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 Résumé 

Etude fonctionnelle des glycoprotéines d’enveloppe du réservoir VIH. 

Le réservoir VIH-1 des lymphocytes T CD4+ quiescents présente seulement une faible proportion de 
génomes intacts. La fonctionnalité des protéines virales codées par ces séquences n’a pas encore été 
complétement élucidée. Lors de cette étude, je me suis concentrée sur l’expression et la fonctionnalité de la 
glycoprotéine d’enveloppe du VIH, qui est une cible majeure du système immunitaire et un important agent 
pathogène. Les lymphocytes T CD4+ quiescents ont été isolés à partir de prélèvements sanguins de patients sous 
traitement antirétroviral dont la charge virale était contrôlée depuis plus de 4 ans. Les séquences du gène env 
ont été obtenues à partir de deux sources : soit les cellules ont été stimulées et cultivées en condition de dilution 
limite avec des cellules cibles pour permettre la propagation de virus clonaux en culture (VOA), soit les ARN 
viraux produits par les cellules après stimulation ont été extraits et amplifiés par RT-PCR. Les gènes env ont été 
clonés dans un plasmide d’expression et séquencés. L’expression des protéines a été quantifiée par Western 
Blot, cytométrie, et immunofluorescence. La fonctionnalité des glycoprotéines d’enveloppe a été mesurée par 
un test de fusion cellule-cellule et un test d’infectivité de pseudo-particules virales. Toutes les séquences env 
issues des VOA sont intacts alors que 26% de celles dérivées des ARNm des LT CD4+ quiescents présentent des 
mutations. Plus le patient est traité précocement, plus la diversité virale de son réservoir est restreinte. Pour les 
tests de fusion et d’infectivité, seules les séquences intactes ont été testées. Les enveloppes du réservoir VIH-1 
ne sont pas toutes fonctionnelles : une grande proportion des Envs dérivées des ARNm (27.5%) sont peu 
fonctionnelles par rapport au contrôle positif (< 25%) et 14% ne présentent aucune activité fusogénique 
détectable. Les enveloppes des virus de VOA sont plus fusogéniques que celles dérivées des ARNm : 90% des 
enveloppes des virus de VOA sont au dessus de 50% de la fonctionnalité du contrôle positif contre seulement 
41% pour les enveloppes dérivées des ARNm. L’étude des glycoprotéines d’enveloppe par Western Blot et par 
cytométrie a permis d’établir respectivement une corrélation entre leur niveau d’expression et leur 
fonctionnalité ainsi qu’entre le nombre de cellules les exprimant à leur surface et leur fonctionnalité. Les défauts 
de fusogénicité et d’infectivité des Env du réservoir sont essentiellement dus à un problème d’expression, de 
maturation, de stabilité et/ou d’adressage à la surface cellulaire. Ces défauts pourraient contribuer à 
l’accumulation de séquences apparemment intactes mais défectueuses au sein du réservoir VIH-1. En outre, ces 
glycoprotéines d’enveloppe pourraient échapper à l‘immunité lors des stratégies de « kick and Kill ». 

Mots clés : VIH, Réservoir, LT CD4+ quiescent, enveloppe 

Genetically intact but functionally impaired HIV-1 Env glycoproteins in the T-cell reservoir. 

HIV-infected subjects under ART harbor a persistent viral reservoir in resting CD4+ T-cells, which accounts for the 
resurgence of HIV-1 replication after ART interruption. A large majority of HIV reservoir genomes are genetically 
defective, but even among intact proviruses, few seem able to generate infectious virus. To understand this 
phenomenon, we have examined the function and expression of HIV envelope glycoproteins reactivated from 
the reservoir of HIV-infected subjects under suppressive ART. We studied full-length genetically intact env 
sequences from both replicative viruses and cell-associated mRNAs. We found that these Env proteins varied 
extensively in fusogenicity and infectivity, with strongest functional defects found in Envs from cell-associated 
mRNAs. Env functional impairements were essentially explained by defects in Env protein expression. Our results 
support the idea that defects in HIV Env expression, preventing cytopathic or immune HIV clearance, contribute 
to the persistence of the HIV T-cell reservoir in vivo. In most individuals, evolution of HIV infection is efficiently 
controlled on the long-term by combination antiviral therapies. These treatments, however, fail to eradicate HIV 
from the infected subjects, a failure that results both in resurgence of virus replication and in resumption of HIV 
pathogenicity when the treatment is stopped. HIV resurgence, in these instances, is widely assumed to emerge 
from a reservoir of silent virus integrated in the genome of a small number of T lymphocytes. The silent HIV 
reservoir is mostly composed of heavily deleted or mutated HIV DNA. Moreover, among the seemingly intact 
remaining HIV, only very few are actually able to efficiently propagate in tissue culture. In this study, we find that 
intact HIV in the reservoir often carry strong defects in their capacity to promote fusion to neighboring cells and 
infection of target cells, a defect related to the function and expression of the HIV envelope glycoprotein. 
Impaired envelope glycoprotein expression and function could explain why cells harboring these viruses tend to 
remain undetected and unharmed in the reservoir. 

Keywords : HIV, Reservoir, resting CD4+ T cells, envelope
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I. Le virus de l’immunodéficience humaine 

 

I.A. Découverte du VIH 

 

Le SIDA (syndrome d'immunodéficience acquise) a été signalé pour la première fois en 

1981 par le CDC (Centers for Disease Control) aux USA sous la forme de l'émergence de 

multiples cas d'un déficit immunitaire mortel, affectant essentiellement des hommes ayant 

des rapports sexuels avec d'autres hommes (HSH).  La signature de ce déficit immunitaire était 

l'effondrement constant, chez les personnes touchées, du nombre des lymphocytes T CD4+. 

Cette maladie s’est rapidement propagée à d’autres continents, touchant alors d’autres 

individus que les HSH. En effet, de nombreux cas de SIDA sont apparus en Europe, en Afrique 

puis en Amérique du Sud et en Asie dans les années 80. Deux modes de transmission de cette 

affection sont alors identifiés : par rapports sexuels et par exposition à du sang ou des produits 

dérivés du sang. Ces observations ont permis d'établir que le SIDA était une maladie 

transmissible due à un virus. C'est ainsi que le virus de l’immunodéficience humaine (VIH), 

l'agent étiologique du SIDA a été identifié et isolé deux ans plus tard en 1983 (Barré-Sinoussi 

et al., 1983) : il s'agit d'un Retroviridae du genre Lentivirus  dont la cible préférentielle est 

constituée par les lymphocytes T CD4+ (LT CD4+).  

 

I.B. Physiopahtologie du VIH 

 

La primo-infection par le VIH se caractérise par un syndrome viral aigu non spécifique 

(fièvre, pharyngite, éruption cutanée, adénopathies, etc.) au cours duquel le VIH se réplique 

de façon très intensive dans tous les tissus lymphoïdes de l'organisme (Kahn and Walker, 

1998). La virémie varie alors entre 100 et 10 000 doses infectieuses par million de cellules 

mononucléées sanguines périphériques (PBMC), soit près de 106 à 108 copies d’ARNv/ml (Daar 

et al., 1991) durant les premières semaines d’infection. Au cours des semaines qui suivent la 

primo-infection, le système immunitaire de l'hôte, qui est encore pleinement fonctionnel, 

permet une diminution de la virémie grâce à la production d’anticorps neutralisants et à 

l’action des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (Koup et al., 1994, cf.Figure 1). Ce contrôle 

immunitaire conduit à une stabilisation de la charge virale jusqu'à un plateau nommé « set 

point » dont la valeur est variable selon les individus (104 copies d’ARNv/ml en 
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moyenne)(Fraser et al., 2007; Mellors et al., 1996). Cette période de relative stabilité, aussi 

nommée phase chronique, est également de durée variable. Toutefois, chez la très large 

majorité des sujets infectés par le VIH, en moins de dix ans, l’échappement du virus au système 

immunitaire induit l’augmentation progressive de la charge virale et une très forte diminution 

du nombre de lymphocytes T CD4+ (Albert et al., 1990; Douek et al., 2003, cf Figure 1). Cette 

déplétion des LT CD4+ s'accompagne du passage de la phase asymptomatique à une phase 

caractérisée par des infections opportunistes : maladie de Kaposi (une lésion cutanée 

proliférative liée au virus HHV8), pneumonie à Pneumocystis carinii, parasitoses et mycoses 

digestives, tuberculose, infections systémiques par d'autres mycobactéries, méningites à 

cryptocoques, infection généralisée par le cytomégalovirus, encéphalites virales, lymphomes 

et autres cancers (Grossman et al., 2002; McCune, 2001; Rowland-Jones, 1999). En absence 

de traitements antirétroviraux au cours des années 80 et jusqu'en 1995, l’infection par le VIH 

est presque toujours mortelle à terme. 

 

 

Figure 1. Schéma simplifé de la physiopathologie du VIH-1 chez un individu infecté non traité. 
La charge virale est mesurée en log10 de copies d’ARN VIH/ml de plasma, et les taux de LT en nombre de  
cellules/mm3 de plasma. Les anticorps sont quantifiés par un test ELISA. 
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I.C. Réplication du VIH  

 

La particule virale est une sphère de 90 à 145nm de diamètre selon son état de 

maturité (Briggs et al., 2003). Son enveloppe est une bicouche lipidique provenant de la cellule 

infectée depuis laquelle elle a bourgeonné (cf. Figure 2). Au sein de cette bicouche lipidique, 

sont insérés en moyenne 14 glycoprotéines d’enveloppe trimériques d’origine virale (gp160) 

comprenant une région globulaire en surface (gp120) liée de manière non covalente à une 

région transmembranaire (gp41) (Zhu et al., 2006). A l’intérieur de cette enveloppe, la 

protéine de matrice (p17) contient elle même la capside (p24) qui une fois mature est sous 

forme trapézoïdale. Dans chaque capside, deux copies d’ARN viral simple brin sont associées 

à la nucléocapside (p7), à la protéase virale (p14), à l’intégrase (p31) ainsi qu’à la transcriptase 

inverse (RT pour Reverse Transcriptase, p66/51). En outre, des protéines cellulaires sont aussi 

retrouvées au sein des particules virales comme certains facteurs de restriction cellulaires.  

Ces particules virales infectent différents types cellulaires du système immunitaire. Sa 

principale cible sont les lymphocytes T CD4+ mais ce virus se réplique également dans les 

macrophages et les cellules dendritiques.  

 
Figure 2. Cycle de réplication simplifié du virus de l'immunodéficience humaine. 
Le cyle de réplication se divise en étapes précoces et tardives. La fixation des glycoporotéines d’enveloppe du 
VIH-1 permet une fusion entre la membrane plasmique de la cellule et l’enveloppe virale. Puis la capside est 
libérée dans le cytoplasme et les ARN viraux sont rétro-transcrits en ADN. L’ADN viral est importé dans le noyau 
où il est intégré au génome de la cellule hôte puis exprimé par la machinerie cellulaire. Les protéines virales une 
fois synthétisées s’assemblent avec l’ARN génomique viral au niveau de la membrane plasmique. Les virus après 
bourgeonnement subissent une maturation par la protéase virale qui leur permet d’être infectieux.  
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Le VIH se lie à son récepteur CD4 et à son corécepteur CXCR4 ou CCR5 par 

l’intermédiaire de la gp160 (cf. Figure 2). Cette liaison entraîne la formation d’un pore entre 

la membrane cellulaire et l’enveloppe virale permettant la libération de la capside virale dans 

le cytoplasme où elle est partiellement dégradée. La transcription inverse de l’ARN viral 

s’opère alors grâce aux protéines qui lui sont associées, en particulier la transcriptase inverse 

virale et grâce aux dntp de la cellule infectée (cf. Figure 2). L’ADN viral double brin obtenu est 

associé à l’intégrase, à la transcriptase inverse, à la protéine virale r (Vpr) et la protéine de 

matrice formant un complexe dit de pré-intégration. Ce dernier est importé dans le noyau 

grâce aux signaux de localisation nucléaire de certaines des protéines virales du complexe 

(Sherman et al. 2002). L’intégration du génome viral linéaire dans le génome cellulaire 

(provirus) est ensuite catalysée par l’enzyme virale nommée intégrase. La transcription du 

provirus par la polymérase II cellulaire est ensuite permise grâce au promoteur situé dans le 

LTR 5’. Puis la machinerie cellulaire permet la traduction des protéines de régulation Tat 

(« Transactivator ») , Rev (« Regulatory of viral expression ») et Nef (« Negative regulatory 

factor ») , des protéines de structures (Gag), des enzymes virales (Pol) et des glycoprotéines 

d’enveloppe (Env) ainsi que des protéines accessoires Vif (« Virion infectivity factor »), Vpr 

(« Viral protein r »), et Vpu (« Viral protein unknown »). Les protéines Gag-Pol et Vpr vont 

ensuite s’assembler au niveau de la membrane plasmique (cf. Figure 2). La protéine de matrice 

va permettre l’encapsidation des deux copies d’ARN du génome viral ainsi que le 

bourgeonnement de la particule virale depuis la surface de la cellule. Pour que la particule 

virale arrive à maturité, la protéase virale clive les protéines Gag et Pol. Le virion néo-

synthétisé est alors prêt pour infecter une nouvelle cellule cible.  

 

I.D. Traitements passés et actuels 

  

Les premiers antiviraux utilisés contre le VIH étaient des analogues nucléosidiques 

(Fischl et al., 1987). Ces molécules reproduisent la structure d'un nucléoside mais leur 

extrémité 3' est modifiée de sorte qu'après leur triphosphorylation et leur incorporation dans 

l'ADN, il est impossible pour la transcriptase inverse de poursuivre l'élongation de l'ADN : ces 

molécules agissent sur l'ADN comme terminateurs de chaîne. Utilisés en monothérapie, ces 

traitements se sont vus rapidement confrontés à une perte rapide de leur efficacité en raison 
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du développement rapide de mutations de résistance dans le gène codant pour la 

transcriptase inverse. En bithérapie, ces inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse 

(INTI) ont permis des rémissions prolongées, en particulier avec les associations d'AZT et 3TC 

ou d4T et ddI. Un an plus tard, l'apparition des inhibiteurs de protéase (IP) et des inhibiteurs 

non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) donne la possiblité de traiter les 

individus infectés par le VIH avec des associations d'antirétroviraux en trithérapie (Danner et 

al., 1995; Roberts et al., 1990). L'efficacité de la combinaison de ces antirétroviraux a alors 

permis pour la première fois d'observer des rémissions prolongées, accompagnées d'un 

niveau indetectable de virémie, en dessous de 500 copies d’ARNv/ml (Gulick et al., 1997; 

Hammer et al., 1997). En effet, la résistance à certains des antiviraux utilisés dans ces 

associations requiert l’apparition synergique de mutations au sein du génome du VIH, ce qui 

nécessite une réplication prolongée du virus, laquelle n'est pas autorisée par l'action rapide 

et fortement suppressive des trithérapies.  Dans les années qui ont suivi, plusieurs nouvelles 

classes d'inhibiteurs de la réplication du VIH sont apparues, des inhibiteurs de l’entrée (Chan 

and Kim, 1998; Reeves and Piefer, 2005; Walker et al., 2005) et surtout des inhibiteurs de 

l’intégrase, ces deniers étant les plus largement prescrits (Pommier et al., 2005). Au fil des 

années, des inhibiteurs de plus en plus puissants ont été développés. Ils sont plus résilients 

aux mutations de résistance et de mieux en mieux tolérés par les individus infectés (Hammer 

et al., 1996; Thompson et al., 2012). Les personnes infectées par le VIH, et traitées par 

trithérapie, sont à l'abri des conséquences néfastes de l'infection par le VIH dans les pays 

disposant de ressources suffisantes pour faire face au coût des traitements ainsi qu’aux  suivis 

médicaux et biologiques de l'infection. De plus, il est apparu que les personnes traitées et dont 

la virémie est indétectable de façon stable ne transmettent pas le VIH à leurs partenaires 

sexuels (Jin et al., 2010). Ainsi, l'objectif principal des autorités mondiales de santé est de 

conduire des campagnes de détection aussi efficaces que possible, de traiter tous les sujets 

détectés positifs pour le VIH, ce qui, si une proportion suffisante de sujets infectés parvient à 

être traitée, devrait conduire à une stabilisation, voire une inflexion progressive de la 

pandémie. 
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I.E. Obtacles à l’éradication  

 

Le principal obstacle à cet objectif tient à un simple fait : les traitements antirétroviraux 

doivent être pris à vie et tous les jours, chez tous individus infectés. En effet, chez toute 

personne infectée par le VIH, l'interruption du traitement pour une période de plus de 3 à 4 

semaines conduit invariablement à une résurgence de la virémie, une baisse du nombre de LT 

CD4+ et un risque de transmission du VIH aux partenaires sexuels (Abreu et al., 2014; Wong et 

al., 1997). En 2016, 1 million sur 36,7 millions de personnes vivant avec le VIH sont décédées 

(cf Figure 3). Seulement 54% des adultes, 76% des femmes enceintes ou allaitantes et 43% 

des enfants infectés par le VIH reçoivent un traitement antirétroviral à vie car les médicaments 

restent très couteux. En outre, 70% seulement des personnes vivant avec le VIH connaîtraient 

leur sérologie. Ainsi 30 % ne seraient pas traités par cART à cause d’un défaut de dépistage. 

  

 
Figure 3. Epidémiologie mondiale du VIH-1 en 2016, d'après ONUSIDA. 

 

Entre 2000 et 2016, le nombre de nouvelles infections a diminué de 39% et 13,1 millions de 

vies ont été sauvées grâce au traitement antirétroviral. Mais, chez certains individus, les 

traitements doivent être parfois modifiés à cause des résistances aux antirétroviraux (Aleman 

et al., 2002; Beyrer and Pozniak, 2017; Clavel and Hance, 2004; Cozzi-Lepri et al., 2007; Kempf 

et al., 2004). Dans la plupart des cas, un rebond virémique est observé indiquant l’émergence 
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d’un virus mutant résistant (Davey et al., 1999). En outre, les antirétroviraux provoquent des 

effets indésirables importants au bout de plusieurs années de traitement. En plus des troubles 

métaboliques et neurologiques, les patients souffrent de complications rénales et 

cardiovasculaires (Friis-Møller et al., 2010). Ces obstacles mettent en lumière la nécessité de 

trouver des nouveaux traitements pour éradiquer le virus ou du moins le contrôler. Or pour 

cela, il est tout d’abord nécessaire d’étudier la source de ce rebond et ses mécanismes de 

maintien au sein de l’organisme hôte.  

 

II.Le réservoir VIH-1 

 

II.A. Le rebond virémique, conséquence d’un réservoir viral 

 

Le rebond virémique se produit quelle que soit la période au cours de laquelle la personne 

a été traitée efficacement. Seuls de très rares cas de remission ont été observés, chez des 

individus nommés PTC pour « Post-treatment controller » (Cockerham et al., 2016; 

Hocqueloux et al., 2010; Sáez-Cirión et al., 2013, cf.Figure 4). Même en traitant dès la phase 

hyper-aiguë de l’infection et après plusieurs années de virémie indétectable, résultat d'une 

observance et d'une efficacité parfaite des antirétroviraux, l'arrêt du traitement conduit au 

retour rapide d'un virus réplicatif, pathogène, et transmissible ((Henrich et al., 2017b), cf. 

Figure 4). Ces observations, qui démontrent l'impossibilité de guérir à l'échelle individuelle 

l'infection par le VIH à l'aide des antiviraux disponibles aujourd'hui, peuvent s'expliquer par 

deux mécanismes possiblement non exclusifs.  

 Certains auteurs ont observé que les rares génomes viraux détectables chez les 

patients traités font l'objet de fluctuations génétiques au fil du temps (Chaillon et al., 2017). 

Ces travaux concluent que certaines de ces fluctuations peuvent s'expliquer par une 

réplication persistante du VIH dans des compartiments tissulaires et cellulaires imperméables 

aux antirétroviraux. Ces sanctuaires, notamment le système nerveux central (SNC) (Gorantla 

et al., 2012; Petry and Lüke, 1997; Vigorito et al., 2015) et les gonades (Imaz et al., 2016; 

Jenabian et al., 2016) pourraient ainsi participer au rebond virémique. Il existe aussi des 

arguments biologiques en faveur d'une réplication virale persistante sous cART. Certains 

antirétroviraux comme les IP sont moins efficaces dans les monocytes et les macrophages, 

n’empêchant pas la réplication virale de subsister sous cART dans ces cellules (Perno et al., 
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1998). Etant donné que les antirétroviraux ne peuvent pas pénétrer correctement  dans le 

SNC, les gonades et les centres germinatifs des ganglions lymphatiques, l’infection classique 

ainsi que celle en trans des macrophages et des DC peuvent influencer celles des lymphocytes 

T CD4+ dans ces sanctuaires (Dahl et al., 2014; Embretson et al., 1993; Harezlak et al., 2011, 

2014; Imaz et al., 2016; Jenabian et al., 2016; Perreau et al., 2013; Petry and Lüke, 1997; Smith 

et al., 2001; Valcour et al., 2012; Vigorito et al., 2015). De plus, les lymphocytes T CD8+ 

cytotoxiques ne peuvent pénétrer en grand nombre dans certains sanctuaires (Imaz et al., 

2016; Quigley et al., 2007; Robillard et al., 2014) comme les gonades (Jenabian et al., 2016), 

et les centres germinatifs (Embretson et al., 1993; Perreau et al., 2013; Smith et al., 2001). 

Ainsi une réplication résiduelle persisterait sous cART et le réservoir VIH-1 des lymphocytes T 

CD4+ continuerait de se constituer sous cART dans ces sanctuaires. 

 D'autres études, utilisant des modèles comparables, ne parviennent pas à 

déceler les traces de fluctuations génétiques dues à une réplication virale sous traitement. 

Dans ce cas, le rebond virémique après arrêt du traitement peut s'expliquer par la persistance 

d'un réservoir de génomes viraux latents, déjà constitué avant le traitement (Kearney et al., 

2015). Les génomes viraux latents peuvent être intégrés ou non intégrés dans le génome des 

cellules cibles du virus, la forme non intégrée pouvant être circulaire ou linéaire (Bukrinsky et 

al., 1991; Zack et al., 1990, 1992). Ces génomes latents sont observés dans quelques cellules 

dendritiques et macrophages, mais surtout dans la cible majeure du virus, les LT CD4+ (Chun 

et al., 1997a; Finzi et al., 1997; Wong et al., 1997). Pour que le virus soit latent, les cellules 

doivent être dans un état dit de quiescence métabolique dans lequel les protéines virales ne 

sont pas ou peu exprimées. Une minorité des cellules quiescentes du réservoir se réactivent 

transitoirement et sont la source non seulement des pics de virémie observés 

occasionnellement sous cART mais aussi du rebond viral observé lors des interruptions de 

traitement. Dans ce manuscrit, nous nous contenterons de graviter autour de cette deuxième 

hypothèse, celle d'un réservoir viral latent dans les LT CD4+ quiescents.  
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Figure 4. Résumé des délais du rebond viral. (d'après Deeks et al., 2016a)  
Le rebond viral observé après arrêt des traitements antirétroviraux survient dans les 3 semaines suivant 
l’interruption. Dans certains cas, le délai du rebond viral est reporté de plusieurs mois chez des greffés de CSH 
(les patients de Boston) à plus de 2 ans chez un enfant ayant reçu un traitement antirétroviral dès le deuxième 
jour après sa naissance (enfant du Mississipi). Certains patients traités en primo-infection ne développent pas de 
rebond viral après arrêt du traitement, la virémie plasmatique étant positive mais résiduelle, ils sont nommés les 
Contrôleurs Post-traitement (PTC). Seul un patient ne présente aucune charge virale sans traitement, le patient 
de Berlin qui a reçu une greffe de CSH dont le donneur portait la mutation D32 sur son gène codant CCR5. 

