

viraux circulaires (1-LTR et 2-LTR) présents dans le noyau. Ces formes sont importantes car elles 

peuvent persister dans la cellule. De plus, il a été décrit que les formes circulaires 2-LTR peuvent être 

à l o igi e de ou eau  ADN i au  apa les de s i t g e  da s le g o e ellulai e (Thierry et al., 

2015) 

 

4.2.3 – Les inhibiteurs de la protéase 
 

La protéase virale intervient dans la maturation des particules virales. Son rôle est de cliver les 

précurseurs gag-pol, qui vont fournir les éléments nécessaires à la formation de la capside et les 

enzymes nécessaires à la réplication virale. Ce processus de clivage est une étape indispensable pour 

l i fe tiosit  des i io s p oduits. Les inhibiteurs de la protéase du VIH ou peptidomimétiques, sont 

pou  la ajo it  d e t e eu  des a alogues de st u tu e du su st at atu el, la liaison peptidique 

phénylalanine-proline. Ces inhibiteurs possèdent des séquences en acides aminés modifiés non 

hydrolysables (Hostetler et al., 1994).  

En 1995, le premier inhibiteur de la protéase virale autorisé sur le marché a été le saquinavir 

(Roberts et al., 1990). Le traitement par des inhibiteurs de protéases se traduit par une diminution 

durable de l'ARN viral dans le plasma, s'accompagnant d'une augmentation du nombre de 

lymphocytes T CD4+. Il e iste u e g a de ua tit  d i hi iteu s de protéase mais tous ont une durée 

de vie relativement courte, une biodisponibilité faible et sont sensibles au cytochrome P450. Il a été 

is e  ide e ue l utilisatio  d u  ooste  tel ue le ritonavir, lui-même inhibiteur de la protéase, 

permettait de ralentir la métabolisation des autres inhibiteurs. Le traitement simultané avec ces 2 

molécules permet d aug e te  le te ps de de i-vie des molécules et par conséquent leur efficacité 

(Kempf et al., 1997). 

 

Da s la e he he d u  t aite e t a ti t o i al le plus effi a e possi le, deu  e jeu  ajeu s 

subsistent. Le premier est de continuer à inhiber les différentes étapes du cycle viral (Figure 23) mais 

sans les effets secondaires des molécules actuelles. Le second est de limiter l adaptatio  i ale qui 

constitue un frein majeur dans le développement de nouvelles stratégies et de nouvelles molécules.  

Une nouvelle stratégie pour tenter de limiter la réplication virale est de cibler une protéine, ui a 

pas d a alogue hez l Ho e, directement responsable de la multiplication virale. Cette approche  

  



 114 

  



 115 

récemment proposée consiste à cibler la transcription virale, stimulée et amplifiée par 

l i te diai e de la protéine Tat.  

 

4.3 – Les inhibiteurs de la transcription virale 

 

La t a s iptio  du VIH est t s li it e e  a se e de l a ti ateu  Tat, qui en lien avec TAR favorise la 

transcription des messagers viraux. E  o aissa t l i effi a it  de la t a s iptio  asale du 

promoteur LTR, la recherche d un i hi iteu  lo ua t la t a s iptio  du VIH s est i te sifi e. Cet 

inhibiteur pourrait maintenir de façon permanente le génome viral intégré sa s u il s e p i e. 

Plusieurs stratégies ont été étudiées : l i hi itio  de cofacteurs cellulaires impliqués dans la 

transcription, la mise en évidence de ol ules apa les de lo ue  l a tio  de Tat ou alors de 

s i is e  e t e Tat et TA‘ afi  d e p he  l lo gatio  de la t a s iptio . Ces molécules semblent 

constituer une bonne stratégie a  Tat a au u  ho ologue da s les ellules, elle est e p i e de 

manière précoce et contrôle la synthèse de toutes les autres protéines virales. Mais, étant donné 

u u  i eau siduel de t a s iptio  asale peut fai le e t a ti e  la t a s iptio  du LT‘, es 

inhibiteurs doivent da s l id al t e apa les d i hi e  la t a s iptio  jus u à « éteindre » le 

promoteur. Une latence perpétuelle du provirus serait mise en place que ce soit dans les cellules 

chroniquement ou nouvellement infectées. Les quelques différences de séquence de Tat entre les 

différents groupes du VIH-1 mais aussi avec le VIH-2 pourraient cependant constituer une limite 

importante au développement de telles molécules. Il faudrait donc bloquer sa fonction plutôt que la 

protéine elle même, ce qui est la stratégie la plus courante pour les inhibiteurs des enzymes virales. 

Cela permettrait de mettre en place une cure fonctionnelle du VIH (Mousseau et al., 2015b), 

bloquant son expression et sa réactivation à partir des réservoirs, mécanisme que les thérapies 

actuelles sont incapables de contrer. 

 

4.3.1 – Inhibition des cofacteurs de la transcription 
 
Comme le génome viral code peu de protéines, celles qui sont synthétisées sont responsables du 

détournement de nombreux facteurs cellulaires afin de permettre la réplication du virus. Ces 

cofacteurs viraux qui sont des éléments cellulaires ont été décrits comme des cibles intéressantes 

pour des ART (Stevens et al., 2006). Le partenaire transcriptionnel de Tat le plus connu est le 

complexe P-TEFb, mais étant donné son rôle dans la transcription dans la cellule, il est difficile de 

trouver un inhibiteur spécifique et non toxique qui permettrait la survie de la cellule.  

La première sous-unité du complexe ciblée par de telles molécules a été la protéine CDK9. De 

nombreux inhibiteurs ont été caractérisés comme bloquant son activité de kinase, mais notamment  
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le flavopiridol (Chao et al., 2000), des analogues de DRB, le R-roscovitine (Biglione et al., 2007). 

Malheureusement certains de ces inhibiteurs ont montré des effets secondaires sur les activités 

e z ati ues d aut es ki ases et ota e t la p ot i e CDK . 

La seconde sous-unité du complexe ciblée est la cycline T1, contre laquelle des inhibiteurs ont 

démontrés leur efficacité. Certains permettent effectivement d i hi e  la formation du complexe 

entre CDK9 et Tat (Bai et al., 2003; Hoque et al., 2005). 

La dernière stratégie pour bloquer la transcription du VIH a été de développer des inhibiteurs 

d l e ts ellulai es apa les d a ti e  la t a s iptio . Ce so t les l e ts NF-κB, CBP et Sp1. Ces 

inhibiteurs, qui peuvent être des dérivés de quinoléine, lo ue t l a ti atio  basale de la 

transcription par ces protéines cellulaires (Bedoya et al., 2010). Cependant, leur rôle dans les 

fo tio s ellulai es est t s i po ta t do  li ite l utilisatio  de es i hi iteu s e  th apie 

antivirale. 

 

 

4.3.2 – Inhibition l’interaction entre Tat/TAR 
 

L i te a tio  e t e Tat et TA‘ o stitue u e sp ifi it  de a is e e t e des o posa ts qui sont 

exclusivement viraux. Empêcher ce lien entre ces 2 protéines réduit fortement la production virale. 

Jus u i i peu d i hi iteurs spécifiques de TAR ont été testés mais le premier décrit est le WM5. Il 

lo ue sp ifi ue e t l i te a tio  Tat/TA‘ e  se lia t à TA‘ (Cecchetti et al., 2000) et inhibe la 

transcription à partir du LTR dans les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC). A partir de 

cette molécule, des dérivés ont été créés avec des activités inhibitrices contre le VIH mais avec un 

t opis e a ia le et u  a is e d a tio  e o e i o ue (Tabarrini et al., 2011). En 2011, un 

criblage de conformation de molécules se liant à TAR (Stelzer et al., 2011), a également mis en 

évidence de nouveaux inhibiteurs. 

En ce qui concerne le partenaire protéique de ce complexe, Tat, quelques petites molécules ont 

montré des effets inhibiteurs en ciblant son activité, modifiant sa conformation mais aussi en 

entraînant sa dégradation (Kalantari et al., 2009; Narayan et al., 2011). 

Ces nouvelles molécules, naturelles et synthétiques, telles que la triptolide (TPL) (Wan and Chen, 

2014) et la didéhydro-cortistatin A (dCA) (Mousseau et al., 2012) sont apparues comme de nouveaux 

inhibiteurs efficaces de la réplication du VIH dans les cellules en division mais aussi pour bloquer la 

réactivation des réservoirs (Mousseau et al., 2015a).  
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Figure 24 : Représentation de la dCA. (Mousseau et al., 2012). La dCA est u  o pos  issu d’u e 
ol ule atu elle e t p se te hez Co ti iu  si ple . C’est u  a alogue stéroïdien de formule 

chimique C30H34N2O3. 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Représentation de la TPL. (Wan and Chen, 2014). La TPL est un composé naturel issu 

d’u e pla te, T ipte giu  ilfo dii. C’est u  po de dite p oïde de fo ule hi i ue C20H24O6. 
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4.3.2.1 – La dCA 

 

La dCA est un analogue de o pos  st oïdie  atu el issu d u e po ge a i e (Figure 24). En 

2012, Mousseau et ses collaborateurs ont montré que cette molécule était apa le d i hi e  la 

transcription du VIH dépendante de Tat (Mousseau et al., 2012). Plus précisément, à une 

o e t atio  de l o d e du a o olai e, la dCA se lie spécifiquement à Tat sur son domaine de 

liaison à TAR. Cette fi atio  i hi e l i itiatio  et l longation de la transcription dépendante de Tat au 

niveau du LTR du VIH-1 et du VIH-2. Cette inhibition est décrite dans des cellules chroniquement 

infectées et de novo infectées par le virus.  

En 2012, Mousseau et ses collaborateurs ont donc décrit la dCA comme capable de relocaliser Tat en 

p iph ie du u l ole, d i hi e  plusieu s tapes de la t a s iptio  et de réduire les ARN messagers 

viraux. Ces effets sont observés pour des concentrations en dCA plus faibles que les concentrations 

des inhibiteurs déjà présents sur le marché. L i o ie t ajeu  de ette ol ule ie t du fait 

ue est u  i hi iteu  t a s iptio el d pe da t de Tat et do  elle est i apa le d i hi e  la 

transcription basale du LTR entraînant une inhibition maximale moins efficace que des inhibiteurs de 

t a s iptase i e se et d i t g ase. Par contre, la dCA entraîne une extinction plus rapide et 

irréversible du promoteur LTR. Elle inhibe la réplication virale dans des cellules primaires de patients 

à diff e ts stades d i fe tion.  

En 2015, Mousseau et ses collaborateurs ont démontré que la dCA réduisait la transcription virale 

dans différents modèles cellulaires infectés de manière latente. De plus, cette molécule inhibe 

l a ti atio  de la t a s iptio  pa  Tat et pa  o s ue t diminue fortement la réactivation virale. 

Pour la première fois, il a été montré que même lorsque la drogue est retirée, l effet persiste laissant 

supposer une action irréversible et un blocage épigénétique, une action inédite pour un inhibiteur 

transcriptionnel. La dCA est gale e t apa le d aug e te  l i hi itio  de la p odu tio  et la 

réactivation à partir de lymphocytes T CD4+ activés chez des patients soumis à un traitement ART 

(Mousseau et al., 2015a). Cette ol ule a les effets essai es afi  d e isage  u e u e 

fonctionnelle du VIH (Mousseau et al., 2015b). 

 

4.3.2.2 – La triptolide 

 

Cette molécule, extrait de la plante Tripterygium wilfordii, a été décrite en 2014 comme un inhibiteur 

de la protéine Tat (Figure 25). La TPL accélère la dégradation de la protéine Tat de manière spécifique 

(Wan and Chen, 2014) et il semblerait que la localisation nucléaire de Tat soit une condition requise. 
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De la e a i e ue la dCA, la TPL est apa le d i hi e  Tat à u e o e t atio  de l o d e du 

nanomolaire. Cette molécule est testée dans un essai clinique en phase III contre le VIH 

(NCT02219672). Cet essai sur la molécule est mené sur son effet en combinaison avec un cocktail de 

ol ules a ti t o i ales afi  d tudie  la taille du se oi  i al hez des patie ts en phase aigüe 

d i fe tio  pa  le VIH-1 traités ou non par la triptolide. 

