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1. Généralités sur les virus 

1.1. Description et définitions 

Les virus sont des microorganismes composés d’un ou plusieurs acides nucléiques (ADN ou ARN), liés 

à une capside faite de protéines, constituant ainsi la particule virale. Cette particule virale peut 

également comprendre une enveloppe contenant des protéines, des glucides et des lipides.  

Les virus ont été initialement identifiés comme des agents infectieux responsables de maladies, non 

isolables par filtration, à l’inverse des bactéries, champignons ou parasites. Les virus sont des 

parasites cellulaires, dont le cycle de réplication utilise les ressources de l’hôte. Cela peut concerner 

des cellules procaryotes, comme les bactériophages infectant les bactéries, ou des cellules 

eucaryotes, incluant les cellules animales, végétales ou de mycètes. Il a également été démontré 

récemment l’existence de virus pouvant parasiter d’autres virus [1]. 

Bien que la classification et la taxonomie des virus fassent consensus, la définition même d’un virus 

est régulièrement remise en question, pour pouvoir y inclure les dernières découvertes. La taille 

constituait un de critères principaux de la définition des virus, jusqu’à la mise en lumière de 

l’existence de virus de grande taille, répondant aux autres critères, et infectant des amibes [2]. Cela 

a entrainé une modification de la définition, qui est recentrée sur la différence entre les organismes 

cellulaires, possédant une machinerie moléculaire de réplication, et les virus, qui possèdent une 

capside [3]. 

Les virus existent sous forme de particule virale ou sous forme de provirus. Une particule virale ou 

virion est un acide nucléique entouré d’une capside protéique, et capable d’infecter un nouvel hôte. 

La particule virale de certains virus possède également une enveloppe entourant la capside. Un 

provirus est le génome viral sous forme d’acide nucléique, intégré ou non au génome de l’hôte. 

Les virus peuvent également être définis comme des entités ou organismes qui suivent un cycle de 

désintégration, par la perte de l’intégrité de leur capside, et de reconstitution, par la synthèse de 

nouvelles parties constituant une nouvelle capside [4]. Cette définition prend en compte le fait que 

le maintien de l’intégrité de l’information génétique d’un virus peut être suffisant pour la continuité 

de ce cycle. Cette définition fait particulièrement sens si l’on considère les phases de latence virale. 

1.2. Classification des virus 

La classification des virus peut être basée sur la nature des acides nucléiques du génome. La 

classification comprend les virus à ARN, dont le génome est un ARN, les virus à ADN, dont le génome 

est un ADN et les virus à transcriptase inverse, quelle que soit la nature du génome. Ces trois 

groupes sont subdivisés en fonction du mode de réplication du génome. On considère pour cette 

classification la polarité du brin d’acide nucléique (positif ou négatif) et s’il s’agit d’un simple ou d’un 

double brin. Cette classification basée sur le génome est également appelée « classification de 

Baltimore » [5]. Selon la classification de Baltimore, les virus animaux sont donc subdivisés en sept 

groupes : les virus à ADN double brin (groupe I), les virus à ADN simple brin (groupe II), les virus à 

ARN double brin (groupe III), les virus à ARN simple brin positif (groupe IV), les virus à ARN simple 

brin négatif (groupe V), les virus à transcriptase inverse à ARN (groupe VI) et les virus à transcriptase 
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inverse à ADN (groupe VII) (Figure 1-1). La classification des virus peut également inclure les 

caractéristiques morphologiques. La présence d’une enveloppe virale classe le virus dans le groupe 

des virus enveloppés, et son absence dans le groupe des virus non-enveloppés ou virus nus.  

 

 

Figure 1-1 : Classification de Baltimore des virus animaux, tiré de Mahmoudabadi et Philips, 2018 [6]. 

Les virus sont classés selon le type d’acide nucléique. 

Les virus font également l’objet d’une classification phylogénétique, suivant une taxonomie similaire 

à celle des organismes cellulaires, à savoir divisée en Ordres, Familles, Sous-familles, Genres et 

Espèces.  

1.3. Emergence des zoonoses virales 

Les zoonoses sont des maladies infectieuses provoquées par la transmission d’un pathogène d’un 

animal vers l’homme. Bien que ces virus ne soient pas adaptés pour se répliquer chez l’homme, 

quelques-uns parviennent à compléter leur cycle de réplication, franchissant ainsi la barrière des 

espèces [7]. Parmi ces virus ayant réussi cette première étape, seul un petit nombre peuvent se 

transmettre entre humains, devenant ainsi des virus humains.  

Parmi ces zoonoses, certaines sont responsables d’épidémies, comme le virus de la grippe aviaire A, 

la grippe porcine ou le virus de la fièvre jaune. Certains virus dont l’homme est l’hôte principal ont 

pour réservoir épidémique une autre espèce animale, comme le virus de la dengue, ou le virus de la 

rage. 

L’émergence de ces zoonoses peut conduire à l’apparition d’un évènement épidémique, en 

particulier lorsque la transmission inter-humaine est importante. Une augmentation du nombre 
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d’épisodes épidémiques liés à des zoonoses virales a été constaté récemment, avec des 

conséquences importantes sur les systèmes de santé et sur les populations affectées [8,9]. 

1.4. Une zoonose pandémique : le VIH. 

Un virus issu du franchissement de la barrière des espèces est le virus de l’immunodéficience 

humaine (VIH). Il s’agit d’une zoonose ayant pour origine les virus de l’immunodéficience simienne 

[10]. Son passage chez l’homme s’est accompagné d’une propagation pandémique. 

Actuellement, la pandémie de VIH reste une menace importante pour la santé humaine : d’après le 

rapport de l’UNAIDS publié pour l’année 2020, plus de 37 millions de personnes sont infectées par le 

VIH, dont la majorité en Afrique sub-saharienne [11]. Depuis les premiers cas décrits en 1981, 36 

millions de personnes sont mortes du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), de par les 

caractéristiques uniques qui font du VIH un pathogène difficile à éradiquer.  

En effet, le VIH utilise et trompe durablement le système immunitaire, se répliquant et détruisant les 

cellules immunitaires durant sa phase de réplication active. De plus, il persiste dans les cellules 

mémoire à longue durée de vie, sous la forme d’un provirus latent caché du système immunitaire. 

Aujourd’hui, les thérapies antivirales combinées (cART) préviennent efficacement le développement 

du SIDA et ce traitement, malgré sa toxicité et les problèmes métaboliques associés est nécessaire 

toute la vie pour les patients infectés [12]. En conséquence, l’infection par le VIH est passée d’une 

maladie mortelle à une maladie chronique. Cependant, les traitements actuels échouent toujours à 

éradiquer complètement le VIH, permettant à sa forme provirale de persister dans des réservoirs 

cellulaires conduisant à un rebond viral en cas d’arrêt du traitement. Une connaissance approfondie 

des déterminants cellulaires de la latence du VIH est donc cruciale pour permettre son éradication. 

 

1.5. Nouveaux virus émergents 

De nouveaux virus émergents, principalement des zoonoses, entrainent des épidémies, plus ou 

moins localisées. Pour la plupart des virus concernés, il n’existe pas de traitement curatif, ni de 

vaccin préventif qui pourraient réduire la propagation et l’impact sur les populations. 

Le virus Zika, bien qu’identifié en 1947, a été responsable d’une épidémie importante en Amérique 

du Sud en 2015. Cette réémergence faisait suite à deux précédents épisodes épidémiques, en 2007 

en Micronésie et en 2013 en Polynésie Française. [13] 

Le virus Ebola a été responsable d’une épidémie en Afrique de l’Ouest, entre 2014 et 2016, résultant 

en plus de 10 mille morts [13]. Des épisodes épidémiques moins importants continuent de se 

produire régulièrement, notamment en République Démocratique du Congo en 2017, 2018, 2020 et 

2021 et en Guinée en 2021 également. 

Ces virus émergents représentent un risque sanitaire important par l’absence de traitements 

efficaces. Ils constituent un ensemble de virus peu étudiés et peu connus, ce qui limite 

considérablement la possibilité de développer des stratégies thérapeutiques efficaces. 
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1.6. Emergence des coronavirus 

Un coronavirus à l’origine d’un syndrome respiratoire aigu sévère (SARS-CoV) a émergé en Asie du 

Sud-Est en 2002 avec une mortalité de 9.6% et un coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen-

Orient (MERS-CoV) a émergé au Moyen-Orient en 2012 avec une mortalité de 35.5%. Ces deux virus 

sont à l’origine de syndromes de détresse respiratoire aigüe chez l’homme. Leur origine se trouve 

dans des coronavirus infectant d’autres mammifères et ayant passé la barrière des espèces. Ces 

deux zoonoses ont été responsables d’épidémies largement mortelles. 

L’émergence en décembre 2019, dans la ville de Wuhan en Chine, d’un nouveau coronavirus, 

nommé SARS-CoV-2 a conduit à une crise sanitaire mondiale [14]. Ce virus, responsable de la 

maladie à coronavirus 2019 (Covid-19), a entrainé la mise en place de mesures drastiques de 

limitation de la propagation à l’échelle mondiale. Bien que des vaccins préventifs aient été 

développés [15], il n’y a pour l’instant toujours pas de traitement curatif spécifique et efficace contre 

le SARS-CoV-2 [16]. L’approche initiale, guidée par l’urgence sanitaire, a consisté à réutiliser des 

traitements déjà validés pour d’autres pathologies et de tester leur efficacité antivirale sur le SARS-

CoV-2. Etant donnés les résultats intéressants mais néanmoins limités, la recherche de nouvelles 

molécules, plus spécifiques et plus efficaces, a logiquement suivi. Malgré les efforts actuels, la 

pandémie de Covid-19 continue d’impacter la population mondiale. D’après l’Organisation Mondiale 

de la Santé, au 5 Septembre 2021, plus de 220 millions de cas de Covid-19 ont été rapportés, 

entrainant plus de 4,5 million de morts. 
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2. Virus de l’immunodéficience humaine 

Le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) est un virus appartenant à la famille des Retroviridae 

et au genre des Lentivirus. Il est responsable lors de l’infection chez l’homme du syndrome 

d’immunodéficience acquise (SIDA). 

2.1. Caractéristiques du VIH 

Le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) est un virus appartenant à la famille des Retroviridae 

et au genre des Lentivirus [17]. Le virus de l'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) a été 

découvert en 1983 [18] et défini comme responsable du syndrome d'immunodéficience acquise 

(SIDA) en 1984 [19]. Le VIH est classé en types 1 et 2 (VIH-1, VIH-2), selon des spécificités génétiques 

et antigéniques. Le VIH-1 et le VIH-2 sont les seuls lentivirus humains connus. Les virus de 

l'immunodéficience simienne sont également regroupés dans le genre Lentivirus. Tous ces rétrovirus 

possèdent un génome d'ARN simple brin diploïde et se répliquent via un intermédiaire d'ADN (un 

« provirus ») au moyen d'une ADN polymérase virale dirigée par l'ARN, plus communément appelée 

transcriptase inverse (RT). C'est ce transfert « en sens inverse » de l'information génétique de l'ARN 

vers l'ADN qui classe ces virus parmi les rétrovirus. Les données obtenues par les analyses 

phylogénétiques semblent impliquer que le VIH ait été introduit dans la population humaine avant 

1915, date extrapolée pour le dernier ancêtre commun pour le VIH-1 [20]. Le VIH-1 aurait évolué à 

partir de virus d'immunodéficience de primates non humains provenant de chimpanzés d'Afrique 

centrale (SIVcpz) et le VIH-2 de mangabeys fuligineux d'Afrique de l'Ouest (SIVsm) [10,21,22]. 

2.2. Structure du génome viral 

Le génome du VIH est constitué de deux molécules d'ARN monocaténaires identiques qui sont 

enfermées dans une capside protéique. Le génome du VIH intégré au génome de la cellule hôte, 

également appelé ADN proviral, est généré par la transcription inverse du génome de l'ARN viral en 

ADN, la dégradation de l'ARN par la RNase H et l'intégration de l'ADN double brin du VIH dans le 

génome humain. Le génome ADN est flanqué aux deux extrémités par des séquences LTR (long 

terminal repeat). La région 5′ LTR code pour le promoteur de la transcription des gènes viraux 

(Figure 2-1).  
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Figure 2-1 : Structure de l’ARN génomique du VIH, d’après Ryu, 2017 [23]. 

Les trois principaux gènes de structure du VIH-1 et du VIH-2 sont les gènes gag, env et pol, qui 

donnent initialement naissance à des polyprotéines (respectivement Pr55gag, Pr160gag-pol et 

gp160) qui sont ensuite transformées pour donner les protéines structurelles du virus et des 

enzymes. Premier gène dans le sens 5′ à 3′, le gène gag code pour les protéines de la matrice (MA, 

p17), la protéine de capside (CA, p24), la protéine de nucléocapside (NC, p7) et la protéine p6, 

impliquée dans la stabilisation des acides nucléiques. Le cadre de lecture gag est suivi du cadre de 

lecture pol, donnant la polyprotéine Gag-Pol. Le clivage de cette polyprotéine permet l’obtention de 

plusieurs enzymes catalysant le cycle viral. Cela inclus la forme mature de la protéase PR (p12), de la 

transcriptase inverse (RT, p51) incluant une activité RNase (p15 seule ou ensemble p66) et 

l’intégrase virale (IN, p32). Adjacent au gène pol, le cadre de lecture env permet la production de la 

protéine précurseur Env (gp160) à partir de laquelle les deux glycoprotéines d'enveloppe gp120 

(protéine de surface, SU) et gp41 (protéine transmembranaire, TM) sont dérivées par clivage.  

En plus des protéines structurelles, le génome du VIH code pour plusieurs protéines régulatrices. Le 

gène bipartite tat, dont l’un des exons chevauche d’autres cadres de traduction, code pour la 

protéine Tat (protéine transactivatrice). Tat est impliquée dans la régulation de la transcription 

virale, par interaction avec les protéines cellulaires, l’ADN proviral et l’ARN polymérase II. Le produit 

du gène rev (régulateur de l'épissage de l'ARN) permet l’export des ARN ayant subi un épissage 

incomplet ou sans épissage, nécessaires à la production des protéines structurales. Les autres 

protéines régulatrices Nef (facteur de régulation négative), Vif (facteur d'infectivité virale), Vpr 

(protéine virale r) et Vpu (protéine virale unique) ont un impact sur la réplication virale, le 

bourgeonnement du virus et la pathogenèse [24,25]. Nef augmente la pathogénicité et favorise 

l’échappement immunitaire par des interactions avec de nombreuses voies de signalisation 

cellulaires. Le génome du VIH-2 code pour Vpx (protéine virale x) au lieu de Vpu, ce qui est 

partiellement responsable de la pathogénicité réduite du VIH-2 [26]. La structure du génome des 

virus d'immunodéficience des chimpanzés (SIVcpz) et des gorilles (SIVgor) est identique à celle du 

VIH-1 [27]. 

2.3. Groupes et sous-types 

Le VIH-1 est subdivisé en groupes M, N, O et P [28–30]. Les virus VIH-1 du groupe M, qui constituent 

la majorité des infections, sont subdivisés en sous-types A à D, F à H, J et K ( 

Figure 2-2). Les VIH recombinants sont dérivés de divers sous-types et sont appelés CRF (circulating 

recombinant form). Environ 20 % des virus du groupe M appartiennent à ces virus [31]. Jusqu'à 

présent, plus de 70 différents CRF épidémiologiquement stables ont été décrits [27,32–34]. Des 

quasi-espèces, qui sont des variants possédants des mutations similaires, se développent chez un 

patient et présentent des variations modifiant l’infectivité et possiblement la réponse aux 

traitements. L’apparition de ces quasi-espèces est liée à l’échappement immunitaire, et tends à 

augmenter dans la phase précoce de l’infection [35]. Sur la base d'une analyse phylogénétique, 

divers SIV de chimpanzés peuvent être répartis entre les groupes N et O des humains et le SIV des 

gorilles (SIVgor) dans le groupe P [10,21,36]. 