 
II.B. Cellules impliquées dans le réservoir VIH-1 

 

II.B.1.Les monocytes, macrophages et cellules dendritiques 

 

L'essentiel du réservoir VIH-1 sous cART semble être constitué de génomes viraux intégrés 

dans des lymphocytes T CD4+ mémoires. Le rôle des autres cellules cibles du virus dans le 

réservoir est plus incertain mais ne peut être complètement écarté. En effet, les séquences 

de génomes viraux de pics virémiques occasionels et du rebond viral sont différentes de celles 

des provirus latents des LT CD4+, suggérant la présence d’un réservoir VIH-1 au sein d’autres 

types cellulaires (Bailey et al., 2006; Chun et al., 2000). L’efficacité d’infection des cellules 

dendritiques myéloides (mDC) dépend de leur état de maturation. En effet, les mDC 

immatures sont plus infectables et donc susceptibles de faire partie du réservoir viral (Dong 

et al., 2007; Granelli-Piperno et al., 1998). C’est également le cas des monocytes qui sont plus 

infectables que les macrophages. Parmi les monocytes, ceux CD16+ sont plus sensibles à la 
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réplication virale car ces cellules expriment peu le facteur de restriction cellulaire APOBEC3G 

(Ellery et al., 2007). Les monocytes CD14+ sont aussi relativement infectables comme le 

montre une comparaison faite avec les LT CD4+ quiescents (Zhu et al., 2002).  La capacité 

infectieuse dépend aussi de la souche virale (Smed-Sörensen et al., 2005). La faible capacité 

d’infection des macrophages s’explique principalement par SAMHD1, une protéine qui 

transforme les dNTP en IPPP, empêchant ainsi la transcription inverse du génome virale 

d’avoir lieu (Laguette et al., 2011; Lahouassa et al., 2012; O’Brien, 1994). Elle peut aussi 

s’expliquer par la faible expression membranaire du récepteur CD4 (Nicholson et al., 1986), et 

de mauvaises conditions cellulaires pour l’import nucléaire du complexe de préintégration 

(Diamond et al., 2004). Bien que  seulement 0,06 % des macrophages de la lamina propria de 

la muqueuse intestinale soit infecté,  la taille de cette dernière est si importante que ces 

cellules ont un rôle non négligeable dans le réservoir VIH-1 (Smith et al., 2003). Des 

macrophages infectés sont aussi retrouvés dans les tissus adipeux (Damouche et al., 2015; 

Pallikkuth and Mohan, 2015). En plus des astrocytes et des cellules de la microglie, des 

macrophages péri-vasculaires sont aussi infectés au niveau du système nerveux central 

(Hellmuth et al., 2015; Marban et al., 2016). Ainsi de nombreuses cellules présentatrices 

d’antigènes (CPA) sont infectées dans différents compartiments. 

Ces CPA participent à l’infection des lymphocytes. En effet, les DC et les macrophages 

peuvent aussi internaliser le virus et le relarguer à proximité des lymphocytes : ce mécanisme 

se nomme l’infection en trans (Dong et al., 2007). L’entrée virale se fait alors notamment via 

le récepteur DC-SIGN (Geijtenbeek et al., 2000). Ce processus a lieu lorsque ces cellules se 

déplacent vers les ganglions lymphatiques pour présenter les antigènes aux lymphocytes et 

ainsi activer l’immunité adaptative. Ces CPA, étant à proximité des LT CD4+, peuvent influencer 

leur état d’activation et donc de latence, par sécrétion paracrine de cytokines comme l’IFN- 

(Meyers et al., 2007). Ces sécrétions peuvent être elles-mêmes influencées par la présence de 

pathogènes internalisés par ces CPA (Orenstein et al., 1997).  

 

II.B.2.Les Lymphocytes T CD4+ 

 

 Les lymphocytes T CD4+, principales cellules cibles du virus, sont impliqués dans le 

réservoir VIH-1, source du rebond viral (Coffin, 1995, cf.Figure 5). Ces cellules expriment à leur 

surface le récepteur CD4 et les corécepteurs CCR5 et CXCR4 (Bleul et al., 1997). Les protéines 
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d’enveloppe du virus s’y fixent pour permettre l’entrée du virus dans la cellule. Toutefois, 

toutes les sous-populations lymphocytaires T ne sont pas susceptibles de la même manière à 

l’infection. En effet, bien que des cas d’infection de cellules quiescentes soient décrits, 

l’infection est favorisée si les cellule sont actives (Fabre-Mersseman et al., 2011). Or parmi les 

cellules quiescentes du réservoir, se trouvent le compartiment naïf, constitué de cellules 

n’ayant pas encore rencontré d’antigènes et donc n’ayant pas encore été activées, et le 

compartiment mémoire, résultant d’une précédente activation cellulaire suite à la rencontre 

d’un antigène. Ces cellules T mémoires représentent ainsi la majorité du réservoir VIH-1 des 

patients sous ART contrairement aux LT CD4+ naïfs qui n’en représentent qu’une minorité 

(Chomont et al., 2009). Les cellules mémoires diffèrent selon leur état de quiescence, 

certaines sont effectrices donc actives (TEM), d’autres sont appelées centrales (TCM) et sont au 

repos (Sallusto et al., 1999). D’autres LT CD4+ sont dans un état intermédiaire, les mémoires 

transitoires (TTEM). Toutes sont différentiables par des marqueurs cellulaires à leur surface. Les 

TCM se différencient des TEM par la présence du récepteur CCR7. Et les TTEM se différencient des 

TEM par la présence du récepteur CD27. Les lymphocytes T CD4+ souches mémoires (TSCM) 

contribuent aussi à la persistance du VIH au sein de l’organisme infecté (Buzon et al., 2014). 

Les lymphocytes mémoires se caractérisent par une demi-vie particulièrement longue 

d’environ 44 mois (Siliciano et al., 2003a), particulièrement pour la sous-population des 

lymphocytes TH1/17 (Sun et al., 2015). Ces cellules du réservoir viral peuvent ainsi subsister 

plus de 8 ans alors que le patient suit une trithérapie (Nottet et al., 2009). Une étude a montré 

que la plupart des lymphocytes mémoires infectés de manière latente présentent à leur 

surface un marqueur d’expression CD32A (Descours et al., 2017). Cependant, ces résultats 

sont controversés par de nouvelles études qui démontrent que CD32A serait d’avantage un 

marqueur d’activation observé à la surface des cellules nouvellement infectées (Martin et al., 

2017; Osuna et al., 2017; Serra-Peinado et al., 2017).  
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Figure 5. Similarité entre les génomes des virus du rebond et les provirus intégrés dans les LT CD4+ quiescents 
(d'après Kearney et al., 2015). 
Arbre phylogénétique des séquences gag-pol d’ARN viral plasmatique et d’ADN extrait de PBMC avant (rond 
rouge), pendant (rond bleu et noir), et après cART (en vert et violet). Les flèches rouges et noirs indiquent les 
séquences gag-pol identiques entre des virus du rebond et des provirus avant arrêt du traitment. Et les flèches 
bleues représentent l’évolution des virus du rebond.  

Deux mécanismes permettent la réactivation du réservoir viral latent des LT CD4+ 

quiescents. Le premier est l’homéostasie des lymphocytes qui permet de compenser leur 

dépletion. En effet, bien qu’ayant une demi-vie longue, les lymphocytes mémoires finissent 

par mourir (Aladdin et al., 2003; Hellerstein et al., 2003; Rathmell and Thompson, 1999). Ces 

phases de prolifération homéostasique périphérique vont alors permettre de compenser 

cette perte et de maintenir la taille des compartiments périphériques immunitaires. En effet, 

chez l’adulte infecté sous cART comme chez le non infecté, le thymus n’est pas le seul à 

restaurer les populations immunitaires périphériques par la prolifération de lymphocytes 

naïfs, une prolifération périphérique est aussi induite (Almeida et al., 2001; Dion et al., 2007; 

Tanchot et al., 1997, 2002). Chaque sous-type cellulaire est soumis à un contrôle 

homéostasique qui est notamment régulé par des cytokines dont principalement l’IL7, et l’IL2 

pour les LT CD4+ (Kondrack et al., 2003; Li et al., 2003, 2004), sécrétées par des cellules 

stromales non hématopiétiques (Gutierrez-Ramos et al., 1992; Heufler et al., 1993; Madrigal-

Estebas et al., 1997; Oosterwegel et al., 1997; de Saint-Vis et al., 1998). En effet, elles induisent 

toutes deux la prolifération de cellules porteuses de récepteurs possèdant une chaîne  
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commune (Ma et al., 2006; Soares et al., 1998; Swainson et al., 2006) et seul l’IL2 conduit aussi 

à une différenciation (Cho et al., 2000; Saraya and Balkwill, 1993). Les LT CD4+ quiescents 

subissent ainsi transitoirement des phases de prolifération homéostasique durant lesquelles 

le virus va sortir de son état latent si le génome du virus est intégré dans un gène nécessaire 

à la mitose. Dans le cas où l’individu infecté est sous antirétroviraux ce virus ne pourra se 

répliquer correctement et s’éteindra rapidement (cf blips observés in vivo sous cART,(Porter 

et al., 2017)). Au contraire dans le cas d’une interruption de traitement, le virus pourra en 

profiter pour se répandre à nouveau dans l’organisme comme en témoigne les expansions 

clonales retrouvées chez les virus du rebond (Maldarelli et al., 2014; Wiegand et al., 2017). 

Les antirétroviraux permettraient de limiter ces expansions clonales virales car une diminution 

du taux d’IL7 est observée dans le plasma des individus sous cART (Bolotin et al., 1999; Llano 

et al., 2001; Mastroianni et al., 2001; Napolitano et al., 2001).  

En outre, les virus latents étant dans des cellules mémoires ayant déjà rencontré leur 

antigène cible, si ce dernier refait surface dans l’organisme, ces dernières vont alors sortir de 

leur état de quiescence comme lors des phases de prolifération homéostasique (Evans et al., 

2013; Kumar et al., 2015; Stevenson et al., 1990; Zack et al., 1992). Dans ce cas, si le génome 

du virus a été intégré dans un gène qui était actif lors de la phase effectrice de la cellule, il va 

alors être exprimé et conduire la production de virus, et ceci dès que la cellule mémoire va 

rencontrer l’antigène contre lequel son TCR est dirigé. Ainsi la réactivation des génomes viraux 

intégrés dépend de la localisation du site d’intégration.  

 

II.C. Mise en place et maintien de la latence  

 

II.C.1.Intégration et expression du génome viral 

 

Le VIH étant un lentivirus de la famille des Retroviridae, son génome code pour une 

enzyme, la transciptase inverse lui permettant de rétro-transcrire son génome ARN simple 

brin positif en ADN double brin. Ensuite cet ADN est importé dans le noyau où il se retrouve à 

proximité de régions transcriptionnellement actives de l’ADN, nommées euchromatines (Han 

et al., 2004; Schröder et al., 2002). L’ADN viral y est alors intégré grâce à une enzyme virale 

appelée intégrase, principalement au sein des introns des gènes du génome cellulaire dans le 

sens inverse de la transcription (Ho et al., 2013; Marcello et al., 2004). L’insertion dans des 
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régions d’hétérochromatine est aussi possible et favorise la latence des provirus (Jordan et al., 

2003). Moins d’un quart des sites d’intégration sont retrouvés au niveau d’oncogènes (Symons 

et al., 2017). Selon l’état de condensation de la chromatine du site d’intégration, le provirus 

serait plus ou moins réactivable (Battivelli et al., 2017; Sherrill-Mix et al., 2013). L’état de 

latence du provirus dépend ainsi de l’état d’activation de la cellule.   

Le processus d’intégration permet que le génome viral soit transcrit comme les autres 

gènes de la cellule par l’ARN polymérase II (Chun and Jeang, 1996). Des protéines régulent 

l’expression du génome viral au niveau du promoteur LTR (« long terminal repeat ») 5’ (cf. 

Figure 6), région divisée en trois segments distincts : U3 (« Unique 3’ »), R (« Repeat »), et 

U5(« Unique 5’ »). Le segment U3 est composé d’une région modulatrice où se fixent des 

inhibiteurs ou activateurs de la transcription tels que AP-1 et NFAT, puis d’une partie où se 

fixent des facteurs de transcription tels que NF-κB et Sp1, et enfin une partie appelée la TATA 

box où est recrutée l’ARN polymérase cellulaire.  Ensuite, au sein de la région R se trouve la 

séquence TAR (« trans-activation response element ») sur laquelle se fixe la protéine virale 

Tat, transactivatrice de la transcription. Le reste du génome est constitué de différents cadres 

de lecture exprimant les polyprotéines Gag, Pol et Env et les protéines Vif, Nef, Tat, Vpu, Vpr 

et Rev (cf. Figure 6).  

 

 
Figure 6. Génome du VIH-1. 
Les protéines codées par gag sont des protéines de structures : la protéine de matrice p17, la protéine de 
capside p24 et les protéines de nucléocapside p7 et p6. La région pol code pour les enzymes : la protéase, la 
transcriptase inverse et l’intégrase. Les protéines Vif, Vpr, Vpu et Nef sont dites accessoires. Les protéines Tat 
et Rev sont dites régulatrices. Le gène env code pour deux glycoprotéines gp120 et gp41. Le génome du VIH est 
flanqué de séquences identiques LTR en 3’ et en 5’.  

 

La transcription du génome viral permet tout d’abord la synthèse d’ARN multi-épissés 

codant pour les protéines Tat, Rev et Nef (Kim et al., 1989; Reddy and Yin, 1999). Puis la 

protéine Rev, synthétisée dans le cytoplasme, est dirigée vers le noyau grâce à son signal de 

localisation nucléaire. En se fixant sur la séquence RRE (« Rev response element ») des ARN 
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viraux transcrits dans le noyau, Rev les exporte dans le cytoplasme au niveau du réticulum 

endoplasmique limitant leur épissage (Chang and Sharp, 1990; Daefler et al., 1990; Emerman 

et al., 1989; Heaphy et al., 1990; Malim et al., 1989). Ainsi dans un deuxième temps, les ARN 

mono-épissés et les ARN non épissés sont exportés dans le cytoplasme (Arrigo et al., 1990; 

Guatelli et al., 1990; Schwartz et al., 1990). Les ARN mono-épissés codent pour les protéines 

Vpr, Vif, Vpu et Env. Les ARN non épissés codent pour les polyprotéines Gag et Pol qui sont 

par la suite clivées par la protéase virale. La plyprotéine Gag est clivée en protéines de 

structure dont la protéine de capside p24. La polyprotéine Pol est clivée en protéines à activité 

enzymatique : la protéase, la transcriptase inverse et l’intégrase. Quant à Env, elle est clivée 

par des protéases cellulaires nommées furines en deux glycoprotéines d’enveloppes : la gp120 

et la gp41 (Freed et al., 1989; McCune et al., 1988).  

 

II.C.2. Protéines virales impliquées dans la latence 

 

Deux protéines virales régulatrices sont essentielles pour le contrôle de l'expression 

des gènes du VIH : la protéine Tat et la protéine Rev. La protéine Tat, va se lier à une séquence 

ARN (TAR) qui nécessite que la transcription ait atteint un certain niveau d'efficacité (Berkhout 

et al., 1989). Lorsque la transcription est peu efficace (niveau d'activation faible des cellules), 

la transcription du génome va échouer et ne produire que de fragments très courts d'ARN. 

Dès que l'efficacité devient meilleure, la transcription permet la synthèse de TAR, et Tat va 

entrer en jeu (Brady and Kashanchi, 2005). Avec cet effet de seuil, Tat va activer de façon 

importante la transcription des ARN viraux. Cet effet retrospectif est appelé la transactivation. 

La protéine Rev conduit également à un effet de seuil de production d'ARN codant pour les 

protéines de structure du VIH. Ce n'est que lorsque Rev aura été accumulée à un taux suffisant 

qu'elle pourra protéger ces ARN de l'épissage, et ainsi permettre la production de protéines 

de structure du VIH (Felber et al., 1989; Malim and Cullen, 1991; Malim et al., 1989). En effet, 

lorsque Rev est exprimée, elle permet l’export nucléaire des ARNm mono et non épissés et 

leur adressage au RER au détriment des ARN épissés. En absence de Rev, tous les ARNm sont 

épissés à de multiples sites, dont les produits de traduction sont Tat, Rev lui-même, et Nef. 

Alors qu’en présence de Rev, la protéine Tat entière n’est plus assez exportée vers le 

cytoplasme pour être traduite et l’activation de l’expression des protéines virales médiée par 

l’intéraction Tat-TAR est alors diminuée sans pour autant s’éteindre (la protéine Tat tronquée 
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conserve un pouvoir activateur (Apolloni et al., 2003). Ces deux protéines via leur effet seuil 

induisent une expression importante du VIH qui permet la production et la transmission du 

virus en dépit de la vigilance immunitaire à l’écart des protéines virales immunogènes. 

 La transactivation est aussi influencée par l’état d’acétylation de Tat. Tat acétylée 

induit l’activation de la transcription des gènes viraux alors que Tat désacétylée est inactive. 

Tat est acétylée par différentes protéines cellulaires comme PCAF, hGCN5 et CBP (Col et al., 

2001; Kiernan et al., 1999). Elle est désacétylée par d’autres enzymes cellulaires comme Sir1 

(Pagans et al., 2005). En outre l’expression de Tat est dépendante de l’état d’activation de la 

cellule. Lorsque la cellule infectée devient quiescente, certaines régions d’euchromatine se 

condensent en hétérochromatine. Ainsi en fonction du site d’intégration du génome viral, la 

chromatine est plus ou moins condensée. L’état de la chromatine influence l’expression basale 

des gènes viraux dont celle de Tat (Jordan et al., 2001). Si un niveau basal d’expression du 

génome viral n’est pas maintenu, la transactivation de Tat va s’éteindre (Weinberger et al., 

2005).  Des modifications épigénétiques permettant la décondensation de la chromatine sont 

ainsi essentielles pour restaurer l’action de Tat (Pearson et al., 2008). En outre, un facteur de 

transcription nommé Luman, étant séquestré par l’enveloppe virale et plus précisément par 

la gp41, ne peut alors plus inhiber la transactivation médiée par Tat (Blot et al., 2006). Ainsi 

une fois la latence levée, l’enveloppe néo-synthétisée renforce la réactivation des provirus.  

Les protéines virales Nef et Vpr influencent aussi la latence des provirus. Nef régule 

négativement le LTR inhibant l’expression virale (Ahmad and Venkatesan, 1988). Cette 

protéine bloque également la cellule en phase G1 en inhibant l’entrée en phase S (Ndolo et 

al., 2002). Ces deux processus favorisent un état de quiescence de la cellule infectée. En 

opposition, cette protéine active les cellules infectées par différentes voies dont celles des 

kinases tel que Ras, MAPK et Lck (Fujinaga et al., 1995; Geleziunas et al., 1996; Hanna et al., 

1998; Tobiume et al., 2002), et celle du TCR associé à CD8 impliquant l’activation de 

l’expression d’IL-2 (Wang et al., 2000). Son activité dépendrait de sa localisation 

cytoplasmique ou membranaire (Baur et al., 1994; Marsh, 1999). Quant à Vpr, cette protéine 

bloque la cellule en phase G2 en inhibant la mise en place de la mitose (Stewart et al., 1997), 

or durant la phasse G2, la transcription dans ces cellules reste active. Elle participe ainsi à la 

réactivation des cellules quiescentes en activant les facteurs de transcription cellulaires 

agissant sur le LTR comme p300, TFIIB, TFIIH, Sp1, GR et NF-κB  (Agostini et al., 1996; Felzien 

et al., 1998; Kino et al., 2002; Levy et al., 1995; Vanitharani et al., 2001; Verhoef et al., 1999; 



Introduction Anne de Verneuil- Thèse de doctorat-2018 

 

31 

Wang et al., 1995). Ainsi les protéines virales impliquées dans la mise en place et le maintien 

de la latence sont dépendantes de facteurs cellulaires.  

 

II.C.3. Les facteurs cellulaires de la latence 

 

Pour que la transcription soit possible, l’ADN doit passer de la conformation 

d’hétérochromatine à la celle d’euchromatine, c’est-à-dire subir des modifications 

épigénétiques. Les modifications épigénétiques se différencient en deux types : (1) la 

modification des histones et donc le changement de conformation des nucléosomes et (2) 

l’état de méthylation de l’ADN surtout au niveau des régions promotrices. Le promoteur du 

génome du VIH se situe au niveau des LTR. La mise en place de la latence est liée à différents 

mécanismes. Tout d’abord, la déacétylation des histones Nuc1 et Nuc2 situés au niveau  du 

LTR change la conformation de l’ADN le rendant plus compact et donc moins accessible à 

l’ARN polymérase (Coull et al., 2000). La présence d’histones déacétylases (HDAC) au niveau 

du LTR permet ainsi de maintenir la latence. Des  protéines cellulaires comme Myc recrutent 

les HDAC au niveau du promoteur des provirus intégrés dans le génome de cellules du 

réservoir, notamment celui de lymphocytes T CD4+ quiescents (Jiang et al., 2007). En outre, la 

tri-méthylation des histones, notamment de l’histone H3, est également nécessaire pour le 

passage vers une conformation d’hétérochromatine. La molécule HP1 serait recrutée par les 

histones triméthylés par SUV39H1 pour maintenir la latence dans les lymphocytes T 

quiescents (Chéné et al., 2007; Cheutin et al., 2003). Les états d’acétylation, de méthylation, 

de phosphorylation, de sumoylation, et d’ubiquitination des histones sont ainsi impliqués 

dans la mise en place et le maintien de la latence (Redel et al., 2010). La deuxième modification 

épigénétique possible est la méthylation de l’ADN. Une hyper-méthylation de deux ilots CpG 

a été observée au niveau du site d’initiation de la transcription du génome viral (Blazkova et 

al., 2012; Ishida et al., 2006). Leur méthylation permet le recrutement de protéines identifiées 

comme régulatrices de la latence comme HDAC2 et MCB2 (Kauder et al., 2009).   

  D’autres protéines agissent sur des facteurs de transcription soit en provoquant leur 

dégradation, soit en les recrutant, soit en les sur-exprimant, soit en les séquestrant. Par 

exemple, la protéine Murr-1 séquestre le facteur de transcription NF-κB dans le cytoplasme, 

empêchant ainsi l’activation de l’expression virale par cette dernière (Ganesh et al., 2003). En 

effet la séquence U3 du promoteur viral possède trois sites de liaison à NF-κB (Rabson and Lin, 
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2000). Dans les cellules de la microglie, d’autres protéines semblent impliquées dans la 

latence. Le facteur de répression de transcription CTIP2 recrute des HDACs tels que HP1 et 

SUV39H1 ; il inhibe en outre l’expression de la protéine p21 impliquée dans l’activation de 

l’expression virale (Marban et al., 2007; Rohr et al., 2003). L’action de CTIP2 a aussi été 

retrouvée dans les LT CD4+ ( Le Douce et al., 2012). Les facteurs cycT1 et CDK9 font partie avec 

la protéine virale Tat d’un complexe nommé P-TEFb qui est nécessaire à l’activation de la 

transcription via TAR. Pour être associée au complexe, CDK9 doit être phosphorylée. Si CDK9 

n’est pas phosphorylée et donc ne s’associe pas aux autres protéines pour former le complexe  

fonctionnel P-TEFb (Garber et al., 2000), la transactivation de l’expression du génome viral via 

TAR est inhibée. Ainsi dans les cellules quiescentes du réservoir, les protéines CDK9 

déphosphorylées pourraient participer à la latence. Quant à cycT1, elle serait sous-exprimée 

dans les macrophages différenciés (Liou et al., 2002).  