La concentration inhibitrice 50 dans les PBMC se situe aux alentours de 1 nanomolaire alors que le 

composé présente 50% de toxicité aux alentours de 10 nanomolaires, ce qui limite ainsi son 

utilisation sous cette forme. En effet, certaines recherches sont me es afi  d o te i  des d i s de 

la TPL dont la toxicité serait diminués. 

 

De manière intéressante, la TPL a également été décrite comme capable d i hi e  l a ti it  ATPase 

dépendante de l ADN de la p ot i e XPB e  s  lia t de a i e o ale te (Titov et al., 2011). La TPL 

a aussi été caractérisée o e apa le de d g ade  l A‘N Pol II (Wang et al., 2011), ce qui induit une 

inhibition globale de la transcription. Une étude in vitro su  l ADN de ellules t ait es pa  la TPL a 

montrée que la Pol II était en phase de pause. Cette molécule semble donc inhiber l i itiatio  de la 

transcription (Chen et al., 2015). Ces effets ont été caractérisés en utilisant des concentrations en TPL 

de l o d e du i o olai e. Cette molécule a des effets inhibiteurs de la transcription, virale et 

cellulaire, à des doses différentes et en ciblant des éléments différents, Pol II ou XPB. Il faut être 

prudent car les concentrations utilisées dans les lignées cellulaires, pour observer les effets, sont 

supérieurs à la concentration présentant 50% de toxicité dans les PBMC. 

 

Les dernières molécules décrites ici ont des cibles cellulaires et/ou virales, impliquées dans la 

t a s iptio  à pa ti  du LT‘  du VIH. Les effets o se s et les sultats p o etteu s laisse t 

supposer que ces nouvelles molécules décrites depuis les années 2010 sont une nouvelle porte pour 

une extinction spécifique et permanente de la transcription virale. La réplication virale dans des 

cellules chroniquement et de novo infectées, est fortement inhibée après intégration virale. Ces 

promesses laissent espérer que ces molécules puissent aboutir à une cure fonctionnelle dans des 

cellules où les virus ne seraient plus capables de se répliquer et se multiplier. 
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OBJECTIFS 

 

 

Les cibles du VIH sont les cellules immunitaires et plus particulièrement les lymphocytes, les 

macrophages et les DC. D ap s les l e ts controversés de la littérature sur la protéine XPB (Brass 

et al., 2008; Espeseth et al., 2011; Yoder et al., 2011; Yoder et al., 2006) et les résultats obtenus au 

laboratoire nous avons décidé de nous concentrer sur le rôle de cette protéine lo s de l i fe tio  de 

lymphocytes T CD4+ par le VIH. En effet, les études précédentes ont o t es des effets d u e 

mutations de la protéine sur des virus in apa les d effe tue  les tapes ta di es du le de 

pli atio  et do  i apa les d infecter de nouvelles cellules. Des cribles par ARN interférent, bien 

u ils soie t alis s a e  des i us e ti e e t pli atifs, e o t aie t e  au u  as le i eau 

d i hi itio  de l e p essio  de la p ot i e. E fi , toutes es tudes o t t  alis es da s des 

s st es ellulai es ui e o espo de t pas au  ellules i les de l i fe tio  i ale. 

Pour cette étude nous avons utilisé la spironolactone, décrite comme molécule dégradant 

spécifiquement la protéine XPB (Alekseev et al., 2014), pour caractériser le rôle de cette protéine 

da s l i fe tio  i ale des ellules i les du i us. 

Cette étude nous a permis de caractériser pour la première fois, le rôle de la spironolactone sur la 

réplication du VIH dans les lymphocytes T CD4+. Elle ous a gale e t pe is d effleu e  quels sont 

les a is es e gag s da s ette i hi itio  et les lie s u ils e iste t e t e le t i ô e 

XPB/Tat/LTR. 

Finalement, les résultats assemblés par le laboratoire sur le rôle de la protéine XPB et la 

spironolactone lo s de l i fe tio  pa  le VIH, laissent supposer que cette molécule nécessite une 

étude plus approfondie afin de connaître plus précisément le mécanisme par lequel elle agit. La 

p ot i e XPB se le t e u  ofa teu  de l i fe tio  i ale da s les lymphocytes T CD4+ et la 

spironolactone un inhibiteur spécifique de la transcription du promoteur du VIH. Cette molécule 

ou e gale e t de ou elles pe spe ti es da s l i hi ition spécifique de la réplication virale en 

i la t u  l e t ellulai e, do  li ita t l appa itio  de a ia ts sista ts. 
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Figure 26 : Effet de la SP sur différentes lignées cellulaires. Les cellules ont été traitées pendant 48h 

avec la drogue à une concentration de 10µM. Les cellules ont ensuite été lysées et déposées sur gel 

SDS-PAGE avant transfert sur une membrane. Cette membrane a été révélée avec des anticorps 

dirigés contre les protéines XPB et GAPDH. 

 

 

 

Figure 27 : Effet de la SP sur les cellules Jurkat T. (A) Les cellules ont été traitées pendant 96h avec la 

drogue à une concentration de 10µM. Les cellules ont ensuite été lysées et déposées sur gel SDS-PAGE 

avant transfert sur une membrane. Cette membrane a été révélée avec des anticorps dirigés contre 

les protéines XPB et GAPDH. (B) Les cellules ont été traitées 24h avec la drogue à une concentration 

de 10µM puis lavées et réincubées dans un milieu neuf sans drogue pendant 48h. Les cellules ont 

ensuite été lysées et déposées sur gel SDS-PAGE avant transfert sur une membrane. Cette membrane 

a été révélée avec des anticorps dirigés contre les protéines XPB et GAPDH. 
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1 – Résultats préalables 

 

1.1 – Dégradation de la protéine XPB par la SP 

 

La SP a été décrite en 2014 comme un inhibiteur spécifique de la protéine XPB (Alekseev et al., 2014). 

Nous avons décidé de p ofite  de et outil afi  d tudie  le ôle de la p ot i e XPB da s l i fe tio  

par le VIH. Nous a o s d a o d vérifié que cette molécule était capable d i dui e la d g adatio  de la 

protéine XPB dans différents types cellulaires (Figure 26). 

Les différentes lignées et les lymphocytes T primaires sont sensibles à la spironolactone. Un 

traitement de 2 jours avec la SP est responsable d u e d g adatio  uasi-totale de la protéine dans 

ces cellules avec un effet moindre dans les cellules HeLa. 

Nous a o s oulu ous o e t e  su  l effet de la drogue dans les cellules Jurkat T car notre étude 

s i t esse au ôle de la p ot i e XPB da s les lymphocytes T et cette lignée cellulaire est le modèle 

le plus utilisé au laboratoire. 

Dans un premier temps, nous avons traité des cellules Jurkat T avec la SP sans changer le milieu 

pendant 96h (Figure 27 A). Nous observons que la drogue est efficace dès 24h de traitement avec 

u e di i utio  d e i o  % de l e p essio  de la p ot i e. Au bout de 48h de traitement avec la 

SP, l e p essio  de la p ot i e XPB est di i u e d environ 80%, de 70% au bout de 72h et enfin de 

50% après 96h. La drogue est consommée dans le milieu lo s d u  t aite e t su   jou s et 

l e p essio  de la p ot i e XPB aug e te chaque jour. 

Dans un second temps, nous avons traité les cellules Jurkat T avec la SP pendant 24h puis nous avons 

lavé les cellules et remis en culture dans un milieu neuf sans SP (Figure 27 B). Nous o se o s u au 

out de h de t aite e t, la di i utio  de l e p essio  de la p ot i e est d e i o  %, sultats 

confirmant ceux de la Figure 27 A. h ap s le la age, l e p essio  de la p ot i e est multipliée par 2 

pour retour quasi normal 48h après avoir retiré la drogue du milieu. 

 

Pour nos expériences, nous avons donc décidé de d i u e  les ellules pe da t une durée maximum 

de h, e ui ous assu e u e di i utio  de l e p essio  de la p ot i e XPB d au moins 70%.  

Nous avons ensuite vérifié que la dégradation de la protéine XPB était liée au protéasome dans les 

cellules Jurkat T, en utilisant un inhibiteur du protéasome 26S, le MG 132. 
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Figure 28 : La dégradation de la protéine XPB est liée au protéasome. Les cellules Jurkat T sont 

traitées pendant 3h avec la SP avant que le MG132 soit ajouté à une concentration de 10µM pendant 

2h. Les cellules ont ensuite été lysées et déposées sur gel SDS-PAGE avant transfert sur une 

membrane. Cette membrane a été révélée avec des anticorps dirigés contre les protéines XPB et 

GAPDH. 

 

  

 

Figure 29 : Effet de la SP sur les cellules transduites avec le pseudovirus HIV-CMV-GFP. (A) Les 

cellules HeLa ont été transduites par le pseudovirus et incubées avec la drogue, ou le contrôle, 

pendant 48h à 37°C. (B) Les cellules HEK 293T ont été transduites par le pseudovirus et incubées avec 

la drogue, ou le contrôle, pendant 48h à 37°C. (C) Les cellules THP-1 ont été transduites par le 

pseudovirus et incubées avec la drogue, ou le contrôle, pendant 48h à 37°C. (D) Les cellules Jurkat T 

ont été transduites par le pseudovirus et incubées avec la drogue, ou le contrôle, pendant 48h à 37°C. 

L’a al se des sultats de transduction se fait par cytométrie en flux, en quantifiant le nombre de 

cellules GFP +. 
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O  peut o se e  ue le t aite e t des ellules Ju kat T a e  l i hi iteu  du p ot aso e pe et de 

protéger la protéine XPB de la dégradation (Figure 28). XPB est donc dégradée par la SP par la voie 

ubiquitine-protéasome. Il est fort pro a le, u e  laissa t les ellules plus lo gte ps e  p se e du 

MG , le i eau d e p essio  de la p ot i e XPB soit aug e t . 

 

1.2 – Rôle de la SP sur des cellules transduites par un 

pseudovirus HIV-CMV-GFP  

 
Afi  de oi  si l effet de la d ogue tait comparable à celui de la mutation de la protéine XPB 

concernant le pseudovirus HIV-CMV-GFP, utilisé par Yoder et ses collaborateurs, nous avons 

transduit les différents types cellulaires décrits ci-dessus avec ces virus (Figure 29). 

Les résultats montrent que la dégradation de la protéine XPB dans les cellules HeLa et HEK 293T ne 

modifie pas le niveau de transduction par le pseudovirus HIV-CMV-GFP, comparé au contrôle. 

La transduction de cellules THP-1 par le pseudovirus qui sont traitées avec la SP montre une légère 

augmentation du nombre de cellules GFP positives. Quant aux cellules Jurkat T, leur transduction par 

ce même pseudovirus et le traitement par la SP entraînent une légère augmentation du nombre de 

cellules GFP positives. Ces résultats sont en accord avec les résultats observés par Yoder et ses 

collaborateurs avec les virus HIV-CMV-GFP.  

 

1.3 – Rôle de la SP sur des cellules transduites par un 

pseudovirus HIV-LTR-Luc  

 

Après ces résultats, nous avons testé l effet de la spi o ola to e da s es es cellules mais avec 

u  i us o te a t tout le g o e i al sauf l e eloppe ui a t  e pla e pa  le g e de la 

luciférase (HIV-LTR-Luc). Ces i us so t p oduits e  ajouta t la p ot i e de l e eloppe du i us VSV 

(virus de la stomatite vésiculaire), pe etta t l i fe tio  de toutes les lignées cellulaires. 

Nous avons donc transduit des cellules HeLa, HEK 293T, Jurkat T et primaires CD4+ avec ce virus HIV-

LTR-Luc. Les résultats pour les HeLa et les HEK 293T sont résumés dans la figure suivante. Les 

résultats pour les Jurkat T et les cellules primaires T CD4+ sont représentés dans la Figure 2 Lacombe 

et al. 
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Figure 30 : Effet de la SP sur les cellules transduites avec le virus HIV-LTR-Luc. (A) Les cellules HeLa 

ont été transduites par le virus HIV-LTR-Luc et incubées avec la drogue, ou le contrôle, pendant 48h à 

37°C. (B) Les cellules HEK 293T ont été transduites par le virus HIV-LTR-Luc et incubées avec la drogue, 

ou le o t ôle, pe da t h à °C. L’a al se des sultats se fait pa  to t ie e  flu  en 

sélectionnant les cellules GFP +, transduites par le virus. L’a al se des sultats se fait pa  le tu e 
luciferase grâce au kit PROMEGA Luciferase assay, normalisée par un dosage de protéines totales. 