2.4 - STRUCTURE ET PROTÉINES DE LA PARTICULE VIRALE  9 

 

 

Figure 2-2 : Groupes et sous-groupes du VIH 

 

2.4. Structure et protéines de la particule virale 

 

Figure 2-3 : Structure du virion du VIH. Diagramme schématique (A) et imagerie en microscopie 

électronique (B). [23] 

La particule mature du VIH est ronde, mesure environ 120 nm de diamètre et possède une 

enveloppe constituée d’une bicouche lipidique (Figure 2-3). L'enveloppe contient 72 spicules, 

composés de trimères des protéines Env. Les trimères de la protéine de surface gp120 (SU) sont 

associés de manière non covalente à la surface du virion par les trimères de la protéine 

transmembranaire gp41 (TM) [37]. Des épitopes neutralisants dépendant de la conformation sont 

présents sur la protéine gp120. Ils sont présents sur la protéine native mais ne sont que 

partiellement exprimés sur la protéine dénaturée dépliée [38]. L’enveloppe recouvre une capside 

conique tronquée, renfermant l’ARN viral. La capside icosaédrique est assemblée à partir de la 

protéine de capside interne p24 (CA) [39]. Le noyau viral est un complexe composé de la RT 

(p55/66), de l’intégrase (IN ; p32), de la protéase (PR ; p10, p12 ou p151), et des protéines de la 

nucléocapside (NC ; p6 et p7) qui sont liés à de deux copies de l'ARN viral à brin positif. [17]. Entre 

l’enveloppe et la capside se trouve la protéine de matrice (MA, p17). Les particules virales 

contiennent également des oligopeptides qui sont générés après leur libération de la cellule au cours 

de la maturation des virions par clivage des protéines précurseurs (p55, p160). 
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La maturation du virion a lieu par clivage des protéines précurseurs Gag et Gag-Pol (p55, p160) en 

protéines individuelles à la fin du processus de bourgeonnement et pendant la libération des virions 

de la cellule. Dans les études au microscope électronique, la perte des projections de surface 

(trimères SU) sous l'effet des forces de cisaillement, également appelée « shedding », peut être 

observée après la libération [40]. Les particules dépourvues de gp120 ne sont plus infectieuses [41]. 

2.5. Enzymes virales 

2.5.1. Transcriptase inverse 

La transcriptase inverse (RT) du VIH permet la synthèse de l’ADN proviral à partir du brin d’ARN du 

génome viral compris dans la particule virale (Figure 2-4) [42]. Cette étape de transcription inverse 

nécessite deux activités enzymatiques : une activité ADN polymérase et une activité RNase H, toutes 

deux apportées par la RT [43]. L’activité ADN polymérase de la RT nécessite une amorce et une 

matrice. L’amorce est un ARNt cellulaire complémentaire de la séquence du site de liaison d’amorce 

(primer binging site, pbs) situé à l’extrémité 5’ de l’ARN viral, qui constitue la matrice [44]. La néo-

synthèse du brin d’ADN crée un complexe ADN-ARN, qui sert de substrat pour la RNase H. Cette 

fonction enzymatique dégrade l’ARN pour libérer le brin d’ADN négatif néo-synthétisé. La RNase H 

est stoppée par un motif résistant au clivage, le tractus polypurine (PPT), situé à l’extrémité 3’ [45]. 

Ce motif sert d’amorce pour la synthèse du brin positif d’ADN. Le produit ADN de la transcription 

inverse possède à ses extrémités des séquences provenant de la matrice d’ARN, et formant les 

séquences LTR. 
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Figure 2-4 : Mécanisme moléculaire d’action de la transcriptase inverse, d’après Sarafianos et al., 

2009 [46]. 

2.5.2. Intégrase 

L’intégrase est une protéine de 32 kDa catalysant l’intégration de l’ADN viral dans l’ADN de l’hôte. 

L’intégrase se fixe, après la transcription inverse, sur le brin d’ADN viral néo-synthétisé au niveau de 

l’extrémité 3’ (Figure 2-5). L’intégrase catalyse l’excision de deux bases GT à chaque extrémité 3’ 

(3’end processing) [47]. Après le transport de l’ADN viral dans le noyau, au sein du complexe de pré-

intégration (PIC), l’intégrase catalyse la jonction covalente des extrémités 3’ de l’ADN ainsi préparées 

avec les brins opposés de l’ADN de l’hôte [47]. L’intégration complète de l’ADN viral est réalisée par 

des enzymes cellulaires, ayant des fonctions de réparation de l’ADN [48].  
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Figure 2-5 : Mécanisme moléculaire d’action de l’intégrase virale, d’après Ingale et Manish, 2011 

[49]. 

2.5.3. Protéase 

La protéase du VIH-1 est protéine de 12 kDa, dont la fonction est la protéolyse de la polyprotéine 

Gag-Pol, pour la production des différentes enzymes virales et protéines structurelles (Figure 2-6). 

Elle est liée à la maturation de la particule virale. Cette protéine forme un dimère, qui est stabilisé 

par l’interaction des extrémités N et C terminales [50]. Le clivage de la protéine Gag est réalisé au 

niveau de 5 sites, donnant lieu à la libération des protéines MA, CA, NS, du peptide d’espacement 2 

(spacer peptide 2 SP2) et de p6. Cela conduit à la maturation de l’ARN génomique, l’assemblage du 

pré-complexe de transcription inverse et l’encapsidation du noyau viral [51]. Le clivage de la 

polyprotéine Gag-Pro-Pol permet la libération de la RT, de l’intégrase et de la protéase. Ce clivage 

est pour la libération de la protéase est le résultat d’une autoprotéolyse [52]. 
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Figure 2-6 : Mécanismes moléculaires d’action de la protease, d’après Konvalinka et al., 2015 [53]. 

 

2.6. Protéines régulatrices 

2.6.1. Tat 

Tat est la protéine virale transactivatrice (trans-activator of transcription), responsable de 

l’élongation lors de la transcription virale. Bien que l’initiation de la transcription soit réalisée de 

manière indépendante par NFkB, NFAT, Sp1 et TBP, associés au sein du complexe de pré-initiation 

de la transcription, cette phase dite précoce est considérée inefficace [54]. La présence de Tat, qui 

participe à la phase tardive d’expression virale, permet l’élongation et ainsi l’expression des gènes 

viraux. Par son rôle essentiel, la régulation de l’expression de Tat est un facteur important de la 

régulation de la réplication et de l’établissement de la latence virale [55]. 

La protéine Tat de 14 kDa est localisée dans le noyau au moyen d'un signal de localisation nucléaire 

riche en arginine dans son domaine de base. Dans le noyau, Tat interagit avec une structure d'ARN 

viral en boucle dans le LTR, appelée élément de réponse de trans-activation (TAR), mais pas avec 

l’ARN cellulaire (Figure 2-7). Elle permet alors le recrutement de la kinase cycline-dépendante 9 

(CDK9) et de la cycline T1, qui forment le complexe P-TEFb, ce qui permet le passage en phase 

d’élongation active [56]. P-TEFb fait partie du complexe de super élongation (SEC), qui contient 

également des facteurs d’élongations ELL et ELL2, les protéines d’échafaudage AFF1 et 4, ainsi que 

EAF1, ENL et AF9. Ces protéines forment un complexe qui entraine la levée de l’état de pause de la 

polymérase et permet le remplacement des complexes de transcription non efficaces par des 

complexes Tat/P-TEFb/ARN Pol II [57]. 
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Tat participe également au remodelage de la chromatine via la disruption du nucléosome 1, par le 

recrutement d’histones acétyltransférases (HAT) et de PBAF pour favoriser la formation 

d’euchromatine, ce qui permet l’élongation [58]. Ce remodelage et cette disruption de nuc-1 sont 

consécutifs à l’acétylation de Tat sur la lysine 50, facilitant le relargage de P-TEFb et le recrutement 

de PBAF. 

Tat est également impliquée dans l’activation de NFB. Tat interagit directement avec IB et avec la 

sous-unité p65 de NFB [59]. Cela entraine l’activation de la voie de signalisation NFB, ainsi que 

l’activation de la transcription du génome viral, dont l’initiation est consécutive au recrutement du 

facteur de transcription II H et du facteur d’élongation P-TEFb par NFB au niveau du promoteur du 

VIH [60]. 

Tat est essentielle à la réplication virale et agit pour augmenter les niveaux d'équilibre des transcrits 

viraux (pour les protéines virales structurelles et régulatrices) initiés dans la LTR. La protéine Tat 

augmente d'environ 100 fois la disponibilité de l'ARN viral pour la production du virus. L'expression 

de Tat est induite par Tat mais aussi par des facteurs de transcription notamment le complexe 

transcriptionnel NF-κB [61]. 

 

Figure 2-7 : Mécanismes moléculaires de la transcription virale, sous le contrôle de Tat, d’après 

Tabarrini et al., 2016 [62]. 
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2.6.2. Rev 

Rev est la protéine régulatrice de l’expression des protéines virales (regulator of expression of viral 

proteins). Il s’agit d’une protéine essentielle de 13 kDa située dans le nucléole qui facilite l'épissage 

alternatif des transcrits dans le cytoplasme. Rev est responsable de l’export nucléaire des transcrits 

ARN partiellement épissés ou non-épissés du VIH, en se liant à l'ARN viral au niveau de l'élément de 

réponse Rev (RRE) (Figure 2-8) [63]. Ce motif RRE n’est pas présent dans les ARN complétement 

épissés, qui sont exportés directement dans le cytoplasme via les voies d’export nucléaire classiques. 

Ces ARN épissés codent pour les protéines régulatrices, incluant Rev. Après la liaison de Rev avec le 

motif RRE, l’exportine cellulaire CRM1 et RanGTP sont recrutées au niveau de Rev [64]. Ces 

exportines forment un complexe d’export incluant d’autres protéines, notamment des 

phosphoprotéines et nucléoporines [65,66]. Rev permet donc l’export des ARN non épissés par la 

voie d’export CRM1.  

En parallèle de sa fonction dans l’export d’ARN, Rev participe à la stabilisation des ARN viraux. 

L’interaction de Rev avec le motif RRE réduit l’instabilité de l’ARN liée aux motifs riches en 

nucléotides A et U, regroupés sous le terme séquences d’instabilité (INS) [67]. Rev participe 

également à la régulation de l’épissage, en inhibant l’épissage cellulaire. Rev lié au RRE semble 

interagir avec des facteurs d’épissage, tels que SF2/ASF. La liaison de SF2/ASF à Rev entraine la 

séquestration de ce facteur, permettant l’existence des différents motifs d’épissage de l’ARN viral 

[68]. 

Cela permet la production de protéines régulatrices au début de la réplication, suivie de la 

traduction des protéines structurelles à la fin du cycle de réplication. En l'absence de Rev, seuls les 

transcrits épissés à plusieurs reprises sont traduits, de sorte qu'aucune protéine de structure, 

aucune enzyme ni aucun ARN génomique ne peut être emballé dans la particule virale [69]. 

2.6.3. Nef 

Nef, initialement considérée comme un facteur négatif (Negative Factor) de la réplication virale, est 

la première protéine virale à être exprimée. C’est une protéine de 25-30 kDa qui est principalement 

localisée dans le cytoplasme et la surface interne de la membrane des cellules infectées [70]. Nef est 

une protéine multifonctionnelle : elle joue un rôle important dans la pathogenèse en favorisant la 

réplication et dissémination virale, et en permettant l’échappement immunitaire [71]. 

Nef a un effet négatif sur la présentation des molécules CD4 à la surface des cellules [72]. Son effet 

sur l’échappement immunitaire est lié à son altération de la machinerie de transport intracellulaire, 

en particulier des protéines de la membrane. Nef se lie à la partie cytosolique des récepteurs CD4 et 

à la protéine AP-2 (Figure 2-8). Cette protéine est responsable de l’endocytose des récepteurs CD4, 

et l’action de Nef accélère ce processus [73]. Par conséquent, la molécule CD4 est sous-exprimée au 

niveau de la membrane de la cellule infectée suite à l’endocytose et ne peut pas être surinfectée par 

d'autres VIH. La perte de CD4 réduit la réaction immunitaire cellulaire contre la cellule infectée. 

Nef a également un effet négatif sur la présentation des antigènes par le complexe majeur 

d’histocompatibilité de classe I, passant par une interaction avec AP-1. Cet antagonisme du MHC-I 
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fonctionne selon deux modèles, pour les MHC-I présents dans la membrane et pour les MHC-I 

nouvellement synthétisés. Dans le mode d’action par « signalement », Nef entraine l’activation des 

kinases de la famille Src, démarrant ainsi une cascade de signalisation résultant en l’augmentation 

des niveaux de PI3K. Cela induit l’activation des GTPases Arf1 et 6, qui entrainent l’endocytose du 

MHC-I. Le MHC-I ainsi internalisé forme, au sein des vésicules, un complexe avec Nef et AP-1, ce qui 

empêche son recyclage vers la membrane [74]. Dans le mode d’action « stoichiométrique », 

l’interaction entre Nef et AP-1 permet le blocage des MHC-I nouvellement synthétisés au niveau du 

réseau trans-Golgi, par l’action d’Arf1 [75]. Ces deux modèles font intervenir une interaction de Nef 

avec AP-1 et avec la partie cytoplasmique du MHC-I. 

De plus, Nef augmente la pathogénicité in vivo et est nécessaire à la progression de l'infection [24]. 

Cette augmentation de l’infectivité est liée à l’interaction de Nef avec le facteur de restriction 

SERINC5. Cette protéine transmembranaire, exprimée par les cellules en réponse à l’infection, est 

incorporée aux virions néo-formés et entraine la disruption de la fusion des membranes lors de 

l’infection d’une nouvelle cellule [76]. La liaison de Nef avec SERINC5 au niveau de la membrane 

cellulaire entraine son endocytose par l’action d’AP-2, empêchant ainsi son incorporation aux 

nouveaux virions [77].  

Les actions de Nef sur les protéines cellulaires sont réalisées par le recrutement et l’activation de 

kinases cellulaires. Pour les kinases de la famille Src, Nef induit une activation par la modification de 

la conformation du domaine SH3 lors de sa liaison avec les kinases [78]. Les kinases de la famille Tec 

sont également activées par Nef. Cette activation est également liée à l’interaction avec le domaine 

SH3, mais requiert également un recrutement des kinases vers la membrane cellulaire, pour 

permettre une autophosphorylation [79]. Ce recrutement semble impliquer une dimérisation de Nef 

[71]  

La protéine Nef du VIH-1 est constituée d'un plus petit nombre d'acides aminés et a une plus grande 

capacité à augmenter la pathogénicité du VIH-1 par rapport au VIH-2. Les virus mutés pour Nef 

présentent une diminution de leur réplication et de leur infectivité [80].Les patients infectés avec un 

virus mutant pour Nef présentent un ralentissement de l’évolution de la maladie vers le stade SIDA 

[81]. Ces virus mutants se répliquent plus difficilement et semblent induire une diminution limitée 

de la concentration en lymphocytes T CD4+ [82].  

2.6.4. Vpr 

Le produit du gène vpr est une protéine oligomérique de 14 kDa [83–85]. Le VIH-2 et la plupart des 

souches de SIV portent un gène supplémentaire, le vpx, qui partage une homologie de séquence 

avec le vpr. Vpr et Vpx sont toutes deux emballées dans les virions [86]. Vpr a de multiples 

interactions avec les protéines cellulaires, et entraine une augmentation de la pathogenèse virale, en 

particulier dans les macrophages [87]. L’utilisation d’un virus défectif pour Vpr a montré un niveau 

de réplication identique à un virus non muté dans des lymphocytes, mais une diminution dans des 

macrophages. Il semble que les signaux de localisation nucléaires d’autres protéines virales, 

notamment MA, soient suffisants dans les lymphocytes mais ne permettent pas une translocation 

efficace dans les macrophages [88]. 

Vpr augmente la réplication virale, en particulier dans les macrophages. Vpr induit une dégradation 

du facteur de transcription helicase-like (HLTF), responsable de la réparation de l’ADN post-
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réplication (Figure 2-8) [89]. Vpr semble également augmenter l’importation nucléaire du complexe 

de pré-intégration, mais n’est pas nécessaire à ce transport [90]. In vitro, l’utilisation d’un virus 

défectif pour Vpr entraine une réplication virale complète, et la production d’ADNc proviral, 

favorisée par Vpr, peut être obtenu avec un virus défectif, en supplémentant les cellules avec un 

extrait de cytosol [90–92].  

Vpr contribue également à réduire la réponse interféron suite à l’infection par le VIH. Vpr active le 

complexe SLX, ce qui réduit la transcription des interférons  et [90]. Vpr entraine également une 

dégradation du facteur régulateur de l’interféron 3 (IRF3), ce qui réduit l’induction d’IFN [93]. 