Enfin, l’expression virale peut être réprimée par des micro-ARN (miARN) au niveau post-

transcriptionnel. Ces derniers sont capables de se fixer par complémentarité aux ARNm 

codant pour les protéines Tat et Rev par exemple, et ainsi d’inhiber leur traduction ou de 

provoquer leur dégradation (Huang et al., 2007).  

L’état d’activation de la cellule dépend aussi du type cellulaire impliqué et de 

l’environnement dans laquelle elle se trouve.  

 

II.D. Constitution génétique et quantification du réservoir VIH-1 

 

II.D.1.Quantification des provirus latents 

 

Au sein de la cellule infectée, l’ADN viral est retrouvé dans le noyau sous différentes 

formes : linéaire non intégré ou intégré, circulaire à un LTR ou à 2 LTR. De l’ADN viral est 

également observé dans le cytoplasme sous forme linéaire. Afin de quantifier ces différentes 

formes d’ADN viral, différentes techniques ont été mises en place. Pour la quantification de 

l’ADN total, la réaction de polymérase en chaîne (PCR) en temps réel (qPCR) sur le gène gag a 

été utilisée. Cette technique a permis de montrer que 3 mois de traitement antirétroviral 

permettent de réduire seulement d’un facteur 10 la quantité de LT CD4+ quiescents porteurs 

de génomes viraux latents (Perelson et al., 1997). Pour cibler l’ADN intégré, les amorces sont 

complémentaires des séquences ALU retrouvées dans le génome humain et de la séquence 
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virale LTR. Une PCR, suivie d’une migration sur un gel d’électrophorèse, d’un transfert sur 

membrane et d’une hybridation Southern (« Southern Blot », SB) a été utilisée par Chun et al. 

pour quantifier l’ADN viral intégré dans les PBMC de patients sous antirétroviraux. Il a ainsi 

montré qu’en moyenne sur 13 patients la fréquence de génomes viraux intégrés est de 324 

copies par million de cellules LT CD4+ quiescents (Chun et al., 1997a). La quantité d’ADN 

intégrés dans les LT CD4+ quiescents diminue très lentement sous cART avec un temps de 

demi-vie de 44 mois. Basé sur ce nombre, il faudrait 74,3 années pour éradiquer le virus. Ainsi 

le réservoir VIH-1 semble pouvoir persister très longtemps sous cART. (Finzi et al., 1999; 

Siliciano et al., 2003b). D’autres équipes ont également mesuré le réservoir VIH-1 par qPCR et 

ont montré que ce dernier n’est pas affecté par les virémies intermittentes (Torres-Cornejo et 

al., 2014). D’après cette technique, la fréquence de génomes intégrés est de plus de 1000 

copies par million de LT CD4+ quiescents (Ho et al., 2013). Les méthodes de quantification des 

ADN viraux non intégrés n’est pas à négliger car une étude récente montre que les ADN 

circulaires pourraient se linéariser pour s’intégrer dans le génome cellulaire et ainsi 

participeraient au réservoir VIH-1 (Thierry et al., 2015). En fonction de la cible des amorces de 

la PCR, la quantification des différentes formes circulaires non intégrées est réalisable et celle 

des formes linéaires non intégrées est distinguable des intégrés par une ligation avec un ADN 

de liaison (Munir et al., 2013). Enfin ces dernières années, la technique de la PCR digitale 

(dPCR) est très utilisée car très sensible ; en effet tous les fragments d’ADN sont séparés par 

une émulsion organique avant d’être quantifiés. Après amplification et quantification, il est 

nécessaire de caractériser qualitativement le réservoir VIH-1 (cf. I.D.3). 

 

II.D.2.Composition génétique du réservoir VIH-1 

 

 Afin de savoir si les séquences du réservoir VIH-1 quantifiées par qPCR sont intactes, 

c’est-à-dire capables de coder une protéine, il faut regarder par séquençage si elles n’ont subi 

ni délétion, ni mutation, ni insertion. La mutation la plus fréquente au sein des génomes VIH 

est la mutation GA effectuée par le facteur de restriction cellulaire APOBEC3G, dont 

l’accumulation est nommée hypermutation. Une étude a montré que 11,7% des provirus non 

induits après réactivation des LT CD4+ quiescents (dont la protéine Gag n’est pas exprimée) 

seraient intacts (Ho et al., 2013). Tous les autres  génomes séquencés présentent en effet des 

mutations ou des délétions (Ho et al., 2013). Après avoir été amplifiés par PCR nichée, les 
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provirus ont été séquencés directement sans clonage. La PCR a révélé que 45% des provirus 

comportent des délétions importantes visibles sur gel d’agarose 1%. Les séquences obtenues 

sont bien issues d’un seul provirus et non le fruit d’une recombinaison entre plusieurs 

séquences car les PCR avant séquençage sont effectuées en dilution limite. Le séquençage a 

révélé 32,4 % de provirus hypermutés par le facteur de restriction APOBEC3G, ainsi que des 

mutations dans le site donneur majeur d’épissage (MSD) et des insertions et délétions à un 

seul nucléotide (INDEL), notamment dans le site du signal d’encapsidation.  

 

 

Figure 7. Composition du réservoir VIH-1 (d'après Bruner et al., 2016). 
Résumé du séquençage de provirus provenant soit de patients traités par cART durant la phase chronique de 
l’infection, soit de patients traités en primo-infection. Le séquençage a été réalisé sur tout le génome VIH de LT 
CD4+ quiescents isolés. Chaque séquence provirale est indépendante et clonale car les PCR sont effectuées en 
dilution limite avant séquençage. Les délétions, les mutations, les insertions et les hypermutations sont indiquées 
sur chaque diagramme circulaire avec différentes couleurs comme indiqué ci-dessus.  

 

Une étude plus récente, comprenant plus de sujets, et séquençant tous les génomes 

entiers démontre que chez les individus traités par cART durant la phase chronique de 

l’infection, seul 2% du réservoir VIH-1 des LT CD4+ quiescents présente des génomes intacts 

(Bruner et al., 2016, cf. Figure 7). Cette différence entre les deux études peut s’expliquer par 

la population de cellules sur laquelle a été fait le séquençage. Dans la première étude, le 

séquençage était effectué sur les LT CD4+, gag positifs (Ho et al., 2013). Alors que dans la 

deuxième étude le séquençage est effectué sur tous les LT CD4+, ce qui permet de ne pas 

manquer les séquences ayant des déletions dans leur gène gag (Bruner et al., 2016, cf. Figure 

7). Dans cette deuxième étude, le réservoir VIH-1 de patients infectés en primo-infection est 

aussi séquencé. Bien que le pourcentage de séquences intactes chez ces patients soit de 7%, 

il n’est pas significativement différent de celui des patients traités en phrase chronique. En 
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revanche, le pourcentage de séquences hypermutées varie significativement entre ces deux 

groupes.  Cette différence suggère que le processus d’hypermutation commence dès la primo-

infection. Le défaut majeur des réservoirs VIH-1 des patients reste la délétion, pouvant 

s’étendre de 15pb à 8kb (cf. Figure 7). Les délétions affectent notamment des régions du 

génome nécessaires au cycle de réplication du virus comme le signal d’encapsidation et le site 

donneur majeur d’épissage (MSD, Figure 7). Ainsi, malgré la quantité importante de cellules 

« réservoir », peu comportent des génomes VIH intacts susceptibles de produire des virions 

après réactivation.  

 

II.D.3.Quantification du réservoir VIH-1 fonctionnel  

 

II.D.3.1.Quantification des ARNv associés aux cellules réactivées 

 

Des techniques ciblant la quantification du réservoir VIH-1 des LT CD4+ quiescents, 

dont l’expression est induite après réversion de la latence, ont été développées. La mesure 

des ARNv associés aux cellules peut s’effectuer par deux techniques : TILDA et iCARED. La 

méthode TILDA (« Tat/rev Induced Limiting Dilution Assay ») est basée sur l’activation de LT 

CD4+ totaux par la PMA et l’ionomycine en dilution limite pendant 12h. La quantification du 

réservoir VIH-1 réactivable se fait alors par une RT-qPCR sur les ARNm épissés des protéines 

Tat et Rev (Lee et al., 2016; Procopio et al., 2015). Elle permet de quantifier 48 fois plus de 

production virale qu’un ELISA classique et ne nécessite qu’un million de LT CD4+. La méthode 

iCARED (« inducible cell-associated RNA expression in dilution »), quant à elle basée sur les 

dilutions limites de LT CD4+ quiescents, est caractérisée par l’ajout de raltégravir pour inhiber 

la production virale afin de quantifier uniquement les virus néo-synthétisés au bout 3 jours 

d’activation par des anti-CD3/CD28. Après extraction des ARNv des cellules et du surnageant, 

l’amplification se fait sur les ARN gag, tat et rev par RT-PCR. Enfin, la quantification est 

effectuée par dPCR. Cette technique permet une quantification absolue, plus sensible que la 

qPCR et ainsi une détection des faibles variations d’expression (Hodel et al., 2016).  

 

  



Introduction Anne de Verneuil- Thèse de doctorat-2018 

 

36 

II.D.3.2.Quantification des virus émergeant du réservoir VIH-1 

 

Parmi les provirus intégrés des LT CD4+ quiescents, une très faible minorité est 

« apparemment » intacte. Afin de savoir si ces derniers sont capables de produire des virus, 

différentes techniques ont été développées. Une des premières techniques à avoir été 

développée est le VOA (« viral outgrowth assay »,(Laird et al., 2013)). Tout d’abord, des LT 

CD4+ quiescents de patients traités et dont la virémie est inférieure à 500 copies d’ARNv/ml 

sont activés avec de la PHA en présence d’IL-2. Puis, ces cellules sont mises en coculture avec 

des LT CD8- irradiés de donneurs sains. Après 14 jours d’incubation, la protéine de capside p24 

du VIH-1 est dosée par ELISA à partir du surnageant. Les premières études montrent que 1,6 

cellules en moyenne sur un million de LT CD4+ quiescents seraient capables de production 

virale (Chun et al., 1997a). Comme le dosage par p24 est croissant sur plusieurs jours, les virus 

issus de ces activations sont infectieux (Finzi et al., 1997). Une étude plus récente, menée sur 

des patients dont la virémie est indétectable sous cART, démontre que la quantité des 

séquences intactes est en moyenne 60 fois supérieure à la quantité d’unité infectieuse par 

million de LT CD4+ quiescents mesurée par qVOA (cf. Figure 8, Ho et al., 2013). Selon les 

auteurs, ce phénomène serait explicable par le caractère stochastique de l’expression des 

provirus intacts latents réactivés. En effet, après une nouvelle stimulation des LT CD4+ 

quiescents de VOA dont les surnageants étaient p24 négatifs, des virions émergent car la 

protéine de capside est cette fois-ci détectée.  

 

 

Figure 8. Quantification du réservoir viral total, intact et fonctionnel (d'après Ho et al., 2013). 
L’ADN total du réservoir VIH (en bleu) est mesurée par qPCR ALU, la proportion de séquences intactes (en rose) 
est déterminée par séquençage. La quantité de virus, émergeant à partir de LT CD4+ quiescents réactivés (en 
jaune) par des billes CD3-CD28, est mesurée par VOA. Les LT CD4+ quiescents sont isolés à partir de PBMC de 
patients traités par cART dont la virémie est inférieure à 50 copies ARNv/ml depuis au moins 6 mois.  
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De nouvelles techniques tentent de mieux représenter le réservoir VIH-1 fonctionnel. La 

méthode Simoa utilise un dosage ELISA ultrasensible utilisant des billes paramagnétiques 

couplées à des anticorps et permet de détecter ne serait-ce que 2,5 fg de p24/ml 

correspondant à  environ 60 copies d’ARNv/ml (Wilson et al., 2016).  

Enfin, une méthode appelé TZA (TZM.bl assay) quantifie le nombre de cellules pouvant 

produire des virus capables d’entrer dans une cellule cible (Sanyal et al., 2017). Cette 

technique est basée sur la fusion entre l’enveloppe virale et la membrane de la cellule cible 

reportrice. Les LT CD4+ quiescents sont réactivés par des billes anti-CD3 et anti-CD28 puis sont 

mis en coculture avec des cellules HeLa TZM.bl. Ces cellules possèdent un gène rapporteur 

beta-galactosidase sous le contrôle d’un promoteur dépendant de TAR et expriment le 

récepteur ainsi que les co-récepteurs du VIH-1. La fusion entre la cellule HeLa et le virus néo-

synthétisé permet donc l’activation du gène rapporteur par Tat. D’après cette technique, la 

quantité de virus réactivable est de 46,9 unités infectieuses par million de LT CD4+ quiescents.  

Ainsi, les résultats obtenus par VOA et TZA montrent un écart important entre le nombre de 

séquences intactes du réservoir VIH-1 et celles capables de produire un virus réplicatif.  

 

II.D.4.Expansion clonale des cellules du réservoir VIH-1. 

 

D’après le séquençage du gène codant la transcriptase inverse des génomes latents, une 

proportion non négligeable de ces séquences sont identiques entre elles et à celles de virus 

issus de sang de patient présentant des virémies résiduelles sous cART à différents instants 

(Bailey et al., 2006). De plus, les séquences gag-pol de provirus intégrés latents et de virus du 

rebond sont également identiques. Ces résultats suggèrent une expansion clonale des LT CD4+ 

quiescents (cf Figure 5, Kearney et al., 2015). Afin de démontrer leur clonalité, différentes 

équipes ont séquencé le site d’intégration de ces provirus identiques. Dans l’étude de 

Maldarelli, les génomes VIH des LT CD4+ quiescents sont coupés et couplés à des petits ADN 

de liaison puis amplifiés par PCR avec une amorce liant l’ADN de liaison et une amorce liant le 

LTR du virus. Or, après analyse du séquençage haut débit des amplicons, les sites d’intégration 

de certains provirus se sont révélés également identiques. Cette observation démontre la 

présence d’expansion clonale de LT CD4+ quiescents participant au réservoir VIH-1 (Maldarelli 

et al., 2014). Une étude a été menée sur quatre patients traités par cART en utilisant le 
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séquençage à génome unique sur les ADN et les ARN associés aux cellules (CARD-SGS). Cette 

étude a permis de mieux caractériser le réservoir VIH-1 (Wiegand et al., 2017). En effet, les 

séquences amplifiées sont celles des gènes de la protéine p6, de la protéase et de la 

transcriptase inverse. Les expansions clonales sont stables au cours du temps, au moins sur 

plusieurs mois. Pour deux patients, des séquences hypermutées se sont révélées clonales. 

Leur hypermutation pourrait favoriser leur persistance au sein d’expansions clonales car les 

ARN hypermutés ne conduisent pas à la synthèse de protéines reconnaissables par les cellules 

cytotoxiques du système immunitaire. Cette analyse par CARD-SGS montre que ces séquences 

bien qu’hypermutées sont transcrites en ARNm. Une analyse quantitative et qualitative du 

VOA de quatre patients (Q2VOA) montre également la présence de nombreux clones au sein 

du réservoir VIH (Lorenzi et al., 2016). Dans cette dernière étude, le gène de l’enveloppe des 

virus qui ont émergé lors des VOA, ainsi que celui des génomes intégrés des LT CD4+ 

quiescents ont été séquencés. 54% des virus émergeant du réservoir VIH-1 ont un gène de 

l’enveloppe qui est identique à au moins celui d’un autre virus, preuve de clonalité car le VOA 

est effectué en dilution limite. Cette étude montre aussi que la taille du clone proviral est 

inversement proportionnelle à sa probabilité de réactivation.  Ainsi plus le clone regroupe de 

provirus, plus ils ont une forte probabilité d’être défectifs.  

 

Figure 9. Résumé des méthodes de quantification du réservoir VIH ( d’après Deeks, et al., 2016a). 
Les génomes intégrés sont déterminés par une PCR ALU, les génomes intacts par séquençage, les ARN non 
épissés ou multi-épissés par PCR sur une extraction de LT CD4+ quiescents réactivés, les protéines virales par 
des tests ELISA sur des cultures de LT CD4+ quiescents réactivés, les virions néo-synthétisés par de LT CD4+ 

quiescents réactivés par TZA et enfin les virus infectieux, émergeant du réservoir, sont quantifiés par qVOA. 
(US = unspliced,; MS = multiply spliced; QVOA = quantitative viral outgrowth assay; MVOA = murine viral 
outgrowth assay) 
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Toutes ces études résumées dans la Figure 9 (Deeks et al., 2016b) montrent qu’une faible 

proportion des génomes intégrés sont intacts. Parmi les génomes intacts, peu sont capables 

d’induire l’expression d’ARN, et sont encore moins susceptibles de produire des virions 

capables de réplication. La faible proportion de provirus fonctionnels au sein du réservoir VIH-

1 peut s’expliquer par le fait que la plupart des provirus fonctionnels soient éliminés par les 

cellules immunitaires cytotoxiques lors des réactivations transitoires homéostatiques des LT 

CD4+ quiescents. Ainsi subsisteraient, au sein du réservoir VIH-1 des patients traités par cART, 

principalement des clones de séquences défectives. En revanche, les raisons de la différence 

de proportion entre les séquences intactes et celles fonctionnelles mesurées par VOA restent 

encore incomprises.  

 

II.E. Vers une rémission fonctionnelle ou une guérison 

 

Un seul patient, dit le « patient de Berlin », a véritablement guéri de l’infection du VIH 

(Hütter et al., 2009) ou du moins présente une virémie plasmatique indétectable (cf. Figure 

4). Ce patient, souffrant d’une leucémie, nécessitait une transplantation de cellules souches 

(TCS) hématopoïétiques. Après une ablation de ses cellules souches hématopoïétiques par 

chimiothérapie et une transplantation, les cellules immunitaires du greffon vont reconnaître 

comme étrangères celles du receveur et donc les éliminer. Le cancer lié à ces cellules 

disparaissant avec elles : cet effet du greffon contre la maladie du receveur est appelé GvM 

(Graft versus Malignancy). Dans le cas du patient de Berlin, le donneur portait la mutation 

delta 32 sur le gène codant pour le corécepteur CCR5 du VIH. Cette mutation provoque 

l’apparition d’un codon stop prématuré qui conduit à la synthèse d’une protéine tronquée 

non exprimée à la surface des cellules. Les cellules du greffon n’étant pas infectables par le 

virus R5 tropique, ce dernier n’a pu se propager à nouveau au sein de l’organisme receveur. 

Aucune virémie n’a été détectée depuis chez ce patient. Chez d’autres patients comme ceux 

de Boston, qui ont subi également une chimiothérapie et une TCS d’un donneur ne portant 

pas la mutation, le virus arrive à se propager au sein des cellules du donneur (Henrich et al., 

2014, Figure 4). Ces infections de novo se font à partir de cellules du réservoir VIH-1 qui n’ont 

pas pu être éliminées à temps par les cellules du greffon ou par la chimiothérapie. En effet, 
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cette dernière ne peut atteindre toutes les cellules infectées surtout celles qui sont dans des 

sanctuaires anatomiques. (Cf I.A.1).  

Le fait de traiter dès la primo infection permet de limiter la réplication virale (Yerly et al., 

2000), de diminuer la taille du réservoir VIH-1 (Ngo-Giang-Huong et al., 2001) et la diversité 

des quasi-espèces (Delwart et al., 2002) mais également de préserver l’immunité (Oxenius et 

al., 2000). Après ces observations, le suivi de la cohorte Visconti (pour international-Viro-

Immunologic Sustained CONtrol after Treatment Interruption) a permis de mettre en lumière 

des cas de guérison fonctionnelle chez des patients ayant commencé leur traitement dès la 

primo-infection ((Cockerham et al., 2016; Hocqueloux et al., 2010; Sáez-Cirión et al., 2013). 

Dans cette cohorte, les patients après arrêt de leur traitement ne présentent pas de virémie, 

ils sont nommés PTC pour « Post-Treatment Controllers » (cf. Figure 4). Parmi les patients 

traités en primo-infection, peu sont des PTC. En effet, la majorité présente un rebond 

virémique tardif (Rosenberg et al., 2000; Seng et al., 2008) . C’est notamment le cas de l’enfant 

du Mississippi qui a reçu un traitement antirétroviral dès 30h après sa naissance, et dont la 

virémie plasmatique a été indétectable pendant 4 ans avant un rebond virémique survenu 28 

mois après arrêt du traitement (Butler et al., 2015; Persaud et al., 2013). Certaines cytokines 

comme l’IL-21 et l’IFN- permettent de retarder le rebond virémique de quelques semaines 

sans pouvoir véritablement l’éviter (Micci et al., 2017). Certaines combinaisons 

d’antirétroviraux permettent de retarder également le rebond comme en témoigne l’étude 

EMERALD (Molina et al., 2017). Même en traitant lors de la phase hyper-aiguë de l’infection, 

la virémie peut redevenir supérieure à 30 copies/ml après arrêt du traitement (Henrich et al., 

2017a). 

 

II.E.1.Réversion de la latence et élimination du réservoir VIH-1 

 

Afin d’éradiquer le réservoir viral, des stratégies visant à activer l’expression des 

provirus latents des LT CD4+ quiescents et l’activité cytotoxique des LT CD8+ se développent. 

Le cycle de réplication du virus n’étant pas toujours lytique pour la cellule, il faut en effet 

activer en parallèle les cellules NK (« Natural killer ») et les LT CD8+ cytotoxiques pour éliminer 

les cellules réactivées productrices de virions et ainsi éliminer le réservoir VIH-1.  
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II.E.2.Agents de réversion de la latence  

 

Différents agents de réversion de la latence (LRA) ont été testés. Ces agents agissent 

sur l’activation des LT CD4+ quiescents pour lever la latence virale. In vivo les lymphocytes sont 

activés via différents récepteurs membranaires suite à la présentation d’un antigène par le 

complexe majeur d’histocompatibilité. La transmission du signal via ces récepteurs 

membranaires conduit à l’activation de facteurs de transcription qui vont alors induire 

l’expression de gènes nécessaires à la prolifération des lymphocytes (Smith-Garvin et al., 

2009). Parmi ces facteurs de transcription, certains comme SP1 et NF-κB sont nécessaires à 

l’expression du génome viral  et vont ainsi être activés permettant la réversion de la latence 

dans les LT CD4+ quiescents (cf. II.C.3). In vitro, des anticorps dirigés contre les récepteurs 

membranaires CD3 et CD28 (cluster de différentiation 3 et 28) permettent d’activer des LT 

CD4+ quiescents (Kay, 1991). La phytohémagglutinine (PHA) permet également l’activation 

des lymphocytes via CD3 ex vivo (Chilson and Kelly-Chilson, 1989). Lors de cette activation 

cellulaire, l’expression de cytokines, dont les interleukines, va permettre d’amplifier le signal. 

La mise en culture des lymphocytes activés avec de l’interleukine 2 (IL2), permet de renforcer 

leur activation (Costello et al., 1993). Comme CD3 et CD28 activent différentes voies 

conduisant à l’activation de facteurs de transcription, une co-stimulation est préférable pour 

optimiser la réversion de la latence (Frauwirth and Thompson, 2002; Levine et al., 1996). In 

vivo, un traitement combinant ces molécules a été testé mais s’est révélé toxique (Prins et al., 

1999). En effet, les patients traités par OKT3, un anticorps murin monoclonal dirigé contre 

CD3, ont développé des anticorps contre OKT3. Quant à l’IL2, elle a provoqué différents effets 

secondaires tels que de la fièvre, des nausées, et une anémie. Actuellement, ces molécules 

sont utilisées uniquement in vitro, notamment pour réactiver les LT CD4+ quiescents lors des 

VOA (cf. II.D.3.2). Quant à la PHA, en plus d’être mitogène, cette lectine est toxique car elle 

induit notamment l’agglutination des globules rouges (Miyake et al., 2007; Vasconcelos and 

Oliveira, 2004).  