 

  



 131 

Les résultats montrent une légère diminution de la transduction de cellules HeLa en présence de SP 

mais aucun effet concernant les cellules HEK293T (Figure 30). Les résultats dans les Jurkat T et les 

cellules primaires T CD4+ dévoilent un effet important de la drogue vis-à-vis de la réplication virale. 

Nous avons donc décidé de nous concentrer sur les cellules lymphocytaires, cibles naturelles du 

virus, pour la suite de notre étude. 

2 – ETUDE : rôles de la SP et de la protéine XPB dans 

l’infection des lymphocytes T par le VIH 

 
 

Le VIH a pour cibles les cellules i u itai es de l hôte et ota e t les l pho tes T. Da s ette 

étude, nous avons concentré nos recherches sur les lymphocytes T CD4 +, sous forme primaire ou 

alors de lignée cellulaire. La protéine XPB a été décrite de manière controversée dans la littérature, à 

la fois o e u  fa teu  i hi iteu  ais aussi o e u  fa teu  e uis pou  l i fe tio  i ale. XPB 

fait pa tie du o ple e TFIIH, i pli u  da s la t a s iptio  et la pa atio  de l ADN. La recherche 

du ôle de la p ot i e XPB da s l i fection par le VIH nous a conduits à l utilisatio  de la SP. Nous 

avons caractérisé l effet de la SP, a tago iste de l aldost o e utilis  depuis des d e ies da s le 

t aite e t de l h pe te sio , car cette molécule permet la dégradation de la protéine XPB de 

manière rapide et réversible. Le traitement de cellules Jurkat T ou CD4 primaires par la SP entraîne 

u e d g adatio  p ot i ue de XPB ais e odifie pas sa ua tit  d A‘N  Figu e  Lacombe et al.). 

L e p essio  p ot i ue des aut es e es du o plexe est peu ou pas affectée par la SP. Le 

t aite e t des ellules pa  l EPL, e t a e pas la d g adatio  de la protéine XPB (Figure 1 Lacombe 

et al.). D aut es a teu s de la t a s iptio  o t t  test s, la p ot i e CDK  et l A‘N Pol II e oie t 

pas leur expression diminuée en présence de SP (Figure 1 Lacombe et al.). La drogue ne modifie pas 

la p olif atio  des ellules Ju kat T o pa e au DMSO ou à l EPL et la ia ilit  des ellules est pas 

affectée par la SP pour les Jurkat T et CD4 primaires (Figure 1 Lacombe et al.).  

La dégradation de la protéine XPB dans des Jurkat T transduites avec un pseudovirus HIV-1-CMV-GFP 

entraîne une légère augmentation de la production de GFP, confirmant les résultats de Yoder et ses 

collaborateurs, traduisant un rôle certain de la protéine XPB sur le promoteur CMV (Figure 2 

Lacombe et al.). Les cellules Jurkat T et CD4 primaires, si elles sont transduites avec un pseudovirus 

HIV-1-LTR-Lu  et t ait es a e  la SP, p se te t u e du tio  d u  fa teu   de l i fe tio  i ale 

(Figure 2 Lacombe et al.). Au contraire, le traitement de cellules Jurkat T transduites par HIV-1-LTR-

Lu  pa  l EPL a au u  effet su  l i fe tio  i ale. La transduction des ellules a pas d effet su  la 

dégradation de la protéine XPB en condition SP, suggérant un effet antiviral de la molécule en lien  
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avec la dégradation de XPB. Des e p ie es d i hi itio  i ale dose-dépendante ont permis de 

déterminer une IC50 de la SP de l o d e de  μM. Les expériences avec un pseudovirus HIV-2-LTR-GFP 

donne les mêmes résultats pour des Jurkat T transduites et trait es pa  la SP et l EPL Figu e S  

Lacombe et al.). 

Des expériences da s des ellules HeLa o t e t u il est essai e ue les ellules soie t t ait es 

avec une concentration plus élevée de SP pou  o te i  les es tau  d i hi itio  d i fe tio  i ale 

que ceux dans les Jurkat T. Ces expériences suggèrent une certaine spécificité de cellules et de 

concentrations de la drogue vis-à-vis du virus. Des expériences de complémentation dans ces mêmes 

cellules HeLa d o t e t u u e pa t de l i hi itio  observée est due à la protéine XPB car son 

expression exogène permet de corriger partiellement l i hi ition de l i fe tio  i ale Figu e  

Lacombe et al.). 

L i fe tio  de ellules Ju kat T pa  des i us HIV-1 et HIV-2 réplicatifs montre un effet fort de la SP sur 

la pli atio  i ale a e  u e di i utio  de l i fe tio  de l o d e d u  fa teu   (Figure 3 Lacombe et 

al.). La SP est apa le d i hi e  l i fe tio , par un virus HIV-1, de cellules Jurkat T de novo infectées 

ais gale e t l i fe tio  de ellules i fe t es depuis plusieu s jou s (Figure 3 Lacombe et al.). 

L e se le de ces résultats et le rôle de la protéine XPB dans la transcription nous ont conduits vers 

l h poth se d u  effet t a s iptionnel de la SP. Nous avons étudié l a u ulatio  des A‘N i au  

des mini-génomes, exprimant Tat ou non, transduits dans des cellules Jurkat T. Les résultats 

o t e t ue la SP est apa le d i hi e  la transduction du mini-génome qui code la protéine Tat 

mais pas celle du mini-génome qui contient la GFP sous le contrôle du LTR (Figure 4 Lacombe et al.). 

L i hi itio  de l a u ulatio  des A‘N est le sultat de l i hi itio  de la t a s iptio  des ARNm à 

partir du promoteur viral. Dans un système où le promoteur LTR est intégré dans le génome viral, la 

t a sfe tio  d u  plas ide e p i a t Tat, da s des Ju kat T, e t a e l aug e tatio  de l e p essio  

des gènes sous le contrôle du LTR en absence de SP. Quand la spironolactone est incubée avec les 

cellules transfectées, la transcription est complétement inhibée (Figure 4 Lacombe et al.). Ces 

résultats ont été confirmés dans des cellules Jurkat T avec un système exogène, dans lequel le 

p o oteu  et Tat so t t a sfe t s. La SP est apa le d i hi e  la t a s iptio  Tat dépendante à 

partir du LTR, que le promoteur soit transfecté ou intégré dans la cellule (Figure 4 Lacombe et al.).  

Des expériences de co-immunoprécipitation ont montré que la p ot i e XPB est apa le d i teragir 

a e  la p ot i e i ale Tat ais u e  p sence de SP cette interaction est perdue. La présence de SP 

e p he pas l i te a tion entre Tat et CDK9 (Figure S5 Lacombe et al.). 

Ap s a oi  d o t  ue la SP est apa le d i hi e  l i fe tio  i ale des l pho tes T, ous a o s 

d id  d o se e  les effets de la SP sur des provirus latents. Nous avons utilisé un modèle de Jurkat 

T possédant un provirus latent dans son génome. L a ti atio  du g o e i al pa  le TNF-α et la PMA 

entraîne une augmentation de la production de protéines transcrites à partir du LTR. En condition de  
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SP ette a ti atio , u elle soit alis e pa  l i te diai e du TNF-α ou de la PMA, est 

complétement inhibée (Figure 5 Lacombe et al.). Cette tude ous pe et d o ie te  le ôle de la 

p ot i e XPB da s l i fe tio  des l pho tes T pa  le VIH o e u  fa teu  essai e à la 

réplication du virus. La spironolactone apparaît donc comme un puissant inhibiteur de la 

transcription virale dépendante de Tat, dans des cellules produisant des virions mais aussi dans des 

cellules possédant des provirus latents. Cette molécule ouvre la voie pour la atio  d i hi iteu s 

i au  i la t des ofa teu s de l i fe tio  i ale da s u  s h a de u e fo tionnelle. 
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Supporting Information 

 

 

Fig. S1. Spironolactone inhibits HIV-2 replication. (A) Jurkat cells were transduced with the single 

cycle HIV-2 ROD9 (HIV-2-Rod9-VSV-G-GFP-Δenv), treated or not with SP. The results are the mean of 

three independent experiments performed in duplicate. P=0.0004. ***, P<0.001. (B) Jurkat T cells were 

transduced with the single cycle HIV-2 ROD9, treated or not with EPL. The results are the mean of three 

independent experiments performed in duplicate. P= 0.1977. ns = no statistically significant difference. 

(C) XPB protein level in Jurkat T cells transduced with the HIV-2 ROD9 and cultured with DMSO, SP or 

EPL during 48 h. The values were normalized taking as 100% the value obtained for one replicate of 

control cells treated with DMSO. Error bars represent standard error of the mean (SEM). 

 

 

 

Fig. S2. Spironolactone induces XPB degradation without affecting viability of HeLa cells. (A) 

XPB protein level in HeLa cells treated with increasing concentrations of DMSO or SP during 48 h. (B) 

Viability of HeLa cells treated with increasing concentrations of DMSO and SP for up to 3 days using the 

MTT test. 
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Figure Sup 3. Spironolactone does not induce the Tat protein degradation. XPB and Tat protein 

levels in cells cultured with DMSO or SP. HeLa cells were transfected with different amounts of a plasmid 

encoding a Tat-GFP fusion protein and cells were cultured in the presence or absence of SP. Cell extracts 

were analyzed by western blotting using the indicated antibodies. 

 

 

 

Figure Sup 4. Spironolactone does not inhibit transcription from CMV and HTLV-1 LTR 

promoters. (A) A plasmid containing an CMV-Luc, a second coding for the firefly Renilla and 100 ng of 

a plasmid coding for Tat were co-transfected in Jurkat T cells. After 24 h of plasmid expression, the cells 

were treated with DMSO or SP during 24 h. The results are the mean of three independent experiments 

performed in triplicate. P= 0.1977. ns = no statistically significant difference. (B) A plasmid containing an 

HTLV-LTR-Luc, a second coding for the firefly Renilla and 100 ng of a plasmid coding for Tat were co-

transfected in Jurkat T cells. After 24 h of plasmid expression, the cells were treated with DMSO or SP 

during 24 h. The results are the mean of three independent experiments performed in triplicate. P= 

0.1977. ns = no statistically significant difference. 
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Figure Sup 5. Spironolactone impairs Tat/XPB interaction in Jurkat T-transduced cells. Jurkat T 

cells transduced with HIV-LTR-GFP-LTR and HIV-LTR-Tat-IRES-GFP-LTR during 72 h and then 

treated with DMSO or SP for 6 h. Cell extracts were immunoprecipitated using anti-Tat antibodies. 

Immunoprecipitates (IP) and crude cell extracts were analyzed by Western blotting using the indicated 

antibodies. 
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Figure Sup 6. Spironolactone inhibits HIV reactivation from Jurkat latent T cells model. (A) Jurkat 

latent T cells (JLAT A1) were treated with PMA for 2 h following overnight culture with DMSO or SP 

(left), or DMSO or EPL (right). P= 0.005. **, P<0.01. P= 0.575, ns = no statistically significant 

difference. (B) JLAT A1 cells were treated with TNFα for 2 h following overnight treatment with DMSO 

or SP (left), or DMSO or EPL (right). P= 0.005. **, P<0.01. P= 0.522. ns = no statistically significant 

difference. In A and B, the cells were analyzed for the number of GFP + fluorescence cells by flow 

cytometry. The values were normalized taking as 100% the value obtained for one replicate of control 

cells treated with DMSO. In A and B, the results are the means of three experiments performed in 

triplicate. The values were normalized taking as 100% the value obtained for one replicate of control cells 

treated with DMSO. 