Vpr est également responsable de l’arrêt du cycle cellulaire à la transition G2/M [94]. Cet arrêt est 

causé par l’hyperphosphorylation de la protéine cellulaire cdc2, qui régule le checkpoint de 

dommages à l’ADN [95]. Cette phosphorylation, sous le contrôle de la phosphatase cdc25 et de la 

kinase Wee1, inactive cdc2. Vpr interagit avec cdc25 et Wee1 [96,97].  

Vpr est également impliquée dans la dégradation de plusieurs protéines cellulaires. Certaines 

protéines sont des cibles directes de Vpr, qui entraine l’ubiquitinylation par le cofacteur cellulaire 

DCAF1 [98]. Les cibles de Vpr incluent notamment UNG2, TET2 et REAF [99,100]. UNG2 est une ADN 

glycosylase, qui amorce la réparation de l’ADN. REAF est un facteur antiviral associé à l’ARN, qui 

inhibe la réplication du VIH-1 durant la transcription inverse. TET2 est une protéine impliquée dans 

la régulation de la différenciation Th1 et Th17, et dans la réparation de l’ADN.  

Vpr semble également augmenter l’expression de la protéine virale Env, dans les macrophages, en 

limitant sa dégradation et en augmentant son incorporation dans les nouvelles particules virales. 

Cette augmentation semble être réalisée par l’interaction de Vpr avec TET2, ce qui réduit 

l’expression du facteur de restriction antiviral IFITM3, et une inhibition de l’expression des 

récepteurs au mannose, par l’inhibition de la transcription de MRC1 [91,101].  

2.6.5. Vif 

Vif, une protéine cytoplasmique de 23 kDa, est également essentielle à la réplication virale [102]. En 

l'absence de Vif, les virions du VIH-1 ont une morphologie anormale [103] et ont une capacité très 

réduite à synthétiser l'ADN proviral après l'infection de nouvelles cellules cibles [104]. 

La principale fonction connue de Vif est la dégradation des désaminases de la famille APOBEC3, qui 

inhibent le cycle de réplication viral par modification de l’ADN proviral (Figure 2-8) [105]. Cette 

modification est accompagnée d’une réduction de la transcription inverse et de l’intégration 

[106,107]. L’échappement du VIH à cette réponse cellulaire est obtenu par l’action de Vif, qui est 

associée à l’ubiquitin ligase E3. Cette interaction induit l’ubiquitinylation d’APOBEC3G et sa 

dégradation par le protéasome [108]. 

Une deuxième fonction importante de Vif est son rôle dans l’arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M 

[109]. Cet arrêt est consécutif à la dégradation par Vif de facteurs cellulaires. Ces facteurs cellulaires 

ne sont pas définitivement identifiés. L’arrêt du cycle cellulaire par Vif est dépendant du remodelage 

du phosphoprotéome de la cellule hôte [110]. Parmi les potentielles cibles de Vif, on trouve les 

protéines phosphatase 2A, notamment PP2A1, dont les fonctions régulatrices incluent la régulation 

de la transition G2/M [111–113]. 
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2.6.6. Vpu 

Le VIH-1 et le SIVcpz apparenté contiennent un gène vpu dont le produit est une protéine 

phosphorylé de 16 kDa, localisée au niveau des membranes cellulaires internes, notamment dans la 

région trans-golgi et les endosomes des cellules infectées (Figure 2-8) [114].  

La protéine Vpu modifie la concentration et la distribution des protéines membranaires de la cellule 

hôte, avec pour conséquence une augmentation du relargage des virions néo-formés, via son 

association au système réticulum endoplasmique/Golgi [115]. La protéine Vpu interagit avec la 

tetherin, protéine cellulaire qui interfère avec le relargage des virions néoformés. L’interaction de 

Vpu et tetherin entraine sa séquestration dans l’appareil de golgi [114].  

Vpu cible également les peroxisomes, en réduisant l’expression des facteurs impliqués dans la 

biogenèse, la division et la translocation de la machinerie peroxisomale [116]. Cette inhibition de 

l’activité peroxisomale des cellules semblent induire une réduction de la production d’interférons 

[117]. Vpu entraine, comme Vif et Vpr, une réduction de l’expression de l’IFN. Cette inhibition par 

Vpu est consécutive à l’inhibition de NFB. Vpu stabilise IB, et empêche la translocation nucléaire 

de NFB [118]. Par son action inhibitrice de l’expression de NFB et de l’activité peroxisomale, Vpu 

induit une réduction de la réponse antivirale cellulaire [119]. 

Les mutants du VIH-1 déficients en Vpu continuent à se répliquer dans les lignées de cellules T CD4+, 

les lymphocytes T primaires et les macrophages, mais à un titre réduit en raison de l'accumulation 

des virions dans les vésicules intracytoplasmiques [120]. Le VIH-2 et d'autres SIV que SIVcpz ne 

possèdent pas de gène vpu, mais sa fonction est probablement codée ailleurs dans le génome. 
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Figure 2-8 : Interactions moléculaires des protéines régulatrices du VIH avec les protéines cellulaires. 
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2.7. Cycle de vie du virus 

 

Figure 2-9 : Cycle de réplication du VIH. National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) 

L'infection par le VIH est initiée lorsque le virus se lie à une cellule cible par l'intermédiaire de la 

glycoprotéine d'enveloppe virale, gp120, de la particule mature du VIH qui se lie au récepteur CD4 

de la cellule hôte (Figure 2-9). Toutes les cellules CD4-positives telles que les cellules T helper, les 

macrophages, les cellules dendritiques et les cellules souches hématopoïétiques sont permissives au 
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VIH. Les astrocytes sont également permissifs au VIH, de manière indépendante du CD4 [121]. Pour 

les cellules CD4+, après l'attachement à la molécule CD4 via le domaine C4 de la gp120, un 

changement de conformation du CD4 et de la gp120 se produit, ouvrant un site supplémentaire pour 

la gp120 afin de permettre la liaison au corécepteur, c'est-à-dire le récepteur de chimiokine 5 (CCR5) 

ou le récepteur de chimiokine 4 (CXCR4 ou fusine) à la surface de la cellule [122,123]. Il existe 

également d’autres corécepteurs, parmi lesquels d’autres récepteurs couplés aux protéines G, ainsi 

que le récepteur au mannose [124–126]. Cette liaison déclenche un changement de conformation 

de la glycoprotéine Env pour exposer la protéine TM, gp41, ce qui entraîne une fusion, 

éventuellement médiée par le corécepteur, entre le virus et la membrane de la cellule hôte [17,127]. 

La fusion de l’enveloppe virale et de la membrane cellulaire entraîne la translocation de la capside 

virale dans le cytoplasme. La capside est prise en charge par un endosome, permettant la libération 

du contenu de la capside dans le cytoplasme [128]. La transcriptase inverse (RT) du VIH transcrit le 

génome ARN simple brin du VIH en ADN (ADN complémentaire ou ADNc) qui est converti en ADN 

double brin (ADN proviral) [129]. Cet ADN proviral est transporté par des nucléopores dans le noyau 

de la cellule sous la forme d'un complexe de pré-intégration composé de l'intégrase (IN) et de l'ADN 

proviral. L'intégrase insère ensuite de façon aléatoire le génome proviral dans le génome de la 

cellule hôte humaine. Cet ADN proviral sert de matrice pour la production de la descendance de 

l'ARN viral et entraine l'établissement d'une infection persistante. 

La transcription du génome viral est dirigée par un promoteur situé dans le LTR 5' du provirus 

intégré, ce qui entraîne la production de molécules d'ARNm. Celles-ci permettent la synthèse de 

nouvelles protéines virales et d'ARN génomique. L'ARN génomique est ensuite emballé dans des 

virions qui bourgeonnent à la surface de la membrane cellulaire. Au cours de la maturation du virion, 

les polyprotéines Gag et Gag-Pol sont clivées par la protéase virale en protéines sous-unitaires, ce 

qui donne le virion mature qui est dirigé vers la surface cellulaire par la myristoylation amino-

terminale de Gag [130]. Le virion est ensuite libéré de la surface cellulaire, ce qui complète le cycle 

de vie. 

Le génome proviral peut également se répliquer en même temps que le génome de la cellule hôte et 

en faire partie pendant la division cellulaire mais cela reste un événement rare, qui participe à la 

latence virale. Cependant, après activation des cellules infectées, le promoteur LTR du génome 

proviral peut servir de site d'attachement pour les ARN polymérases ADN-dépendantes cellulaires et 

une variété de facteurs de transcription initiant la synthèse de l'ARNm viral et de l'ARN génomique, 

entrainant la réactivation du virus latent.  

2.8. Tropisme cellulaire et réservoirs 

2.8.1. Réservoirs de latence virale 

Une caractéristique distinctive du VIH-1 et du VIH-2 est leur capacité à infecter les lymphocytes T 

CD4+ et les macrophages. En effet, c'est cette observation précoce qui a conduit à l'identification de 

l'antigène de différenciation cellulaire CD4 comme récepteur pour l'entrée du VIH-1 dans les cellules 

[131,132]. Le tropisme cellulaire est étroitement lié, mais probablement pas exclusivement, à la 

capacité des différentes enveloppes du VIH-1 à se lier aux CD4 et aux récepteurs de chimiokines CC 

ou CXC et à initier la fusion virale avec la cellule cible.  
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La plupart des souches primaires de VIH-1 sont macrophages-tropiques (M-tropiques), infectent les 

cultures primaires de macrophages et de cellules T CD4+ et utilisent le CCR5 comme corécepteur 

privilégié. Chez environ 40-50% des malades, il y a un glissement de l’utilisation du corécepteur CCR5 

vers le corécepteur CXCR4, ce qui s’accompagne habituellement d’une déplétion rapide en 

lymphocytes T CD4+ [133]. Les virus T-tropiques (T-tropiques) peuvent infecter des cultures 

primaires de cellules T CD4+ et des lignées de cellules T établies, mais pas les macrophages 

primaires. Les virus T-tropiques utilisent le CXCR4 comme corécepteur pour l'entrée virale. Les 

cellules présentatrices d'antigènes, telles que les cellules dendritiques et les cellules de Langerhans, 

peuvent jouer un rôle important dans la transmission muqueuse et sexuelle du VIH-1 [134]. Toutes 

les souches de VIH-1 et de VIH-2 peuvent infecter les lymphocytes CD4+ du sang périphérique 

(cellules T auxiliaires), mais le degré d'infection des lignées de cellules T immortalisées ou 

leucémiques varie d'une souche à l'autre [135].  

Les données montrent que le pool de VIH proviral, latent mais compétent pour la réplication, est 

principalement situé dans les lymphocytes T CD4+ mémoire centraux quiescents à longue durée de 

vie [136]. Ces cellules non activées hébergent le virus sous forme latente, permettant la persistance 

à long terme de l’infection [137,138]. Cette infection latente repose sur une restriction de la 

production de protéines virales et sur l’intégration de l’ADN proviral à l’ADN génomique cellulaire 

[139,140]. 

Les patients infectés par le VIH voient la maladie évoluer de différentes manières et à différents 

rythmes. La progression de la maladie est évaluée principalement par la quantification des 

lymphocytes T CD4+ et par la virémie plasmatique. Des sous-groupes de patients, ayant des 

caractéristiques de progressions différentes, ont été identifiés. Les patients ayant un taux de 

lymphocytes T CD4+ stable pendant un minimum de 7 à 10 ans sont considérés comme des 

progresseurs lents [141]. Ils représentent entre 5 et 15% des patients infectés. Les patients montrant 

une progression vers le stade SIDA en moins de 3 ans sont considérés progresseurs rapides [142]. Ils 

représentent environ 5% des patients. Les patients présentant une réduction de la virémie à des 

niveaux faibles sans traitement sont considérés comme contrôleurs. Les patients présentant une 

virémie indétectable sans traitement sont considérés comme contrôleurs élite et représentent entre 

0,2 et 0,5% des patients [143]. 

2.8.2. Lymphocytes T CD4+ 

L’établissement de la latence dans les lymphocytes T CD4+ intervient dans les différents types de T 

CD4+, à une fréquence variable selon le type. Bien que la fréquence des cellules infectées soit plus 

faible pour les T naïfs que pour les T mémoire centraux, un large réservoir compétent pour la 

réplication a été trouvé dans les T naïfs [144]. Parmi les T mémoire, la plus grande proportion de 

génomes intacts est présent dans les T effecteurs mémoire [145]. La catégorisation des lymphocytes 

T selon leurs propriétés fonctionnelles permet également de définir des sous-types ayant un rôle de 

réservoir important. Les lymphocytes Th1 infectés par le VIH participent, par leur prolifération, à la 

persistance virale en maintenant le nombre de cellules contenant un provirus compétent pour la 

réplication [146]. Les lymphocytes Th17 jouent également un rôle important dans la persistance 

virale, notamment par leur longue durée de vie [147,148]. 
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Le profil des lymphocytes T CD4+ impliqués dans l’établissement de la latence virale ne correspond 

pas à une population homogène. La recherche d’un ou plusieurs marqueurs spécifiques des cellules 

constituant le réservoir de latence virale a conduit à l’identification de plusieurs sous-populations 

participant à ce réservoir [149]. 

Le CD2 est un marqueur qui a été identifié comme présent à la surface des cellules T CD4+ infectées 

de manière latente. Les T mémoire quiescents CD4+ CD2high semblent héberger un nombre plus 

élevé de copies du génome viral que la population T CD4+ générale [150]. Ces lymphocytes T CD4+ 

CD2high peuvent, sous l’effet d’agents de réactivation, présenter une réactivation de la réplication 

virale [150]. Le CD30 est un marqueur jouant un rôle dans la réplication du VIH et dans la mort 

cellulaire des lymphocytes T CD4+ infectés [151]. Les cellules T CD4+ CD30+ présentent une 

augmentation de la quantité d’ARN viral. L’activation du CD30 a été montrée comme associée à 

l’activité transcriptionnelle du VIH [152].  

Le CD32a, récepteur Fc gamma IIa, a été identifié comme surexprimé dans les cellules T CD4 

infectées de manière latente [150]. Il s’agit d’un marqueur associé à l’activation des cellules T. 

L’étude de cette sous-population CD32+ CD4+ a montré un enrichissement en ADN proviral par 

rapport à la population générale de T CD4+ [153]. Cela semble indiquer que les lymphocytes T CD32+ 

CD4+ constituent un réservoir de latence important [154]. La considération du CD32 comme 

marqueur de réservoir du VIH reste cependant débattue [155,156]. 

2.8.3. Monocytes/Macrophages 

Un second réservoir cellulaire de latence virale est situé dans les cellules de la lignée monocytaire, 

les monocytes et les macrophages pouvant être infectés par le VIH, puisque porteurs des récepteurs 

CD4 et CCR5 ou CXCR4. L’établissement de la latence dans ces cellules, lié aux facteurs de restriction 

cellulaires APOBEC3, SAMHD1 et MX2 (pré-intégration) et à des mécanismes de régulation 

épigénétique (post-intégration), contribue au maintien d’un réservoir de latence qui est disséminé, 

en raison de la présence des macrophages dans l’ensemble des tissus et de l’extravasation des 

monocytes sanguins vers les tissus [157,158].  

L’importance de l’infection des macrophages dans l’infection est liée à la progression vers un 

tropisme macrophagique du virus au cours de l’évolution de la maladie chez certains patients. Les 

patients présentant une progression vers le stade SIDA sont infectés en majorité par des souches 

macrophage trophiques [133]. Ces cellules étant plus résistantes que les lymphocytes aux effets 

cytopathiques de l’infection par le VIH, elles permettent la survie du virus pendant une plus longue 

période [159]. Les phénomènes de latence dans les lymphocytes CD4+ sont largement étudiés, y 

compris concernant la réactivation du VIH latent, mais le sont moins concernant la latence dans les 

monocytes/macrophages [160]. L’étude de la latence dans les monocytes/macrophage est rendue 

plus difficile par les taux d’infection et d’intégration plus faibles dans ces cellules [161]. Cependant, 

bien que les monocytes infectés de manière latente ne produisent pas de particules virales 

infectieuses, leur différenciation en macrophage s’accompagne d’une stimulation de la production 

de protéines virales, indiquant un rôle important dans les phases de réactivation [162]. Le réservoir 

de latence établi dans les monocytes et dans les macrophages persiste malgré les traitements cART 

[163,164]. 
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2.8.4. Cellules gliales 

Depuis l'identification du CD4 comme récepteur du VIH-1 et du VIH-2, il est apparu que le virus est 

également capable d'une infection limitée de certaines cellules CD4+, notamment les cellules 

gliales[165]. L’infection des cellules gliales semble se faire par le franchissement de la barrière 

hémato-encéphalique par des monocytes CD14+ CD16+ infectés [166]. L’infection des cellules gliales 

est favorisée par la phosphorylation de SAMDH1, levant l’effet de ce facteur de restriction [167]. Le 

génome viral a été détecté dans les cellules microgliales de patients avirémiques sous thérapie cART, 

confirmant le rôle de réservoir de latence cérébral [168]. L’infection des cellules microgliales, qui 

présentent une longue durée vie, est associée au développement des maladies neurocognitives 

associées au VIH (HAND) [169,170]. Les cellules gliales semblent composer le réservoir principal du 

VIH dans le cerveau [171].  