Des molécules inhibitrices des HDAC (HDACi,cf. Figure 10), permettant de modifier les 

marques épigénétiques des génomes latents, sont efficaces pour la réactivation des LT CD4+ 

quiescents in vitro. L’Acide valproïque est le premier HDACi à avoir été testé cliniquement 

(Lehrman et al., 2005). Son étude in vivo a donné beaucoup d’espoir à la communauté 

scientifique déçue par d’autres essais cliniques menés quelques années après (Archin et al., 
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2008, 2010; Routy et al., 2012). Un autre HDACi, le Varinostat, appelé aussi SAHA, permet une 

augmentation de l’expression du gène gag des LT CD4+ quiescents in vivo (Archin et al., 2012) 

sans être trop toxique pour l’organisme (Lee et al., 2010). Le Panobinostat, plus efficace que 

le Varinostat est déjà utilisé contre les myélomes (Li et al., 2014). Il permet in vitro (Rasmussen 

et al., 2013) comme in vivo (Rasmussen et al., 2014) d’activer les cellules du réservoir VIH-1 

comme en témoigne la quantité de marqueurs d’activation CD69, celle d’ARN viraux non 

épissés et celle de p24. Une étude de comparaison d’HDACi in vitro (Wei et al., 2014) a permis 

de mettre en valeur la Romidepsin. Cet HDACi permet d’activer in vivo les cellules du réservoir 

VIH-1, chez des patients avirémiques traités par cART. En effet, de l’ARN viral est alors détecté 

à nouveau dans le plasma. (Søgaard et al., 2015). Cependant, les HDACi ne permettent pas 

une réelle réduction de la taille du réservoir VIH-1 in vivo. Ce phénomène peut être expliqué, 

entre autres, par l’inhibition de la sécrétion d’IFN et la diminution de l’activité cytotoxique 

des LT CD8+ activés par les LRA (Jones et al., 2014; Rasmussen and Lewin, 2016).  

L’activation de la transcription nécessite en outre que les histones soient déméthylées et 

que l’ADN soit méthylé. Des inhibiteurs de méthyl-transférases (HMTi, cf. Figure 10) comme 

BIX 01294 et la chaetocine permettent de réactiver en partie l’expression du VIH in vitro et ex 

vivo (Bouchat et al., 2012). Des inhibiteurs de méthylation de l’ADN en combinaison avec des 

HDACi ont aussi permis de réactiver le réservoir VIH-1 in vitro et ex vivo, notamment  le 5-

Azadc (Bouchat et al., 2016).  

Une autre classe de LRA est composée d’esters, agonistes de la protéine Kinase C (PKC, cf. 

Figure 10), capables d’activer l’expression du facteur de transcription NF-κB ou de le libérer 

de complexes inhibiteurs. Par exemple, la prostratine active la voie PKC et, utilisée avec 

d’autres HDACi, elle permet d’activer l’expression des provirus latents (Reuse et al., 2009). 

L’action synergique des combinaisons de LRA est indispensable pour renforcer l’expression 

virale. La prostratine associée à la Calcineurine permet de mieux activer l’expression virale in 

vitro via NF-κB (Chan et al., 2013). Il existe de nombreux analogues de la protratine pouvant 

être utilisés en clinique (Beans et al., 2013; Jiang and Dandekar, 2015). Par exemple, la 

molécule ingenol-3-hexanoate, issue de la plante amazonienne Euphorbia tirucalli, agit non 

seulement sur la voie PKC pour inverser la latence mais elle est aussi capable d’inhiber la 

réplication virale en diminuant l’expression des récepteurs membranaires (Abreu et al., 2014; 

Jiang et al., 2014; Pandeló José et al., 2014). Cette molécule serait donc une bonne candidate 

à tester in vivo. En outre le cofacteur de NF-κB, pTEFb (« Positive transcription elongation 
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factor b »), nécessaire aussi à l’activation du LTR, est séquestré en temps normal au sein d’un 

complexe dans le cytoplasme. Sa libération par des protéines possédant un domaine BET 

comme JQ1 (Li et al., 2013) et HMBA (Chen et al., 2016) permet d’inverser la latence dans les 

LT CD4+ quiescents in vitro. La combinaison de JQ1 et d’un agoniste de PKC permet d’obtenir 

ex vivo une activation de l’expression virale similaire à celle obtenue avec une activation CD3-

CD28 dans les LT CD4+ quiescents (Darcis et al., 2015). 

 

 
Figure 10. Schéma résumant les mécanismes d'action des LRA (d'après Shang et al., 2015). 
Les agonistes de PKC comme la prostratrine et la brystatine, induisent la phosphorylation et la dégradation des 

inhibiteurs IκB-α de NF-κB. L’hétéro-dimère p65/p50 composant NF-κB, libéré d’IκB-α dans le cytoplasme peut 
aller se fixer sur le LTR dans le noyau pour initier la transcription du génome viral. Le disulfirame permet la 
dégradation PTEN libérant Akt qui va activer la transcription virale. Les cytokines tels que l’IL7 permettent aussi 
la réactivation des génomes viraux latents via la voie Jack/Stat. Dans le noyau, le recrutement du complexe P-
TEFb composé de CDK9, CycT1 par Tat permet le début de la transcription du génome viral. JQ1 libère pTEFb de 
Brd4 pour permettre la transcription. Les inhibiteurs d’HDAC, les HMT et DNMT permettent de décondenser la 
chromatine.  

 

Un autre moyen d’activer l’expression virale est d’utiliser un modèle dérivé du système 

CRISPR-dCAS9 (« Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats-catalytically-deficient 

Cas9 »), (Mali et al., 2013). La protéine Cas9 a été modifiée (dCas9) dans ce système pour ne 
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plus avoir d’activité catalytique et pour s’associer à un ou plusieurs facteur(s) d’activation de 

la transcription (Gilbert et al., 2013). L’ARN CRISPR, capable de s’associer à la protéine dCas9 

modifiée, est nommé dans ce système ARNsg et contient en outre une séquence 

complémentaire de l’ADN cible. Pour renforcer l’effet d’activation de transcription, il est 

possible de fixer sur dCas9 plusieurs facteurs de transcription par l’intermédiaire d’autres 

complexes protéiques (Konermann et al., 2015; Tanenbaum et al., 2014). Pour activer la 

transcription du génome VIH-1, l’ARNsg est complémentaire d’une région du LTR. Ces 

techniques sont utilisées par transfection de plasmide codant pour les protéines du complexe 

comprenant dCas9 et pour l’ARNsg (Zhang et al., 2015). 

Tous ces mécanismes multifactoriels (cf. Figure 10) sont nécessaires pour la réactivation 

de la latence (Darcis et al., 2017). Il existe une corrélation entre les réponses aux LRA et la 

taille du réservoir VIH-1. La combinaison de médicaments agissant en synergie pour diminuer 

le réservoir VIH-1 est encore en étude.  

 

II.F. Induction de l’immunité cellulaire et humorale.  

 

L’induction de l’expression des protéines virales ne suffit pas pour tuer toutes les 

cellules du réservoir VIH-1 car le cycle de réplication du VIH n’est pas toujours cytolytique. Il 

est aussi nécessaire d’activer les LT cytotoxiques (LTc CD8+), les cellules NK et les LB. En effet, 

les anticorps produits par les LB permettent aux cellules NK de reconnaître les cellules 

infectées et de les tuer grâce à leur activité cytotoxique (Lee et al., 2015; Mujib et al., 2017a). 

Les cellules NK reconnaissent les complexes immuns formés par des antigènes fixés à des 

anticorps.  Quant aux LTc CD8+, elles reconnaissent via leur TCR les cellules présentant un 

peptide viral sur le CMH de classe I et activent alors leur cytotocycité envers les cellules 

présentatrices. L’activation des NK, des LB et de LT est donc nécessaire à l’élimination des 

cellules infectées. En outre, l’inhbition de Nef par des anticorps permet de lever l’inhbition de 

l’expression du CMH I par Nef et ainsi de renforcer la reconnaissance des cellules infectées 

par le TCR des LTc CD8+ (Mujib et al., 2017b). Pour la recherche de vaccins, des anticorps ont 

été isolés à partir de patients infectés. Des anticorps particuliers, reconnaissant différentes 

enveloppes du VIH-1, ont été découverts, ils sont dits à large spectre (Halper-Stromberg and 

Nussenzweig, 2016). En outre, certains de ces anticorps sont aussi neutralisants (bNAbs, 

« broadly neutralizing antibodies»), c’est-à-dire qu’en se fixant sur l’enveloppe, ils empêchent 
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sa fixation sur les récepteurs cellulaires (Chun et al., 2014; Halper-Stromberg et al., 2014; 

Jaworski et al., 2016; McCoy and Burton, 2017; Stamatatos et al., 2009). Des résistances à 

certains bNAbs testés individuellement en clinique sont observées (Margolis et al., 2017). 

Utilisés en combinaison in vitro, ils semblent plus efficaces (Bruel et al., 2016). En effet ils 

ciblent différents épitopes de la glycoprotéine du VIH-1, à savoir principalement au niveau des 

boucles des régions variables V1, V2 et V3 de la gp120 ainsi qu’au niveau du site de liaison au 

récepteur CD4 (cf. Figure 11). Les anticorps non neutralisants jouent aussi un rôle important 

dans l’élimination des cellules infectées par le VIH-1. Ils sont notamment retrouvés dans le 

sérum des Elites Contrôleurs (Ackerman et al., 2016).  

 

 

Figure 11. Anticorps neutralisant la glycoprotéine d’enveloppe du VIH-1 (d’après Mouquet, 2014). 
La structure cristalline de l’enveloppe est obtenue par reconstruction d’image de microscopie cryo-électronique 
(171,172, 173). La boucle V1-V2 de la gp120 est orange, la boucle V3 en violet, le site de liaison au CD4 en rose, 
les sites de liaison entre la gp41 et la gp120 en bleu et rouge, et la région MPER (« membrane proximal external 
region ») en jaune. Chaque bNAb est indiqué dans les encadrés correspondant aux différentes régions de la 
glycoprotéine d’enveloppe du VIH-1. L’épitope VRC06b* reconnaît à la fois le site de liaison au CD4 et le site de 
liaison aux corécepteurs.  

 

L’activation des LTc CD8+ est renforcée in vivo par l’action paracrine de cytokines. Ces 

dernières sont sécrétées par les LT CD4+ ayant reconnu via leur TCR un antigène. Plusieurs 
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équipes essayent d’améliorer la reconnaissance des antigènes du VIH-1 par le TCR (Patel et 

al., 2016), pour faire en sorte que ces lymphocytes envoient des signaux pour tuer la source 

de l’antigène, c’est-à-dire les cellules inféctées. Il est possible de rediriger la reconnaissance 

des TCR vers des antigènes spécifiques ex vivo. Il est également possible d’utiliser un lentivirus 

pour faire exprimer, par ces LT, des récepteurs chimériques d’antigènes spécifiques (des CAR) 

(Zhen et al., 2017) déjà utilisés in vivo contre les cancers (Barrett et al., 2014). La partie 

extracellulaire des CAR est similaire au fragment variable des anticorps ou similaire à une 

molécule reconnaissant l’antigène cible (comme par exemple la molécule CD4 pour 

l’enveloppe VIH-1). Sa partie cytoplasmique est quant à elle similaire à celle d’un ou de 

plusieurs récepteurs membranaires tels que le CD3 et le CD28, permettant le passage de 

signaux intracellulaires. Des tests utilisant ces CARs chez des modèles murins humanisés 

(Varela-Rohena et al., 2008) et chez des singes (Ayala et al., 2016) ont montré une réduction 

de l’infection.  

Pour diminuer la taille du réservoir VIH-1, il faut en plus d’un traitement avec des LRA, 

activer le système immunitaire dans son ensemble. Un des moyens est l’inhibition d’une 

protéine membranaire : PD-1 (Banga et al., 2016). La plupart des cellules immunitaires 

expriment PD-1. Or ce récepteur, en se fixant à son ligand PD-1L, induit une inhibition des 

activités immunitaires de la cellule. Ainsi, une inhibition de cette voie par l’utilisation 

d’anticorps se fixant à PD-1 permet de restaurer une immunité correcte (Patera et al., 2016). 

En effet, les lymphocytes B activés expriment à nouveau des anticorps neutralisants, les LTc 

CD8+ retrouvent leur activité cytotoxique et les LT CD4+ sécrètent à nouveau des cytokines 

activant les LTc CD8+ et les LB (Velu et al., 2015).  

 

II.F.1.Contrôle du réservoir VIH-1 et inhibition de son expression 

 

Une autre option est une guérison fonctionnelle par le maintien de la latence. 

L’induction d’une latence profonde se fait par une inhibition de la transcription virale. Pour 

cibler cette dernière, plusieurs possibilités sont envisageables. Tout d’abord, il est possible 

d’inhiber des facteurs d’activation de la transcription comme NF-κB et pTEFb. Des quinoléines 

agissent sur la dégradation de IκB et empêchent la ligation de NF-κB sur l’ADN (Stevens et al., 

2007; Tabarrini et al., 2008). D’autres molécules comme DHEMEQ bloquent sa translocation 

vers le noyau (Bedoya et al., 2010; Miyake et al., 2010; Osorio et al., 2012; Watanabe et al., 
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2008; Yamamoto et al., 2008). Enfin, la molécule CYCLD stabilise IκB donc inhibe NF-κB qui 

reste alors bloqué dans le cytoplasme (Manganaro et al., 2014; Taura et al., 2015). Mais cibler 

NF-κB n’est pas possible pour tous les sous-types du VIH-1. En effet, pour le sous-type E, les 

sites de liaison à NF-κB sont remplacés par des sites de liaison au facteur de transcription GABP 

(Verhoef et al., 1999). De plus, il est compliqué d’agir sur ces facteurs dans les cellules cibles 

infectées sans affecter les autres cellules de l’organisme. D’autres molécules permettent aussi 

de cibler la protéine pTEFb, soit en inhibant son interaction avec Tat, soit en inhibant son 

activité kinase impliquée dans l’élongation de la transcription  (Mousseau et al., 2015a; 

Sancineto et al., 2013). En outre, pour inhiber la transcription, l’interaction entre Tat et TAR 

peut aussi être contrecarrée (Tiefendbrunn and Stout, 2014).  Par exemple, la protéine p300 

inhibe l’acétylation de Tat qui reste alors inactive (Lin et al., 2011). Un autre exemple est la 

triptolide qui adresse Tat au protéasome (Wan and Chen, 2014). De plus, la didehydro-

cortistatine, venant d’une éponge marine est assez prometteuse, car non seulement elle 

inhibe la transcription en se fixant à TAR à la place de Tat mais aussi elle empêche l’action des 

LRA sur les LT CD4+ quiescents ex vivo comme si elle verrouillait le système d’activation (Aoki 

et al., 2006; Mousseau et al., 2015b). Cette molécule permettrait vraiment l’installation d’une 

latence profonde.  

Des phosphatases de la famille des protéines DING inhibent aussi l’action des facteurs 

de transcription. (Cherrier et al., 2011; Djeghader et al., 2013; Lesner et al., 2009; Sachdeva et 

al., 2015). Par exemple, la protéine p27SJ (St. John's Wort) agit de trois manières différentes 

pour inhiber la transcription virale : elle interagit avec la protéine Tat afin de la délocaliser du 

noyau vers le cytoplasme, elle empêche la fixation du facteur de transcription C/EBP sur la 

région modulatrice du LTR et elle déphosphoryle le domaine carboxy-terminal de la 

polymérase II, l’inhibant (Darbinian et al., 2011; Darbinian-Sarkissian et al., 2006). 

Par ailleurs, en amont de la transcription, il est également possible d’agir pour limiter 

l’expression du réservoir viral. Des ARN interférents (ARNi) dirigés contre les ARNm viraux 

permettent leur dégradation (Chung et al., 2014; Méndez et al., 2015). Quant à la protéine 

Rev qui permet l’export des ARNm viraux non épissés, elle peut être inhibée par ABX464 

(Campos et al., 2015). Or si l’export des ARN non épissés est bloqué, alors les protéines virales 

Gag et Pol ne peuvent être exprimées, bloquant le cycle de réplication du VIH-1. Cette 

molécule pourrait être une alternative aux antirétroviraux actuels car elle n’est pas toxique 

pour les PBMC ex vivo, en effet elle ne perturbe pas l’export des ARNm cellulaires.  
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II.F.2.Eradication du virus par thérapie génique  

Etant donné que la réactivation des cellules du réservoir VIH-1 nécessite aussi une réponse 

immunitaire simultanée compliquée à mettre en place, d’autres méthodes plus radicales pour 

limiter l’infection et éliminer le virus utilisant le système CRISPR-Cas9 se sont aussi 

développées.  

 Par exemple, suite à la guérison du patient de Berlin, une mutation du récepteur CCR5 a 

été mis en exergue car celle-ci procure aux porteurs homozygotes une résistance au virus R5 

tropique (Biti et al., 1997; Hütter and Thiel, 2011). Mais moins d’1% des caucasiens porteraient 

cette mutation, et étant donné la complexité des dons de moelle osseuse, cette option n’est 

pas envisageable pour les millions de personnes infectées dans le monde (Samson et al., 

1996). Le système CRISPR-Cas9 permet d’exciser ou de muter le gène codant CCR5 dans des 

LT CD4+ ex vivo par transfection et transduction (Cho et al., 2013; Wang et al., 2014; Ye et al., 

2014). Cependant, pour le moment, les ARNsg utilisés ne cibleraient pas seulement le gène 

CCR5 mais aussi celui juste à côté codant CCR2 qui est vital pour les cellules. En outre, les 

celllules ne supporteraient pas la présence d’ADN étranger (Cho et al., 2014; Cradick et al., 

2013; Monroe et al., 2014). De nouvelles recherches avec deux ARNsg utilisés simultanément 

pour déléter le gène CCR5 sembleraient plus fructueuses ex vivo et in vivo dans un modèle 

murin humanisé. Cependant ces techniques ne peuvent s’appliquer qu’au virus R5 tropique 

(Mandal et al., 2014). 

Le moyen le plus radical pour éliminer le réservoir viral sans tuer les cellules du système 

immunitaire est d’utiliser le système CRIPR-Cas9 pour exciser les génomes viraux intégrés. 

Différentes cibles sont possibles :  soit le génome entier avec des ARNsg complémentaires des 

séquences U3 du LTR, soit les ORF des protéines virales (Ebina et al., 2013; Liao et al., 2015). 

A contrario, les mutations peuvent être introduites dans un gène intéressant pour maintenir 

la latence, c’est-à-dire un gène ne codant pas une protéine mais un ARN long, non codant, 

(ARNlnc) qui, en se fixant sur le LTR, permet une activation de la transcription (Kobayashi-

Ishihara et al., 2012; Landry et al., 2007; Ludwig et al., 2006; Saayman et al., 2014). Or, chez 

les Elites Controllers, ce gène n’est pas intact (Kirchhoff et al., 1995). Ainsi, en ciblant cet 

ARNlnc par CRISPR-Cas9, il serait possible de maintenir la latence dans un stade profond. La 

combinaison de ces deux dernières techniques pourrait permettre une éradication du virus 

de l’organisme humain. 
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III.Glycoprotéine d’enveloppe 

 

III.A. Gène de la glycoprotéine d’enveloppe du VIH-1 

 

Le gène codant pour l’enveloppe du virus est le deuxième plus long du génome viral 

après celui de la polymérase (cf. Figure 6). Tout le long de sa séquence nucléotidique, 

certaines parties sont plus conservées que d’autres. Les régions variables diffèrent par leur 

taille et leur composition selon les virus (V1 à V5, cf.Figure 12). Or le gène de l’enveloppe étant 

long de 2575 paires de bases en moyenne, de nombreux changements l’affectent à chaque 

transcription inverse. Plus le patient a été traité tôt, plus la variabilité des séquences 

génomiques de l’enveloppe du réservoir VIH-1 est restreinte (Josefsson et al., 2013). En effet, 

cette observation est logique car plus la réplication virale est permise longtemps, plus de 

nombreuses quasi-espèces virales, avec des mutations apparaissant dans le gène env, 

emergeront sous la pression du système immunitaire. Ainsi, plus la variabilité des quasi-

espèces est importante avant la mise sous traitement, plus celle de séquences du réservoir le 

sera aussi.  

 

 
 
Figure 12. Gène de l'enveloppe du VIH-1 (d’après Los Alamos HIV LAB). 
Le gène env code pour deux glycoprotéines d’enveloppe : la gp120 et la gp41. Le gène env mesure 2575pb en 
moyenne. En effet, certaines régions sont de longueur et de composition nucléotidique particulièrement 
variables au sein du segment codant la gp120. Au sein de la gp41, le segment RRE (« Rev response element ») 
permet l’export de l’ARNm codant l’enveloppe du noyau vers le cytoplasme.  

 

III.B. Expression et Maturation 

 

A partir du génome viral, un ARN mono-épissé env-vpu est transcrit (Freed and Martin, 

1995; Hunter and Swanstrom, 1990). Grâce à sa séquence N-terminale d’adressage, il est 

dirigé vers le réticulum endoplasmique rugueux (RER) pour la traduction. Suite à la traduction, 
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un domaine hydrophobe situé dans la gp41 sert d’ancre membranaire, maintenant la gp160 

dans la lumière du RER (Haffar et al., 1988). Dans la lumière de l’appareil de Golgi, s’effectue 

alors la N-glycosylation et la O-glycosylation induisant une conformation tertiaire (Allan et al., 

1985; Doms et al., 1991; Earl et al., 1991). Trois gp160 s’oligomérisent en trimère (Doms et al., 

1991; Earl et al., 1990, 1991; Pinter et al., 1989), puis la gp160 est clivée au niveau de son 

motif K/R-X-K/R-R en deux protéines, la gp120 et la gp41, par une protéase furine cellulaire 

dans l’appareil de Golgi (Freed et al., 1989; McCune et al., 1988). Tout au long de ce processus 

se forment des ponts disulfures entre des cystéines et des liaisons non covalentes (Leonard et 

al., 1990), permettant la formation de trimères d’hétéro-dimères nommés spicules (Figure 

13). 

 

 

Figure 13. Structure du trimère de la glycoprotéine d'enveloppe du VIH-1 ( d'après Lyumkis et al., 2013). 
A. Trimère de l’hétérodimère de la gyloprotéine d’enveloppe complexé avec un bNAbs nommé PGV04 se fixant 
au site de liaison du CD4, vu de côté. La gp120 est représentée en bleu et violet, la gp41 en orange, et PGV04 en 

gris. B. Même complexe, vu du dessus. C. Vue du trimère seul de coté avec les hélices , les ponts disulfures, les 
régions variables et constantes de la gp120 et les domaines HR dela gp41 qui sont indiqués par des flèches.  
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Ensuite, l’enveloppe est dirigée vers des endosomes puis vers la membrane plasmique. 