 

SI Experimental Procedures 

Purification and Activation of Primary CD4+ T lymphocytes. Peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) from the blood of anonymous donors (obtained in accordance with the ethical guidelines of the 

Institut Cochin, Paris) were isolated by Ficoll (Sigma) density-gradient separation. Primary CD4+ T cells 

were isolated by positive selection with CD4 magnetic Microbeads (Miltenyi Biotec). The primary CD4+ 

T cells were activated with Dynabead Human T-activator CD3/CD28 T cell expander (Gibco) and 

cultured in complete RPMI medium containing interleukin-2 (IL-2; 30 IU/ml; PeproTech) for 3 days 

prior to infection. 
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Cell Culture. Jurkat cells were maintained in complete RPMI medium (RPMI-1640 GlutaMAX-I; Gibco), 

10 % heat-inactivated FCS (Eurobio) and 1 % antibiotics (penicillin, streptomycin, amphotericin B; 

Gibco). HeLa cells were maintained in DMEM (Gibco) supplemented with glutamine (Gibco), 10 % heat-

inactivated FCS (Biowest) and 1 % antibiotics (as above). The latent HIV-1 promoter of JLAT A1 was 

activated by PMA (160 nM) or TNF (1 ng/ml). Spironolactone (SP; Sigma) and Eplerenone (EPL; 

Sigma) were diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma) at 5 mM and then added to the culture medium 

at 10 µM. 

Virus Production. To produce single cycle pseudo-viruses, plasmids coding for the HIV-1 Luc and for 

the vesicular stomatitis virus glycoprotein (pVSV-G) were transfected by the calcium-phosphate method 

in 293T cells. Similarly, to produce HIV-2 ROD9 the cells were transfected with pVSV-G and the plasmid 

HIV-2-VSV-G-ROD9-ΔenvΔnef-GFP. For production of HIV-1-CMV-GFP, HIV-1-LTR-GFP and 

HIV-1-LTR-Tat-GFP, cells were transfected with plasmids pVSV-G, psPAX2 (kindly provided by Dr. 

Nicolas Manel) and with one of the plasmids containing the minimal HIV-1 genomes (CMV-GFP, LTR-

GFP or LTR-Tat-IRES-GFP respectively). To produce replicative viruses HIV-1-NL4.3 and HIV-2 GL-

AN, proviral plasmids were transfected in the 293T cells. The culture supernatants were collected 48 h 

and 72 h after transfection and centrifuged at 300 x g. The viral particles were then concentrated in 4 % 

sucrose gradients (Euromedex) by ultracentrifugation at 100 000 x g for 2 h. Viruses were titrated using 

the reporter cells TZM-bl. 

Analysis of mRNA Levels by Reverse transcription and Real-Time PCR. Total RNA was extracted 

with the NucleoSpin RNAII kit (Macherey-Nagel, France). cDNA was synthesized with the Maxima first-

strand cDNA synthesis kit (Thermo Scientific, France), quantified by real-time PCR with a LightCycler 2.0 

(Roche, France) and the primers indicated in supplementary information. The Sybr green technology was 

employed for amplification of all genes in the following conditions: a first step of denaturation at 95°C for 

8 min, followed by 40 cycles of denaturation (95°C for 10 s), annealing (60°C for 10 s), and extension 

(72°C for 8 s). The second-derivative-maximum method provided by the Light Cycler® 480 SW 1.5 

quantification software was used (Roche Diagnostics).  

 

Immunoprecipation and western blot analysis and antibodies. For immunoprecipation, 3 x 106 

Jurkat cells were transduced with 6 µg of p24 of the HIV-1 derived vectors HIV-1-LTR-GFP or HIV-1-

LTR-Tat-IRES-GFP for three days. They were then treated with SP or DMSO for three hours before 

protein extraction with RIPA lysis buffer (see below). Extracts were incubated overnight with 2 µg of anti-

Tat antibody (see below) under gentle rocking at 4°C, then protein-G agarose beads (Pierce, Thermo 

Scientific) were added and incubated for four additional hours before one wash with RIPA, 300 mM NaCl 

and four with RIPA. Finally, extracts were separated and analyzed by western blot as described bellow. 

Transduced, transfected or infected cells were lysed in adequate volumes of RIPA lysis buffer containing 

150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl (pH= 7.5), 2 mM EDTA, 0.5 % NP40, 10 % glycerol and endonuclease 

(benzonase; Sigma). Protein extracts were separated by SDS-PAGE, transferred onto PVDF membranes, 

and revealed by chemiluminescence (CDPStarW, Applied Biosystems). Signals were acquired by a LAS 

4000 apparatus (Fujifilm) for further analysis using the Multigauge software (Fujifilm). The following 

antibodies were used: anti XPB (TFIIH p89 S-19; Santa Cruz Biotechnology), anti XPD (TFIIH p80 

ab54676; Abcam), anti p52 (TFIIH p52 C-19; Santa Cruz Biotech), anti CDK7 (C-4; Santa Cruz 

Biotechnology), anti CDK9 (C-20; Santa Cruz Biotechnology), anti Pol II Ser5 (Activ motif), anti 

GAPDH (6C5; Santa Cruz Biotechnology), anti Tat (02-001; Santa Cruz Biotechnology). All secondary 

antibodies are coupled with phosphatase-alkaline (Life Technologies). 
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Transfection for promoter activity. Jurkat T cells or JLTRG-R5 were transfected with DMRIE-C (Life 

Technologies) in Opti-MEM medium (Gibco). Jurkat cells (300 000) were transfected with 200 ng of 

plasmid expressing different promoters controlling the luciferase reporter gene. The pGL3 plasmid 

encodes the CMV-Luc (a kind gift of Dr. Daniel Vaiman, Institut Cochin, Paris, France). The pLTR-Luc 

plasmid (a kind gift of Dr. Stephane Emiliani, Institut Cochin, Paris, France) encodes the complete HIV-1 

long terminal repeat (LTR, nucleotides 1 to 791) driving the luciferase reporter gene. The pHTLV-Luc 

plasmid encodes the LTR promoter of HTLV-1 driving the Luciferase reporter gene (kindly provided by 

Dr. C. Pique, Institut Cochin, Paris, France). These plasmids are transfected with different concentrations 

of the HIV Tat encoding plasmid pEV280 (Obtained through the NIH AIDS Reagent Program, Division 

of AIDS, from Dr E. Verdin; catalogue number 10453). For normalization, the plasmid pTK-Renilla 

(kindly provided by Dr. C. Pique, Institut Cochin, Paris, France) was transfected in 1/10 concentration. 

After 6 h of transfection complete RPMI medium was added and the cells were incubated overnight at 

37°C. Next day, complete RPMI medium was supplemented with SP or DMSO for an additional 24 h. 

The cells were lysed in 100 µL passive lysis buffer (Promega). Dual Luciferase assay system (Promega) was 

performed for luminescence of Luciferase and Renilla. Data was analyzed with Infinite F200 PRO plate 

reader (TECAN). 

Similarly, 300 000 JLTRG-R5 cells were transfected with 100 ng of the plasmid pEV280 encoding the 

HIV-1 Tat protein. Cells were cultured as above and after SP or DMSO incubation were fixed in 4% PFA 

(Electron Microscopy Sciences) and analyzed by flow cytometry (Accuri C6; BD Biosciences). 

Oligonucleotide Sequences 

 
Genes Primers Sequences (5' - 3') 

GFP F (453) CTATATCATGGCCGACAAGC 

 

R (561) GGTGTTCTGCTGGTAGTGGT 

GFP F (344) TCGAGGGCGACACCCTG 

 

R (717) CTTGTACAGCTCGTCCATGC 

Tat F (32) GGAAGCATCCAGGAAGTCAG 

 

R (175) GAGCTCTTCGTCGCTGTCTC 

XPB F (692) CCACTTCCCGAGTGACAGAT 

 

R (1036) GTCACACCAACCAGGGACTT 

XPD F (100) TACCCCGAGCAGTTCTCCTA 

 

R (263) CTGGCACAGTTCTTGAGCAG 

Rad52 F (352) GAGTACCAGGCCATCCAGAA 

 

R (485) CCCAGCCATTGTAACCAAAC 

EEF1G F AGATGGCCCAGTTTGATGCTAA 

 

R GCTTCTCTTCCCGTGAACCCT 

HPRT F TGACACTGGCAAAACAATGCA 

 

R GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 
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Figure 31 : Effet de la SP sur la p odu tio  vi ale et l’i fe tiosit . (A) Les surnageants de cellules 

Jurkat infectées par le VIH ont été récupérés et dosés pour la production extracellulaire de p24. (B) Les 

mêmes quantités de virus, basées sur le dosage p24, sont incubées sur des cellules HeLa TZM-bl 

pe etta t d’app ie  l’i fe tiosit  des pa ti ules i ales p oduites e  esu a t l’e p essio  de la 
luciférase. Cette mesure est réalisée avec le kit PROMEGA Luciferase assay. (C) Les cellules Jurkat T 

infectées par HIV-1 NL4.3 et traitées ou non avec la SP. Après 48 h, les cellules sont lysées et déposées 

sur gel SDS-PAGE avant transfert sur une membrane. Cette membrane a été révélée avec des 

anticorps dirigés contre les protéines XPB, les protéines gag et env du VIH et GAPDH. 
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3 – Résultats complémentaires 

 
E  o pl e t des sultats e  ou s de pu li atio , ous ous so es i t ess s à l tat des 

particules virales produites par les cellules infectées avec le VIH-1 puis traitées par la SP. 

 

3.1 – Production virale en présence de SP  

 

Des cellules Jurkat T sont infectées par un virus HIV NL4.3 pendant 72h à 37°C en présence de SP ou 

du contrôle. Les surnageants sont récupérés et un dosage p24 est réalisé avec le kit INNOTEST HIV 

Antigen mAB (Fujirebio) (Figure 31). La SP est espo sa le de l i hi itio  de la p odu tio  i ale, e 

qui se traduit par moins de capside dans le surnageant des cellules infectées (Figure 31 A). Ces 

surnageants une fois dosés sont ensuite incubés sur des cellules « reportrices » HeLa TZM-bl. Ces 

cellules contiennent de manière intégrée le gène de la luciférase sous le contrôle du promoteur LTR 

 du VIH, pe etta t de esu e  l i fe tiosit  des pa ticules virales ainsi produites. En normalisant 

la quantité de particules entre les conditions SP et contrôle, on peut observer que les particules 

p oduites e  p se es de SP so t i apa les d a ti e  la p odu tio  de lu if ase à pa ti  du LT‘ 

(Figure 31 B). La SP est do  espo sa le d u e aisse de l i fe tiosit  des pa ti ules p oduites. A 

pa ti  de es sultats, plusieu s h poth ses peu e t t e sugg es. Tout d a o d, le d faut de 

t a s iptio  aus  pa  la SP e p he la s th se d A‘N i au  o plets pouvant être encapsidés. 

Ensuite, la SP empêche la transcription des protéines virales et bloque ainsi la formation de nouveaux 

virions infectieux. Enfin, en présence de SP, seules des particules immatures sont produites, ce qui 

o p o et l i fe tio  de nouvelles cellules.  

Des WB sur les cellules Jurkat T infectées par HIV-1 et traitées ou non par la drogue, montrent une 

absence de protéines virales synthétisées dans ces cellules (Figure 31 C). Cela laisse suppose  u au 

sein des cellules infectées, il y a un défaut de production de protéines virales, en accord avec notre 

h poth se d i hi itio  de la t a s iptio  du LT‘ d pe da te de la protéine Tat. 

 

Ces résultats complémentaires doivent être reproduits afi  de o fi e  les te da es u ils 

donnent. En effet, si les résultats restent dans cette ligne nous pourrons affirmer que la SP est bien 

un inhibiteur transcriptionnel du VIH. 
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Figure 32 : Effet de la SP en combinaison avec des molécules antirétrovirales. Les cellules Jurkat T 

sont transduites avec le virus HIV-LTR-Luc. Après la transduction, les cellules sont traitées avec les 

drogues séparemment ou en combinaiso  a e  la SP. La le tu e lu if ase s’effe tue h ap s 
l’i fe tio  a e  le kit PROMEGA Luciferase assay, normalisée par la lecture de la Renilla luciférase.  

 

 

 

Figure 33 : Effet de la SP sur la pla e de l’ARN Pol II su  le p o oteu  LTR du VIH. Schéma 

représentant la place des primers pour la PCR sur le promoteur LTR du VIH. Les cellules Jurkat sont 

transduites avec le mini-génome HIV exprimant Tat, puis traitées à la SP. Après 72h de transduction, 

la ChIP (préparation des cellules et immunoprécipitation) est réalisée selon le protocole décrit en 

annexe.  
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3.2 – Effet de la SP en présence de molécules antirétrovirales 

 

Des expériences préliminaires ont été réalisées en combinant la SP avec certains inhibiteurs utilisés 

en thérapie antirétrovirale.  Nous avons utilisé 2 inhibiteurs de la transcriptase inverse, un NNRTI la 

i api e et u  N‘TI l A)T, ai si u u  i hi iteu  de l i t g ase, le raltégravir. Ces molécules ont été 

utilisées seules ou en combinaison avec la SP sur des cellules Jurkat T transduites par un virus HIV-

LTR-Luc (Figure 32). 