La latence dans les cellules gliales est consécutive à l’intégration du génome viral dans le génome 

cellulaire. La régulation de la latence dans les cellules gliales implique la répression de la réplication, 

par des mécanismes épigénétiques d’interférence transcriptionnelle et de remodelage de la 

chromatine [171]. Dans les cellules gliales, le facteur de transcription NFB et la protéine Sp1 sont 

suffisants pour la transcription [172]. La formation d’hétérochromatine, qui réduit la transcription en 

réduisant la disponibilité du promoteur, est sous le contrôle de CTIP2. CTIP2 recrute au niveau du 

promoteur viral les HDACs1 et 2 et la HMT SUV39H1, ce qui induit la formation d’hétérochromatine 

[173]. 

2.9. Mécanismes moléculaires de la latence 

La latence virale est le résultat d’un silence transcriptionnel réversible, sous le contrôle des enzymes 

de modification de la chromatine de l’hôte. La modification des histones impacte l’accessibilité des 

LTR. Les HDACs 1 et 2 sont recrutées par NFB p50 au niveau du promoteur viral, ce qui induit la 

formation d’hétérochromatine [174] (Figure 2-10). Les facteurs de transcription YY1 et LSF recrutent 

également HDAC1 pour maintenir ce silence épigénétique [175]. Indépendamment du recrutement 

des HDACs, la HMT EZH2 est recruté et induit la méthylation du promoteur viral [176]. Ces 

modifications des histones et de l’ADN induisent l’état de latence.  

En plus des modifications de chromatine, des modifications de la méthylation de l’ADN au niveau 

des ïlots CpG  du promoteur viral participent à l’établissement de la latence. Cette hyperméthylation 

du promoteur entraine le recrutement de MBD2, qui est associée au complexe NuRD contenant 

HDAC2 [177].  

La régulation de la latence est également influencée par le site d’intégration. L’intégration du 

provirus implique des cofacteurs cellulaires, notamment LEDGF/p75 qui reconnait les marques de 

méthylation de l’ADN, favorisant l’intégration dans des sites transcriptionnellement actifs [178,179]. 

Des modifications de la méthylation post-intégration modifient l’environnement de manière à 

induire l’hétérochromatinisation . 
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Figure 2-10 : Mécanismes moléculaires de la latence virale. L’ADN proviral passe d’un état de 

trancription active (b) à un état de latence (a) réversible. D’après Churchill et al., 2014 [180]. 

2.10. Rôle d’Akt dans l’infection 

La voie PI3K/AKT/mTOR est un acteur clé de la pathogenèse du VIH-1 et est ciblée par plusieurs 

protéines virales pour moduler l'entrée, la transcription/réactivation, la maturation et la propagation 

virale, et pour favoriser l'échappement immunitaire.  

La liaison de la protéine gp120 du VIH-1 à CXCR4 induit une activité PI3K, ce qui entraine l’activation 

de la cofiline. L'actine corticale statique limite l'entrée du VIH dans les cellules T, et cette restriction 

est levée par l'activation de la cofiline.[181] La liaison de la glycoprotéine Env aux récepteurs 

cellulaires de surface induit l’activation d’Akt. Cela réduit l’activation des caspases, permettant 

l’inhibition de l’apoptose induite par gp120 [182]. Suite à l'activation d'Akt, couplée à l'induction de 

miR-718, le schéma de phosphorylation des protéines riches en sérine impliquées dans la régulation 

de la traduction est modifié. Un modèle d'épissage alternatif des ARNm du VIH-1 est favorisé suite à 

cette dérégulation, conduisant à une réduction de la réplication virale [183]. Ainsi, la modulation de 

l'épissage par la voie PI3K/Akt semble essentielle pour l'établissement de la latence. 

La transcription et la réactivation du VIH-1 sont médiées par P-TEFb, qui est sous le contrôle de 

complexes protéiques régulateurs, dont un complexe snRNA HEXIM1/7SK. La phosphorylation de 

HEXIM1 induit la levée de l'inhibition de la transcription et est consécutive à l'activation de la voie 
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PI3K/Akt [184]. La transactivation des LTR du génome viral est sous le contrôle de Tat. Cette 

activation est médiée par la voie PI3K/Akt, parallèlement à la phosphorylation de p65 et IKK [185]. 

Tat interagit avec d'autres protéines régulatrices de l'activité de la LTR, notamment EZH2. 

L'inhibition de la transcription par EZH2 est levée par sa phosphorylation consécutive à l'activation 

d'Akt [186]. 

2.11. Traitements et stratégies thérapeutiques 

2.11.1. Traitements 

La réplication virale conduit à une dysfonction immunitaire, par la perte des lymphocytes T CD4+. 

Cette évolution de la maladie peut être interrompue par l’utilisation de traitements antirétroviraux, 

utilisés de façon combinés. Les traitements peuvent être classés dans différentes catégories, selon le 

mécanisme moléculaire ciblé (Tableau 2-1). Les inhibiteurs de la transcriptase inverse, analogues 

nucléosidique (NRTI) ou non-analogues nucléosidiques (NNRTI) ciblent l’étape de transcription 

inverse. Les inhibiteurs de l’intégrase ciblent l’étape d’intégration génomique. Les inhibiteurs de 

protéase ciblent la production virale, les inhibiteurs de fusion ciblent l’entrée virale, comme les 

antagonistes des corécepteurs [187]. Les traitements combinés appartiennent principalement aux 

NRTI, NNRTI, inhibiteurs de l’intégrase et inhibiteurs de protéase. Ces traitements entraine une 

diminution de la charge virale chez les patients, jusqu’à une virémie indétectable [188]. Depuis 

l'introduction de la thérapie antirétrovirale combinée (cART), la survie et la qualité de vie des 

patients infectés par le VIH se sont considérablement améliorées [189], avec un résultat plus 

favorable lorsque la thérapie est initiée dans le cadre d'une infection asymptomatique précoce 

[190]. Cependant, l'infection par le VIH-1 reste une maladie incurable, en raison de la présence de 

réservoirs de latence virale, cellulaires et tissulaires, dans lesquels un provirus est réduit au silence 

par régulation épigénétique. L’importance du poids physique et psychologique des traitements 

[191,192], conduit parfois à une moindre observance ou l'abandon du traitement [193] ce qui 

entraîne un rebond viral et une persistance de l'infection [194].  

Parallèlement aux traitements curatifs, le développement des traitements a permis la mise en place 

récente de la prophylaxie pré-exposition (PrEP) [195]. Ce traitement s’est avéré efficace, bien que le 

niveau d’efficacité soit variable selon les populations et l’adhésion au traitement [196]. Ce 

traitement nécessite, en particulier chez les femmes, une dose orale journalière [197]. 
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Tableau 2-1 : Liste des traitements anti-VIH 

Type de traitement Classe de molécule Cible 

Traitement antiviral Inhibiteur non-nucléosidique de 
la transcriptase inverse 

Trancriptase inverse 

 Inhibiteur nucléosidique de la 
transcriptase inverse 

Trancriptase inverse 

 Inhibiteur de protéase Protéase virale 
 Inhibiteur de l’intégrase Intégrase virale 
Prophylaxie pré-exposition Inhibiteurs de la transcriptase 

inverse 
Transcriptase inverse 

 Inhibiteurs de l’intégrase Intégrase virale 
Vaccins Vaccins ARNm Lymphocytes B 
Traitement épigénétique Inhibiteurs des HDACs HDACs 
 Inhibiteurs des HMT HMT 
 Inhibiteurs de Tat Tat 

 

2.11.2. Limites des thérapies 

Le phénomène de rebond viral est dû à la présence de réservoirs du VIH, principalement dans les 

cellules T CD4+ mémoire au repos infectées de manière latente et dans les cellules myéloïdes telles 

que les macrophages et la microglie, qui sont difficiles à cibler par les traitements antirétroviraux ou 

les mécanismes effecteurs du système immunitaire [198–200]. 

Il est intéressant de noter que le provirus intégré dans ces cellules est soumis à une extinction 

transcriptionnelle et réversible et sous le contrôle des enzymes modificatrices de la chromatine de 

l'hôte, notamment les désacétylases et les méthyltransférases [201]. Cela a ouvert la voie à 

l'émergence de deux nouvelles approches thérapeutiques épigénétiques, à savoir les stratégies 

« shock and kill » et « block and lock » [54,202–204] (Figure 2-11). 
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Figure 2-11 : Stratégies épigénétiques de thérapies anti-VIH, selon les modèles Shock and Kill (A) ou 

Block and Lock (B). [205] 

Stratégie « shock and kill » 

Cette stratégie repose sur la réactivation du provirus latent (choc) pour pouvoir éradiquer les 

cellules infectées (destruction) par le biais de la réponse immunitaire humorale, de la lyse médiée 

par les cellules T CD8+, de l'apoptose induite par le virus ou de la mort cellulaire induite par 

l'activation [127]. Dans cette stratégie, la thérapie antirétrovirale combinée (cART), chargée de tuer, 

est associée à des agents d'inversion de latence (LRA). Plusieurs LRA ou inducteurs de « choc » ont 

été proposés [206,207] pour cibler les régulateurs épigénétiques de la latence virale (Tableau 2-2).  

Ces traitements incluent notamment des inhibiteurs d'histone désacétylase (HDAC), permettant la 

levée de la répression de Nuc-1, comme le SAHA, le TPA, le VPA ou le parabinostat [207]. Des 

activateurs de NFB ont également été utilisés en combinaison avec les inhibiteurs d’HDAC, pour 

favoriser la réactivation [208].  

Les inhibiteurs d'histone méthyltransférase (HMT), comme la Chaetocin, et d'ADN méthyltransférase 

(DNMT), comme le 5-AzadC, peuvent également être utilisés pour favoriser la réactivation, en levant 

le silence épigénétique au niveau de Nuc-1 et du promoteur du VIH. Leur association avec le TNF 

permet d’activer la transcription via NFkB et d’empêcher la formation d'hétérochromatine, ce qui 

améliore la transcription de la longue répétition terminale (LTR) du VIH-1 et la purge virale [209]. 
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Le fait de cibler plusieurs protéines cellulaires impliquées dans le contrôle épigénétique de 

l'expression des gènes viraux amplifie généralement la réactivation du VIH-1. Bien que cette 

approche se heurte à plusieurs obstacles, dont celui de ne réactiver et éventuellement d'éliminer 

qu'un petit sous-ensemble du génome latent du VIH, elle constitue cependant une approche qui 

pourrait être utilisée en parallèle à d'autres pour parvenir à une guérison pleinement efficace [210]. 

Tableau 2-2 : Liste des LRA ayant été testés in vitro et in vivo. Adapté de Ait-Ammar et al. 2020 [211]. 

Classe de LRA Molécules Cibles 
Atagonistes de PKC Prostratin Bryostatin-1 Ingenols: Ingenol-B, Ingenol 

3,20-dibenzoate (Ingenol-db), ingenol-3-angelate 
(ingenol mebutate, PEP005) 

Activation de 
NFκB  

Agonistes de MAPK Procyanidin trimer C1 Activation des 
MAP Kinase  

Antagonistes de CCR5 Maraviroc Activation de 
NFκB 

Vaccin Tat  Tat Oyi vaccine Tat-R5M4 protein Activation du 
LTR 

Mimétisme de SMAC  SBI-0637142 Birinapant Induction des 
voies non-
canoniques de 

NFB 
Inducteurs du 
relargage de P-TEFb  

BETis: JQ1, I-BET, I-BET151, OTX015, UMB-136, 
MMQO, CPI-203, RVX-208, PFI-1, BI-2536 and BI-6727 
HMBA 

Relargage de P-
TEFb 

Activateurs de la voie 
Akt 

Disulfiram Activation de la 
voie Akt 

Dérivés de 
benzotriazole  

1-hydroxybenzotriazol (HOBt) Activation de 
STAT5  

Modificateurs 
épigénétiques 

Inhibiteurs d’HDAC: TSA, trapoxin, SAHA, romidepsin, 
panobinostat, entinostat, givinostat, valproic acid, 
MRK-1/11, AR-42, fimepinostat, chidamide 

Inhibition des 
HDAC  

 Inhibiteurs de HMT: chaetocin, EPZ-6438, GSK-343, 
DZNEP, BIX-01294, UNC-0638 

Suv39H1, G9a, 
SMYD2 

 Inhibiteurs de DNMT: 5-AzaC, 5-AzadC DNMT1, 3a, 3b 
LRA 
immunomodulateurs 

Agonistes du TLR: Agonistes de TLR2 (Pam3CSK4), TLR7 
(GS-9620), TLR8, TLR9 (MGN 1703) Agoniste de IL-15 
(ALT-803) Inhibiteurs des checkpoints immunitaires: 
anti-PD-1 (nivolumab, pembrolizumab), anti-CTLA-4 
(ipilimumab) 

 

 

Stratégie « block and lock » 

Contrairement aux LRA, des agents chimiques pourraient "bloquer" la virémie en cours pendant la 

cART, en "verrouillant" le promoteur du VIH dans un état de super latence résistant aux stimuli de 

réactivation. Les modifications des histones associées à la latence virale sont stabilisées par l’action 

de régulateurs épigénétiques, associés à un blocage des activateurs du LTR. L’utilisation d’un 

inhibiteur de Tat, la didehydro-cortistatin A (dCA) bloque la réactivation virale, en empêchant la 

liaison de Tat avec l’ARN viral. Cela induit un blocage du recrutement des facteurs de transcription 
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comme le P-TEFb [212]. Cette approche entraine l’établissement d’un état de latence persistant 

[213]. 

Une approche complémentaire est le ciblage de la voie de signalisation Akt. La protéine Akt est une 

protéine centrale du métabolisme cellulaire, impliquée dans la régulation de nombreuses fonctions. 

L’activation d’Akt favorise la réactivation du VIH par une augmentation globale de l’activation des 

cellules, incluant une activation des voies de signalisation NFkB, et des voies de survie cellulaire 

[214]. Des inhibiteurs d’Akt pourraient favoriser l’état de latence et réduire également la viabilité 

cellulaire, permettant la clairance cellulaire. 

L'ajout d’agents de blocage aux traitements antirétroviraux pourrait être particulièrement bénéfique 

en cas d'inobservation du traitement ou d'interruption de courte durée, car ils limitent la 

reconstitution du réservoir de cellules T CD4+ [215].  
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3. Les Coronavirus 

3.1. Caractéristiques des Coronavirus 

Les coronavirus (CoV) constituent une famille très diversifiée de virus à ARN simple brin positifs 

enveloppés, appartenant au groupe IV de la classification de Baltimore. Ils infectent l'homme, 

d'autres mammifères et des espèces aviaires, y compris le bétail et les animaux de compagnie. Les 

coronavirus ont été classés comme membres de l'ordre des Nidovirales. Ils appartiennent à la sous-

famille des Orthocoronavirinae, qui comprend quatre genres : alphacoronavirus, betacoronavirus, 

deltacoronavirus et gammacoronavirus. Les alphacoronavirus comprennent les Coronavirus humains 

(HCoV) 229E et NL63. Les bêtacoronavirus sont subdivisés en groupes A à D, le HCoV HKU1 étant 

inclus dans le groupe A, le SARS-CoV et SARS-CoV-2 dans le groupe B et le MERS-CoV dans le groupe 

C. Alors que les alphacoronavirus et les betacoronavirus infectent exclusivement les espèces 

mammifères, les gammacoronavirus et les deltacoronavirus ont une gamme d'hôtes plus large qui 

inclut les espèces aviaires. Les infections à coronavirus humaines et animales entraînent 

principalement des maladies respiratoires et entériques [216,217].  