Ce mouvement antérograde est en général suivi d’un mouvement rétrograde pour éviter que 

l’enveloppe ne reste trop longtemps à la membrane plasmique et limiter ainsi sa détection 

par le système immunitaire (Lebigot et al., 2001). Les enveloppes se fixent à des adaptines 

(AP) pour être transportées dans les vésicules à clathrine (Figure 14). Elles interagissent avec 

la chaine  d’AP-1 pour aller vers les endosomes tardifs à partir de l’appareil de Golgi par leur 

motif YXX (Y pour Tyrosine, X pour acide aminé quelconque,  pour acide aminé 

hydrophobe) situé dans la région cytoplasmique de la gp41 (Berlioz-Torrent et al., 1999; Egan 

et al., 1996; Kyttälä et al., 2005; LaBranche et al., 1995; Ohno et al., 1997; Theos et al., 2005; 

Wyss et al., 2001). Les enveloppes se fixent par ce même motif également à AP-2 pour être 

internalisées depuis la membrane plasmique vers un endosome (Boge et al., 1998; Ohno et 

al., 1997; Nakatsu and Ohno, 2003). De plus, les enveloppes pourraient aussi être dirigées vers 

les lysosomes via AP-3 (Ihrke et al., 2004; Rous et al., 2002). En outre, comme l’enveloppe est 

cytopathogène pour la celllule qui l’exprime à sa surface (cf. III.E)(Sodroski et al., 1991), son 

internalisation pour recyclage permet de maintenir la cellule en vie (Byland et al., 2007).  

 

Figure 14. Adressage antérograde et rétrograde des protéines d’enveloppe (Env) et et des protéines Gag du 
VIH-1 dans la cellule infectée (d'après Murakami, 2008). 
L’adaptine AP-2 permet d’internaliser des protéines par endocytose ; AP-1 permet aux protéines qui s’y fixent 
d’être transportées de l’appareil de Golgi (TGN, « trans Golgi network ») vers les endosomes et vice-versa ; les 
protéines qui fixent AP-3 sont dirigées vers les lysosomes.  
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III.C. Structure et domaines  

 

III.C.1.La glycoprotéine 120 

 

La glycoprotéine 120 (gp120) est une protéine de 120KDa, d’environ 500 acides 

aminés, hautement glycosylée. Elle comporte 5 régions conservées (C1 à C5) et 5 régions 

variables (V1 à V5) (Starcich et al., 1986; Willey et al., 1986; Wyatt and Sodroski, 1998, Figure 

15). Les boucles V1 et V3 sont particulièrement variables au niveau de leur longueur, de leur 

séquence nucléotidique et de leur glycosylation (Chohan et al., 2005; Curlin et al., 2010; 

Kitrinos et al., 2003; Masciotra et al., 2002; Palmer et al., 1996; Sagar et al., 2006; Shioda et 

al., 1997). V3 est impliquée dans différents processus : la liaison aux corécepteurs (Cann et al., 

1992; Chesebro et al., 1991; Hwang et al., 1991; O’Brien et al., 1990; Shioda et al., 1991), le 

tropisme du virus (Fouchier et al., 1992; Pollakis et al., 2004; Shioda et al., 1994) et la fusion 

entre l’enveloppe virale et la membrane plasmique (Freed et al., 1991). En outre V3 est 

reconnue par des anticorps neutralisants (Goudsmit et al., 1988; Matsushita et al., 1988; 

Palker et al., 1988; Rusche et al., 1988). Les régions conservées C1, C3 et C4 permettent la 

liaison de l’enveloppe sur le récepteur CD4 (Kowalski et al., 1987; Lasky et al., 1987; Olshevsky 

et al., 1990). Quant à C1 et C5, elles sont nécessaires à la gp120 pour interagir avec la gp41 

(Cao et al., 1993). Des images par cristallographie permettent de visualiser les domaines 

importants pour la liaison aux récepteurs, aux corécepteurs et aux anticorps (Huang et al., 

2005; Kwong et al., 1998; Pancera et al., 2010; Zhou et al., 2007) ainsi que des images par 

Cryomicroscopie électronique (Wu et al., 2010). Ces images permettent de visualiser le 

changement de conformation après liaison au CD4 favorisant la liaison aux corécepteurs 

(Checkley et al., 2011).  

III.C.2.La glycoprotéine 41 

La glycoprotéine 41 (gp41) est une protéine de 41KDa, d’environ 345 acides aminés. 

Elle possède trois domaines : un domaine extracellulaire en position N-terminale (EC), un 

domaine transmembranaire (TM) et un domaine cytoplasmique en C-terminale (DC) (Figure 

15). 
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Figure 15. Domaines et motifs des glycoprotéines d'enveloppe du VIH-1 ( d'après Steckbeck et al., 2013). 
La glycoprotéine gp160 est clivée en deux protéines : la gp120 et la gp41. Les régions variables de la gp120 sont 
en gris et les régions constantes en blanc. Les régions heptamèriques HR1 et HR2, le peptide de fusion, et le motif 
MPER (« membrane-proximal external region ») sont indiqués sur la partie N-terminale extracellulaire de la gp41. 

Les motifs LLP (« Lentivirus Lytic Peptide »), le motif YXX , et l’épitope Kennedy (KE) d’anticorps neutralisants 
(Kennedy et al., 1986) sont représentés sur la partie cytoplasmique C-terminale de la gp41. 

 

Dans l’EC, un peptide de fusion hydrophobe en N-terminale est libéré lorsque la gp120 

se lie au récepteur et au corécepteur (Bosch et al., 1989; Freed et al., 1990; Kamath and Wong, 

2002; Wong, 2003). Deux régions heptamériques (HR1 et HR2) à hélices  de l’EC confèrent 

une structure hélicoïdale au domaine : 3 C-hélices proximales et 3 N-hélices distales se font 

face de manière parallèle (Chan et al., 1997; Dubay et al., 1992a, 1992b; Lu et al., 1995; 

Melikyan et al., 2000; Tan et al., 1997; Weissenhorn et al., 1997). La libération de cette 

structure permet un rapprochement des membranes et une libération d’énergie. Des 

mutations au sein du domaine HR1 de la gp41 bloquent la fusion entre les feuillets externes 

des membranes, appelée hémifusion, et la fusion complète (Lay et al., 2011). En outre, l’EC 

possède une région riche en tryptophane proche du domaine TM (MPER, « membrane-

proximal external region ») nécessaire à la fusogénicité de l’enveloppe et donc à l’infectivité 

du virus (Muñoz-Barroso et al., 1999; Poumbourios et al., 1995; Salzwedel et al., 1999). De 

plus, cette région étant hautement conservée, elle est reconnue par des anticorps 

neutralisants (Cao et al., 1993; Zwick et al., 2001).  

Le domaine TM de la gp41 est conservé et très hydrophobe, permettant un ancrage 

dans les membranes lipidiques. Bien que ne comportant que 25 acides aminés, elle est 
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essentielle. En effet, si elle est mutée, le processus de fusion est inhibé (Kondo et al., 2010; 

Miyauchi et al., 2005; Shang and Hunter, 2010; Shang et al., 2008; Welman et al., 2007). 

 Le domaine cytoplasmique est impliqué dans de très nombreuses fonctions étant 

donné sa proximité avec les protéines cellulaires intra-cytoplasmiques. Par exemple, ce 

domaine est essentiel pour les mouvements rétrogrades et antérogrades de l’enveloppe. En 

effet, en position 855/856, deux leucines sont nécessaires à la fixation de l’Env sur l’AP-1 

(Berlioz-Torrent et al., 1999; Ohno et al., 1997; Wyss et al., 2001) et en position 712, une 

tyrosine permet la fixation non seulement sur la région 2 de l’AP-2 (Boge et al., 1998) mais 

aussi sur celle d’AP-1 (Berlioz-Torrent et al., 1999). De plus, un motif di-aromatique Y802W803, 

interagissant avec la protéine cellulaire TIP47, présente sur les endosomes, permet un 

transport rétrograde de l’enveloppe (Blot et al., 2003; Lopez-Vergès et al., 2006). En outre, en 

position C-terminale de la gp41, se trouvent trois motifs conservés LLP (« Lentivirus Lytic 

Peptide ») essentiels. S’ils sont tronqués alors la réplication virale n’est plus complète (Day et 

al., 2004; Dubay et al., 1992b; Iwatani et al., 2001; Piller et al., 2000; Shacklett et al., 2000). En 

effet, ces motifs sont nécessaires à la multimérisation de l’enveloppe (Lee et al., 2000), à sa 

stabilité (Lee et al., 2002), à son adressage au niveau de radeaux lipidiques (Rousso et al., 

2000; Yang et al., 2010), à son incorporation au sein des virions  (Akari et al., 2000; Cosson, 

1996; Gabuzda et al., 1992; Murakami and Freed, 2000; Piller et al., 2000) et à la fusion 

membranaire (Kalia et al., 2003).  

 
III.D. Interaction avec CD4 et CCR5/CXCR4 et fusion 

 

Deux cas sont possibles, soit l’enveloppe est incorporée dans un virion, soit elle reste 

exposée au niveau de la membrane plasmique de la cellule infectée. Dans les deux cas, après 

la reconnaissance de CD4, la gp120 change de conformation permettant l’exposition de la 

boucle V3 de la gp120 (Hongjaisee et al., 2017). Puis suite à la fixation sur un des deux 

corécepteurs par cette boucle V3, le peptide de fusion de la gp41 est libéré et s’insère dans la 

membrane plasmique de la cellule cible. Cette insertion perturbe la membrane, qui change 

alors de structuration, permettant le rapprochement des deux membranes (Figure 16). Le 

feuillet lipidique externe de l’enveloppe virale fusionne avec celui de la membrane plasmique, 

c’est le processus d’hémifusion (Blumenthal et al., 2003; Chernomordik and Kozlov, 2005). 

Puis un pore de fusion va se former libérant la capside virale dans le cytoplasme. L’hémifusion 
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peut s’effectuer entre deux membranes plasmiques si les protéines d’enveloppe sont juste 

exprimées à la surface et non incorporées dans un virion. Dans ce cas, un syncytium entre les 

deux cellules peut se former, provoquant la formation de cellules multi-nucléées, souvent 

suivi par l’apoptose de ces dernières (Lifson et al., 1986; Sodroski et al., 1986). Ce processus 

est peu observé ex vivo sur des cellules du sang mais est très bien caractérisé in vitro 

(Anderson, 2000; LaBonte et al., 2000). La formation de syncytia a été remarquée ex vivo chez 

certains types cellulaires du cerveau, et serait un des processus à l’origine de l’inflammation 

affectant le SNC de certains patients (Fais et al., 1997; Nardacci et al., 2005). Par ailleurs, dans 

le cas où la fusion n’est pas complète et s’arrête à l’hémifusion, cette dernière est suffisante 

pour provoquer l’apoptose des cellules impliquées (Bär and Alizon, 2004; Blanco et al., 2003; 

Garg and Blumenthal, 2008). La partie extracellulaire et la région transmembranaire de la gp41 

sont nécessaires à la fusion et à la formation de syncytia (Ashkenazi et al., 2011; Bär and 

Alizon, 2004; Bergeron et al., 1992; Helseth et al., 1990; Kowalski et al., 1991; Lay et al., 2011). 

Des études intéressantes ont montré que la troncation de la partie cytoplasmique de la gp41 

renforce étrangement la formation de syncytia (Gabuzda et al., 1992; Wilk et al., 1992). A 

contrario, des mutations dans ce domaine au niveau des motifs LLP inhibent le processus de 

fusion (Kalia et al., 2003).  

 

Figure 16. Entrée du VIH (Starr-Spires and Collman, 2002). 
A. Fixation de la gp120 sur le récepteur membranaire CD4 B. Changement de conformation de la gp120 libérant 
le site de fixation au corécepteur. C. Fixation au corécepteur CCR5 ou CXCR4. Changement de conformation de 
l’enveloppe, libération du peptide de fusion. D. Insertion du peptide de fusion de la gp41 au sein de la membrane 

plasmique. Début de formation d’épingle à cheveux avec les hélices  E. Changement de conformation de la 

gp41, formation de faisceaux d’épingles à cheveux avec les hélices  et rapprochement des domaines C et N-
terminaux de la gp41 puis des membranes lipidiques F. Hémifusion. G. Fusion totale et formation d’un pore.  
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III.E. L’enveloppe, un agent cytopathogène 

 

La déplétion des lymphocytes T CD4+ et la dégénérescence du SNC sont associées à 

différentes fonctions cytopathogènes de l’enveloppe virale. La mort cellulaire induite par 

l’enveloppe peut être déclenchée dans la cellule infectée, ou dans une cellule avoisinante 

(Lelièvre et al., 2004), ou encore par formation de syncytium entre une cellule infectée et une 

cellule non infectée (Perfettini et al., 2005, Figure 17). Des études montrent que la gp120 

soluble peut induire l’apoptose non seulement de lymphocytes (Cicala et al., 2000), mais aussi 

de neurones (Catani et al., 2000; Garden et al., 2004; Hayward, 2004; Xu et al., 2004), de 

cardiomyocytes (Barbaro et al., 2001; Twu et al., 2002), de cellules épithéliales du rein (Kapasi 

et al., 2002; Ray et al., 2003) et d’hépatocytes (Vlahakis et al., 2003). L’enveloppe modifie la 

structuration de la membrane lors de l’entrée virale ainsi que lors de l’expression de 

l’enveloppe néo-synthétisée. Dans ce deuxième cas, l’enveloppe exprimée par les cellules 

infectées perturbe l’intégrité, la perméabilité et la conductance de la membrane plasmique 

(Comardelle et al., 1997; Miller et al., 1993a). La perturbation de la membrane plasmique est 

renforcée par la formation de pores par les domaines LLP de l’enveloppe agissant comme des 

« viroporines» et laissant passer des molécules de petites tailles (MW527/696) (Chernomordik 

et al., 1994; Gatti et al., 1998; Gawrisch et al., 1993; Miller et al., 1993a; Srinivas et al., 1992; 

Tencza et al., 1997; Venable et al., 1989). L’oligomérisation des enveloppes virales nécessaire 

à la formation de pores est permise par l’environnement lipidique de la membrane (Costin, 

2007; Marion et al., 1988; Murzyn and Pasenkiewicz-Gierula, 2003; Yang et al., 2001). Comme 

les membranes sont perturbées, les concentrations ioniques intracellulaires le sont aussi 

provoquant une activation des voies apoptotiques (Choi et al., 1998; Haughey and Mattson, 

2002; Makutonina et al., 1996; Voss et al., 1996a, 1996b). De plus, l’expression de l’enveloppe 

au niveau de la membrane plasmique provoque à long terme l’inhibition de la calmoduline via 

ses motifs LLP conduisant à l’apoptose des cellules (Beary et al., 1998; Miller et al., 1993b; 

Tencza et al., 1997). Toujours dans ce deuxième cas, l’enveloppe peut provoquer la 

vacuolisation du réticulum endoplasmique (Fermin and Garry, 1992; Plymale et al., 1999) et 

une auto-fusion si les récepteurs membranaires CD4 sont exprimés dans les vacuoles 

intracellulaires contenant l’enveloppe, induisant une nécrose (Cao et al., 1996, Figure 18).  

En outre, l’interaction entre les récepteurs CD4, CXCR4/CCR5 et l’enveloppe induit aussi 

l’activation des voies intrinsèques de l’apoptose, impliquant les caspases (Berndt et al., 1998; 
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Blanco et al., 1999, 2004; Roggero et al., 2001, Figure 18). Les caspases sont des protéases qui 

clivent les protéines nécessaires au maintien de l’intégrité de la cellule, commes les protéines 

de structure. Ces activations pro-apoptotiques ayant lieu suite à l’interaction de la gp41 avec 

ses récepteurs, le stade d’hémifusion induit à lui seul l’apoptose de la cellule cible (Bär and 

Alizon, 2004; Blanco et al., 2003). 

 

Figure 17. Mécanismes de pathogénèse causés par la glycoprotéine d'enveloppe du VIH-1 (d'après Perfettini 
et al., 2005).  
(a) Mort d’une cellule suite à l’entrée du VIH-1 via l’interaction entre la gp120 et les récepteurs. (b) 
déclenchement d’apoptose après échange de lipides lors d’une hémifusion induite par l’enveloppe du VIH-1. (c) 
Apoptose suite à la formation d’un syncitia entre une cellule exprimant l’enveloppe du VIH-1 et une cellule 
exprimant les récepteurs CD4 et CCR5/CXCR4. (d) Apoptose contagieuse suite à la formation d’un syncitia entre 
une cellule en apoptose exprimant l’enveloppe du VIH-1 et une cellule exprimant les récepteurs CD4 et 
CCR5/CXCR4.  

Ensuite, si la fusion est complète avec caryogamie, d’autres protéines pro-

apoptotiques vont être activées en cascade, activant finalement aussi les caspases (Ferri et 

al., 2000a, 2000b; Perfettini et al., 2005). Les premières protéines mises en jeux sont la p38 et 

cdk1B qui activent à leur tour la protéine mTOR qui phosphoryle p53 (Castedo et al., 2001, 

2002; Kaul and Lipton, 1999; Muthumani et al., 2004). p53 phosporylée active la voie 

mitochondriale pro-apoptotique, impliquant notamment les protéines Bax et Bak. Ces deux 

dernières activées conduisent à la libération de cytochromes C qui une fois dans le cytoplasme 
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activent les caspases (Perfettini et al., 2004, 2005; Petit et al., 2002). D’après une étude in 

vitro, p53 est phosphorylée 24h post-infection et les caspases sont activées 48h post-infection 

(Genini et al., 2001). L’induction de l’apoptose n’est donc pas immédiate, laissant le virus se 

répliquer entre temps, et laissant le temps à la cellule de fusionner avec une autre cellule. Une 

cellule infectée en apoptose exprimant l’enveloppe peut fusionner avec une autre cellule. 

Dans ce cas, elle propage son état apoptotique car une fois que les mécanismes de formation 

de chromatine pré-apoptotique sont mis en place, aucun retour n’est possible pour les deux 

cellules : on parle alors d’apoptose contagieuse (Andreau et al., 2004a, 2004b; Blanco et al., 

2004, Figure 17). D’autres voies de l’apoptose, non pas intrinsèques mais extrinsèques, 

provoquent la mort des cellules voisines de celles exprimant l’enveloppe du VIH-1. Ces voies 

impliquent le ligand du récepteur de mort Fas (FasL) qui est exprimé suite à l’interaction de 

l’enveloppe avec le CD4 de la cellule voisine (Hashimoto et al., 1997; Somma et al., 2000; 

Tateyama et al., 2000). Ces phénomènes seraient liés à la mort des macrophages et des 

cardiomycytes observés chez certains patients, infectés par le VIH-1, développant des 

cardimyopathies (Twu et al., 2002). En outre, comme la gp120 possède au niveau de sa boucle 

V3 un motif VEINCTR identique à celui de Fas, les anticorps dirigés contre ce motif imite FasL 

et provoque la mort des cellules exprimant Fas (Silvestris et al., 1996).  

Au niveau du cerveau, des taux importants de molécules pro-apoptotiques, comme le 

glutamate (Bubien et al., 1995; Kort, 1998) et la protéine p53 phosphorylée donc active, sont 

retrouvés dans les autopsies des patients atteints d’encéphalites et d’autres troubles 

neuronaux (Castedo et al., 2001, 2002; Garden et al., 2004; Genini et al., 2001; Jordan-Sciutto 

et al., 2000; Perfettini et al., 2004; Silva et al., 2003). La formation de syncytia est surtout 

retrouvée au niveau du cerveau (Cloyd and Lynn, 1991; Silva et al., 2003; Takeya et al., 1991; 

Vago et al., 1993).  Les virus de tropisme CXCR4 semblent se développer lors du stade SIDA et 

être responsables de plus d’évènements apoptotiques que ses homologues CCR5, suite à la 

formation de syncytia (Philpott, 2003). La déplétion de lymphocytes est corrélée à la 

formation de syncytia (Camerini et al., 2000; Etemad-Moghadam et al., 2000; Scheller and 

Jassoy, 2001; Sylwester et al., 1997) et à une orientation vers un tropisme CXCR4 (Bleul et al., 

1997; Holm et al., 2004; Miedema et al., 1994).    
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Figure 18. Mécanismes de l'enveloppe du VIH-1 induisant l'apoptose (d'après Mbita et al., 2014). 
L’hémifusion provoque des échanges de lipides et de protéines entre la membrane exprimant l’enveloppe et la 
membrane exprimant les récepteurs et les corécepteurs. Ces échanges perturbent l’intégrité de la membrane 
plasmique qui envoie alors des signaux pro-apoptotiques via l’activation de la caspase 3.  Si l’enveloppe induit 
une fusion complète des membranes, la formation d’un syncitia va provoquer d’autres signaux pro-apoptotiques 
intrinsèques via notamment les protéines Cdk1, p38, mTOR, p53 et les protéines de la famille de Bax /Bak. En 
outre, la fixation de l’enveloppe néosynthétisée sur un récepteur CD4 en intra-cellulaire, notamment au niveau 
du RER, induit des signaux de nécrose.  
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Malgré le développement des LRA, le réservoir VIH-1 reste un frein pour l’éradication 

du VIH. L’étude des virus émergeant de ce réservoir est donc toujours d’actualité. Les 

caractéristiques des protéines virales du réservoir VIH-1 des LT CD4+ sont mal décrites à ce 

jour. Étant donné que l’enveloppe est cytopathogène et immunogène, l’étude de son 

expression et de sa fonctionnalité est cruciale pour comprendre les mécanismes à induire pour 

éliminer le réservoir VIH-1. Le but de ce travail de thèse est donc de caractériser l’expression 

et la fonctionnalité des protéines d’enveloppes du réservoir VIH-1 d’individus traités par des 

antirétroviraux afin de mieux pouvoir les cibler, en vue d’une guérison qu’elle soit totale ou 

fonctionnelle. Ce travail de thèse s’articule autour de deux points principaux.  

Pour les stratégies actuelles visant à éliminer le réservoir VIH-1 par réactivation des 

cellules quiescentes, l’enveloppe par son pouvoir cytopathogène et immunogène joue un rôle 

crucial. En effet, selon le niveau d’expression des enveloppes du réservoir VIH-1 après 

réactivation, les TCR des lymphocytes T et les anticorps produits par les lymphocytes B vont 

plus ou moins bien pouvoir se fixer sur les épitopes de cette protéine virale. La fixation des 

TCR des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sur les peptides derivés de l’enveloppe permet 

l’élimination des cellules du réservoir VIH-1. De même, la fixation des anticorps sur les 

antigènes de l’enveloppe virale permet également la destruction de ces cellules par ADCC. De 

plus, par son pouvoir cytopathogène, l’expression des glycoprotéines d’enveloppe et la fusion 

qu’elle permet avec les lymphocytes avoisinants provoquent l’apoptose de la cellule du 

réservoir VIH-1. La constitution en acides aminés de la glycoprotéine d’enveloppe, sa 

conformation, sa stabilité, son expression et sa fonctionnalité sont ainsi des facteurs 

importants à décrire pour connaître les obstacles potentiels aux stratégies d’éradication par 

réactivation du réservoir VIH-1.  

L’autre objectif de l’étude des glycoprotéines d’enveloppe du réservoir est d'estimer dans 

quelle mesure l'expression des glycoprotéines d’enveloppe des génomes VIH du réservoir 

constitue un facteur de sélection naturelle, favorisant l'accumulation dans le réservoir de 

génomes délétés, hypermutés, ou exprimant des protéines d’enveloppe défectives. A 

l'inverse, il faut aussi comprendre pourquoi cette sélection naturelle est incomplète. Nous le 

savons, les virus du rebond virologique après arrêt du traitement sont parfaitement 

fonctionnels. S'il existe une sélection naturelle favorisant l'accumulation de virus défectifs, 

pourquoi certains d'entre eux semblent y échapper ? Notre hypothèse est que les LT CD4+ 

quiescents possédant des provirus intégrés qui perdurent dans le temps, seraient ceux qui 
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n’ont pas été réactivés ou ceux qui n’expriment pas de protéines d’enveloppe suffisamment 

stables et fonctionelles.  