 

Les sultats o t e t ue la SP aug e te l i hi itio  de l i fe tio  i ale lo s u elle est utilisée avec 

les drogues antirétrovirales déjà existantes. La limite de cette expérience est que le niveau 

d i hi itio  de l infection correspond à celui de la SP seule (-HAART). Il est donc difficile de conclure 

ua t à l effet s e gi ue pote tiel de la SP avec les molécules antirétrovirales. Il faudrait utiliser une 

concentration plus faible de SP  tout en maintenant les concentrations utilisées pour les molécules 

antirétrovirales. 

 

3.3 – Quelle est l’étape ciblée par la spironolactone? 

 

Pour répondre à ette uestio , ous a o s d id  de e e  des e p ie es d i u op ipitatio  

de la chromatine (ChIP). Nous avons utilisé les cellules Jurkat T et le mini-génome du VIH (Figure 33). 

Les cellules traitées par la SP semblent avoir un problème au niveau de l i itiatio  de la transcription. 

En effet, o  peut o se e  u e ua tit  d A‘N Pol II phospho l e e  positio  , fo e p se te à 

l i itiatio , e i o   fois plus i po ta te dans la condition SP par rapport à la condition contrôle. 

Ces résultats suggèrent que la Pol II, une fois phosphorylée sur la sérine 5 de son CTD, est incapable 

de s échapper du promoteur et de p og esse  e s l lo gatio . Les résultats sont négatifs pour le 

site appelé TSS probablement à cause des conditions expérimentales concernant la taille des 

fragments générés afin de réaliser cette expérience. 

 

Afin de confirmer les résultats, des expériences de ChIP sont réalisées avec un anticorps dirigé contre 

l A‘N Pol II totale. Ce o t ôle ous pe ett a de sa oi  si la ua tit  de polymérase est différente 

entre les conditions ou alors si cette interruption de la polymérase dans cette position constitue un 

arrêt de la polymérase. Ces résultats préliminaires laissent supposer que le défaut de transcription 

semble être la bonne piste co e a t l effet de la SP su  le VIH ais il este e o e uel ues tapes, 

du mécanisme exact par lequel la SP agit sur le VIH, à déterminer. 
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Figure 34 : Effet de la SP sur le promoteur LTR du virus HTLV et conséquences transcriptionnelles. 

(A) Des cellules Jurkat T sont co-transfectées avec le promoteur viral suivi du gène de la luciférase et 

un plasmide exprimant la protéine Tax. Les cellules après la transfection sont traitées par la SP ou le 

contrôle. La luciférase est analysée 48h après la transfection avec le kit PROMEGA Luciferase assay, 

normalisée par la lecture de la Renilla luciférase. (B) Des cellules C8166, lignée lymphocytaire 

transformée par le virus HTLV, exprimant uniquement les protéines régulatrices, auxiliaires et 

antisens du virus, sont traitées 48h avec la spironolactone. Les cellules ont ensuite été lysées et 

déposées sur gel SDS-PAGE avant transfert sur une membrane. Cette membrane a été révélée avec 

des anticorps dirigés contre les protéines XPB, Tax et OGA. (C) Les cellules C8166 après traitement par 

la drogue sont récupérées afin de réaliser de la RT-qPCR sur les gènes Tax ou ceux régulés 

directement par la protéine virale. 
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3.4 – Rôle de la spironolactone sur un autre rétrovirus, le 

virus HTLV 

 

Le virus HTLV-1 est un rétrovirus hu ai  à l o igi e de leu ie à ellules T hez l adulte. Son 

génome est proche de celui du VIH, il contient les 3 gènes gag-pol-env est une région pX codant pour 

les protéines auxiliaires et régulatrices. Son génome est entouré par des régions promotrices non 

oda tes appel es LT‘. E fi , sa t a s iptio  d pe d d u e p ot i e i ale appel e Ta  ui a hez e 

virus, le même effet que Tat pour le VIH. 

Nous nous sommes donc intéressés à la transcription du virus HTLV-1, qui est dépendante de la 

protéine Tax. En premier, nous avons regardé la t a sa ti atio  de so  p o oteu  LT‘ . Pour cela 

nous avons co-transfecté da s des ellules Ju kat T, le p o oteu  LT‘  du virus HTLV-1 et un 

plasmide exprimant la protéine Tax (Figure 34 A). En présence de SP, le p o oteu   du i us HTLV 

est plus a ti  pa  Ta  o pa  à la t a sfe tio  d u  e teu  o t ôle. Concernant les cellules 

C8166, lignée lymphocytaire transformée par le virus et qui contient une partie du génome viral, le 

traitement par la SP bloque la transcription du promoteur du virus ayant pour conséquence une 

di i utio  de l e p ession de la protéine Tax (Figure 34 B). Afin de contrôle  l effet de la SP, nous 

avons bien vérifié que la protéine XPB est dégradée par la drogue dans les cellules. Nous avons 

gale e t a al s  ue l e p essio  de la protéine cellulaire OGA, régulée par la protéine Tax, ne soit 

pas affectée par la drogue. L a al se des A‘N des ellules C  o t e ue le t aite e t pa  la SP 

i hi e la t a s iptio  du LT‘  du i us HTLV, avec une diminution des ARN de Tax (Figure 34 C). Les 

gènes ICAM-1 et un composant de la voie NF-κB ui so t di e te e t gul s pa  la p ot i e Ta  

sont également affectés par le traitement par la SP. 

 

Ces résultats complémentaires désignent des effets pour la SP qui nous laisse supposer que nous 

sommes sur la bonne piste concernant le mécanisme de la spironolactone. Ce dernier pourrait 

constituer un schéma s appli ua t plus généralement à la transcription des rétrovirus humains. Ces 

résultats démontrent que la SP est un inhibiteur transcriptionnel du promoteur LTR en condition 

activée par une protéine viral. 
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Ap s l e t e, la t a s iptio  i e se et l i t g atio , la t a s iptio  permet au virus de multiplier 

les protéines et les matrices d A‘N afin de former de nouvelles particules, assurant sa diffusion dans 

l o ga is e. Les résultats obtenus à partir de nos recherches au laboratoire ont montré que la 

protéine XPB joue un rôle important lors de la réplication du VIH et plus précisément est nécessaire 

dans la transcription du virus. Les différents aspects moléculaires abordés dans les résultats mettent 

en avant le travail effectué dans la compréhension du rôle de la protéine XPB dans le mécanisme de 

ultipli atio  i ale, au sei  de ellules i les de l i fe tio . Des éléments supplémentaires sont 

essai es pou  a oi  toutes les pi es du puzzle afi  d ta li  u  od le complet de l a tio  de la 

protéine XPB vis-à-vis du VIH. La seconde observation est le nouveau rôle de la spironolactone, 

comme molécule anti-VIH. L effet que nous avons observé laisse penser que cette molécule, après 

des investigations plus approfondies pou ait s a e  t s i t essa te da s l opti ue d u e u e 

fonctionnelle du virus. Quels seraient les points à éclaircir à la suite de ces recherches afin de 

compléter le projet ? 

1 – Rôle de la protéine XPB dans l’infection par le VIH 

 

Précédemment, la protéine XPB a été décrite à la fois comme un facteur inhibiteur (Yoder et al., 

2011; Yoder et al., 2006) ais aussi o e u  fa teu  e uis pou  l i fe tion virale (Brass et al., 

2008; Espeseth et al., 2011). Les résultats obtenus grâce à la spironolactone dans les cellules cibles de 

l i fe tio  révèlent le rôle de la protéine XPB comme un cofacteur du virus. Cependant, il est difficile 

dans ces mêmes cellules de mettre en évidence le rôle de la protéine XPB en utilisant des techniques 

plus o u es o e les A‘N i te f e ts ou l e p essio  de uta ts, afi  de o fi e  le ôle 

réel de cette protéine. Nous sommes convaincus que cette protéine est nécessaire à 

l a o plisse e t de la pli atio  i ale ais le mécanisme dans son ensemble reste encore à 

élucider.  

La d l tio  uasi o pl te de la p ot i e da s les ellules pa  l i te diai e de la d ogue est pas 

toxique pour les cellules. Au contraire, il nous a été impossible de diminuer l e p essio  de la 

protéine par un système d A‘N i te f e ts au même niveau que la drogue dans ces mêmes cellules. 

En effet, l utilisatio  d A‘N i te f e ts e pe et pas d o te i  des di i utio s d e p essio  de la 

protéine supérieures à 60%, o t ai e e t à l utilisatio  de la d ogue et lorsque la protéine possède 

e tau  d e p essio , les effets sur le virus sont faibles. 

Les mutants de la protéine, utilisés pour décrire le rôle inhibiteur de XPB, ont une activité fortement 

diminuée vis-à-vis de la pa atio  de l ADN (Bowden et al., 2015) laissa t suppose  u il est possible 

de subsister plusieurs années même avec une protéine peu fonctionnelle pour cette activité. De plus  
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en plus, les maladies associées aux mutations des protéines XPB et XPD, caractérisées au départ 

o e u  d faut da s la pa atio  de l ADN, montrent une implication de la transcription (Singh et 

al., 2015). Mais encore, un modèle murin possédant la protéine XPB mutée de telle manière que les 

souris expriment un phénotype XP/CS, montre que la mutation de la protéine entraîne une réduction 

significative de la quantité de TFIIH (Andressoo et al., 2009). 

De nombreuses analyses transcriptomiques ont été menées afin de comprendre les effets des 

mutants de la protéine XPB, responsables de syndromes XP et/ou CS, sur différentes voies de 

signalisation et mécanismes cellulaires (da Costa et al., 2004). Il a été décrit que de nombreuses 

p ot i es et oies so t affe t es o e la p olif atio , l o oge se, l apoptose et le cycle 

cellulaire (da Costa et al., 2004). La question se pose quant aux effets indirects de la mutation de la 

protéine XPB, exprimée dans des cellules de patients, lors de l i fe tio  pa  le VIH. Les effets 

observés par Yoder et ses collaborateurs sont-ils spécifiques de la mutation de la protéine XPB ou la 

conséquence de la multitude de protéines affectées. L effet d u  uta t d u e protéine qui a des 

conséquences immédiates sur ses activités peut-il être comparé à la déplétion totale de cette même 

protéine par une drogue ? 

Aussi, la uestio  de l tude du p o oteu  ui o duit la t a s iptio  i ale est i po ta te. Nous 

avons pu observer que la di i utio  de l e p essio  de la p ot i e XPB pou ait affe te  la pli atio  

de pseudovirus exprimant des gènes sous le contrôle du promoteur du cytomégalovirus (CMV). Ces 

résultats sont en accord avec ceux décrits avec la protéine mutée par Yoder et ses collaborateurs. 

Néanmoins, la transcription in vitro de e e p o oteu  esu e pa  l i te diai e d u  g e 

appo teu  est pas affe t e.  

 

La protéine XPB a été décrite comme un partenaire de SUG1 (Weeda et al., 1997) ainsi que le 

complexe TFIIH dans son ensemble lo s u il est li  à l A‘N Pol II. SUG1 a été identifié comme un 

membre du protéasome 26S (Makino et al., 1997) mais également comme un membre potentiel du 

complexe médiateur impliqué dans la transcription. Le travail de Makino et ses collaborateurs 

suggère que chez le rat, SUG  poss de u e a ti it  ATPase d pe da te de l A‘N. Leu s h poth ses 

sont que SUG1 interagit directement avec les ARN messagers et interviendrait dans la régulation 

et/ou le métabolisme de ces ARN. SUG1 a également été décrit comme un facteur de la transcription 

pouvant gule  l a ti atio  de la t a s iptio  pa  Tat (Swaffield et al., 1992) dans un système in 

vitro chez la levure. 