Les coronavirus humains, tels que les alphacoronavirus HCoV-229E et HCoV-NL63 et le 

bêtacoronavirus du groupe A HCoV-HKU1 identifié plus récemment, circulent dans la population 

humaine et n'induisent que des maladies légères des voies respiratoires supérieures chez les hôtes 

immunocompétents, bien que certains d'entre eux puissent provoquer des infections graves chez les 

nourrissons, les jeunes enfants et les personnes âgées [218,219]. En revanche, les bêtacoronavirus 

des groupes B et C qui sont apparus dans la population humaine au cours des 20 dernières années, 

sont hautement pathogènes. Cela inclut le coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévère (SARS-

CoV), le coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS-CoV) et le nouveau SARS-

CoV-2 responsable de la maladie à coronavirus 2019 (COVID-19). En infectant les cellules épithéliales 

bronchiques, les pneumocytes et les cellules des voies respiratoires supérieures chez l'homme, les 

infections à SARS-CoV, MERS-CoV et SARS-CoV-2 provoquent un syndrome respiratoire grave de 

détresse respiratoire aïgue chez l'homme, potentiellement mortel.  
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3.2. Structure du génome viral 

 

Figure 3-1 : Structure de l’ARN génomique des Coronavirus. [23] 

Les coronavirus possèdent les plus grands génomes d'ARN connus, d'une taille de 25,4 à 31,8 kb et 

flanqués de régions non traduites 5′ et 3′ qui contiennent des structures d'ARN secondaires 

essentielles à la synthèse de l'ARN. Le génome est un simple brin positif, coiffé et adénylé. À 

l'extrémité 5′, l'ARN génomique présente deux grands cadres de lecture ouverts (ORF ; ORF1a et 

ORF1b) qui occupent les deux tiers du génome (Figure 3-1). Les ORF1a et ORF1b codent pour 15-16 

protéines non structurelles (nsp), dont 15 composent le complexe viral de réplication et de 

transcription (RTC) qui comprend, entre autres, des enzymes de traitement et de modification de 

l'ARN et une fonction de relecture de l'ARN nécessaire au maintien de l'intégrité du génome [220]. 

L'ordre des gènes dans les ORF qui codent pour des protéines structurelles est à peu près identique 

chez toutes les espèces de coronavirus, à savoir : 5'-réplicase - spicule (S) - enveloppe (E) - protéine 

membranaire (M) - nucléocapside (N)-3' . Chez les espèces qui contiennent le gène HE, celui-ci se 

trouve entre le gène de la réplicase et le gène de la protéine S. L’hémagglutinine-estérase (HE) 

contribue à l’attachement du virion à la cellule [221]. Les protéines accessoires des coronavirus, 

codées par des ORFs intercalés, sont un ensemble de protéines présentant une grande variété de 

fonctions et dont la présence peut varier selon les espèces et d'un virus à l'autre. On pense 

principalement qu'elles contribuent à moduler les réponses de l'hôte à l'infection et qu'elles sont 

des déterminants de la pathogénicité virale [222,223]. Néanmoins, les fonctions moléculaires de 

nombreuses protéines accessoires restent largement inconnues en raison de l'absence d'homologie 

avec les protéines accessoires d'autres coronavirus ou avec d'autres protéines connues [224]. 
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3.3. Structure et protéines de la particule virale 

 

Figure 3-2 : Structure du virion des coronavirus. Diagramme schématique (A) et imagerie en 

microscopie électronique (B). [23] 

Les virions des coronavirus sont des particules rondes, enveloppées, modérément pléomorphes, de 

taille moyenne, mesurant 100 à 150 nm de diamètre et recouvertes d'une frange distinctive de 

spicules en forme de massue, largement espacées [225] (Figure 3-2). Les spicules mesurent environ 

20 nm de long et sont constituées par la protéine spike (S), qui s'agrège en trimères pour former les 

peplomères caractéristiques du virus, en forme de couronne. Certains membres des 

bétacoronavirus, dont l'OC43, contiennent également une protéine d'enveloppe plus courte, 

appelée hémagglutinine estérase (HE). L'enveloppe virale est constellée d'un trimère de 

glycoprotéine spike (S), d'un dimère d'hémagglutinine-esterase (HE), d'une protéine membranaire 

(M) et d'une protéine d'enveloppe (E). Les coronavirus contiennent une grande nucléocapside 

hélicoïdale. On a observé que ces particules bourgeonnaient des membranes de l'appareil de Golgi 

ou du réticulum endoplasmique (RE) d'une cellule infectée et s'accumulaient dans des vésicules 

cytoplasmiques [226]. Les cellules infectées présentent souvent des particules à la surface de la 

cellule qui représente le virus excrété dans des vésicules cytoplasmiques, plutôt qu'un 

bourgeonnement du virus à la membrane plasmique 

3.3.1. Protéine Spike (S) 

La protéine S est une grande glycoprotéine de surface de 150 kDa, assemblée en trimères et formant 

les projections caractéristiques des coronavirus. Son extrémité amino est tournée vers l'extérieur et 

elle est N-glycosylée. Il s’agit d’une protéine de fusion prototypique de classe 1 qui est impliquée 

dans les fonctions de liaison et de fusion des récepteurs [227]. Les protéases de l'hôte clivent la 

protéine spike par voie protéolytique, y compris, mais sans s'y limiter, les cathepsines endosomales, 

les protéases transmembranaires protéase/sérine (TMPRSS) de surface cellulaire, la furine et la 

trypsine [228,229]. Son clivage par les protéases cellulaires en deux sites possibles de clivage est 

nécessaire à l’entrée virale [230,231]. Le clivage résulte en deux sous-unités. La sous-unité S1 est 

impliquée dans l'interaction avec les récepteurs et la sous-unité S2 est impliquée dans la fusion des 

membranes virale et cellulaire. Cette protéine participe au tropisme cellulaire et tissulaire, et à la 

pathogenèse de l’infection. La protéine spike suscite également des réponses anticorps 
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neutralisantes. Les mutations de cette protéine impactent fortement le tropisme et l’infectivité des 

virus, donnant lieu à l’apparition de variants pouvant avoir des capacités de transmission et une 

létalité très différentes. 

3.3.2. Glycoprotéine hémagglutinine estérase HE 

La glycoprotéine HE n’est présente qu’à la surface de certains bétacoronavirus. Elle est présente 

sous forme de dimères à la surface de l’enveloppe virale. Sa fonction estérase semble jouer un rôle 

dans la libération du virus des cellules infectées. Elle interagit avec les acides sialiques, via son 

domaine estérase [232]. Son domaine R est impliqué dans la reconnaissance des récepteurs.  

3.3.3. Protéine membranaire M 

La protéine M est incorporée dans la membrane de la particule virale. Il s'agit d'une protéine 

glycosylée de 20 à 35 kDa à trois domaines transmembranaires de l'enveloppe virale [233]. Elle joue 

un rôle clé dans l'assemblage du virion, interagissant avec toutes les autres protéines structurelles 

majeures [223]. Sa liaison à la protéine N stabilise la nucléocapside et son interaction avec la 

protéine E constitue l’enveloppe virale, définissant ainsi sa forme. Elle joue également un rôle dans 

la réponse de l’hôte au virus, en activant les voies de signalisation NFB et IFN [234]. 

3.3.4. Protéine de l’enveloppe E 

La protéine E est une protéine faiblement représentée également présente dans l’enveloppe virale. 

Il s’agit de la plus petite des protéines structurales d’une taille comprise entre 8 et 12 kDa. Elle est 

abondamment exprimée à l'intérieur de la cellule infectée, mais seule une petite partie est 

incorporée dans l'enveloppe du virion [235]. Elle possède un domaine hydrophobe et une queue 

cytoplasmique chargée [235]. Son absence dans les coronavirus recombinants réduit 

significativement leur capacité de réplication. Elle joue un rôle important dans la production et la 

maturation des virions [236,237]. 

3.3.5. Protéine de la nucléocapside N 

La protéine de la nucléocapside est une phosphoprotéine de 50 à 60 kDa, qui se lie à l'ARN à brin 

positif du virus et le stabilise. Elle est hautement conservée entre les espèces de coronavirus [238]. 

Par la formation du complexe ARN-nucléoprotéine, elle forme la nucléocapside [239]. Elle régule 

également la réplication et la transcription de l’ARN viral. Elle inhibe plusieurs fonctions cellulaires, 

notamment le métabolisme et le cycle cellulaire, par l’inhibition de CDK4 [240]. Elle est nécessaire à 

la formation de virions complets infectieux [241,242]. 

3.3.6. Protéines non structurales nsp 

Le cadre de lecture ouvert 1a/b (ORF1a/b) du génome du coronavirus code pour une énorme 

polyprotéine qui est clivée par les protéases cellulaires et virales en quelque 16 protéines non 

structurales (nsp). Les diverses fonctions de ces protéines sont globalement conservées entre les 

coronavirus, et remplissent des rôles primordiaux dans la réplication virale. Cela inclut une ARN 

polymérase ARN-dépendante, plusieurs RNases, plusieurs protéases et plusieurs autres protéines 

essentielles. Les principales fonctions des 16 nsp sont listées dans le Tableau 3-1. 
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Tableau 3-1 : Protéines non structurales (nsp) et leur fonctions, adapté de Rohaim et al., 2021 [243] 

Protéine non 

structurale (nsp) 

Fonction 

nsp 1 Favorise la dégradation de l'ARNm cellulaire et bloque la traduction de la cellule 

hôte, ce qui entraîne le blocage de la réponse immunitaire innée. 

nsp 2 Aucune fonction connue, se lie aux protéines prohibitines. 

nsp 3 Grosse protéine transmembranaire à plusieurs domaines, ses activités incluent : 
- Domaines Ubl1 et Ac, interagissent avec la protéine N 
- Activité ADRP, favorise l'expression des cytokines 
- Domaine PLPro/Deubiquitinase, clive la polyprotéine virale et bloque la 
réponse immunitaire innée de l'hôte. 
- Domaines Ubl2, NAB, G2M, SUD, Y, fonctions inconnues 

nsp 4 Protéine d'échafaudage transmembranaire potentielle, importante pour la 

structure correcte des DMVs 

nsp 5 Mpro, clive la polyprotéine virale 

nsp 6 Protéine d'échafaudage transmembranaire potentielle 

nsp 7 Forme un complexe hexadécamérique avec nsp8, peut agir comme une pince de 

processivité pour l'ARN polymérase. 

nsp 8 Forme un complexe hexadécamérique avec nsp7, peut agir comme pince de 

processivité pour l'ARN polymérase ; peut agir comme primase 

nsp 9 Protéine phosphatase de liaison à l'ARN 

nsp 10 Cofacteur pour nsp16 et nsp14, forme un hétérodimère avec les deux et stimule 

l'activité d'ExoN et de 2-O-MT 

nsp 12 Enzyme de réplication (ARN polymérase ARN-dépendante) 

nsp 13 ARN hélicase, 5′ triphosphatase 

nsp 14 N7 MTase et 3′-5′ exoribonucléase, ExoN ; la N7 MTase ajoute la coiffe 5′ aux 

ARN viraux, l'activité d'ExoN est importante pour la relecture du génome viral 

nsp 15 Endoribonucléase virale, NendoU 

nsp 16 2′-O-MT ; protège l'ARN viral de la reconnaissance de MDA5 

 

Contrairement aux autres virus à ARN, qui ne disposent pas de mécanismes de relecture permettant 

de corriger les mutations survenant au cours de la réplication de l'ARN, la protéine nsp14 des 

coronavirus assure une activité de relecture [244]. 
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3.3.7. Protéines accessoires 

Les coronavirus possèdent un certain nombre de protéines accessoires, dont certaines ne sont pas 

nécessaires à la réplication virale in vitro mais sont importantes in vivo. Certaines d'entre elles, par 

exemple, l'ORF6, l'ORF3b et l'ORF4a, sont des antagonistes de l'interféron et favorisent 

l’échappement aux réponses immunitaires innées de l'hôte [222,245]. 

3.4. Cycle de vie des coronavirus 

 

Figure 3-3 : Cycle de réplication des coronavirus, adapté de Ryu 2017 [23] 

Les premières étapes de l'infection par les coronavirus impliquent la liaison spécifique de la protéine 

S aux récepteurs d'entrée cellulaires. Ceux-ci varient en fonction du virus. Les récepteurs ont été 

identifiés pour plusieurs coronavirus : l'aminopeptidase N humaine (APN) est ciblée par le HCoV-

229E; l'enzyme de conversion de l'angiotensine 2 (ACE2) est la cible de HCoV-NL63, et des SARS-CoV 

et SARS-CoV-2 ; et la dipeptidyl peptidase 4 (DPP4) est le récepteur associé au MERS-CoV [246–249]. 

L'expression et la distribution tissulaire des récepteurs d'entrée influencent par conséquent le 

tropisme et la pathogénicité du virus. La protéine HE, lorsqu’elle est présente, sert également à la 

liaison de co-récepteurs [221,232]. L’entrée virale est sous le contrôle du clivage de la protéine S en 

sous-unités S1 et S2 par les protéases cellulaires, notamment TMPRSS2, la furine et la trypsine. La 

sous-unité S1 assure la liaison au récepteur cellulaire, ce qui induit un changement conformationnel 

résultant en la transition de la sous-unité S2 vers une conformation stable. Cette sous-unité S2 

stabilisée entraine la fusion des membranes virales et cellulaires, éventuellement associée à la 

protéine HE [250]. Cette fusion permet la libération du génome dans le cytoplasme. 

La libération du génome du coronavirus dans le cytoplasme de la cellule hôte lors de l'entrée 

marque le début d'un programme complexe d'expression des gènes viraux, qui est hautement régulé 

dans l'espace et dans le temps (Figure 3-3). Le génome ARN positif des coronavirus permet la 

transcription immédiate, sans nécessiter de protéines accessoires présentes dans le virion. La 
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traduction des ORF1a et ORF1b à partir de l'ARN génomique produit deux polyprotéines, pp1a et 

pp1ab, respectivement. Seize protéines non structurales sont libérées de manière co-traductionnelle 

et post-traductionnelle lors du clivage protéolytique par deux protéases à cystéine qui sont situées 

dans nsp3 (protéase de type papaïne ; PLpro) et nsp5 (protéase de type chymotrypsine, 3CLpro ou 

Mpro).  

Nsp1, dont la libération est rapide, cible la machinerie de traduction de la cellule hôte [251]. Les 

nsp2 à 16 composent le complexe de réplication et de transcription viral (RTC) (Figure 3-4). Les 

nsp12 à 16 contiennent les fonctions enzymatiques essentielles à la synthèse, la correction et la 

modification de l'ARN [222,252]. La nsp 12 possède une fonction ARN polymérase ARN dépendante 

et, à l’aide des cofacteurs nsp7 et nsp8, est responsable de la synthèse d’ARN [222,252,253]. La 

nsp14 possède une fonction unique dans les virus à ARN de relecture, par son activité 3′-5′ 

exonucléase [254]. Les nsp13, 14 et 16 participent à la machinerie de coiffage pour la modification 

de l’ARN [252,255–257]. 

Les protéines structurales (S, E, M, N et le cas échéant HE), sont codées par des ORFs situés dans la 

partie 3’ du génome. Globalement, l’assemblage des protéines structurales est réalisé au niveau du 

réticulum endoplasmique, avec un bourgeonnement de nouveaux virions vers le Golgi. La 

nucléocapside est formée par l’interaction des protéines N avec l’ARN génomique. Cette 

nucléocapside est incorporée au virion par l’interaction avec les protéines M, dont l’interaction avec 

les protéines S et E permet la production et la maturation des virions. Les détails du processus 

d’assemblage des virions restent méconnus. Les virions néo-produits sortent des cellules infectées 

par exocytose, ou dans le cas des bétacoronavirus, via le trafic lysosomal. 
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Figure 3-4 : Fonctions connues des protéines non structurales (nsp) des coronavirus. 
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3.5. Pathogénicité et interaction avec l’hôte. 

Le cycle de vie d'un coronavirus intracellulaire repose invariablement sur des interactions 

moléculaires critiques avec les protéines de l'hôte, qui sont modifiées pour répondre aux besoins du 

virus. Il s'agit notamment des facteurs de l'hôte nécessaires à l'entrée du virus (comme le récepteur 

d'entrée et les protéases de la cellule hôte), des facteurs nécessaires à la synthèse de l'ARN viral et à 

l'assemblage du virus (comme les composants du RE et du Golgi et les voies de trafic vésiculaire 

associées) et des facteurs nécessaires à la traduction des ARNm viraux (comme les facteurs critiques 

d'initiation de la traduction) [258–260]. 