Afin d’étudier les enveloppes exprimées à partir du réservoir VIH-1, nous avons choisi de 

séquencer, de cloner et de mesurer l’expression et la fonctionnalité d’enveloppes issues de 

deux sources distinctes. La première source est constituée des ARNm exprimés lors de la 

réactivation du réservoir VIH-1 des LT CD4+ quiescents d’individus sous cART et dont la virémie 

est indétectable. La deuxième source provient des virus émergeant après réactivation de ces 

LT CD4+ quiescents. La fonctionnalité des enveloppes a été mesurée par un test de fusion 

cellule-cellule. Quant à l’expression des glycoprotéines d’enveloppe, elle est quantifiée par la 

méthode Western Blot, par cytométrie et par immunofluorescence. La quantité d’enveloppes 

fonctionnelles correctement exprimées à partir du réservoir VIH-1 pourrait ainsi avoir un 

impact sur les stratégies de traitement développées actuellement par la communauté 

scientifique.  
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I.Recrutement des individus de l’étude  

 

Le recrutement des participants à cette étude a été préalablement appouvé par les comités 

éthiques de l’INSERM et de l’hôpital Saint Louis (CPP 2013/48). Onze individus, infectés par un 

VIH-1 de type B, sous cART, dont la virémie est indétectable, ont donné leur consentement 

pour un prélèvement de 40ml de sang afin d’étudier les glycoprotéines d’enveloppe du 

réservoir viral. Seuls quatre individus nous ont permis d’obtenir un VOA dont le résultat 

respecte la loi de Poisson (moins de 30% des puits sont p24 positifs) et sont ainsi en conditions 

clonales. Seuls ces quatre individus ont été sélectionnés pour l’étude (cf. Tableau 1). 

 

Individus Années VIH+ 

avant ART 

Années 

avec ART 

Années 

indétectables 

Dernier taux de LT 

CD4+ /mm3 

qVOA  

IUMP 

7 4 8 8 482 0,73 

10 4 5 5 840 1,72 

14 <1 4 4 1015 1,21 

19 >10 >15 13 933 1,78 

Tableau 1.Description de l'historique VIH des individus et des qVOA clonaux. 

 

II.Cultures cellulaires 

 

II.A. Les lignées cellulaires   

 

Les cellules HeLa TZM.bl et les HEK 293T provenant des archives du « NIH AIDS », sont 

cultivées dans du milieu modifié Dubelcco Eagle (DMEM) complété avec 10% de sérum de 

veau fœtal (SVF), avec de la pénicilline (10U/mL) et de la streptomycine (10µg/ml) (milieu 

complet). Les HeLa TZM.bl sont des cellules issues de métastases du cancer de l’utérus 

d’Henrietta Lacks modifiés pour exprimer les récepteurs CD4, CCR5 et CXCR4 et pour posséder 

un gène rapporteur codant pour la béta-galactosidase sous le contrôle du LTR du VIH. Les HEK 

293T sont issues de cellules embryonnaires rénales d’un fœtus humain modifiées par 

transformation avec l’antigène T du SV40 pour être immortelles. Les cellules HeLa 273 Tat qui 

expriment constitutivement la protéine Tat du VIH-1 (fournies par Olivier Schwartz, Institut 
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Pasteur, Paris) sont cultivées dans du DMEM complémenté par du méthotrexate à 1mM 

(Schwartz et al., 1994).  

 

II.B. Les cellules primaires  

 

Les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) sont cultivées dans le milieu 

du « Roswell Park Memorial Institute » (RPMI) complété avec 10% de sérum de veau fœtal 

(SVF), avec de la pénicilline (10U/ml) et de la streptomycine (10µg/ml). Elles sont isolées des 

autres éléments du sang par centrifugation sur gradient de Ficoll (Histopaque, Sigma Aldrich), 

lavées par un tampon phosphate salin (PBS) puis resuspendues dans du milieu RPMI complet. 

 

III. « Viral outgrowth assay » quantitatif (qVOA)  

 

Afin d’appréhender le réservoir viral capable d’être potentiellement induit, une 

technique visant à mettre en co-culture des cellules du réservoir VIH-1 réactivées avec des 

cellules cibles permet de quantifier les virus émergents.  

Après isolation des lymphocytes T CD4+ quiescents par sélection négative (CD4 Cocktail, 

CD25-, CD69-, HLA-DR-, Stem Cell) à partir des PBMC, ces derniers sont activés par des billes 

magnétiques anti-CD3 et anti-CD28 durant 24 heures (Dynabeads Human-T-Activator, ratio 

½, Invitrogen). 2.105 cellules sont ensemencées par puits dans une plaque 24 puits. En 

parallèle, des lymphocytes T CD4+ de donneurs sains sont isolés (CD4+ T-Cell Enrichment Kit, 

Stem Cell), activés durant trois jours avec de la phytohémagglutinine (PHA) à 1g/ml (Thermo-

Scientific) puis un jour avec de l’interleukine 2 (IL2) à 100U/ml (Recombinant human IL2, 

Immuno Tools GMBH) dans du milieu RPMI complet. Un jour après l’activation des LT CD4+ 

quiescents, 1.105 de LT CD4+ du donneur sain sont ajoutés en co-culture. Cette opération est 

répétée toutes les semaines pour que les virus du réservoir puissent se propager. Afin de 

repérer dans quels puits des virus émergent, un ELISA dosant la protéine de capside p24 

(Innotest HIV Antigen mAb, Fujirebio, Igen) est effectué à la fin de chaque semaine. Le 

surnageant et la moitié de cellules des puits positifs sont conservés à -80°C séparément.  
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IV.Quantification de l’ADN viral total du réservoir VIH-1 

 

Une extraction d’ADN est aussi effectuée sur les lymphocytes T CD4+ isolés 

(QIAsymphony, DSP DNA Mini Kit, Qiagen) selon le protocole fourni par le fabriquant. Puis 

l’ADN viral est quantifié par qPCR (GENERIC HIV DNA Cell kit, Biocentric) et rapporté au 

nombre de cellules (TC20 automatic cell counter, Biorad).  

 

V. Amplification des env 

 

Comme indiqué dans la Figure 19, les enveloppes du réservoir viral que j’ai étudiées 

proviennent de deux sources : des virus émergeant des VOA et des ARN associés aux LT CD4+ 

quiescents réactivés.  

 

Figure 19. Schéma du protocole effectué pour obtenir les séquences des glycoprotéines d'enveloppes des virus 
émergeant des VOA et celle des ARN associés aux LT CD4+ quiescents du réservoir VIH-1, réactivées.  

 

V.A. A partir des virus émergeant des VOA 

 

V.A.1. Extraction d’ADN  

  

Le taux de puits positifs en ELISA p24 variant entre 1/3 et 1/24, les virus émergents 

sont considérés comme clonaux (loi de Poisson). A partir des culots cellulaires (1.105 cellules) 
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des VOA congelés, l’ADN est extrait (QIAmp blood mini Kit, Qiagen) selon le protocole fourni 

par le fabricant.  

 

V.A.2. PCR 

 

Les gènes env issus des extractions d’ADN sont ensuite amplifiés par PCR nichée. Une 

première PCR est effectuée avec 10ng d’ADN extrait, 2mM de chaque dNTP, 0,2M de chaque 

amorce, 3% de DMSO, 0,5U de la polymérase « Phusion Hot Start II High Fidelity » (Thermo-

Scientific), avec la solution tampon « High Fidelity » à 1X finale, dans un volume total de 50l.  

Une seconde PCR est effectuée avec 1l de la première dans les mêmes conditions avec des 

amorces différentes (Cf. Tableau 2). 

 

 Première PCR  Seconde PCR 

Amorce sens 5’ ATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAG 3’ 5’TGGATAGTCTAGAAGAAAGAGCAGAAGAC

AGTGGCAATG 3’ 

Amorce antisens 5’TGTGTAGTTCTGCCAATCAGGGAAGTAG

CCTTGTG 3’. 

5’CCTTGTCCGGGACGCGTCTTAAAGGTACCT

GAGGTGTGACTGG 3’ 

Condition 

d’amplification 

Dénaturation initiale à 98°C 30s 

36 cycles à - 98°C 30s 

                      -68°C 15s 

                      -72°C 1min 30s 

Extension finale à 72°C 10min 

Dénaturation initiale à 98°C 30s 

36 cycles à - 98°C 30s 

                      -68,5°C 15s 

                      -72°C 1min 30s 

Extension finale à 72°C 10min 

Tableau 2. Conditions de PCR 

 

V.B. A partir des ARNm transcrits par les LT CD4+ quiescents réactivés 

 

V.B.1.Extraction d’ARN et rétro-transcription 

 

Après deux jours d’activation avec des billes anti-CD3/CD28, 1.106 LT CD4+ quiescents 

sont lysés en vue d’une extraction d’ARN (EasyMag, Biomérieux). L’extraction est éluée dans 

50l de tampon d’élution. 
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500ng de chaque extraction d’ARN ainsi obtenus sont rétro-transcrits en ADNc par la 

polymérase « SuperScript III First Strand » (Thermo-Scientific) selon le protocole fourni par le 

fabricant.  

 

V.B.2.PCR en dilution limite 

 

Ensuite les séquences env ont été amplifiées par PCR nichée en condition limite en utilisant 

le protocole décrit précédemment ( Cf.Tableau 2). Les PCR ont été effectuées à partir de 1l 

de la rétro-transcription pure, diluée au 1/3, au 1/9, au 1/27 et au 1/81.  

 

VI. Clonage des env 

 

Chaque PCR est effectuée en duplicata et migrée sur un gel d’agarose 1%. Puis un des 

duplicatas est découpé sans exposition aux UVs et purifié sur colonne (Nucleosin Gel and PCR 

Clean Up kit, Macherey-Nagel). Dans le cas des PCR en dilution limite, seule la dernière dilution 

amplifiée est purifiée. Ensuite, un « TA tailling » est effectué sur les PCR purifiées afin d’ajouter 

des adénines aux extrémités des amplicons. Pour cela, 0,8M d’ATP, 0,4M de MgCl2, 0,5l 

de Tampon KCL, et 0,25l de la polymérase recombinante de Thermo-Scientific sont ajoutés 

à 4l de la PCR purifiée ( 100 ng) pendant 30 minutes à 72°C. Puis, 2l de cette réaction est 

ajouté à 1l de vecteur « TOPO XL » (Thermo-Scientific) durant 1h à température ambiante. 

Pour arrêter la réaction, 1l de « Stop solution » est ajouté juste avant de procéder à la 

transformation de bactéries « One Shot TOP10 chemically competent E.Coli »(Thermo-

Scientific). Pour chaque PCR, un minimum de 2 clonages et de 3 clones par clonage sont 

respectivement effectués et séquencés en vue d’obtenir une séquence consensus. La 

séquence consensus est alors digérée par les enzymes de restriction XbaI et MluI (Fast Digest 

buffer, Thermo-Scientific) pendant 1h, puis purifiée sur colonne après migration sur gel 

comme décrit précédemment. Enfin ces séquences env sont liguées (Quick Ligase, Thermo-

Scientific) et clonées dans le plasmide pCGCG dont l’expression est indépendante de la 

protéine virale Rev (bactéries compétentes E.Coli JM109, Agilent Technologies). 
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VII. Séquençage des env 

 

Chaque clone TOPO est envoyé à GATC et séquencé en utilisant les amorces :  

-M13RP 

-T7 

-Amorce HIV B 1 : 5’ GCCATGTGTAAAATTAACCCC 3’ 

-Amorce HIV B 2 : 5’ TGGCAGGAAGTAGGAAAAGCAAT 3’ 

Puis les séquences sont reconstruites après alignement par le logiciel Geneious.  

 

VIII.Fonctionnalité des Env 

 

VIII.A. Test de fusion cellule-cellule 

 

Afin d’étudier la fusogénicité des enveloppes du réservoir VIH-1, des tests de fusion 

cellule-cellule inspirés des travaux de Béatrice Labrosse ont été effectués (Su et al., 2009). 

Pour ce test, 2.105 cellules Hela 273 ont été transfectées avec 500ng pCGCG Env en utilisant 

le réactif JetPEI (Polyplus, Ozyme) en plaques 24 puits. Puis 24h après, 7.103 Hela 273 Tat 

transfectées ont été mises en co-culture avec 7.103 Hela TZM.bl en plaque 96 puits en 

triplicata. L’expression et donc l’activité du gène rapporteur codant pour la Beta-

galactosidase, est représentative de la quantité de Tat dans la cellule cible TZM.bl et donc de 

la fusogénicité des enveloppes. Cette activité est mesurée par chimioluminescence (Beta-Gal 

Reporter Gene chemiluminescence assay, Roche) selon le protocole fourni par le fabricant. 

Pour normaliser cette mesure en RLU (Relative Chemiluminescence Unit) sur le nombre de 

cellules, un test de quantification des protéines totales est effectué en parallèle (Bradford, 

Biorad). Ces expériences sont répétées trois fois pour chaque enveloppe du réservoir VIH-1. 

 

VIII.B. Test d’infectivité 

 

Pour confirmer la fonctionnalité des enveloppes du réservoir VIH-1, des tests d’infectivité 

avec des pseudo-particules virales ont été réalisés. Des HEK 293T ont été transefctées avec 

1.5g du plasmide pNL4.3 env Luciférase Rénilla et  2g du plasmide pCGCG Env au 

phosphate de calcium. Le milieu a été changé 6h post-infection puis le surnageant a été récolté 
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48h après. La quantité de p24 a été dosée par ELISA (Clontech, Takara Biosciences) selon le 

protocole fourni par le fabricant. Des cellules HeLa TZM.bl ont été infectées avec 6,25, 12,5, 

25 et 50ng de p24 en triplicata. Deux jours après infection, les cellules sont lysées et un test 

mesurant l’activité de la Beta-galactosidase est effectué comme expliqué précédemment (Cf. 

VIII.A). 

 

IX. Expression des Env 

 

IX.A.  Western Blot (Immuno-buvardage) 

 

2.105 Hela 273 Tat ont été transfectées avec 2g de pCGCG Env et 2g de pCCGK IRES 

GFP avec le réactif JetPEI (Polyplus, Ozyme) en plaque 6 puits. Deux jours après, les cellules 

sont lysées dans du tampon RIPA 1X (NaCl 150mM, NP40 1%, Sodium deoxycholate 0,1%, SDS 

0,1%, Tris-HCl pH8 50mM). Après quantification des protéines totales par un test de Bradford 

(Biorad) selon le protocole fourni par le fabricant, 20g de chaque lysat est resuspendu dans 

du tampon de Laemmli 1X (TrisHCl 0,2M, Glycerol 40%, beta-mercaptoéthanol 10mM, SDS 

10%, bromophénol bleu 0,05%) et chauffé 5min à 95°C. Le mélange est ensuite déposé sur un 

gel de polyacrylamide (NUPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Gel 1.0mm, Thermo-Fischer) durant 1h 

à 160Volt dans un tampon adapté (MOPS SDS Running Buffer 1X, Thermo-Fischer). Les 

protéines sont ensuite transférées sur une membrane polyvynilidene difluoride (PVDF, 

Immobilon 0,45m, Millipore) préalablement activée au méthanol à 400mA durant 1h30. La 

membrane est saturée avec du PBS complété avec 0,5% de tween 20 et 5% de lait en poudre 

écrémé (Régilait), pendant 1h à température ambiante sous agitation. La membrane est 

incubée avec les anticorps primaires anti-Env neutralisant à large spectre, les bNAbs (10E8, 

10-1074, N6, PG16, PGDM 1400, PGT 151, PGT 128 et BNC 117 (Fournis par Hugo Mouquet, 

Institut Pasteur, Paris) dilués dans du PBS Tween20 0,5% lait 5%, à 4g/ml,  18h à 4°C, sous 

agitation. Après trois lavages au PBS Tween20 0,5%, la membrane est incubée avec un 

anticorps secondaire de chèvre antihumain couplé à la péroxydase de raifort (Goat anti-

human IgG Fc Cross-Absorbed Secondary Antibody HRP, Invitrogen) dilué au 1/5000. Après 3 

lavages, la membrane est révélée après ajout du substrat de l’enzyme (Immobilon, Millipore). 

Pour normaliser avec la quantité d’actine, la membrane est ensuite incubée avec un anticorps 

primaire monoclonal de souris (anti-alpha-beta-actine, Sigma A1978) dilué au 1/5000 puis 



Matériels & Méthodes Anne de Verneuil- Thèse de doctorat-2018 

 

71 

incubée avec un anticorps secondaire (anti-mouse HRP, GE, NA 931 VS) dilué au 1/5000. La 

chemoluminescence a été acquise grâce à une caméra (MyECL Imager, Thermo Fischer) et les 

images analysées sur le logiciel ImageJ. 

 
IX.B.  Cytométrie en flux 

 

2.105 Hela 273 Tat ont été transfectées avec 2g de pCGCG Env et 2g de pCCGK IRES 

GFP avec le réactif JetPEI (Polyplus, Ozyme) en plaque 6 puits. Après deux jours, les cellules 

sont récoltées dans 1ml de PBS EDTA 0,5mM puis lavées et incubées dans 100l de PBS 

complété avec 10% de SVF durant 1h à 37°C. Puis les cellules sont incubées avec les bNAbs à 

150M dans 100l de PBS SVF 10% pendant 30min à 37°C. Après 3 lavages au PBS SVF 10%, 

les cellules sont incubées avec un anticorps secondaire de chèvre antihumain, conjugué au 

fluorochrome Alexa-Fluor 647 (Thermo-Scientific), dilué au 1/2000 durant 25min à 4°C. Après 

deux lavages au PBS SVF 10%, et un lavage au PBS, les cellules sont fixées au paraformaldéhyde 

(PFA) 1% puis analysées au FACS Canto II (Becton Dickinson). Les résultats ont été analysés sur 

le logiciel FlowJo X (Treestar). 

 

IX.C.  Immunofluorescence 

 

2.105 Hela 273 Tat ont été transfectées avec 2g de pCGCG Env avec le réactif JetPEI 

(Polyplus, Ozyme) en plaque 6 puits. Puis 24h après, les cellules sont décollées à l’aide de PBS 

EDTA 0,5mM puis lavées et 1.105 cellules sont ensemencées sur des lamelles de 14mm² dans 

des plaques 24 puits en duplicata. 24h après, elles sont incubées avec les bNAbs à 10M dilués 

dans du PBS SVF 10% pendant 1h à 37°C. Après trois lavages en PBS SVF 10%, elles sont 

incubées avec un anticorps secondaire antihumain couplé à l’Alexa-Fluor 647 (Thermo-

Fischer) dilué au 1/2000 dans du PBS SVF 10% durant 1h à 4°C. Après deux lavages au PBS SVF 

10%, et un au PBS, les cellules sont fixées à la PFA 4%. Après deux lavages au PBS, elles sont 

perméabilisées avec le détergent TritonX100 0,5% dilué dans du PBS BSA 5%, durant 10min à 

température ambiante (TA). Puis après deux lavages au PBS, elles sont incubées avec du DAPI 

(Invitrogen) dilué au 1/10 000 dans du PBS, pendant 5sec à TA, afin de marquer les noyaux. 

Puis elles sont à nouveau lavées au PBS, et montées sur lames (Prolong Gold Reagent, Thermo-

Scientific). Les lames ont été observées sur un miscroscope LSM 800 (Carl Zeiss). 5 champs 
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contenant de 15 à 20 cellules ont été pris en trois dimensions (12-18 Zstack) pour chaque 

condition testée. La quantification des points de marquage des enveloppes a été faite sur 

ImageJ (Analyze particle) après une projection en Z et une transformation des images en 

couleurs binaires (Cf.Figure 20). 

 

 

Figure 20. Schéma explicant les étapes effectuées pour la quantification des glycoprotéines d'enveloppes 
présentes à la surface des cellules.  
Exemple d’une image de miscroscopie prise sur des cellules Hela transfectées avec le plasmide pCGCG NL-AD8. 

 

X.Analyse phylogénétique 

 

Les séquences nucléotidiques env ont été alignées sur Clustal W, et les arbres 

phylogénétiques ont été générés sur FastTree avec la méthode «Maximum likelihood »  et 

sont représentés en format Newick (Aldrich, 1997; Price et al., 2010). Les analyses ont été 

effectuées sur la plateforme « Mobyle and Galaxy » de l’Institut Pasteur. Le tropisme des 

enveloppes a été déterminé en utilisant l’algorithme de Geno2Pheno (Beerenwinkel et al., 

2003).  

 

XI.Analyses statistiques 

 

Les corrélations sont effectuées selon le modèle de Pearson ou Spearman et les 

comparaisons entre les enveloppes sont faites selon le modèle de Mann-Whitney, sur l’outil 

informatique GraphPad Prism version 6.
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 Résultats
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I. Quantification des virus émergeant du réservoir VIH-1 après réactivation 

 

Comme montré précedemment par plusieurs équipes (Bruner et al., 2016; Ho et al., 

2013), la quantité d’ADN total des LT CD4+ quiescents est de l’ordre de 5 000 provirus par 

million de cellules alors que moins de 10 cellules sur un million sont capables de produire un 

virion infectieux (Figure 21). Ce décalage est principalement dû à la présence de mutations et 

de délétions au sein des séquences intégrées latentes mais pas uniquement (Bruner et al., 

2016; Ho et al., 2013). En effet, la proportion de séquences intactes est 60 fois supérieure à la 

proportion capable de produire des virions infectieux.  

 

Figure 21. Quantification et comparaison des réservoirs VIH-1 totaux et fonctionnels.  
La quantification des provirus intégrés des LT CD4+ quiescents circulants par qPCR. Quantification des virus 
émergeant des LT CD4+ quiescents du réservoir VIH-1, réactivés par des billes anti-CD3-CD28, et capables de se 
propager chez des LT CD4+ de donneurs sains. (VOA) 

 

Lors des VOA, les virus émergents ont été détectés par un ELISA dirigé contre la 

protéine de capside p24, effectué tous les sept jours pendant 4 semaines. Deux particularités 

des virus de VOA ont été observées laissant suggérer que les virus sont plus ou moins 

compétents pour la réplication. Tout d’abord, les puits p24 positifs ne le restent pas forcément 

pendant les 4 semaines. En effet 25% des puits p24 positifs redeviennent p24 négatifs au cours 

du VOA (Figure 22.A). En outre, 16% des virus semblent émerger très tardivement car la 

protéine de capside est détectable uniquement à la quatrième semaine de VOA (Figure 22.B). 

Le fait qu’une proportion de virus de VOA de 11 individus présentent de tels défauts de 

réplication suggère que leurs protéines ne sont pas toutes fonctionnelles. 
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Figure 22. Etude des virus émergeant des VOA.  
A. Pourcentage des puits devenus positifs après 4 semaines de coculture des LT CD4+ quiescents réactivés avec 
des LT CD4+ de donneurs sains, par rapport au nombre de puits p24 positifs en ELISA par individu. B. Puits p24 
positifs en ELISA puis négatifs durant les 4 semaines de VOA.  

 

La suite de l’étude comprend quatre individus qui ont été infectés par un virus VIH-1 

de sous-type B. Tous ont une virémie indétectable depuis au moins 4 ans.  Les caractéristiques 

de chaque individu sont résumées dans le Tableau 1. L’individu 14 a été traité le plus tôt, dans 

l’année suivant son dernier test VIH négatif. Les individus 7 et 10 ont tous les deux été traités 

4 ans après avoir été diagnostiqués positif au VIH. L’individu qui a été traité le plus tardivement 

et aussi le plus longtemps avant d’être indétectable est l’individu 19. En effet avant d’être 

indétectable, pendant 10 ans, il a reçu des traitements à base de différentes combinaisons 

d’antirétroviraux qui n’étaient pas efficaces notamment à cause de résistances croisées. Pour 

chaque individu moins de 30% des puits du qVOA sont p24 positifs, les conditions de cultures 

sont donc clonales.    