Les fo tio s de SUG  da s la d g adatio  ou l a ti atio  d pe da te du p ot aso e de certaines 

protéines, ainsi que son rôle dans la régulation des ARN, pourraient soulever certaines questions. En 

effet, si ces rôles sont corrélés à la présence de la protéine XPB, alors sa dégradation par la  
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spironolactone pourrait affecter des protéines cellulaires ou virales qui ne seraient plus capables 

d assu e  leu  fo tio  au sei  de la ultipli atio  i ale. Toutes ces informations peuvent nous 

interroger sur le fait u il e iste des a is es d a ti atio  de la t a s iptio  d pe da te de Tat 

et impliquant XPB et SUG1.  

Un nouveau rôle de la protéine XPB est décrit depuis 2013. XPB possède une activité translocase qui 

permettrait à la protéine de stabiliser le lie  e t e la Pol II et l ADN o  d oul , h poth se d ite 

pa  Fish u  et ses olla o ateu s. Fi ale e t, ette a ti it  t a slo ase oupl e à l h d ol se de 

l ATP di e pa  XPB, se ait l a ti it  esse tielle de la p ot i e lo s de la t a s iptio . 

 
Da s ot e tude, da s es ellules l pho tai es, la p ot i e XPB est u  ofa teu  de l i fe tio  du 

VIH. Afin de confirmer ce rôle de cofacteur de la protéine XPB, il faudrait pouvoir inhiber la 

dégradation protéasomale de la protéine XPB en présence de SP. Il faudrait identifier les résidus 

nécessaires à la fixation de la protéine ubiquitine, c'est-à-dire la ou les lysines de la protéine XPB 

pe etta t ette fi atio  o ale te e t e les p ot i es. E  effet, si l o  ute e sidu et ue la 

d ogue est plus capable de dégrader la protéine XPB, alors il nous faudrait ensuite analyser cet 

effet su  l i fe tio  i ale. Si l i hi itio  de la pli atio  i ale est toujou s p se te, alo s e 

mécanisme est indépendant de la dégradation de la protéine XPB. Si l i hi itio  est oi d e alo s 

XPB est impliqué mais pas uniquement donc il faudra rechercher les autres partenaires potentiels. Si 

les résultats sont identiques, alors la diminution de la réplication virale est bien dépendante de la 

dégradation de la protéine XPB. 

E fi , il est pas e lu que le rôle de la protéine XPB dans la transcription virale soit également lié au 

complexe TFIIH dans son ensemble. 

2 – Rôle du complexe TFIIH dans l’infection virale 

 

Une des interrogations précédentes soulève également la uestio  de l i t g it  du o ple e. En 

effet, nous avons pu observer par western blot que les autres protéines du complexe semblent de 

manière globale stable, au niveau de leur expression individuelle en présence de la spironolactone. 

Mais le complexe est-il toujours formé en absence de la protéine XPB et plus important encore, peut-

on lui attribuer les mêmes fonctions ? 

Il serait intéressant de voir si le complexe TFIIH est toujours présent, assemblé et constitué de ses 9 

autres sous-unités. En 2014, Alekseev et ses collaborateurs ont montré que la fonction de réparation 

du complexe était très nettement diminuée en présence de la molécule. Concernant la transcription, 

les gènes RARβ2 et Cyp26 ont été décrits comme affectés par la spironolactone  
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(Alekseev et al., 2014). Ces g es so t a ti s pa  l a ide ti oï ue do t le epteu  fait pa tie de la 

super famille des récepteurs nucléaires des hormones stéroïdiennes et thyroïdiennes, soumis à la 

même régulation que le récepteur des minéralocorticoïdes. Etant donnée la parenté de ces 

epteu s a e  les a is es de l aldost o e, ai si ue l a tio  de la SP su  le epteu  des 

glucocorticoïdes, il ne paraît pas anormal que leur expression et leur transcription soit affectées par 

la spironolactone. D ap s os sultats, la transcription basale des gènes est pas affe t e.  

Ces résultats, su  l effet de la spi o ola to e, soulèvent certains paradoxes. Tous ces effets sont 

observés alors que la protéine XPB est la seule du complexe à être dégradée, même si certaines 

voient leur expression légèrement diminuée après plusieurs jours de traitement. La p ot i e XPB a 

pas d effet o u e  deho s du o ple e TFIIH et sa dégradation semble affecter de manière plus 

i po ta te la pa atio  de l ADN ue la t a s iptio  (Alekseev et al. 2014). Dans notre cas, nous 

a o s pas ega d  l a ti it  de réparation, au-delà de ce qui a déjà été décrit dans la littérature, 

ais il est pas impossible que cette fonction joue un rôle da s l i hi itio  du VIH. On peut imaginer 

que la fonction cellulaire de la protéine subsistante ou alors du complexe est modifiée par la drogue. 

Mais aussi ue l i fe tio  i ale soit à l o igi e de do ages de l ADN pou a t t e e o us pa  le 

complexe TFIIH et activer la voie NER. Concernant la transcription, une hypothèse possible pour 

e pli ue  u elle est pas affe t e se ait ue les aut es kinases présentes, CDK9 et CDK2, puissent 

phosphoryler le CTD de l A‘N Pol II si le complexe se révèle absent ou inactif. Ces kinases sont 

capables de phosphoryler le résidu sérine en position 5 du CTD de la Pol II (Deng et al., 2002), mais de 

manière moins efficace, expliquant cette légère diminution de la transcription observée dans 

certaines études. U e se o de h poth se peut t e u u e aut e h li ase puisse suppl e  le ôle de 

la protéine XPB. Cette hélicase pou ait t e à l e t ieur ou à l i t ieu  de TFIIH, XPD peut s a e  

être un bon candidat. 

 

Au sein du complexe, une seconde protéine pourrait se manifester comme importante pour le virus, 

la protéine XPD. Effectivement, les protéines XPB et XPD semblent être des éléments majeurs de 

TFIIH dont les activités au sein du complexe sont complémentaires. Il existe peu de mutations de la 

protéine XPB dans la nature comparée au nombre important de mutations de la protéine XPD à 

l o igi e des diff e ts s d o es (Taylor et al., 1997). Cela met en lumière le rôle essentiel de la 

p ot i e XPB ais et l h poth se d u  possible ôle de la p ot i e XPD da s l i fe tio  i ale. Ces 

2 protéines sont à l o igi e de pathologies similaires, avec des défauts de fonctions enzymatiques, 

malgré leurs implications différentes dans la transcription et la réparation de l ADN. 

Les mutations de la protéine XPD semblent avoir également un effet sur le VIH (Yoder et al., 2006) 

ais l i pli atio  sp ifi ue de ette p ot i e pou  l i fe tio  a pas e o e t  d o t e malgré 

le fait u elle soit asso i e à la même controverse que la protéine XPB. Si une drogue ciblait  
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spécifiquement XPD, observerait-on les mêmes effets que pour la spironolactone? La protéine XPD 

peut également se retrouver en complexe avec des protéines importantes dans la ségrégation des 

chromosomes (Ito, 2010), e ui pou ait t e u e piste i po ta te da s l effet att i u  à XPD da s 

les désordres tels que XP et TTD.Le rôle de la protéine CDK7 comme régulant la transcription apparaît 

important étant donné que cette protéine possède une activité essentielle dans le complexe et dans 

la transcription. Le complexe TFIIH a également était décrit comme important dans les modifications 

post-t adu tio elles des histo es, la d th latio  de l ADN et le e od le e t de la h o ati e 

(Singh et al., 2015). Mais TFIIH est également présent sur des promoteurs actifs en présence de 

fa teu s de la pa atio  de l ADN de la oie NE‘ tel ue XPG et XPF. Nota e t des facteurs de la 

réparation ont t  d it o e gale e t i pli u  da s la d th latio  de l ADN (Barreto et al., 

2007) et la régulation des gènes (Le May, 2010). Il est do  pas i possi le ue es fa teu s aie t 

un rôle dans la transcription car dans des cellules mutées pour XPD, la transcription est affectée de 

e ue le e ute e t de es fa teu s. Il e iste de plus e  plus d ide es ue la transcription et 

la pa atio  so t e t e e t li es l u e à l aut e a e  la p se e des diff e ts fa teu s lo s de 

ces processus même si les activités enzymatiques nécessaires sont différentes. Les régulations de ces 

deux mécanismes nécessitent des facteurs de réparation et de transcription (Compe and Egly, 2016). 

La mesure des activités du complexe, dans nos conditions, et sa composition exacte avec la présence 

de ces autres facteurs semble t e essai e afi  d e  o a t e l tat exact et les fonctions toujours 

disponibles après le traitement par la spironolactone. 

3 – Rôle de la spironolactone dans la réplication virale 

 

Au fil des a es depuis sa d ou e te, la spi o ola to e s est a e t e u e ol ule a a t de 

nombreux effets dans des pathologies diverses et variées. Les résultats obtenus montrent u u  

nouveau rôle de la spironolactone est son effet i hi iteu  de l i fe tio . Le traitement de cellules 

infectées par le VIH par cette drogue inhibe la réplication et la propagation du virus aux autres 

cellules. Nous avons testé les lignées lentivirales, VIH-1 et VIH-2 et ces deux virus sont sensibles à 

l a tio  de la SP, avec un effet plus faible pour le VIH-2 et pour des virus non réplicatifs. Le VIH-2 est 

un virus moins efficace que le VIH-1, dans le sens où sa multiplication est plus faible. Les séquences 

de la boucle TAR et des protéines Tat sont très conservées entre les deux souches et possèdent les 

es a is es d a ti atio  de la t a s iptio . Tat des VIH-1 et VIH-  i te agisse t a e  l A‘N 

Pol II, menant à une transcription efficace du génome viral (Mavankal et al., 1996). Il serait 

intéressant de regarder si ces effets sont observés également avec des souches de virus SIV 

provenant de différentes espèces. Les séquences du motif TAR sont légèrement différentes chez le  
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SIV, comparées au VIH-1 et concernant les séquences de Tat, elles ne sont pas identiques mais bien 

conservées. Est-ce que les différences entre les VIH subsistent entre les différentes séquences de Tat 

et leur capacité à interagir avec leurs partenaires ou alors dans les modifications de la séquence 

TAR ? Ou alors tout simplement dans le fait que le VIH-2 se réplique moins ? 

 

Les effets que nous avons observés sont en corrélation avec un article récemment publié par Verma 

et ses collaborateurs, dans lequel la spironolactone est décrite comme  bloquant la production du 

virus Epstein-Barr (EBV) (Verma et al., 2016). Dans cette étude, la spironolactone semble affecter une 

p ot i e i ale o e SM ui a pou  ôle de fa o ise  l e p essio  de t a s its ta difs, sans 

affecter la viabilité cellulaire. Au u e d g adatio  de la p ot i e i ale est o se e ais u e 

diminution de la quantité de particules infectieuses produites par le virus. La spironolactone prévient 

la formation de la capside et la pli atio  de l ADN viral est pas affe t e. L effet d it da s et 

article est comparable à celui que nous avons observé. Verma et ses collaborateurs mettent en 

évide e u  effet t a s iptio el, pa  l i te diai e de la p ot i e SM, affectant la production de 

certains gènes viraux. Cet effet est indépendant de la fo tio  a tago iste de l aldost o e a  

comme pour nos résultats, en présence d pl o e, au u e i hi itio  est o se e. En outre, la 

protéine SM est un régulateur de certains gènes cellulaires et viraux impliqués dans la réplication du 

virus (Ruvolo et al., 2004). Notamment, la protéine SM régule la transcription du gène BMRF1 qui 

code un cofacteur de la polymérase virale, maintenant l e z e sur la matrice et augmentant de ce  

fait sa processivité. Les hypothèses émises par les auteurs vont da s le se s d u  pote tiel pa te ai e 

cellulaire qui étant donné le rôle de la protéine SM, pourrait être impliqué dans la transcription.  

Une autre prot i e de l EBV a atti  notre attention, la protéine Epstein-Barr virus nuclear antigen 2 

(EBNA2). La protéine EBNA2 est une protéine transactivatrice du promoteur viral, qui joue un rôle 

da s la gulatio  de la t a s iptio  i ale late te et pa ti ipe à l i o talisatio  des ellules 

infectées par le virus. La p ot i e EBNA  est apa le d i te agi  a e  le o ple e TFIIH (Tong et al., 

1995), ce qui semble être nécessaire pour sa fonction. En tenant compte du rôle de la protéine SM et 

de sa fonction altérée par la spironolactone ; et du ôle d EBNA  e  lie  a e  TFIIH, il faud ait pou oi  

o pa e  l i pli atio  de es diff e tes p ot i es ellulai es et virales dans le rôle décrit par Verma 

et ses collaborateurs. 