Les coronavirus échappent efficacement aux réponses immunitaires innées. Dans ce contexte, les 

interactions virus-hôte sont multiformes et comprennent des stratégies visant à cacher les motifs 

moléculaires associés aux pathogènes viraux [261,262]. Le complexe viral de réplication et de 

transcription des coronavirus contribue également à l'évasion immunitaire innée par le biais de 

plusieurs fonctions codées par les nsp. Il s'agit notamment de l'activité de déubiquitylation médiée 

par PLpro [263,264], de la dé-ADP-ribosylation par les macro-domaines codés par nsp3 [265], des 

activités enzymatiques de modification de l'ARN codées par nsp14, 15 et 16 [266–268]. 

Selon nos connaissances actuelles, le SRAS et le COVID-19 sont une conséquence des fonctions 

codées par le virus et des réponses retardées de l'interféron et, dans les cas graves, ils sont associés 

à des réponses immunitaires déréglées et à des immunopathologies [269,270]. Par conséquent, 

l'augmentation des réponses pro-inflammatoires aberrantes et l'infiltration de cellules immunitaires 

dans les poumons provoquent des lésions tissulaires et contribuent à la manifestation clinique du 

SRAS [270]. 

De même, les réponses de l'hôte, telles que l'expression des cytokines, qui sont connues pour être à 

l'origine de l'inflammation et des immunopathologies, sont considérablement affectées par 

l’infection par les coronavirus. 

L'ensemble de ces effets peut se traduire par des réponses pro-inflammatoires fortes et dérégulées, 

tandis que les cellules présentent une faible activation des défenses antivirales innées [271,272]. 

Dans les cas graves de COVID-19, par opposition aux cas légers, un recrutement aberrant de 

macrophages inflammatoires et une infiltration de lymphocytes T, y compris de lymphocytes T 

cytotoxiques, ainsi que de neutrophiles ont été mesurés dans les poumons [272]. L'accumulation de 

preuves de la dérégulation des réponses pro-inflammatoires au cours des infections par le SRAS-

CoV-2 a conduit à l'utilisation de modulateurs immunitaires pour inhiber les réponses immunitaires 

pathogènes hyperactivées [269,273–275]. 

3.6. Traitements 

Actuellement, les stratégies de traitement curatif des pathologies associées aux coronavirus sont des 

approches symptomatiques. La phase pulmonaire de l’infection par le SARS-CoV-2 entraine 

l’apparition de fièvre et d’hypoxémie, nécessitant l’hospitalisation. Un syndrome 

hyperinflammatoire est également observé dans les formes graves avec une hypercoagulabilité.  

La phase inflammatoire nécessite des traitements pouvant inhiber les réponses inflammatoires. Le 

dexamethasone, un glucocorticoïde, a montré, dans plusieurs essais cliniques, une augmentation de 
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la survie des patients traités, et constitue un traitement préconisé pour cette phase [276,277]. 

L’utilisation d’IFN semble également réduire les symptômes chez les patients présentant une 

infection modérée [278]. Au cours de cette phase inflammatoire, une forte expression d’IL-6 

entraine une réponse hyper-inflammatoire. L’utilisation d’inhibiteurs d’IL-6, tels que le Tocilizumab 

et le Sarilumab, est testé dans différents essais cliniques (NCT04315298 ; NCT04317092). Ces deux 

traitements sont utilisés en clinique pour réduire la réponse hyper-inflammatoire observée dans les 

formes graves de la Covid-19 [279–281].  

Associée à la phase inflammatoire, une coagulopathie, consécutive à un trouble systémique de la 

coagulation, semble impliquée dans les troubles pulmonaires [282]. Cette coagulopathie est 

caractérisée par une augmentation du taux plasmatique de l’inhibiteur d’activateur de plasminogène 

1 (PAI-1) [283]. L’utilisation des traitements anticoagulants, tel l’héparine, a montré une réduction 

de la mortalité [284]. 

L’absence de traitement spécifiquement antiviral a entrainé la réutilisation de traitements existants 

(Tableau 3-2). Parmi les traitements envisagés, l’hydroxychloroquine et le lopinavir ont fait l’objet de 

plusieurs essais cliniques, qui ont montré l’absence d’effet significatif [285,286]. Le favipiravir, un 

inhibiteur de l’ARN polymérase, et l’umifenovir, un inhibiteur de la liaison Spike/ACE2, ont fait l’objet 

d’essais cliniques ayant montré un effet positif dans les formes modérées de Covid-19 [16]. Le 

remdesivir, un inhibiteur des ARN polymérases virales, fait également l’objet de plusieurs essais 

cliniques [287,288]. Un essai clinique, testant le remdesivir et trois autres traitements, a montré 

l’absence d’efficacité in vivo [289]. L’utilisation de statines et d’inhibiteurs du récepteur de 

l’angiotensine font également l’objet de tests. Bien que ces traitements entrainent l’augmentation 

de l’expression d’ACE2, l’inhibition de l’inflammation suite au traitement serait globalement 

bénéfique [290].  
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Tableau 3-2 : Liste des composés testés contre le SARS-CoV-2. Adapté de Valle et al. 2020 [291] 

Composé Cible/Mode d’action Résultats des essais 
cliniques 

 

Arbidol 
hydrochloride 

Endocytose/inhibition de la fusion des 
membranes 

Amélioration insuffisante 
dans l’infection modérée 

 

Ribavirin ARN polymerase/inhibition Faible effet sur la mortalité  
Remdesivir ARN polymerase/inhibition   
Favipiravir ARN polymerase/inhibition Faible amélioration dans 

l’infection modérée 
 

Sofosbuvir ARN polymerase/inhibition Faible effet sur la mortalité  
Ritonavir Proteases/inhibition Pas d’effet sur les formes 

sévères 
 

Lopinavir Proteases/inhibition Pas d’effet sur les formes 
sévères 

 

Nelfinavir Proteases/inhibition Essai clinique en cours  
Dolutegravir Proteases/inhibition Pas d’effet sur la mortalité  
Nafamostat 
mesylate 

TMPRSS2/inhibition Pas d’effets significatifs  

Camostat mesylate TMPRSS2/inhibition Pas d’effets significatifs  
Chloroquine 

Hydroxychloroquine 

Augmentation du pH dans le 
compartiment endosomal 

Pas d’effets significatifs  

Azithromycin  Augmentation du pH dans le 
compartiment endosomal 
/immunomodulation 

Pas d’amélioration 
significative 

 

Omeprazole Inhibiteur de pompe protonique Augmentation du risque de 
complication 

 

Vonoprazan Inhibiteur de pompe protonique Augmentation du risque de 
complication 

 

Ivermectin Limite l’infection virale Réduction de la mortalité  
Oseltamivir Inhibiteur de neuraminidase  Pas d’effets significatifs  
 

Des traitements préventifs, sous la forme de vaccins, ont été développés très rapidement suite à la 

pandémie de Covid-19. Parmi les vaccins développés contre le SARS-CoV-2, les vaccins Oxford 

Astrazeneca, Janssen et Spoutnik V sont des vaccins utilisant un adénovirus comme vecteur viral 

modifié [292]. Les vaccins Pfizer et Moderna sont des vaccins à ARNm, premiers vaccins de ce type à 

être déployés à grande échelle [293]. 

Malgré le déploiement de stratégies vaccinales contre le SARS-CoV-2, l’apparition de variants du 

virus, en raison de la forte propagation dans la population, ne permet pas d’envisager une baisse 

immédiate des infections par le SARS-CoV-2 [294]. Les traitements curatifs, limités à une approche 

symptomatique, sont limités. La nécessité de trouver de nouveaux traitements antiviraux, 

spécifiques des coronavirus, requière une meilleure connaissance des mécanismes moléculaires, afin 

de pouvoir déterminer des cibles efficaces. 
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4. Ciblage du TNF et des récepteurs TNF dans 

l’infection par le VIH 

4.1. Voies de signalisation du TNF et des récepteurs TNF dans 

l’infection par le VIH 

Le TNF est produit par de nombreuses cellules en réponse notamment à l’inflammation ou à 

l’infection. Le TNF se lie à deux récepteurs membranaires TNFR1 et TNFR2. La forme liée à la 

membrane du TNF se lie préférentiellement au TNFR2 et la forme soluble du TNF se lie 

préférentiellement au TNFR1. L’activation du TNFR1 entraine une augmentation de l’expression des 

facteurs de croissance et de réponse au stress, ainsi que l’augmentation de la prolifération cellulaire, 

par une cascade de kinases cellulaires. L’activation du TNFR2 entraine une augmentation de 

l’expression des cytokines pro-inflammatoires, transmise par la prosphorylation d’IB. Le TNF induit 

l’activation de plusieurs voies de signalisation moléculaires, incluant les voies du NFB, de JNK et des 

MAP Kinases p38 [295,296]. 

Le TNF entraine une inhibition de l’entrée du VIH dans les cellules permissives. Cette inhibition est 

principalement liée à la baisse de CCR5 à la surface cellulaire, suite à la stimulation des cellules par le 

TNF [297,298]. Le TNF entraine également une activation de NFB et favorise la sécrétion de facteur 

de suppression du VIH, en particulier les protéines pro-inflammatoires des macrophages MIP-1, 

MIP-1 et RANTES, qui inhibent l’entrée virale par inhibition de l’expression de CCR5 à la surface 

cellulaire [299–301]. L’activation des voies du TNF entraine une augmentation de l’activation de 

NFB, et de sa liaison avec le promoteur du HIV. Cela induit une augmentation de la transcription 

virale. 

4.2. Interaction des protéines du VIH avec les récepteurs TNF 

et les voies de signalisation en aval 

La protéine virale Vpr entraine une activation de NFkB, AP-1 et JNK, de manière similaire au TNF 

[302]. Cela permet une augmentation de la réplication virale. Vpr entraine également une 

augmentation de la production de TNF dans les cellules infectées. Cela entraine une augmentation 

de la réactivation virale à partir des réservoirs de latence [303,304]. 

La protéine virale Nef entraine une activation de NFkB et la production de cytokines pro-

inflammatoires IL-6, MIP-1 et MIP-1. Nef entraine également une augmentation de la production 

de TNF [305]. Elle induit aussi, par modification du transport endosomal de l’enzyme de conversion 

du TNF, l’augmentation de la forme soluble du TNF [306]. 

La protéine virale Tat entraine l’activation des voies de signalisation NFB, JNK, p38 et ERK1/2, d’une 

manière similaire au TNF. L’activation de la voie de signalisation TRF4, consécutive à la stimulation 

par Tat, entraine une augmentation de la production de TNF [307]. Tat entraine également 

l’activation de PKC, des MAP kinases et de NFB, par l’interaction avec MyD88 et TRIF [308].  
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La liaison du récepteur CD4 avec la protéine virale gp120 entraine l’activation des voies de 

signalisation PI3K et MAPK, ce qui conduit à une augmentation de la production de TNF, en plus de la 

production d’IL-6, IL-10 et interféron .  

4.3. Thérapies anti-TNF et impact sur les réservoirs de latence 

du VIH 

L’augmentation de la quantité plasmatique ou tissulaire du TNF est observable à tous les stades de 

l’infection par le VIH, en parallèle de l’activation immunitaire. L’utilisation d’inhibiteurs du TNF, en 

plus des thérapies antivirales, pourrait permettre de réduire l’activation immunitaire chronique. 

Plusieurs inhibiteurs du TNF (thalidomide, etanercept, infliximab, adalimumab) ont montré une 

réduction des niveaux de TNF plasmatique et une diminution des symptômes de l’infection. Bien 

qu’une augmentation du nombre d’infections opportunistes soit habituellement observée sous 

traitement anti-TNF, l’utilisation de ces inhibiteurs ne semble pas augmenter le taux d’infections 

opportunistes [309–312]. 

Le TNF a été utilisé pour réactiver la réplication du VIH à partir de cellules infectées de manière 

latente. Cependant, le niveau de réactivation est limité. L’utilisation du TNF en combinaison avec des 

agents d’inversion de la latence (LRA) entraine une forte réactivation, notamment lors de l’utilisation 

d’inhibiteurs des HDACs et des HMTs comme prostratin . et pourrait permettre de purger les 

réservoirs de latence dans le cadre d’une stratégie « shock and kill ». 

A l’opposé, l’inhibition du TNF pourrait permettre de réduire la réactivation du VIH, en bloquant 

notamment les voies de signalisation NFB, MAPK et p38. Associés à des inhibiteurs d’autres voies 

de signalisation impliquées, cela pourrait participer à une stratégie «  block and lock ». 

 

4.4. Article paru dans la revue Viruses en 2017 « Targeting TNF 

and TNF Receptor Pathway in HIV-1 Infection: from Immune 

Activation to Viral Reservoirs » 
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5. Traitement des infections virales par des 

thérapies ciblant la régulation épigénétique. 

5.1. VIH et épigénétique 

L’infection par le VIH est devenue, grâce aux thérapies cART, une maladie chronique. Malgré 

l’amélioration de la survie et de la qualité de vie des patients, ces traitements ne permettent pas 

l’éradication des réservoirs de latence virale. Ces réservoirs sont constitués d’un provirus intégré au 

génome  cellulaire et soumis à un silence transcriptionnel par les enzymes de modification de la 

chromatine. Le ciblage de ces enzymes a entrainé l’émergence de deux stratégies.  

La stratégie « shock and kill » est basée sur la réactivation du provirus, pour permettre son 

éradication par la réponse immunitaire. Pour cela, des agents d’inversion de la latence ont été 

proposés, incluant des inhibiteurs des histones déacétylases, des histones methyltransférases et des 

ADN methyltransférases.  

La stratégie «  block and lock » repose sur un verrouillage du silence transcriptionnel en verrouillant 

le promoteur du VIH dans un état de super latence. Pour cela, des inhibiteurs de Tat, qui est 

nécessaire pour la transcription virale, sont utilisés pour bloquer celle-ci. L’addition d’inhibiteurs 

d’Akt, dont l’activation favorise la réactivation et la survie cellulaire, augmenterai l’efficacité du 

blocage, tout en réduisant la survie des cellules infectées. 

5.2. Cytomégalovirus humain et épigénétique 

Le cytomégalovirus humain (CMV), membre de la famille des herpesviridae, est responsable, chez les 

individus immunocompromis, de complications importantes. Le CMV entraine également des 

complications chez les nouveaux-nés infectés de manière congénitale. L’infection par le CMV 

comprend deux phases : un cycle lytique et un cycle latent. La cascade d’expression génique du CMV 

est hautement contrôlée, notamment en raison de l’association de l’ADN viral avec les histones 

cellulaires. Le ciblage des histones par des inhibiteurs d’histone demethylase pourrait permettre de 

bloquer le virus en phase latente. A l’inverse, l’utilisation d’inhibiteurs des histones deacétylases, 

associés aux inhibiteurs de PRC2 et aux traitements antiviraux classiques, pourrait permettre de 

forcer la réactivation virale pour éradiquer le virus. 

5.3. Thérapie épigénétique des infections virales 

Bien que le VIH soit le modèle principal pour l’utilisation de thérapies épigénétiques, d’autres 

infections virales pourraient également bénéficier de ce type d’approche.  

Le virus de l’hépatite B persiste malgré les traitements sous la forme d’un minichromosome 

extrêmement stable. La transcription et la réplication virale sont régulées par les DNA 

méthylatransférases et par les histones désacétylases. L’inhibition des DNMT entraine la 

restauration de l’expression des protéines virales. L’utilisation d’inhibiteurs d’histone 

acétyletransférase semble réduire la transcription et la réplication.  
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Le virus de l’hépatite C est responsable d’infections chroniques pouvant évoluer vers des cirrhoses et 

des hépatocarcinomes. Bien que les traitements antiviraux récents aient considérablement amélioré 

l’évolution de l’infection, certains patients restent difficiles à traiter. Un lien entre les modifications 

épigénétiques induites par l’infection et la survenue des hépatocarcinomes a été démontré. 

L’utilisation d’inhibiteurs des HDAC a montré une suppression de la réplication virale. De plus, une 

hyperméthylation de l’ADN a été associée à l’infection par le VHC, ce qui suggère que l’utilisation 

d’inhibiteurs des DNMT pourrait réduire l’infection. 

Le virus herpes simplex 1, à l’instar d’autres membres des herpesviridae, possèdent une phase de 

latence, sous la forme d’un épisome associé au nucléosome. Les promoteurs viraux et les gènes 

transcrits sont associés aux histones, y compris durant le cycle lytique. La transcription et la 

réplication virale sont réduites par l’augmentation de la méthylation de l’ADN. L’utilisation 

d’inhibiteurs des HDAC semble permettre de réduire la réplication virale, en maintenant la 

méthylation de l’ADN.  