 

I.Analyse phylogénétique des sequences env 

 

Après isolation et activation des lymphocytes T CD4+ quiescents, soit le gène env est 

amplifié à partir des ARNm des cellules activées, soit il est amplifié à partir de l’ADN des 

cellules infectées par les virus produits lors des VOA.  Les séquences obtenues à partir des 

deux sources ne présentent pas de délétions internes remarquables par amplification PCR. 

Ces résultats indiquent que les séquences env sont entières ou du moins que les délétions de 



Résultats Anne de Verneuil- Thèse de doctorat-2018 

 

76 

la séquence codante n’affectent ni le cadre de lecture, ni les séquences en cis et en trans 

nécessaires à l’expression et à la stabilité du transcrit.  

L’analyse phylogénétique des séquences env dérivées des ARNm et des virus réplicatifs 

de VOA a été obtenue par l’alignement des séquences des quatre individus et est représentée 

sur la Figure 23. Toutes les séquences dérivant des virus de VOA sont génétiquement intactes 

comme l’est la majorité des séquences dérivées des ARNm. En effet, 26 % des séquences 

dérivées des ARNm comportent des codons stop prématurés dus dans la majorité des cas à 

des mutations GA causées par le facteur de restriction cellulaire APOBEC3G.  

La diversité des séquences env semble refléter chez chaque individu la durée 

d’infection avant la prise d’ART efficaces. L’individu 14 est celui qui a été traité le plus tôt après 

son infection et qui présente le moins de diversité génétique au sein de ses séquences 

d’enveloppes (« average paired distance », APD = 0.6%). L’individu 19 quant à lui, a été le plus 

longtemps infecté par le VIH sans cART efficace, et présente la diversité génétique la plus 

importante (4.8%), alors que les individus 7 et 10 qui ont des durées d’infection et de 

traitement comparables présentent des diversités génétiques similaires (2.2%). En outre, les 

quatre individus présentent des séquences identiques : VOA B5 et VOA D2 pour l’individu 7, 

ARN 35 et 26 ainsi que les ARN 5 et 11 pour l’individu 14, VOA 3 et ARN 5 ainsi que les ARN 4 

et 7 pour l’individu 19, et les VOA B5 et A2 pour l’individu 10. Ces séquences identiques sont 

sûrement issues d’expansions clonales, retrouvées fréquemment, d’après plusieurs études 

récentes, dans les réservoirs VIH-1 de LT CD4+ quiescents (Lorenzi et al., 2016; Maldarelli, 

2015; Maldarelli et al., 2014; Wagner et al., 2014). Le tropisme des enveloppes a été 

déterminé par l’algorithme G2P. Pour les individus 7, 10, et 14 toutes les enveloppes sont 

CCR5 tropiques. Pour l’individu 19, la plupart des enveloppes sont CCR5 tropiques, les seules 

qui sont CXCR4 tropiques sont des séquences hypermutées.  
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Figure 23. Analyse phylogénétique des séquences env dérivées des ARNm et des qVOA. 
L’analyse des gènes env a été réalisée par alignement sur Clustal W et l’arbre phylogénétique a été construit à 
l’aide des moniteurs FastTree et Newick pour les quatre individus. Les séquences dérivées des ARNm, amplifiées 
en condition limite et de longueur attendue, sont représentées en rond et les séquences dérivés de virus 
réplicatif de VOA sont représentées en carré. Pour chaque individu, la distance moyenne entre deux séquences 
est indiquée entre parenthèse (APD, « average pairwase distance »). Les séquences intactes sont représentées 
en bleu, les séquences hypermutées par APOBEC3G en violet et les séquences comportant un codon stop 
prématuré sont en gris. Le tropisme des enveloppes a été déterminé par l’algorithme G2P. Les enveloppes de 
tropisme CXCR4 sont annotées d’une étoile alors que les autres sont de tropisme CCR5.  

 

II. Fonctionnalité des enveloppes du réservoir VIH-1 

 

II.A. Fusogénicité des enveloppes du réservoir VIH-1 

 

La fonction principale des glycoprotéines d’enveloppe est de médier l’entrée du virus 

dans la cellule cible, en induisant après fixation sur le récepteur et le corécepteur, la fusion de 
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la membrane virale avec la membrane plasmique. Ainsi, pour étudier la fonctionnalité de cette 

protéine, nous avons utilisé un test dit de fusion cellule-cellule. Ce test permet par des cellules 

reportrices CCR5 et CXCR4 tropiques de quantifier la fusogénicité des enveloppes. En effet les 

enveloppes sont exprimées dans des cellules modifiées pour exprimer constitutivement le 

facteur d’activation de transcription nécessaire l’expression du gène Lac-Z des cellules 

reportrices. Ainsi, si l’enveloppe est fonctionnelle, elle permettra la fusion des membranes 

des deux types cellulaires et ainsi l’expression de la beta-galactosidase. L’activité de cette 

enzyme est reportée en unité relative de luminescence (RLU) sur la Figure 26 et est 

représentative de la fusogénicité des enveloppes du réservoir VIH-1 des LT CD4+ des quatre 

individus.  

 

 

Figure 24. Analyse fonctionelle de la fusogénicité des enveloppes du réservoir intra-individu. 
 Des HeLa 273 Tat transfectées avec les pCGCG EnvR de chaque individu ont été mises en co-culture avec des 
cellules reportrices HeLa TZM.bl. Les résultats sont représentés en % RLU mesuré par rapport au contrôle NL-
AD8 (en bleu foncé). La fusogénicité des enveloppes dérivées des ARNm sont représentées en bleu ciel, celles 
dérivées des virus de qVOA en bleu royal.  
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Les enveloppes testées sont toutes celles qui sont génétiquement intactes.(23). Les 

résultats sont exprimés en % de la valeur de RLU la plus élevée obtenue avec le virus contrôle 

NL-AD8, CCR5 tropique. Des différences de fusogénicité sont observées intra (Figure 24) et 

inter-individu (Figure 25 ). Pour l’individu 14, dont la diversité des séquences env est assez 

restreinte, les protéines d’enveloppe ne présentent pas de différences majeures de 

fonctionnalité comparées à NL-AD8. Pour l’individu 7, à part une enveloppe non fonctionnelle, 

les Env dérivées des ARNm ont une capacité proche de 50% de celle du contrôle, et les Env 

dérivées des VOA ont une capacité qui varie de 50% à plus de 100% de celle du contrôle. Pour 

les individus 10 et 19, la majorité (respectivement 80 et 100%) des Env dérivées des ARNm 

ont une faible capacité de fusion, inférieure à 50% du contrôle.  

 

Figure 25. Analyse fonctionnelle de la fusogénicité des enveloppes du réservoir VIH-1 inter-individu.  
Des HeLa 273 Tat transfectées avec les pCGCG EnvR de chaque individu ont été mises en co-culture avec des 
cellules reportrices TZM.bl.  

Au total, 90% des Env dérivées des VOA ont une capacité de fusion supérieur à 50% de 

celle du contrôle alors que seulement 41% des Env dérivées de ARNm le sont aussi. En effet, 

27% des Env dérivées des ARNm ont une capacité de fusion inférieure à 25% de celle de NL-

AD8 dont 14% sont non fonctionnelles.  
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Figure 26. Comparaison de la fusogénicité des Env dérivées des ARNm et des qVOA.  
A. La comparaison a été effectuée selon le test statistique de Mann-Whitney. Celle effectuée avec les individus 
7,10 et 19 à gauche. B. Celle avec tous les individus à droite comporte les individus 7,10,19 en carré et rond plein, 
et l’individu 14 en carré et rond vide.  

En comparant la phylogénie et la fusogénicité des enveloppes (Figure 27), aucun 

groupe génétique se distingue parmi les individus pour ses capacités de fusion. La capacité de 

fusion des Env dérivées des VOA est significativement supérieure à celle des Env dérivées des 

ARNm pour les individus 7,10 et 19 (Figure 26, p=0,002). Lorsque l’individu 14, qui a été traité 

relativement tôt par rapport aux autres, est rajouté à l’analyse statistique, cette différence de 

capacité de fusion entre les Env dérivées des VOA et celle dérivées de ARNm s’atténue (Figure 

26, p=0,0580).  
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Figure 27. Phylogénie et capacité de fusion des enveloppes du réservoir VIH-1.  
L’analyse des gènes env a été réalisée par alignement sur Clustal W et l’arbre phylogénétique a été construit à 
l’aide des moniteurs FastTree et Newick pour les quatre individus. Les séquences dérivées des ARNm, amplifiées 
en condition limite et de longueur attendue, sont représentées en rond et les séquences dérivés de virus 
réplicatif de VOA sont représentées en carré. En bleu foncé, celles dont la capacité de fusion est supérieure à 
100 % de celle du contrôle NL-AD8. En bleu ciel, celles dont la capacité de fusion est inférieure à 25% de celle de 
NL-AD8.  

 

II.B.  Infectivité des pseudo-particules virales portant les Env du réservoir VIH-1 

 

Pour confirmer le test de fusion cellule-cellule, un test d’infectivité de pseudo-

particules NL4.3 modifiées pour exprimer les enveloppes du réservoir VIH-1 a été effectué. 

Plus de la moitié des enveloppes des quatre individus ont été utilisées pour les tests 

d’infectivité. Les résultats de ces tests sont corrélés avec ceux obtenus avec le test de fusion 

cellule-cellule. Ainsi la fusogénicité des Env dérivées du VOA et des ARNm est corrélée à 

l’infectivité des pseudo-particules portant ces Env (p=0.01, r=0.55) et le test de fusion celllule-

cellule est pertinent pour évaluer la fonctionnalité des enveloppes du réservoir VIH-1. Ces 

données confirment donc qu’une part non négligeable des séquences env intactes, du 
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réservoir VIH-1, exprimées en ARNm produisent des protéines d’enveloppe peu fonctionnelles 

voir sans aucune aptitude pour la fusion.   

 

 

Figure 28. Comparaison du test de fusion cellule-cellule avec le test d’infectivité de pseudo-particules. 
 Corrélation de Pearson. Pour le test de fusion cellule-cellule, des HeLa TZM.bl sont mises en co-culture avec des 
HeLa Tat transfectées par le plasmide pCGCG codant les Env du réservoir VIH-1. Pour le test d’infectivité, des 
HeLa TZM.bl sont infectées avec des-particules NL4. 3 delta Env pseudo-typées avec les Env du réservoir VIH-1 
des quatre individus 7,10,14 et 19  

 

III.Expression des enveloppes du réservoir VIH-1 

 

III.A. Expression totale 

 

Afin de connaître la nature des défauts des enveloppes observés dans les tests de 

fusion cellule-cellule et d’infectivité, l’expression des protéines d’enveloppes a été quantifiée 

par Western Blot (WB). Un spectre d’enveloppe dérivées de VOA et dérivées des ARNm 

représentatif de la fonctionnalité des enveloppes du réservoir VIH-1 a été choisi pour effectuer 

le WB. Les protéines d’enveloppes sont reconnues par des anticorps monoclonaux 

neutralisants connus pour reconnaître un large spectre d’enveloppes primaires de individus 

visant différentes régions de la gp41 et de la gp120 (Bruel et al., 2016; Mouquet, 2014). Une 

différence importante de production de protéine d’enveloppe est observée intra-individu et 

inter-individu (Figure 29). En effet seules les enveloppes « individu 10 VOA C3, individu 14 
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ARN 25 et individu 14 VOA 1 » semblent avoir une expression similaire à celle de NL-AD8. 

Toutes les autres sont exprimées en moindre quantité voire pas du tout produite comme les 

enveloppes « individu 10 ARN13 et ARN15 ».  

 

Figure 29. Expression des enveloppes du réservoir VIH-1. 
Western Blot de HeLa transfectées par le plasmide pCGCG exprimant les différentes enveloppes du réservoir 
VIH-1 de ces quatre individus avec des anticorps neutralisants dirigés contre la gp120 et donc aussi contre la 
gp160 du VIH-1 (bNAbs : 0E8, 10-1074, N6, PG16, PGDM 1400, PGT). La quantité de la glycoprotéine d’enveloppe 
est normalisée par rapport à celle de la protéine cellulaire d’actine.  

Une forte corrélation est retrouvée entre la fusogénicité des enveloppes et leur 

expression en protéine normalisée par rapport à la quantité d’actine. Ces résultats suggèrent 

que le défaut observé dans les tests de fusion cellule-cellule et d’infectivité n’est pas dû 

uniquement à un défaut de fonctionnalité des enveloppes mais principalement dû à un défaut 

de production ou de stabilité des protéines d’enveloppe dans la cellule (p=0.0004, r=0.8108, 

Figure 30). 
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Figure 30. Défauts d’expression des enveloppes du réservoir VIH-1 et conséquences sur leur fonctionnalité.  
Corrélation de Pearson entre l’expression des Env mesurée par densitométrie du Western Blot effectué sur des 
HeLa transfectées par pCGCG EnvR, avec des anticorps primaires dirigés contre l’enveloppe du VIH-1 (bNAbs : 
0E8, 10-1074, N6, PG16, PGDM 1400, PGT) et leur fusogénicité mesurée par le test de fusion cellule-cellule 
effectué sur des HeLa TZM.bl mises en co-culture avec des HeLa Tat transfectées par pCGCG EnvR. 

 

III.B. Expression au niveau de la membrane plasmique   

 

III.B.1. Nombre de cellules exprimant les enveloppes à la surface 

 

Les défauts de fusogénicité et d’infectivité observés peuvent aussi être dûs à un 

mauvais adressage des protéines d’enveloppe au niveau membranaire. Afin d’étudier cette 

option, des marquages extracellulaires ont été effectués sur le même panel d’enveloppes 

observées en Western Blot. Le marquage est réalisé avec les bNAbs et quantifié en cytométrie 

de flux. Les cellules sont co-transfectées avec un plasmide codant les enveloppes et un 

plasmide codant la protéine GFP. Le pourcentage de cellules exprimant à leur surface 

l’enveloppe est calculé par rapport au nombre de cellules exprimant la protéine contrôle GFP. 

Les résultats sont représentés en pourcentage des valeurs obtenues avec l’enveloppe contrôle 

de NL-AD8 pour lequel les valeurs sont de 10 à 14 fois supérieures. Une corrélation est 

observée entre le nombre de cellules exprimant à leur surface les enveloppes et leur 

fonctionnalité (p=0,0049, r=0,6025,Figure 31). Les résultats sont concordants avec ceux 

obtenus en Western Blot confirmant que les enveloppes du réservoir VIH-1 qui ne présentent 

pas de capacité de fusion sont en fait présentes en faible quantité dans les cellules notamment 

à leur surface. Ces données suggèrent que ces enveloppes présentent des défauts 



Résultats Anne de Verneuil- Thèse de doctorat-2018 

 

85 

d’expression, de maturation, de stabilité, et d’adressage importants. Le défaut de fusion de 

certaines enveloppes ne semble pas être corrélé uniquement à un défaut de production. En 

effet, par exemple pour l’enveloppe VOA 1 de l’individu 19, le taux d’expression de la protéine, 

quantifiée par Western Blot et par le marquage en cytométrie de flux, est supérieur à celui 

attendu compte tenu de sa capacité de fusion observé lors des tests de fusion cellule-cellule. 

Ce décalage pourrait être dû à un défaut de fonctionnalité ne perturbant pas ou peu son 

expression et sa stabilité au sein de la cellule. Cette enveloppe peu fonctionnelle a tout de 

même permis la réplication d’un virus car elle provient d’un puits qui resta positif en ELISA 

p24 sur trois semaines de VOA.  

 

 

Figure 31. Expression membranaire des enveloppes du réservoir VIH-1. 
Corrélation de Pearson entre l’expression des Env à la surface cellulaire mesurée par cytométrie de flux avec des 
anticorps primaires dirigés contre l’enveloppe du VIH-1 (bNAbs : 0E8, 10-1074, N6, PG16, PGDM 1400, PGT) sur 
des HeLa transfectées avec pCGCG EnvR et leur fusogénicité mesurée par le test de fusion cellule-cellule effectué 
sur des HeLa TZM.bl mises en co-culture avec des HeLa Tat transfectées par pCGCG EnvR. 
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III.B.2.Quantité d’enveloppes à la surface des cellules 

 

L’expression des enveloppes du réservoir viral à la surface des cellules a aussi été observée 

par microscopie à immunofluorescence. Le marquage des enveloppes a été effectué comme 

précédemment avec les bNAbs. Ces expériences ont été effectuées sur un panel de sept 

enveloppes représentatives du panel de fusogénicité. Parmi les enveloppes exprimées, 

certaines sont regroupées en amas et d’autres sont plus dispersées (Figure 32). Les 

enveloppes du contrôle NL-AD8 et celles du VOA C3 de l’individu 10 sont exprimées en grande 

quantité et observées groupées à la surface cellulaire. Celles de l’ARN 26 de l’individu 14 sont 

observées en aussi grande quantité mais moins groupées en amas. Quant à celles du VOA A3 

de l’individu 7, elles sont observables en amas mais moins nombreuses à la surface cellulaire. 

Celles de l’ARN 13 de l’individu 10 et de l’ARN 3 de l’individu 19 sont peu nombreuses et non 

regroupées. Or la fusogénicité de ces deux dernières est à peine détectable par le test de 

fusion cellule-cellule.  

 

 

Figure 32. Expression des enveloppes du réservoir VIH-1 à la surface des cellules. 
Immunofluorescence de HeLa 273 Tat transfectées par les plasmides pCGGG Env NL-AD8, individu 10 VOA C3, 
individu 7 VOA A3, individu 14 ARN 26, individu 10 ARN 13. Les enveloppes virales sont marquées par les bNAbs 
(en rouge), le noyau des cellules est contre-coloré par du DAPI (en bleu).  
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Afin de quantifier les enveloppes au niveau de la membrane plasmique des cellules, 

une projection sur l’axe Z des images de microscopie a été effectuée sur 5-8 plans (30-50 

cellules) par enveloppes puis les points de marquage ont été quantifiés et rapportés au 

nombre de cellules.  

 Une corrélation est notable entre le nombre d’amas d’enveloppes exprimées à la 

surface des cellules transfectées et leur capacité de fusion (p<0.0001, r=0.9817, Figure 33) 

confirmant les résultats obtenus en cytométrie et en Western Blot.  

 

 

Figure 33. Défaut d’expression extracellulaire des enveloppes du réservoir VIH-1.  
Corrélation de Pearson entre l’immunofluorescence des enveloppes des HeLa 273 Tat transfectées par les 
plasmides pCGCG Env NL-AD8, individu 10 VOA C3, individu 7 VOA A3, individu 14 ARN 26, individu 10 ARN 13 
reconnues par les bNAbs et leur fusogénicité mesurée par le test de fusion cellule-cellule effectué sur des HeLa 
TZM.bl mises en co-culture avec des Hela Tat transfectées par pCGCG EnvR. 
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I.Discussion 

  

L’obstacle majeur pour une guérison de l’infection par le VIH est le rebond virémique 

observé chez la plupart des individus qui arrêtent leur traitement antirétroviral. Ce rebond 

virémique est permis par la production de virions de novo à partir de provirus intégrés dans 

les génomes de cellules, infectées de manière latente, représentées majoritairement par les 

lymphocytes T CD4+ mémoires quiescents (Chun et al., 1997b, 1998; Finzi et al., 1997; Wong 

et al., 1997). Ces provirus latents représentent le principal réservoir VIH-1 chez les individus 

sous cART étant donné que seule une minorité subsiste sous forme latente dans d’autres types 

cellulaires ou sous forme réplicative dans certains sanctuaires pharmacologiques (cf. II.A).  

La très vaste majorité des génomes viraux intégrés latents des LT CD4+ quiescents présente 

des délétions et des mutations dont de nombreuses hypermutations (Bruner et al., 2016; Ho 

et al., 2013). L'instabilité intrinsèque du processus de transcription inverse est à l’origine des 

délétions (Pulsinelli and Temin, 1991, 1994; Suo and Johnson, 1997; Tsuchihashi and Brown, 

1994). Quant aux hypermutations, elles sont l’œuvre d’un facteur de restriction cellulaire 

nommé APOBEC3G normalement inhibé par la protéine virale Vif qui induit sa dégradation 

par le protéasome (Harris et al., 2003; Lecossier et al., 2003; Sheehy et al., 2003). 

L’accumulation de mutations et de délétions au sein des provirus se met en place rapidement 

après l’infection. Après plusieurs années de traitement, les provirus non intacts représentent 

la très large majorité du réservoir viral (Bruner et al., 2016). L’accumulation de génomes 

défectifs au sein du réservoir viral durant l’infection sous trithérapie montre qu’une sélection 

de ces séquences génétiquement altérées se met en place. Ce processus reste encore mal 

décrit et expliqué. Les séquences génétiquement défectives sont incapables de produire des 

protéines fonctionnelles et ainsi naturellement ces cellules échappent aux effets 

cytopathiques de la production de protéines virales et à la réponse immunitaire qu’elle soit 

humorale ou cellulaire. Ainsi selon ces hypothèses, l’élimination de ces cellules, infectées par 

des provirus intacts, serait possible uniquement si la latence est inversée et l’expression des 

protéines virales activée. Or l’activation de l’expression des protéines est possible après une 

forte stimulation antigénique ou lors des phases transitoires de prolifération homéostatique 

de ces cellules T mémoires (Chomont et al., 2009).  

D’ailleurs, de nombreuses séquences identiques sont retrouvées dans des cellules 

mémoires différentes chez un même individu. Chez la plupart des sujets sous cART, la 
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présence d'expansions clonales de provirus VIH identiques qui sont défectifs dans la plupart 

des cas, mais pour certains infectieux, a été observée. Cela constitue une preuve d’expansion 

clonale de cellules mémoires comportant des provirus défectifs (Lorenzi et al., 2016; 

Maldarelli et al., 2014; Wagner et al., 2014). Incapables d’induire un effet cytopathogène et 

incapables d’être détectés ou détruits par l’immunité, ces provirus sont voués à persister dans 

les cellules T mémoires qui en sont porteuses. La nature de ces expansions clonales est encore 

incertaine. Certains évoquent une dérégulation de la division cellulaire due à l'integration du 

VIH à proximité de gènes cellulaires régulateurs de la multiplication cellulaire (Wagner et al., 

2014)  D'autres considèrent que ces clones proviraux ne font que refléter la nature 

proliférative de l'homéostasie des cellules T. 

 Dans la perspective d’une guérison de l’infection par le VIH, ces génomes viraux 

totalement défectifs n’importent probablement pas car ils sont incapables de produire du 

virus. Ils ne seront que les marques cicatricielles de l’infection. Il en est tout autrement des 

cellules porteuses de provirus VIH apparemment intacts, au sein desquels il faut compter les 

provirus à l’origine de la charge virale résiduelle très basse constamment observée chez les 

individus sous antirétroviraux, ainsi que le rebond virologique associé à l’interruption des 

traitements. Dans mon travail de thèse basé sur l’étude des glycoprotéines d’enveloppe, j’ai 

montré l’existence d’une population de génomes viraux porteurs de défauts fonctionnels, au 

sein de ces provirus intacts. 