 

Il s a ère ue le a is e e a t pa  le uel la spi o ola to e agit est pas e o e ide tifi  e  e 

ui o e e l effet su  le VIH. E  effet, et a tago iste de l aldost o e a u  ôle e en absence 

du ligand sur le récepteur ce qui laisse supposer que le récepteur a un rôle cellulaire constitutif. Le 

récepteur semble bloquer un intermédiaire de la voie NF-κB ce qui pourrait potentiellement avoir un 

effet inhibiteur de la transcription virale indépendante de Tat, ce qui ne semble pas être le cas ici ou  
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alo s de faço  t s i i e. Eta t do  ue l EPL a au u  effet su  l i fe tio  i ale, o  peut tout 

de e suppose  ue l effet su  le VIH est i d pe da t de la oie de l aldost o e. L EPL est pas 

apa le de d g ade  la p ot i e XPB ais e est pas la seule diff e e ui e iste a e  la SP. Des 

études sur ces différences précises entre les deux molécules, e  deho s de la oie de l aldost o e, 

pourraient permettre de faire un pas supplémentaire vers le rôle spécifique ou non de la dégradation 

de la p ot i e XPB su  l i fe tio  i ale. 

 

Il serait intéressant de réaliser des analyses de protéomique (SILAC couplé à de la spectrométrie de 

masse) et de transcriptomique (RNA-seq) afi  d ide tifie  la ou les aut es i les de la spi o ola to e 

dans notre modèle expérimental. Ces analyses seraient extrêmement pertinentes sur des cellules 

traitées ou non avec la d ogue ais aussi su  des ellules i fe t es afi  d a oi  les i les pote tielles 

cellulaires et virales. Cela pe ett ait de o fi e  ou d i fi e  si l effet de la d ogue su  le VIH est 

uniquement dépendant de la protéine XPB ou pas. 

Cette molécule a été décrite comme un inhibiteur spécifique de la protéine XPB via un recrutement 

de la a hi e ie du p ot aso e. L effet t a s iptio el o se  est, d ap s os i estigatio s, 

dépendant de la protéine XPB, a  d aut es i te e a ts ellulai es ou viraux ne sont pas directement 

affectés. Da s ot e e he he, ous a o s pas pu disso ie  la d g adatio  de la p ot i e XPB pa  

la spironolactone, du rôle observé sur le VIH. A la suite de ces résultats, il est possible que la 

spi o ola to e affe te d aut es o posa ts i au  ou ellulai es ue ous a o s pas e o e sui is. 

Les éléments majeurs de la transcription, l e p essio  du o ple e P-TEFb, du complexe TFIIH dans 

son ensemble et de la protéine Tat ne semblent pas être modifiée par la drogue. Avec les outils dont 

ous disposo s au la o atoi e ous a o s pas pu ett e e  ide e si la d l tio  de la p ot i e 

XPB joue u  ôle da s le ai tie  de l i t g alité du complexe. Les autres sous-unités sont toujours 

présentes mais le complexe est-il assemblé ? Et plus important, sa fonction est-elle maintenue? 

 

Un autre fait intéressant est que la spironolactone a une action sur le VIH à des concentrations 

variables pour les différentes cellules testées (Jurkat et CD4 + primaires vs HeLa). Concernant les 

lymphocytes, la concentration inhibitrice est la même dans les lignées et les cellules primaires. Par 

contre, dans les cellules HeLa, un effet identique à celui obtenu pour les lymphocytes demande une 

o e t atio  plus fo te, d u  fa teu  2,5 à 5 fois plus important. Nous a o s pas e o e alis  

d e p ie es su  des cellules myéloïdes, macrophages ou cellules dendritiques, mais il serait 

enthousiasmant que les résultats soient les mêmes que dans les lymphocytes primaires, pour des 

concentrations égales ou plus faibles. Actuellement, ous a o s pas e o e pu d te i e  

pourquoi les concentrations en spironolactone nécessaires pour obtenir les mêmes niveaux  
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d i hi itio  du VIH so t diff e tes e t e les t pes ellulai es o sid s. Il est p o a le ue le fond 

génétique des cellules soit important mais également la quantité basale de récepteur dans les 

ellules. La ua tit  de epteu s da s les ellules et l effet de la spi o ola to e i d pe da t de 

l aldost o e peu e t t e à l o igi e de es diff e ces. Si la quantité de drogue libre est 

responsable de l i hi itio  i ale alo s plus le o e de epteu s est i po ta t, plus il faut de 

drogues dans le milieu pour lier tous les récepteurs et ainsi o se e  l effet de la d ogue seule. Pour 

vérifier cette hypothèse, il faudra donc par la suite, trouver un moyen de quantifier l e p essio  des 

récepteurs dans les différents types cellulaires. 

 

La spironolactone a également été décrite comme une molécule activatrice du cytochrome p450 et 

ota e t de l e zyme CYP3A4. Cette protéine est un composant important du cytochrome p450 

lors de procédés de détoxification impli ua t des a tio s d o datio  et pa ti uli e e t dans le 

métabolisme de nombreuses drogues. La spironolactone active l enzyme CYP3A4 sans être elle-

même métabolisée par le cytochrome en tant que drogue, alo s ue l pl o e l est. Il faudrait 

vérifier parmi les différents composants de ce cytochrome, quelles protéines peuvent également 

jouer un rôle dans la métabolisation de protéines, cellulaires ou virales, essentielles à la réplication 

du virus. 

 

Au fil des années, il est apparu que les métabolites de la SP pouvaient avoir un rôle in vivo et que par 

conséquent certains effets donnés à la SP doivent être attribués à ses métabolites (Klauber et al., 

1996). Il serait intéressant de regarder si les enzymes nécessaires à la métabolisation sont présentes 

da s ot e s st e ellulai e afi  de sa oi  s il e iste des tabolites de la spironolactone dans nos 

expériences et en quelles proportions. En effet, le temps de métabolisation de la SP est de quelques 

heures et nous incubons les cellules pendant plusieurs jours sans renouveler la drogue dans le milieu. 

Ces quelques jours, en accord avec les résultats, permettent de maintenir un niveau faible 

d e p essio  de la p ot i e XPB. Quant aux métabolites, leur pic de concentration se situe au bout de 

24h. En outre, la métabolisation de la spironolactone se fait en grande partie par des enzymes 

dépendantes du NADPH au sein du système adrénocortical et le reste est éliminé par le foie 

(Overdiek et al., 1985). Malgré sa métabolisation rapide, il a déjà été démontré que le pic de 

concentration survient au bout de quelques heures mais que son action peut être retrouvée jus u à 

2 jours après la prise. 
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4 – Rôle de la spironolactone comme molécule 

antirétrovirale 

 

La spi o ola to e s a e t e u e ol ule e t e e t i t essa te du poi t de ue d u e 

thérapie antivirale car elle i le u  ofa teu  ellulai e de l i fe tio  sa s affe te  les p o essus 

ellulai es da s les uels le ofa teu  i te ie t. Cette sp ifi it  pou ait s a e  t s i t essa te si 

après de plus amples études, cette molécule se révèle assez efficace pour être proposée en thérapie. 

Les effets que nous avons observés au cours de nos recherches laissent supposer que la réplication 

virale de cellules de novo infectées ainsi que la réactivation de virus latents est fortement affectée 

par la drogue. Ces effets pourraient permettre de bloquer la réplication virale et la réactivation afin 

de li ite  la p opagatio  du i us da s l o ga is e et ai si laisse  du te ps au  po ses 

i u itai es de l hôte. La t a s iption basale du promoteur serait-elle suffisante afin que des 

protéines et/ou particules virales soient produites et reconnues par le système immunitaire ? 

L utilisatio  de la spi o ola to e e  o oth apie o t e le VIH se le peu pe ti e te a  elle 

e p he pas les tapes de l e t e jus u à l i t g atio . Pa  o t e, il se ait i t essa t de la 

coupler avec des molécules déjà utilisées afin de compléter un traitement qui pourrait être plus 

efficace en bloquant toutes les étapes du cycle de réplication virale. Un des inconvénients de la 

spi o ola to e e  pol th apie est u elle peut a ti e  des e z es du to h o e p , apa les 

d affe te  e tai es ol ules a ti t o i ales ui  so t se si les. 

Au ou s de es e he hes, j ai pu o i er la spironolactone avec des molécules déjà utilisées en 

traitement ART. Nous avons utilisé des inhibiteurs nucléosidique et non-nucléosidique de la 

transcriptase inverse et un i hi iteu  d i t g ase e  o pl e t de la spi o ola to e. Les sultats 

obtenus nous laissent perplexes a  l effet o se  appa a t pas plus fo t ue l effet de la SP seule. 

Toutefois, il faudrait utiliser la SP à des concentrations plus faibles tout en conservant les 

concentrations choisies pour les autres inhibiteurs afin de voir si réelleme t il est possi le d o se e  

une synergie entre les molécules. 

Outre ce problème, des effets de la SP sont observés dans de nombreux cas. Depuis sa découverte à 

la fin des années 50, de nombreuses pathologies peuvent être traitées par la drogue et plusieurs 

rôles dans des domaines très différents lui sont reconnus. Si le mécanisme par lequel la 

spironolactone inhibe le VIH est différent de son action dans ses autres activités connues alors il 

se ait judi ieu  d ide tifie  la st u tu e hi i ue sp ifi ue de cette fonction. Une autre molécule, la 

Triptolide, qui est capable de dégrader plusieurs protéines Tat et l A‘N Pol II, se le t e 

intéressante pour contrer la réplication virale. Ces divers effets sont mis en évidence à des  
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Figure 35 : Comparaison des structures de molécules inhibitrices de la transcription virale. Les 

structures chimiques des 3 molécules inhibitrices de la transcription. En rouge sont représentés les 

cycles communs partagés par les molécules. En bleu est représenté le groupe caractérisant la 

différence entre la dCA et les autres molécules. 
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concentrations très différentes, laissant supposer une certaine spécificité en fonction de la dose 

utilis e. Malg  u elle poss de des effets d l t es pou  plusieu s p o essus ellulai es importants 

(Qiu et al., 1999), la triptolide est test e e  essai li i ue. Mais le ut de l ide tifi atio  de tels 

inhibiteurs est de synthétiser une molécule avec des effets spécifiques contre le VIH et si possible 

aucun effet secondaire. 

Des effets dose dépendant ont également été mis en évidence pour la spironolactone. Ces points 

o u s a e  des d ogues o e la t iptolide, o e a t la d g adatio  des p ot i es et l effet 

transcriptionnel mais aussi avec la dCA, qui partage cette inhibition de la transcription Tat 

dépendante, en font un bon candidat comme inhibiteur du VIH. 

La découverte récente de ces molécules pourrait déboucher vers la synthèse de molécules 

inhibitrices de la transcription virale. De manière naïve, ces molécules semblent partager des 

éléments de structure plus ou moins similaires (Figure 35), au moins concernant la spironolactone et 

la triptolide. La dCA quant à elle semble partager moins de similarité structurelle avec les deux autres 

molécules citées. Par contre, la dCA et la spironolactone sont toutes les deux des molécules issues de 

d i s st oïdie s, e ui pe ett ait h poth ti ue e t d e pli ue  leu  a tio  p o he e  e ui 

o e e le VIH. N a oi s, l a is de hi istes se ait intéressant pour savoir si ces éléments 

communs dans les structures sont responsables des caractéristiques partagées par ces molécules. 

Des expériences préliminaires ont mis en évidence un effet de la spironolactone sur un autre 

rétrovirus, le virus HTLV. Le virus HTLV est le second rétrovirus humain, sa transcription se fait à 

partir de promoteurs LTR qui sont différents de ceux du VIH et il possède également une protéine 

activatrice nommée Tax (Transactivator of Px). De la même manière que la transcription Tat 

dépendante du VIH est affectée par la spironolactone, nos résultats suggèrent une inhibition Tax 

dépendante de la transcription de HTLV en présence de la spironolactone. Les mécanismes 

d i itiatio  de la transcription des deux virus sont différents puisque Tax recrute spécifiquement 

CREB et CBP/p300 afi  d a ti e  la t a s iptio  à partir du LTR du virus HTLV (Kashanchi and Brady, 

2005). Chez les VIH, la transcription basale est indépendante des facteurs CBP/p300 et CREB mais 

dépend plutôt des facteurs SP1 et NF-κB. La voie NF-κB est gale e t t s p se te pou  la 

réplication du virus HTLV et fortement affectée par Tax. Les 2 rétrovirus partagent un fait indéniable : 

les facteurs de transcription de la famille NF-κB i te agisse t a e  les p o oteu s i au  et jouent un 

rôle important dans leurs transcriptions (Chan and Greene, 2012). 