Le virus d’Epstein-Barr (EBV) est un autre membre des herpesviridae qui possède une phase latente 

sous la forme d’un épisome circulaire. La latence est principalement sous le contrôle des HDAC, qui 

maintiennent un faible niveau d’acétylation de l’ADN, et une méthylation du promoteur Zp. 

L’utilisation d’inhibiteurs des HDAC a montré la réactivation virale. L’infection par EBV est également 

associée à plusieurs cancers, incluant les lymphomes de Burkitt et d’Hodgkin et le carcinome 

nasopharyngé. Dans le contexte de l’oncogenèse associée à EBV, les modifications épigénétiques 

liées à la latence virale affectent également des promoteurs et gènes cellulaires. L’utilisation 

d’inhibiteurs des HDAC et des DNMT ont montré une réversion des effets de la latence virale sur les 

protéines et promoteurs cellulaires. 

 

5.4. Article paru dans la revue Clinical Epigenetics en 2019 

« Control of viral infections by epigenetic-targeted therapy » 
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6. Etude de la réactivation virale dans les 

lymphocytes T CD4+ quiescents de patients 

avirémiques. 

6.1. Comparaison des inhibiteurs de protéase et des 

inhibiteurs non nucléosidiques de la réverse transcriptase sur 

la réactivation virale dans les lymphocytes T CD4+ de patients 

infectées. 

Nous avons inclus dans cette étude 47 patients infectés de manière chronique par le VIH et traités 

par cART, avec une virémie plasmatique sous le seuil de détection (<40 copies/mL). Les patients ont 

été répartis dans deux groupes : 24 patients ont été inclus dans le groupe « traités par inhibiteurs de 

protéase » (PI) et 23 patients ont été inclus dans le groupe « traités par inhibiteurs de la 

transcriptase inverse » (NNRTI).  

Nous n’avons pas observé de différences significatives entre les deux groupes de patients pour le 

compte de lymphocytes T CD4+ au nadir, à l’initiation du traitement et au dernier point mesuré. 

Nous n’avons pas non plus observé de différences significatives pour la charge virale maximale, pour 

le nombre d’échecs de traitement, pour la durée de thérapie et pour la durée sans virémie 

détectable. 

6.2. Impact du type de traitement sur la réactivation virale 

Nous avons mesuré les niveaux de réactivation virale dans les lymphocytes T CD4+ quiescents de 

patients traités par thérapie cART. Les lymphocytes ont été purifiés par sélection négative en 

utilisant des billes magnétiques pour ne conserver que les lymphocytes T CD4+ CD25- CD69- HLA-DR-

. La mesure des niveaux de réactivation a été réalisée après stimulation des lymphocytes purifiés par 

une combinaison d’anticorps anti-CD2 et anti-CD28. Six jours après stimulation, la quantité d’ARN 

viral a été mesurée. 

Nous avons observé une réduction dans la quantité d’ARN viral mesuré après réactivation d’environ 

1 log (0.92 log copies/mL) pour les lymphocytes de patients traités par PI (3.01 log copies/mL) par 

rapport aux lymphocytes de patients traités par NNRTI (3.93 log copies/mL). 

6.3. Impact du type de traitement sur la taille du réservoir viral 

intégré 

Nous avons quantifié la quantité d’ADN proviral intégré au génome cellulaire par PCR en nid Alu-

Gag. Cette méthode permet l’amplification des provirus intégrés uniquement, par l’utilisation d’un 

primer reconnaissant le motif Alu présent dans le génome humain. 
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Nous avons observé une réduction (0.89 log copies/106 cellules) de la quantité d’ADN proviral 

intégré dans les lymphocytes de patients par PI (2.09 log copies/106 cellules) par rapport aux 

lymphocytes de patients traités par NNRTI (2.98 log copies/106 cellules). 

6.4. Discussion 

Les résultats que nous avons obtenus semblent montrer que l’utilisation de PI pour le traitement de 

l’infection par le VIH limite la réactivation virale chez les patients avirémiques, par rapport à 

l’utilisation de NNRTI. Ces résultats semblent également montrer une réduction de la taille du 

réservoir viral intégré chez les patients traités par PI, par rapport aux patients traités par NNRTI 

Premièrement, la réduction des niveaux de réactivation virale lors du traitement par les inhibiteurs 

de protéase peut être expliquée par plusieurs mécanismes. La réduction de la quantité d’ADN viral 

intégré observée sous inhibiteurs de protéase réduit le nombre génomes viraux intégrés dans des 

sites transcriptionnellement actifs et donc réactivables. L’inhibition des protéases pourrait impacter 

l’intégrase virale, qui est le produit d’un clivage protéasique du précurseur Pr160-Gag-Pol. Cela 

pourrait entrainer une réduction de l’intégration du génome viral et l’expansion du réservoir de 

latence.  

Par ailleurs, il a été montré que les inhibiteurs de protéase réduisent l’activation cellulaire d’Akt 

[313,314]. Akt étant essentielle à la survie cellulaire, son blocage pourrait entrainer une 

augmentation de la mort cellulaire des lymphocytes T CD4+ infectées, réduisant ainsi la taille du 

réservoir viral [182,315]. Akt participe également à l’activation de la voir NFB, qui est impliqué dans 

l’intégration et la réactivation du provirus latent [185].  

 

Cette étude a fait l’objet d’une publication dans la revue Scientific Reports en 2016. 

6.5. Article paru dans la revue Scientific Reports en 2016 

« Limited HIV-1 Reactivation in Resting CD4 + T cells from 

Aviremic Patients under Protease Inhibitors » 
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7. Etude de l’activation de la voie de signalisation 

Akt par Nef et impact sur la réactivation virale 

7.1. Nef exogène entre dans les lymphocytes et augmente 

l’activation d’Akt. 

Nous avons observé une augmentation de la phosphorylation d’Akt dans les lymphocytes traités par 

la protéine du VIH Nef. Nous avons observé une colocalisation de Nef et d’Akt au niveau 

membranaire et cytoplasmique. La phosphorylation d’Akt observée lors du traitement des cellules 

par Nef est bloquée par les inhibiteurs de PI3K, indiquant que l’activité de PI3K est nécessaire à 

l’activation d’Akt par Nef. Nous avons observé une réduction de l’activation d’Akt dans les 

lymphocytes infectés avec un clone du VIH délété pour le gène Nef, par rapport au VIH de type 

sauvage. 

7.2. Nef active PI3K et Akt par une interaction directe, 

entrainant l’activation des voies NFB et du CD28RE. 

Nous avons testé l’interaction de Nef avec Akt et avec PI3K. Nous avons observé la co-précipitation 

d’Akt et de PI3K avec Nef, indiquant une interaction directe de ces protéines. L’utilisation de 

protéines Nef recombinantes tronquées nous a permis d’observer la co-précipitation de PI3K avec la 

partie N-terminal de Nef, tandis que la co-précipitation d’Akt a été observée avec la partie C-

terminale de Nef. 

Nous avons observé une translocation d’Akt dans les radeaux lipidiques lors du traitement parNef, 

qui subit également une translocation dans les radeaux lipidiques. Cette translocation est similaire 

lors de la stimulation du TCR par une combinaison d’anticorps anti-CD3 anti-CD28.  La costimulation 

TCR/CD28 entraine l’activation de l’élément de réponse au CD28 (CD28RE) et de NFkB. Nous avons 

observé l’activation par Nef du CD28RE et de NFkB. Cette activation est bloquée par l’inhibiteur 

d’Akt VIII, indiquant que cette activation implique Akt. 

Nous avons mesuré une augmentation de la production d’IL-2 dans les lymphocytes traités par Nef, 

ainsi qu’une augmentation de leur prolifération. L’utilisation d’inhibiteurs d’Akt réduit la production 

d’IL-2 et la prolifération cellulaire. L’activation de la production d’IL-2 et de la prolifération est 

également bloquée par un anticorps neutralisant anti-Nef. Nef semble donc augmenter la 

production d’IL-2 dans les lymphocytes et la prolifération cellulaire via l’activation d’Akt. 

7.3. Les inhibiteurs de protéase limitent l’activation d’Akt par 

Nef. 

Nous avons testé l’effet des PI sur l’activation d’Akt par Nef dans les lymphocytes. Il a été montré 

précédemment que les PI inhibent l’activation d’Akt et qu’Akt joue un rôle important dans la 

réactivation virale [186,314]. Les PI réduisent la phosphorylation d’Akt dans les lymphocytes traités 

par Nef, ce qui n’est pas le cas des NNRTI. 
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Nous avons mesuré le taux de phosphorylation d’Akt dans des lymphocytes de patients infectés par 

le VIH et traités par PI, par NNRTI ou naïfs de traitements. L’activation d’Akt est réduite chez les 

patients traités par PI par rapport aux patients traités par NNRTI. L’activation d’Akt est également 

plus élevée chez les patients infectés naïfs de traitement par rapport aux patients sains ou traités par 

PI. 

Nous avons également mesuré la production d’IL-2 et la prolifération des lymphocytes de patients 

infectés par le VIH et traités par PI, par NNRTI ou naïfs de traitements. Nous avons observé une 

réduction de la quantité d’IL-2 produite chez les patients traités par PI par rapport aux patients 

traités par NNRTI ou naïfs de traitement. Nous avons également observé une réduction de la 

prolifération des lymphocytes de patients traités par PI par rapport aux patients traités par NNRTI ou 

naïfs de traitement. 

7.4. Les inhibiteurs de protéase limitent la réactivation du VIH 

dans les lymphocytes T CD4+ quiescents. 

Nous avons mesuré la réactivation du VIH à partir de cellules infectées de manière latente et traitées 

par des PI ou des NNRTI. Les cellules ont été stimulées par combinaison de Nef et d’anticorps anti-

CD3, ou combinaison d’anticorps anti-CD3 anti-CD28 ou par l’inhibiteur d’histone deacétylase SAHA. 

Nous avons observé une réduction de la production de nouvelles particules virales pour les cellules 

traitées avec des PI par rapport aux cellules traitées par des NNRTI ou non-traitées. 

7.5. Discussion 

Nous avons montré que la protéine Nef induit une activation d’Akt par phosphorylation dans les 

lymphocytes. Cette activation est réalisée par interaction directe avec Akt et avec PI3K, au niveau 

des radeaux lipidiques de la membrane cellulaire. Cette activation de la voie PI3K/Akt entraine une 

activation du CD28RE et de NFkB. Cette activation entraine également une augmentation de la 

production d’IL-2 et de la prolifération des lymphocytes. 

Les radeaux lipidiques jouent un rôle important dans la signalisation du TCR, en association avec Akt. 

Cette activation des lymphocytes par Nef pourrait conduire à une expansion du réservoir viral, en les 

rendant plus permissifs à l’infection.  

Nous avons montré que les PI bloquent l’activation d’Akt par Nef. Cette réduction de l’activation 

d’Akt par les PI se traduit également par une réduction de la production d’IL-2. Les PI bloquent 

également la réactivation virale à partir de cellules infectées de manière latente, de manière 

dépendante d’Akt.  

Le blocage de l’activation d’Akt, qui est plus élevée dans les lymphocytes de patients infectés par le 

VIH par rapport aux patients sains, pourrait être une approche thérapeutique supplémentaire. 

L’inhibition d’Akt semble pouvoir permettre une réduction de la réactivation virale, ainsi qu’une 

réduction de la survie cellulaire, ce qui pourrait permettre de réduire davantage la taille du réservoir 

de latence. La réduction de l’activation d’Akt dans les lymphocytes traités par PI met en avant 

l’intérêt de ce type de traitement, par rapport à l’utilisation de NNRTI. 
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L’intérêt thérapeutique des PI est cependant réduit par les effets secondaires adverses importants et 

l’apparition plus fréquente de résistance au traitement conduisant à des échecs thérapeutiques 

[316]. De plus, le développement de nouveaux traitements, notamment les inhibiteurs de 

l’intégrase, réduisent l’intérêt de cette approche.  

Cette étude a fait l’objet d’une publication dans la revue Scientific Reports en 2016. 

7.6. Article paru dans la revue Scientific Reports en 2016 

« Tuning of AKT-pathway by Nef and its blockade by protease 

inhibitors results in limited recovery in latently HIV infected T-

cell line » 
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8. Etude de l’impact des inhibiteurs de protéase 

sur les réservoirs de latence virale et 

l’activation d’Akt dans l’infection par le VIH. 

8.1. Impact du type de traitement antiviral sur l’infection par 

VIH-1 

Nous avons évalué l’effet des thérapies antirétrovirales combinées (combination AntiRetroviral 

Therapy, cART) sur la taille des réservoirs de latence du VIH-1.  

Le réservoir viral a été quantifié par qPCR (ADN proviral) dans les lymphocytes T CD4+ quiescents et 

les monocytes isolés de patients infectés par le VIH (essai clinique HIVERA-EURECA, numéro 

NCT02858414). Les patients ont été classés en trois groupes selon le type de traitement reçu : 

patients sous inhibiteurs de protéases virales (groupe PI), patients sous inhibiteurs non 

nucléosidiques de transcriptase inverse (NNRTI), patients naïfs de traitement (groupe N).  

Les mesures ont montré une diminution significative de la quantité d’ADN proviral présent dans les 

monocytes et dans les lymphocytes T CD4+ quiescents sous traitements cART par rapports aux 

patients naïfs de traitement.  

Nous avons également observé une quantité d’ADN proviral plus faible dans les monocytes que dans 

les lymphocytes T CD4+ quiescents autologues, chez les patients naïfs de traitement et chez les 

patients traités par cART.  

Nous n’avons pas observé de différence significative dans la mesure de l’ADN proviral entre les 

patients traités par NNRTI et les patients traités par PI. 

8.2. Effet sur l’activation d’Akt par la protéine Nef du VIH 

La protéine Nef du VIH-1 augmente l’expression d’Akt dans les macrophages, ainsi que son 

activation, in vitro. L’utilisation de Nef recombinante sur des macrophages dérivés de monocytes 

entraine une augmentation de l’expression d’Akt au niveau transcriptionnel, mesuré par RT-qPCR et 

au niveau protéique, mesuré par western blot.L’utilisation de Nef recombinante sur des 

macrophages entraine également une augmentation de l’activation d’Akt, observable par 

l’augmentation de la phosphorylation sur le résidu Sérine 473, mesuré par Western blot. 

Les inhibiteurs de protéase entrainent une réduction de l’activation d’Akt. Le traitement des 

macrophages par l’inhibiteur de protéase Lopinavir/Ritonavir bloque l’activation d’Akt par Nef 

recombinante in vitro. Une réduction de l’activation d’Akt, observable par la phosphorylation du 

résidu Sérine 473, est mesurée dans les macrophages traités par Lopinavir/Ritonavir et rNef par 

cytométrie en flux, par rapport aux macrophages traités par rNef uniquement. Cette réduction de 

l’activation d’Akt a également été vérifiée par Western blot. 

8.3. Blocage de la réactivation du VIH in vitro 
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La réactivation du VIH latent dans les cellules de la lignée monocytoïde U1 infectées de manière 

chronique par le TNF-alpha est bloquée  lors du traitement de ces cellules par l’inhibiteur de 

protéase Lopinvavir/Ritonavir. Le traitement des cellules par l’inhibiteur de transcriptase inverse 

Névirapine ne réduit pas la réactivation par TNF-alpha, quantifiée par mesure de la protéine virale 

p24, par rapport à la réactivation par TNF-alpha seul. Le traitement par Lopinavir/Ritonavir bloque la 

réactivation, à un niveau similaire à l’absence de réactivation. Le traitement par inhibiteur d’Akt 

réduit également la réactivation. Le traitement par Lopinavir/Ritonavir réduit également l’activation 

d’Akt, mesurée par Western blot, mais pas le traitement par Névirapine. Les PI et les inhibiteurs 

d’Akt bloquent la réactivation virale in vitro, ce qui n’est pas le cas des NNRTI. 