Dans ce contexte, la persistance de provirus infectieux au sein du réservoir viral peut 

s’expliquer par différents mécanismes non exhaustifs mais complémentaires. Le premier 

d’entre eux concerne la prolifération homéostatique de cellules sans réactivation importante 

de l’expression des protéines virales, ou tout simplement l’absence de réactivation de certains 

clones lymphocytaires durant de nombreuses années. La seconde explication serait la 

compensation de la perte de certains clones par l’ampleur de la prolifération clonale des 

cellules mémoires (Wiegand et al., 2017). L’expansion clonale est en effet observée 

majoritairement pour les séquences comportant des délétions ou mutations mais aussi pour 

les séquences intactes. La troisième option est que certaines séquences apparemment 

intactes ne présentant aucune marque génétique telles que les délétions de plus de 50 pb ou 

provocant des décalages du cadre de lecture ou des mutations et des hypermutations non 

silencieuses dans des régions très conservées soient en fait des séquences incapables de 

produire des protéines stables et fonctionnelles. Ces séquences env apparemment intactes ne 
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peuvent donc pas induire une cytophatogènese ou être la cible d’une réponse immunitaire 

efficace. Notre étude examinant la fonctionnalité et l’expression des enveloppes 

génétiquement intactes démontre essentiellement ce dernier mécanisme (cf. Figure 34).  

 

 

Figure 34. Schéma du rôle potentiel des enveloppes fonctionnelles versus enveloppes peu exprimées ou peu 
fonctionnelles du réservoir VIH-1 sur l’infection sous cART. 

 

Des études publiées précédemment ont montré qu’il y avait un décalage important entre 

le nombre de séquences intactes par million de cellules et le nombre d’unités virales 

infectieuses par million de cellules, observées lors des co-cultures stimulant les LT CD4+ 

mémoires quiescents permettant une réplication virale quantitative (qVOA) (Ho et al., 2013). 

Ces études indiquent que ces génomes intacts qui ne conduisent pas à la détection de virions 

pouvant émerger lors du qVOA sont en fait infectieux après reconstruction, clonage et 

expression. Leurs résultats suggèrent fortement que l’émergence de virus suite à une 

stimulation in vitro serait un évènement stochastique. Une étude, présentée par A. Ciuffi au 

congrès « HIV persistence 2017 », montre qu’il y a plusieurs états de latence plus ou moins 

profonde (Figure 35). Les activations stochastiques observées dans l’étude de Ho et al. sont 

peut être dues à ces états de latence variables. La différence de quantification entre les 

génomes intacts et les virus émergeant après réactivation peut aussi en partie s’expliquer par 
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la stabilité et la fonctionnalité des glycoprotéines d’enveloppe (Figure 35). En effet, dans notre 

étude, 27% des séquences env dérivées d’ARNm et de qVOA de quatre individus, 

apparemment intactes codent en réalité pour des enveloppes peu (< 25% de l’enveloppe 

contrôle NL-AD8) voire non fonctionnelles. Aucune séquence ne présente des délétions 

importantes. Les séquences hypermutées et celles comportant des codons stop prématurés 

ont été exclues pour les tests de fonctionnalité à savoir les tests de fusion cellule-cellule et 

d’infectivtité de pseudo-particules. Ces résultats sont concordants avec le fait que l’expression 

des ARNm Env entiers nécessite celle de séquences en cis et en trans au sein de la séquence 

env comme celle codant la protéine virale d’export nucléaire Rev. En outre, l’expression de la 

protéine Env nécessite la bonne combinaison nucléotidique des signaux d’excision et 

d’épissage. L’expression d’ARNm Env corrects suggère la présence de provirus latents 

relativement intègres.  

 

Figure 35. Quantification du réservoir VIH-1 fonctionnel parmi le réservoir VIH-1 "intact".  
Le grand cercle noir représente toutes les séquences ne présentant pas de mutation, ni de délétions. Parmi elles, 
certaines conduisent à l’expression de protéines permettant le bourgeonnement de virus réplicatif quantifiable 
en VOA. Les petits ronds bleus représentent les séquences réactivables par différents LRA selon leur niveau de 
latence. Et le reste en gris représente les séquences codant pour des protéines virales ne permettant pas la 
production de virus ayant une aptitude à se répliquer suffisante pour se propager en VOA car elles sont peu 
exprimées ou peu fonctionnelles.  

D’après les résultats que j’ai obtenus lors des tests de fusion cellule-cellule, concordant 

avec ceux d’infectivité, les enveloppes du réservoir VIH-1 dont les séquences nucléotidiques 

paraissent intactes ne sont pas toutes fonctionnelles. Ces défauts de fonctionnalité sont 

corrélés à des défauts d’expression observés par cytométrie de flux, par Western Blot et par 

immunofluorescence. En effet, les enveloppes présentant une fusogénicité inférieure à 25 % 

de celle de l’enveloppe du virus contrôle NL-AD8, sont au minimum 4 fois moins exprimées 
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que l’enveloppe contrôle. Concernant les défauts ayant pu altérer l’enveloppe, nos résultats 

mettent en lumière le fait qu’ils affecteraient plutôt la traduction, la stabilité, la maturation, 

la glycosylation, le transport et plus généralement la conformation des enveloppes que leur 

capacité de reconnaissance des récepteurs CD4 et des corécepteurs ainsi que leurs domaines 

conformationnels impliqués dans le processus de fusion. Au niveau de l’expression des 

enveloppes, il serait intéressant d’étudier leur capacité de fixer les adaptines pour savoir si 

des erreurs d’adressage entre les endosomes et la membrane plasmique (développé dans 

l’introduction Cf. III.B) pourraient être à l’origine des défauts d’expression observés ici. Pour 

étudier leur stabilité, il serait intéressant de regarder si elles sont envoyées aux protéasomes 

ou dirigées vers des lysosomes. Seule une enveloppe, celle dérivée du virus 1 du VOA de 

l’individu 19, semble affectée principalement dans sa capacité de fusion car son expression 

mesurée par Western Blot et cytométrie apparaît bien supérieure à sa fonctionnalité mesurée 

lors des tests de fusion cellule-cellule.  

Des différences notables d’expression de protéines d’enveloppes fonctionnelles sont 

observables en fonction du nombre d’années sous trithérapie. En effet, l’individu 14 qui a été 

traité dans l’année de son infection et depuis seulement 4 ans présente des enveloppes très 

fonctionnelles alors qu’à l’opposé l’individu 19 qui a été traité efficacement longtemps après 

son infection et qui est sous traitement depuis plus de 12 ans ne présente que des enveloppes 

dont la capacité fonctionnelle est bien inférieure au contrôle NL-AD8. Dans cette même 

logique, les individus 7 et 10 qui ont des historiques de traitement intermédiaires, présentent 

des enveloppes de réservoir très fonctionnelles comme pas du tout. Il serait intéressant de 

prolonger cette étude avec d’autres individus pour pouvoir affirmer l’effet des ART sur la 

composition du réservoir VIH-1.  

Au total, le principal défaut des gènes env transcrits dans les cellules T mémoires 

réactivées de patients traités consiste en une incapacité d'exprimer un niveau suffisant de 

protéine Env. Les mécanismes n'ont pas été explorés en profondeur dans ce travail.  Toutefois, 

il nous apparaît que la nature de ce défaut est parfaitement compatible avec un mécanisme 

de sélection fondé sur l'expression, l'effet cytopathogène et l'immunogénicité des 

glycoprotéines d’enveloppe. Cette observation renforce notre hypothèse centrale d'une 

dynamique permanente de sélection en faveur de provirus résilients à l'effet cytopathogène 

mais surtout à l'immunité, au cours de l'histoire de l'infection et du traitement. 
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Les qVOA sous-estiment le réservoir viral fonctionnel et la quantification des génomes 

intacts le surestime. Ainsi, pour mesurer la vraie taille du réservoir viral fonctionnel, il convient 

de regarder et d’analyser la fonctionnalité des protéines d’enveloppes mais aussi des autres 

protéines virales. Il serait notamment intéressant d’étudier la fonctionnalité de Rev car sans 

elle toutes les protéines codées par les ARN mono ou non épissés ne seraient pas synthétisées.  
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II.Perspectives 

 

Les défauts d’expression des enveloppes du réservoir viral impactant leur activité de 

fusion et celle de l’infectivité des virions ont différentes conséquences sur les stratégies de 

traitement. 

 

Une des stratégies possibles vise à éliminer les cellules du réservoir VIH-1 par la méthode 

« shock and kill » mais elle est confrontée à différentes limites. Tout d’abord, les LRA sont 

toxiques pour toutes les cellules l’organisme à long terme. En effet, les LRA agissent 

directement sur des facteurs cellulaires d’activation, donc ils ne peuvent pas faire l’objet d’un 

traitement trop long. C’est pourquoi on parle d’un « shock ». De plus, les LRA seuls n’ont que 

peu d’action sur la taille du réservoir VIH-1 (Archin et al., 2008, 2010; Clutton et al., 2016; 

Lehrman et al., 2005; Mota et al., 2017; Rasmussen and Lewin, 2016; Routy et al., 2012; 

Søgaard et al., 2015). En effet, pour parvenir à réduire efficacement la taille du réservoir VIH-

1, les cellules de l’immunité doivent subir en parallèle une stimulation. L’enveloppe virale joue 

un rôle clé dans l’étape de reconnaissance et d’élimination des cellules du réservoir VIH-1, car 

exprimée à la surface ou présentée sur le CMH de classe I, elle est reconnue respectivement 

par les anticorps et les TCR. L’observation faite dans mes travaux restreint le potentiel de ce 

mécanisme pour certaines enveloppes car elles sont peu voire non exprimées rendant 

impossible l’élimination des cellules les produisant au moment du « shock ». Or celles qui 

échappent au système immunitaire pourraient perdurer malgré le « shock and kill » et il 

subsisterait alors, au sein de l’organisme, des cellules porteuses de génomes viraux défectieux 

mais réactivables et modifiables par mutations spontanées ou recombinaisons.  

En effet, parmi les enveloppes qui apparaissent peu fonctionnelles et/ou peu exprimées 

qui n’auront pas pu être éliminées avec les stratégies « shock and kill », certaines pourront 

tout de même initier des cycles de réplication. L'histoire de la lutte contre le VIH nous a appris 

à être modestes. Nous savons à quel point le VIH est capable de s'adapter rapidement à toute 

pression sélective exercée sur lui, et cela risque d’être aussi le cas du réservoir VIH-1. Il faut 

s'attendre à ce que, lors d'une interruption de traitement, même si on a l'impression d'avoir 

éradiqué l'ensemble des populations virales infectieuses, le VIH reconstitue des virions 

infectieux à partir de génomes partiellement défectifs. Deux mécanismes sont bien connus 

comme étant capable d'effectuer ces corrections : la survenue de mutations compensatrices, 
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et la recombinaison. La transcriptase inverse du VIH est peu fidèle et ne possède pas d’activité 

correctrice. Ainsi le génome VIH pourra subir rapidement des mutations lors des premiers 

cycles de réplication (Moradigaravand et al., 2014; Mostowy et al., 2011; Onafuwa-Nuga and 

Telesnitsky, 2009; Robertson et al., 1995). Ces changements nucléotidiques permettront aux 

enveloppes d’être modifiées et sélectionnées pour être à nouveau fonctionnelles et très 

exprimées comme le sont celles des virus à forte capacité de réplication caractéristique du 

rebond viral. Le mécanisme de recombinaison paraît le plus redoutable. En effet, la co-

infection par des génomes présentant des défauts de réplication ou la fusion de cellules 

porteuses de génomes défectifs mais complémentaires phénotypiquement, pourront 

conduire, après arrêt du traitement, à la production de virions hétérozygotes dont les 

génomes seront capables de recombiner et de donner lieu à des virus parfaitement intègres 

et infectieux. Deux phénomènes de recombinaison peuvent avoir lieu : entre les deux ARN 

d’un même virus infectant une cellule (Rhodes et al., 2003) ou entre ARN de différents virus 

infectant une même cellule (Gratton et al., 2000; Jung et al., 2002). Par exemple pour étudier 

ce dernier phénomène de recombinaison, il serait intéressant de co-infecter des LT CD4+ de 

donneurs sains avec deux enveloppes peu exprimées ou peu fonctionnelles et séquencer à 

nouveau le ou les génome(s) viraux après plusieurs passages ex vivo. Il est donc important de 

déterminer si ces enveloppes, après mutations ou recombinaisons entre elles, sont capables 

de conduire à une protéine fonctionnelle et donc potentiellement à un virus de rebond. 

Déterminer si ces modifications peuvent avoir lieu permettra de savoir s’il y a un intérêt à 

réactiver le réservoir VIH-1 sur une longue période ou non.  

Dans le cas où ces modifications peuvent avoir lieu facilement, il faudrait traiter longtemps 

les individus avec des LRA et donc pour cela, induire l’expression des LRA uniquement dans 

les cellules du réservoir VIH-1. Il serait ainsi intéressant de modifier légèrement la première 

stratégie. En effet, maintenir la réactivation de l’expression des protéines virales 

immunogènes comme l’enveloppe uniquement dans les cellules du réservoir permettrait de 

favoriser les recombinaisons des génomes partiellement défectueux et ainsi d’éliminer petit 

à petit le réservoir VIH-1, tout en empêchant la réplication virale par cART (« block with ART, 

tickle and kill slowly ») Ceci pourrait pallier le souci causé par ces enveloppes peu exprimées 

et peu fonctionelles. Pour pallier la toxicité des LRA, de nouvelles stratégies visant à induire 

leur expression par des vecteurs Rev dépendants ou Tat dépendants sont en étude (Wu, 

OP8.5, HIV Persitence, 2017). En outre, pour exprimer les LRA uniquement dans les cellules du 
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réservoir,  la recherche de marqueurs pour les cibler, initiée par la découverte de CD32A doit 

être encouragée (Descours et al., 2017; Martin et al., 2017; Osuna et al., 2017; Serra-Peinado 

et al., 2017). 

 D’ailleurs, le fait que la plupart des enveloppes du réservoir VIH-1 d’individus traités 

depuis plus de 4 ans comportent des mutations, des délétions ou soient peu fonctionnelles 

montre qu’une sélection négative a déjà lieu in vivo sous traitement. Renforcer cette sélection 

négative pourrait permettre d’éliminer plus vite le réservoir VIH-1. Cette sélection négative a 

lieu notamment via les glycoprotéines d’enveloppe virale par deux phénomènes distincts : 

l’élimination des cellules exposant l’enveloppe à leur surface après reconnaissance par le TCR 

et les anticorps, ou l’élimination des cellules exprimant une enveloppe cytopathogène. Pour 

ce dernier processus, comme décrit dans le paragraphe III.E, l’enveloppe agit comme un agent 

cytopathogène lors de son expression au niveau du RER, et de la membrane plasmique en 

perturbant cette dernière, et lors de l’hémifusion ou de la fusion avec une cellule cible. Quant 

au pouvoir immunogène de l’enveloppe, sa faible expression a un impact sur leur 

reconnaissance par des anticorps spécifiques connus pour permettre une réponse cellulaire 

cytotoxique anticorps dépendante (ADCC) médiée par les cellules NK (Bruel et al., 2016; Lee 

et al., 2015; Mujib et al., 2017a) et pour leur reconnaissance par les TCR des LT CD8+ 

cytotoxiques (Ding et al., 2016; Mujib et al., 2017b). Dans ces deux cas , la présence de telles 

enveloppes pourrait empêcher  la diminution de la taille du réservoir viral  lors de l’activation 

des cellules  impliquées dans l’ADCC après la réversion de la latence (Bruner et al., 2015; 

Deeks, 2012; Lehrman et al., 2005; Margolis et al., 2017). Les enveloppes correctement 

exprimées à la surface pourraient jouer ainsi un rôle important dans le « kill », contrairement 

aux enveloppes peu exprimées.  

Ainsi le fait de réactiver longtemps les cellules latentes du réservoir permetterait, via entre 

autres la capacité immunogène et cytopathogène des glycoportéines d’enveloppe, de 

l’éliminer de l’organisme. 

 

 En parallèle, dans la stratégie de « shock and kill » et dans la stratégie « block with 

ART, tickle and kill slowly », il faut absolument développer des molécules et des stratégies afin 

que le « kill » soit suffisamment efficace pour que l’immunité prenne le dessus sur le virus. Par 

exemple, l’élimination des cellules exprimant l’enveloppe par le système immunitaire peut 

être renforcée par une molécule DART ciblant l’enveloppe nommée MGD014 qui agit comme 
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un anticorps non neutralisant (Nordstrom, OP7.6, HIV Persitence, 2017). En combinaison pour 

renforcer le « kill », il est aussi important d’induire la production ou d’injecter des anticorps à 

large spectre neutralisants (Ren, OP 5.6, Lorenzi OP 6.5, HIV Persitence, 2017, (Davis-Gardner 

et al., 2017)). De plus, l’inoculation de lymphocytes T CD4+ génétiquement modifiés pour 

exprimer le CCR5 muté (Haworth et al., 2017) pourrait favoriser le bon rétablissement du 

système immunitaire nécessaire pour éliminer les cellules infectées exprimant l’enveloppe 

virale. Par ailleurs, un inhibiteur de la protéine Bcl-2 impliquée dans les voies anti-

apoptotiques, permet de lever en partie la résistance des LT CD4+ aux CTL, observée jusqu’à 

présent dans les stratégies « shock and kill » (Huang, OP 5.4 HIV Persitence, 2017).  

 

En outre, dans certains compartiments isolés en particulier le système nerveux central, 

les ART comme les LRA passent difficilement certaines barrières physiologiques et donc ne 

peuvent pas atteindre toutes les cellules infectées. Il faudrait ainsi prolonger l’étude et 

caractériser les enveloppes de cellules « réservoirs » du SNC de modèles simiens comme les 

macrophages pour savoir s’il faut aussi les éliminer (Mangus et al., 2018). De plus, il serait 

intéressant d’étudier les enveloppes des expansions clonales observées dans les ganglions 

lymphatiques car dans ce compartiment, le réservoir viral diminue sous cART mais le nombre 

d’expansions clonales augmente (Lee OP2.5, VanBelzen OP6.2, HIV Persitence 2017). L’étude 

de la fonctionnalité des enveloppes des expansions clonales permettrait de savoir si leur 

augmentation au cours du temps sous cART est impliquée dans la selection négative des 

enveloppes. Surtout l’étude de la capacité de ces expansions clonales défectueuses à pouvoir 

recombiner est absolument nécessaire pour mieux appréhender les stratégies d’éradication.  

 

Cependant, activer le système immunitaire pour éliminer les cellules du réservoir VIH-

1 implique de favoriser l’inflammation, or cette dernière participe de manière chronique à 

l’épuisement des LT CD4+ et donc à l’avancée vers le stade SIDA (Baker et al., 2017; Morieri et 

al., 2018; Tien et al., 2010). Ainsi dans les stratégies renforçant le « kill », il est nécessaire de 

surveiller l’inflammation. Pour éviter ce phénomène d’inflammation, une stratégie visant à 

maintenir la latence se développe (« Block and lock »). Cette autre stratégie qui vise à 

contrôler le réservoir VIH-1, c’est à dire à limiter sa réactivation, permettrait ainsi d’éviter 

l’expression de ces enveloppes immunogènes. Pour cela, l’expression des gènes viraux doit 

être réprimée. Comme la latence implique des protéines cellulaires en plus de certaines 



Discussion et Perspectives Anne de Verneuil- Thèse de doctorat-2018 

 

99 

protéines virales, il est nécessaire de rester prudent pour ne pas affecter l’expression dans les 

cellules autres que celles du réservoir. C’est pourquoi de plus en plus de recherches sont 

menées sur les cibles virales potentiellement impliquées dans la latence. Par exemple, un ARN 

antisens codé par le génome viral participe au maintien de la latence par le recrutement d’un 

complexe répresseur de transcription PRC2 qui permet la triméthylation des histone H3 au 

niveau du promoteur LTR5’ (Zapata et al., 2017). Cibler et activer cet ARN permettrait de 

verrouiller la latence sans affecter l’état de condensation des gènes cellulaires. Quant à la dCA, 

décrite en introduction, son pouvoir inhibiteur sur Tat est très prometteur pour bloquer la 

latence virale (Kessing et al., 2017; Mousseau et al., 2012).  

En outre, le Maraviroc® inhibe la fusion mais pas l’effet cytopathogène de l’enveloppe 

et n’empêcherait donc pas une inflammation. Bien qu’une étude récente in vivo montre que 

le Maraviroc® n’a pas d’effet sur l’état inflammatoire du SNC (Barber et al., 2017), et qu’une 

analyse des séquences des provirus du réservoir VIH-1 d’individus traités versus non traités ne 

présente aucune différence notable (Chaillon et al., 2017), il serait intéressant d’étudier la 

fonctionnalité, le pouvoir cytopathogène et l’expression des enveloppes codées par ces 

provirus.  

Ainsi une balance à équilibrer subsiste et reste à étudier entre verrouiller la latence ou 

renforcer l’élimination des cellules du réservoir VIH-1. 

 

. 
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L’étude de l’expression et de la fonctionnalité des glycoprotéines d’enveloppes du 

réservoir VIH-1 des LT CD4+ quiescents a permis de révéler deux phénomènes distincts. Le   

premier concerne l’écart de quantification entre les séquences intactes du réservoir VIH-1 et 

la quantification des virus réactivables. Nos résultats démontrent que cette différence serait 

due entre autres à des défauts d’expressions et de fonctionnalité des glycoprotéines 

d’enveloppe observées chez quatre individus sous cART depuis plus de quatre ans. Les 

glycoprotéines d’enveloppe étudiées dans cette thèse, étant issues d’ARNm viraux associées 

aux LT CD4+ quiescents réactivés par des billes anti-CD3-CD28 et de virus de qVOA, sont 

représentatives du réservoir VIH-1 potentiellement fonctionnel car les séquences 

séléctionnées pour les tests sont génétiquement intactes. Cependant parmi elles, certaines 

ne sont pas correctement exprimées. Le deuxième phénomène exploré dans cette thèse 

concerne la sélection de génomes défectueux au sein du réservoir viral. Ce mécanisme de 

sélection serait notamment dû à l’action cytopathogène et immunogène de l’enveloppe. En 

effet, la glycoprotéine d’enveloppe du VIH est une protéine virale qui par son expression 

intracellulaire et membranaire est capable d’induire l’apoptose de la cellule l’exprimant et de 

celle de la cellule avec laquelle elle fusionne. En outre, c’est une des protéines virales contre 

laquelle de très nombreux anticorps et TCR sont dirigés afin de permettre aux cellules 

immunitaires cytotoxiques telles que les LT CD8+ et les cellules NK d’éliminer les cellules 

infectées et les virus. Ce dernier phénomène n’est pas à négliger car il pourrait être impliqué 

dans l’inflammation chronique observée chez les individus sous cART. De plus, les quelques 

enveloppes qui ne sont pas assez exprimées ou fonctionnelles et qui échappent à cette 

sélection pourrait être un frein dans les stratégies actuelles de « shock and kill » si des 

phénomènes de mutations spontanées ou de recombinaisons ont lieu sur de telles enveloppes 

virales. Pour pallier cet échappement, l’inoculation d’anticorps à large spectre pourrait être 

envisageable, en effet dans nos expériences aussi bien en Western Blot, en cytométrie, qu’en 

immunofluorescence, les enveloppes même les moins exprimées et fonctionnelles sont 

reconnues par les bNAbs. Afin d’éradiquer le VIH de l’organisme, c’est-à-dire d’éliminer le 

réservoir viral des individus sous cART, il est donc important d’étudier l’expression, la 

fonctionnalité ainsi que l’immunogénicité des enveloppes du réservoir VIH-1 des lymphocytes 

T CD4+ mais aussi de tous les autres réservoirs cellulaires potentiels du VIH1, latents comme 

réplicatifs.    
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