Alors que pour le VIH l tape d lo gatio  se le t e la o ditio  li ita te de la t a s iptio , pour 

le virus HTLV e est pas aussi at go i ue. L i itiatio  de la t a s iptio  du LT‘ du i us HTLV est 

d pe da te de l A‘N Pol II et des fa teu s généraux de transcription. Même en l a se e de sultat 

concret concernant le virus HTLV pour l tape li ita te de sa transcription, il a été démontré que Tax 

pouvait de la même manière que Tat interagir avec P-TEFb et le libérer de son  
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Figure 36 : Mod lisatio  de l’effet de la SP su  la t a s iptio  du p o oteu  du VIH. (A) La SP en 

d g ada t la p ot i e XPB e p he l’ou e tu e de l’ADN, fo tio  de la p ot i e lo s de la 
transcription. (B) La SP en dégradant la protéine XPB bloque la fonction du complexe qui est de 

phospho le  le sidu s i e e  positio   su  le CTD de l’ARN Pol II, ai te a t la pol ase au site 
d’asse lage du o ple e d’i itiatio . 
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inhibiteur HEXIM/7SK (Cho et al., 2010). Ces i fo atio s pe ette t de suppose  u il e iste u  

a is e o u  d a ti atio  des LT‘ du VIH et du i us HTLV, d pe da t de Tat et Ta  

respectivement. On peut aussi supposer que lors de ces mécanismes de transcription à partir des 

promoteurs LTR des 2 virus, la spironolactone inhibe un facteur cellulaire essentiel et commun. 

Les effets obtenus sur le VIH-1 et le VIH-2 ainsi que sur le rétrovirus HTLV laissent supposer que cette 

ol ule agit de a i e sp ifi ue. Il su siste toujou s ette i hi itio  de l EBV pa  la 

spi o ola to e ais do t l i pa t de pote tiel ofa teu  t a s iptio el a pas t  tudi . Cette 

inhibition Tat-dépendante pourrait être en accord un modèle proposé, qui consiste en une cure 

fonctionnelle vis-à-vis du VIH bloquant la multiplication virale (Mousseau et al. 2015b). Cette cure 

fonctionnelle est basée sur le principe selon lequel il est possible de rendre entièrement silencieux le 

p o oteu  i al. U e fois le p o oteu  sile ieu , au u e p ot i e i ale est s th tis e et do  le 

i us e se p opage pas. L id e asso i e à ette ise e  sile e du p o oteu  est ue et effet est 

maintenu à long terme. Cet état permanent, durant lequel le virus est présent mais sa transcription 

complètement inhibée, permet de vivre avec le virus sans aucune conséquence liée à la réplication 

i ale. Cette th o ie s oppose au od le a ti atio  et dest u tio . Ce od le o siste à a ti e  

les réservoirs afin de tuer les cellules hébergeant les provirus latents. Ce modèle montre des limites 

car la taille du réservoir viral a été sous-esti e et s a e ie  plus i po ta te que prévu. La 

découverte de ces molécules bloquant la transcription virale peut constituer un apport non 

gligea le da s le ut d a lio e  e o e plus les th apies e ista tes e  lo ua t u e tape 

importante dans la réplication virale (Le Douce et al., 2016). 

 

Nos h poth ses o e a t l effet de la spironolactone vis-à-vis de la transcription virale peuvent se 

résumer en 2 schémas (Figure 36). 

La dégradation de la protéine XPB empêche sa fonction au sein du complexe TFIIH, qui est ancré 

simultanément sur le promoteur avec l A‘N Pol II (Figure 36 A). Au niveau du site de départ de la 

t a s iptio , XPB est i apa le d ou i  l ADN alo s ue la ki ase CDK  phospho le le CTD de l A‘N 

Pol II. Cet ADN fermé ne permet pas à la polymérase de progresser le long du brin matrice. 

La seconde hypothèse est que la dégradation de la protéine XPB empêche la fonction du complexe 

TFIIH ui est de phospho le  le CTD de l A‘N Pol II (Figure 36 B). Cette absence de phosphorylation 

bloque la polymérase au site de départ de la transcription. Tous les facteurs nécessaires à la 

t a s iptio  so t p se ts ais le CTD ta t pas phospho l , la pol ase est ai te ue à son 

site de recrutement. 

Et le rôle de Tat dans ce système ? La protéine Tat a d jà t  ide tifi e au i eau de l i itiatio  

comme importante pour le recrutement de facteurs de régulation de la transcription. Le fait que la 

transcription virale soit bloquée entraîne une absence de Tat qui ne peut pas activer la synthèse  
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d aut es p ot i es Tat. Cette i hi itio  lo ue la t a s iptio  e à as ruit, ne permettant pas 

au s st e de s e alle  o e est le as ua d Tat t a sa ti e sa s i te uptio  et effi a e e t 

le promoteur viral. 

 

Concernant les rétrovirus, la spironolactone dans son intégralité ou des dérivés synthétisés après 

identificatio  du g oupe i hi iteu  pe ett aie t d e isage  des essais plus pouss s. Il se ait 

intéressant la spironolactone sur des cellules chroniquement infectées par le virus, issues de patients 

de cohortes. Pour que la spironolactone puisse entrer dans des essais plus appliqués, il faudrait que 

la drogue soit capable de bloquer fortement la réactivation virale en absence de traitement, mais 

aussi d i hi e  la pli atio  du i us da s d aut es t pes ellulai es jus u à u  i eau o  

détectable. Si ces conditions peuvent être réunies alors il faudra considérer cette molécule ou ses 

dérivés actifs comme de potentielles molécules utilisables en thérapie antirétrovirale, o e l est 

actuellement la dCA. 
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ANNEXES 

 

Protocol for ChIP experiments 

Cell were harvested with a scrapper, washed twice in PBS, and fixed in PBS – 1% formaldehyde 10 

minutes at room temperature. Formaldehyde was neutralized by adding glycine at 125 mM final 

concentration for 2 minutes. Fixed cells were extensively washed in cold PBS. 

Nuclei were isolated by resuspending cells into cell lysis buffer (Hepes pH 7.8 25 mM, MgCl2 1.5 mM, 

Kcl 10 mM, DTT 1 mM, NP-40 0.1%), incubated 10 min on ice followed by centrifugation (5 minutes, 

2000 rpm). Nuclei were resuspended in nuclear lysis buffer (Hepes pH 7.9 50 mM, NaCl 140 mM, 

EDTA 1 mM, Triton X100 1%, Na-deoxycholate 0.1%, SDS 0.5%), and sonicated on bioruptor to 

obtained 200 to 500 bp DNA fragments. Following centrifugation (10 min, 13000 rpm) the 

supernatant was used for immunoprecipitation. 

Immunoprecipitation was performed by preparing antibodies-beads complexes prior to mixing with 

the chromatin. Protein-A/G beads (Thermo Fisher Scientific, 88802) were incubated at 4°C for 4 

hours with 5 µg antibodies against p-Ser 5 Pol II Milliport, 04-1572), or 5 µg of IgG. Antibody-beads 

complexes were then incubated overnight with 5 to 20 µg of chromatin in IP buffer (Hepes pH 7.9 50 

mM, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM, Triton X100 1%). 

Immunoprecipitates were washed three times with IP buffer, one time with wash buffer (Tris pH 8 20 

mM, LiCl 250 mM, EDTA 1 mM, NP-40 0.5%, Na-deoxycholate 0.5%), and two times with elution 

buffer (Tris pH 8 20 mM, EDTA 1 mM). Then immunoprecipated chromatin was eluted by incubating 

beads with extraction buffer supplemented with 1% SDS at 65°C. 

Chromatin was then reverse cross-linked by adding NaCl (200 mM) and RnaseA (0.3 µg/µL) and 

incubating whole night at 65°C. The proteins were digested by adding Proteinase K (0.2 µg/µL) and 

incubating 4 hours at 37°C. Finally, DNA was purified with phenol-chloroform. 

We analyzed the ChIP data by real-time qPCR. The primers used are as followed : negative control 

region (intergenic region), GAA GTG GAC GGA AGA ATG GA and CTG ACT CCCGCT TCA TTG AT ; 

positive control region (GAPDH), CCG GGA GAA GCT GAG TCA TG and TTT GCG GTG GAA ATG TCC TT ; 

LTR, ACA CAA GGC TAC TTC CCT GAT and TGG CTC AAC TGG TAC TAG CT ; TSS, CAG CTG CTT TTT GCC 

TGT ACT G and TCC ACA CTG ACT AAA AGG GTC TGA.  
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Ca a t isatio  ol ulai e de l’i hi itio  de la 
transcription du VIH dépendante de Tat par la 

Spironolactone 
 

 

La spironolactone (SP), est u  a tago iste de l aldost o e, utilisée dans le traitement de 
l h pe te sio . Le traitement de cellules par la SP induit la dégradation spécifique de la protéine XPB 
(Alekseev et al., . L utilisatio  de la SP sur des lignées lymphocytaires (Jurkat T) et des 
lymphocytes primaires issus du sang (CD4+ activées), préalablement infectées par le VIH (type 1 ou 
type , e t a e u e fo te d g adatio  de la p ot i e XPB et u e i hi itio  i po ta te de l i fe tio  
virale. Pour confirmer la spécificité de la spironolactone sur la réplication du VIH, nous avons utilisé 
e  pa all le l pl o e, a alogue st u tu ale de la spironolactone incapable de dégrader la 
p ot i e XPB. A o t a io, lo s ue l o  t aite les ellules a e  l pl o e, l i fe tio  i ale est pas 
inhibée. Pa  ailleu s, le t aite e t pa  la spi o ola to e a is e  ide e u  effet su  l a ti atio  de 
la transcription du promoteur LTR du VIH dépendante de Tat, effet ui est pas o se  si le LT‘ est 
activé via des voies alternes (PMA et TNF). La quantification des ARN cellulaires et viraux a montré le 
ôle sp ifi ue de l a tio  de la SP sur la transcription du promoteur LTR en présence de la protéine 

Tat. La spi o ola to e est i apa le d i hi e  la t a s iptio  de p o oteu s i au  diff e ts du LT‘ 
du VIH. La spi o ola to e est gale e t apa le d i hi e  la a ti atio  de la t a s iptio  à pa ti  
du LTR du VIH dans un modèle contenant un provirus latent. Cette molécule ouvre de nouvelles 
perspectives concernant les molécules inhibitrices de la transcription virale et met en lumière le rôle 
de ofa teu  de la p ot i e XPB da s l i fe tio  pa  le VIH. 
 
Mots-clés : VIH, spironolactone, XPB, LTR, transcription 
 
 

 

Spironolactone (SP) is an aldosterone antagonist used in hypertension treatment for many years. SP 
treatment is responsible for a rapid and specific degradation of the XPB protein (Alekseev et al., 

2014). Jurkat and primary CD4 + T cells infected by HIV-1 or HIV-2 and treated by SP show a strong 
degradation of the XPB protein and an important inhibition of viral infection. To confirm specificity of 
SP action on HIV, we have used a structural a alogue of SP, Eple e o e EPL , hi h a t deg ade 
XPB. On the contrary, EPL is unable to inhibit infection of cells previously infected by HIV. Otherwise, 
SP inhibition of HIV seems to be specific of Tat dependent transcription from the HIV promoter, 
because activation of this promoter with PMA or TNF is not affected by SP. Quantification of viral and 
cellular RNA show that only LTR transcription is affected by SP. Transcription of other promoters was 
measured in presence of SP and Tat but no inhibition of gene transcription has been observed. 
Finally, SP is also able to inhibit HIV LTR reactivation from latently infected T cells. This drug appears 
as a new anti-HIV compound and gives new perspectives concerning transcriptional inhibitors of HIV 
replication. This molecule also highlights the cofactor role of XPB during HIV replication in natural 
target cells.  
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