8.4. Réduction de l’activation d’Akt ex vivo. 

Le niveau d’activation d’Akt a été mesuré par cytométrie en flux par mesure du rapport entre le 

marquage phosphoAkt et le marquage Akt total sur les lymphocytes de sang périphérique (PBLs), les 

lymphocytes T CD4+ quiescents et les monocytes de patients infectés par le VIH. Nous avons observé 

une réduction de l’activation d’Akt dans les monocytes par rapport aux lymphocytes T CD4+ 

quiescents autologues. Nous avons également observé une diminution de l’activation d’Akt chez les 

patients sous inhibiteurs de protéases virale (PI) par rapport aux patients sous inhibiteurs de 

transcriptase inverse (NNRTI), dans les lymphocytes T CD4+ quiescents et dans les monocytes.  

8.5. Discussion 

Nous avons montré que les PI réduisent la taille du réservoir de latence virale dans les monocytes de 

patients infectés par le VIH par rapport aux NNRTI. Globalement, la taille du réservoir de latence 

dans les monocytes est inférieure au réservoir présent dans les lymphocytes T CD4+, ce qui 

correspond aux observations réalisés par ailleurs, ainsi que chez les macaques infectés par le SIV 

[317].  

Nous avons montré une réduction de l’activation d’Akt dans les monocytes des patients sous PI par 

rapport aux patients sous NNRTI. Cette observation est similaire aux données connues pour les 

lymphocytes T CD4+. Nous avons également observé une réduction de la réactivation virale lors du 

traitement par PI. L’activation de la voie de signalisation PI3K/Akt a été montrée comme pouvant 

induire une réactivation de l’expression du VIH. Le blocage de l’activation d’Akt et de la réactivation 

par les PI pourrait être l’objet d’une modification des approches thérapeutiques, notamment dans le 

cadre d’une stratégie « block and lock ». Ces inhibiteurs de protéases pourraient également être 

associés à des inhibiteurs d’Akt. Cela permettrait une inhibition de la réactivation et une réduction 

de la taille des réservoirs de latence par l’effet pro-apoptotique de l’inhibition d’Akt [318]. 

Le rôle cellulaire central d’Akt, qui participe notamment de manière importante à la régulation de la 

survie cellulaire, en fait une cible thérapeutique d’intérêt. Le ciblage d’Akt par des inhibiteurs de 

protéase et des inhibiteurs spécifiques d’Akt pourrait permettre une réduction de la survie cellulaire 

des cellules infectées par le VIH, accélérant ainsi la clairance des réservoirs de latence virale.  

La difficulté de la mise en place de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant les 

monocytes/macrophages, notamment avec des inhibiteurs de protéase, tient dans la résistance de 

ces cellules aux traitements qui est importante. La pénétration cellulaire des traitements est réduite 
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dans les macrophages, notamment pour les inhibiteurs de protéases [200]. De plus, la longue durée 

de vie et leur résistance aux effets cytopathiques rendent le réservoir viral des 

monocytes/macrophages stable [319]. 

 

Cette étude a fait l’objet d’une publication dans la revue Viruses en 2018. 

 

8.6.  Article paru dans la revue Viruses en 2018 « Counteracting Akt 

Activation by HIV Protease Inhibitors in Monocytes/Macrophages » 
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9. Etude de la réutilisation de traitements 

existants sur l’infection par les coronavirus. 

9.1. Evaluation de la toxicité des traitements sélectionnés. 

Nous avons évalué l’effet de plusieurs traitements précédemment autorisés pour d’autres 

pathologies sur l’infection par les coronavirus. Parmi les traitements testés, quatre composés, l’acide 

valproïque, le disulfiram, la rapamycine et le lopéramide, ont précédemment montré un effet sur les 

coronavirus [320]. La toxicité des traitements a été évaluée sur des cellules MRC5 traitées par doses 

croissantes des différents composés. La mesure de cytotoxicité par test MTT a montré une forte 

toxicité de l’acide valproic (VPA), du disulfiram, du lopéramide et de la rapamycine. La forte toxicité 

observée avec ces quatre traitements ne permet pas de mesurer avec fiabilité l’effet antiviral sur des 

cellules MRC5 infectées avec le coronavirus HCoV-229E. La mesure de toxicité réalisée pour le 

traitement des cellules par Lopinavir/Ritonavir, Chloroquine et Resveratrol montre une faible 

toxicité pour ces trois traitements. 

9.2. Evaluation de l’effet sur la réplication du HCoV-229E. 

La mesure de l’effet antiviral sur des cellules MRC5 infectées avec HCoV-229E a été réalisée. Le 

resveratrol et le lopinavir/ritonavir montre la plus forte réduction de la réplication virale, la 

chloroquine montrant également une réduction de la réplication virale.  

L’effet antiviral de ces trois traitements a été mesuré seul ou en combinaison. L’utilisation de 

traitements combinés n’a pas montré une augmentation de l’effet antiviral par rapport aux 

traitements seuls. Il ne semble donc pas y avoir d’effet synergique de ces traitements. Nous avons 

évalué l’impact du moment du traitement sur l’effet antiviral de ces trois traitements. Nous n’avons 

pas observé de différence significative lorsque les cellules sont pré-traitées ou lorsque les cellules 

sont traitées après l’infection. L’effet antiviral semble donc affecter la réplication virale mais pas la 

pénétration virale.  

9.3. Evaluation de l’effet sur la réplication du SARS-CoV-2. 

Ces résultats obtenus sur HCoV-229E ont permis de valider ces trois traitements pour une évaluation 

de leur effet sur SARS-CoV-2. L’effet antiviral observé sur HCoV-229E du lopinavir/ritonavir et de la 

chloroquine est cohérent avec les travaux publiés précédemment par d’autres équipes [321]. 

La mesure de toxicité sur les cellules Vero E6, utilisées pour l’étude du SARS-CoV-2, a été réalisée 

avec des doses croissantes de lopinavir/Ritonavir, Chloroquine et Resveratrol. Nous avons observé 

une forte toxicité du lopinavir/ritonavir et de la chloroquine. Le resveratrol présente une toxicité 

réduite. La mesure de l’effet antiviral du lopinavir/ritonavir et de la chloroquine sur des cellules Vero 

E6 infectées par SARS-CoV-2 n’a pas pu être réalisée de manière fiable en raison de la toxicité 

observée pour ces molécules. La mesure de l’activité antivirale du resveratrol montre une forte 

inhibition de la réplication du SARS-CoV-2 dans les cellules Vero E6. 
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9.4. Discussion 

Nous avons montré l’effet antiviral sur le coronavirus HCoV-229E de trois composés, 

lopinavir/ritonavir, chloroquine et resveratrol. Le resveratrol est le composé le plus efficace, avec un 

indice de spécificité de 45. Nous avons également montré un effet antiviral du resveratrol sur le 

SARS-CoV-2. Le lopinavir/ritonavir et la chloroquine ont montré une toxicité cellulaire élevée sur les 

cellules Vero E6, ce qui ne permet pas d’observer un effet antiviral significatif. 

La toxicité observée pour le lopinavir/ritonavir et la chloroquine est similaire à celle observée par 

d’autres équipes [321]. Bien que ces deux molécules aient un potentiel antiviral intéressant, les 

différents essais réalisés n’ont pas montré d’effet antiviral significatif chez les patients atteints de la 

Covid-19. Aucune amélioration clinique, réduction de la mortalité ou réduction de la charge virale 

n’ont été montré pour ces deux molécules [285,286,322]. 

Le resveratrol semble être une molécule d’intérêt pour le traitement des infections par les 

coronavirus. L’inhibition de la réplication du SARS-CoV-2 par le resveratrol que nous avons montré 

est similaire aux résultats obtenus par d’autres équipes [323]. Le resveratrol a précédemment été 

montré comme possédant des propriétés anti-inflammatoires, qui renforcent son intérêt dans le 

cadre du traitement de la Covid-19 [324]. Une limitation de l’utilisation du resveratrol reste 

cependant sa faible biodisponibilité [325]. L’obtention d’une concentration plasmatique suffisante 

nécessite l’utilisation d’une forte dose de resveratrol, avec un temps de demi-vie réduit.  

Globalement, bien que le resveratrol semble être prometteur, il reste nécessaire de confirmer son 

efficacité dans un modèle pré-clinique ainsi que de réfléchir à de nouveaux modes d’administration 

permettant une efficacité optimale. 

 

Cette étude a fait l’objet d’une publication dans la revue Viruses en 2021. 

 

9.5. Article paru dans la revue Viruses en 2021 : « Resveratrol 

Inhibits HCoV-229E and SARS-CoV-2 Coronavirus Replication In 

Vitro » 
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10. Extension de la recherche de traitements 

antiviraux ciblant les coronavirus à de 

nouvelles molécules. 

10.1. Utilisation du modèle de screening HCoV-229E pour 

l’évaluation de traitements anti-SARS-CoV-2. 

L’utilisation du HCoV-229E pour tester l’activité antivirale des traitements semble permettre 

d’éliminer les traitements ne permettant pas une réduction de la réplication des coronavirus. La 

réalisation d’un test préliminaire permettant d’évaluer la toxicité d’un traitement sur des cellules 

MRC5 ainsi que la mesure de son effet antiviral sur HCoV-229E constitue un pré-screening pouvant 

permettre d’augmenter le nombre de molécules testées et d’éliminer en amont celles ne présentant 

pas d’intérêt contre le SARS-CoV-2. Un intérêt supplémentaire de cette approche élargie est 

d’obtenir des traitements dont le spectre d’action comprend les coronavirus peu pathogènes, qui 

restent une menace pouvant entrainer des complications sévères chez les patients immunodéprimés 

[326]. Cela permet également d’obtenir des traitements dont l’efficacité serait moins affectée par 

les mutations des virus, et qui pourrait donc être utiles contre les différents variants. 

10.2. Sélection et évaluation de l’effet cytotoxique de petites 

molécules. 

Des composés phénoliques, des dérivés d’acide férulique et des dérivés d’acide caféique ont été 

sélectionnés pour leur homologie de structure avec des inhibiteurs de la protéase virale nsp5 du 

SARS-CoV-2. La toxicité des 10 molécules sélectionnées a été évaluée sur des cellules MRC5 traitées 

par doses croissantes. La mesure de cytotoxicité par test MTT a montré une forte toxicité de cinq 

molécules, à savoir MBA112, MBA33, MBA27-1, OS4-1 et MBA108-1. Les deux molécules MBA152 et 

5c ont montré une toxicité modérée. Le niveau de toxicité observé pour ces molécules n’a pas 

permis l’évaluation de leur effet sur la réplication virale. Seules les molécules MBA140, LIJ2P40, et 

MBA28 ont montré une faible toxicité, permettant leur évaluation comme inhibiteurs des 

coronavirus. 

10.3. Evaluation de l’effet anti-HCoV-229E. 

La mesure de l’effet antiviral des trois molécules sélectionnées a été réalisée sur des MRC5 infectées 

par HCoV-229E. Les trois molécules ont montré une réduction de la réplication virale d’environ 60% 

pour les trois. MBA140 et MBA28 présentent les concentrations effectives les plus faibles. 

L’efficacité de ces trois molécules pour réduire la réplication du HCoV-229E associée à leur faible 

cytotoxicité a permis de valider leur évaluation contre le SARS-CoV-2. 

10.4. Evaluation de l’effet sur le SARS-CoV-2 
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Les trois molécules ont été testées sur les cellules Vero E6 infectées avec le SARS-CoV-2. Parmi les 

trois molécules testées, MBA140 a montré un effet très limité sur la réplication du SARS-CoV-2. Les 

deux autres molécules ont montré un effet inhibiteur important sur la réplication du SARS-CoV-2. 

Cette inhibition atteint 95% avec MBA28 et 99% avec LIJ2P40. Ces résultats semblent indiquer que 

les composés MBA28 et LIJ2P40 pourraient être des candidats prometteurs dans le traitement de 

l’infection par SARS-CoV-2. 

10.5. Discussion 

Nous avons montré un effet antiviral de deux dérivés d’acide férulique sur le HCoV-229E et le SARS-

CoV-2, nommément MBA28 et LIJ2P40. Le MBA28 s’est montré le plus efficace pour l’inhibition de la 

réplication du HCoV-229E. Le LIJ2P40 et le MBA140 ont montré un effet antiviral anti-HCoV-229E 

également, bien que plus limité. Les dérivés d’acide caféique et férulique ont montré précédemment 

une activité antivirale sur le VIH et le VHB [327]. Les récentes analyses de l’interaction avec nsp5, 

nsp15 et la sous-unité S2 de la protéine de spicule du SARS-CoV-2 ont montré que cette famille de 

composés possèdent une très forte affinité, et sont donc des bons candidats pour l’inhibition du 

SARS-CoV-2 [328].  

Les FADs et CADs sont également des polyphénols. Cette famille de composés a été montrée comme 

ayant un effet antiviral par leur interaction avec nsp3 et nsp5, qui sont les protéases virales. Les 

polyphénols ont également un effet anti-inflammatoire, qui pourrait renforcer leur effet dans le 

cadre du traitement de la Covid-19 [329]. Les FADs et CADs présentent également des similitudes de 

structures avec de petites molécules précédemment rapportées comme pouvant cibler nsp5 [330]. 

La disruption de nsp5 entraine une forte inhibition de la réplication [331]. 

Ces résultats préliminaires encourageants justifient de tester le MBA28 et le LIJ2P40, seuls ou 

combinés, sur des modèles plus proches des conditions cliniques, notamment des cultures 

d’épithélium nasal et des modèles animaux. 

 

Cette étude a fait l’objet d’un article soumis au journal Scientific Reports en 2021, sous le titre 

Ferulic acid derivatives block coronaviruses HCoV-229E and SARS-CoV-2 replication in vitro.  
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10.6.1. Abstract 

A novel coronavirus, SARS-CoV-2, emerged in China at the end of 2019 causing a large global 

outbreak. As treatments are of the utmost importance, drugs with broad anti-coronavirus activity 

embody a rich and rapid drug discovery landscape, where candidate drug compounds could be 

identified and optimized. To this end, we tested ten small-molecules with chemical structures close 

to ferulic acid derivatives (FADs) (n=8), caffeic acid derivatives (CAFDs) (n=1) and phenolic compound 

(n=1) for their ability to reduce HCoV-229E replication, another member of the coronavirus family. 

Among these ten drugs tested five of them, namely MBA112, MBA33, MBA27-1, OS4-1 and 

MBA108-1 were highly cytotoxic and did not warrant further testing. In contrast, we observed a 

moderate cytotoxicity for two of them, MBA152 and 5c. Three drugs, namely MBA140, LIJ2P40, and 

MBA28 show low cytotoxicity with a reduction of the viral titer by 63% with MBA140 

(EC50=1.16µM), by 58% with LIJ2P40 (EC50=12.3µM), and by 60% with MBA28 (EC50=0.39µM). 

Similarly, among the three drugs with an anti-HCoV-229E activity and low cytotoxicity, two of them, 

FADs, LIJ2P40 and MBA28 showed a reduction of the viral titer on SARS-CoV-2 up to 99% with 

reduced cytotoxicity which opens the door to further evaluation to fight Covid-19. 

Keywords: SARS-CoV-2; HCoV-229E; Ferulic acid derivatives; Caffeic acid derivatives; Coronavirus; 

Viral inhibition  

 

10.6.2. Introduction 

Human coronaviruses (HCoV) are positive-stranded RNA pathogens that are known to be rapidly 

evolving viruses. The coronaviridae family encompasses six different strains infecting humans 

divided into two genera: alphacoronavirus (alphaCoV) and betacoronavirus (betaCoV) [332]. The low 

pathogenic HCoV-229E and HCoV-NL63 strains are part of the alphaCoV. The betaCoV genera 

ramifies into the A lineage strains, including the more pathogenic HCoV-OC43 and HCoV-HKU1, and 

into the B and C lineage, respectively including the highly pathogenic severe acute respiratory 

syndrome coronavirus (SARS-CoV) and SARS-CoV-2, and the Middle East respiratory syndrome 

coronavirus (MERS-CoV) [333,334]. The lower and moderately pathogenic strains are endemic in the 

human populations, where they account for 15–30 % of mild, self-limiting respiratory infections. 

These strains, namely HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43, and HCoV-HKU1, still present a greater 
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incidence of lower respiratory tract infection in immunocompromised individuals [335]. The highly 

pathogenic strains include both the 2002 SARS-CoV and the 2012 MERS-CoV, which are linked to 

acute respiratory distress syndrome (ARDS). This syndrome potentially engenders a chronic 

reduction in lung function, arrhythmia, or death [336], with a mortality rate of 9.6% for SARS-CoV 

and 35.5% for MERS-CoV. SARS-CoV-2, the etiological agent behind Covid-19 disease, emerged in 

December 2019 in the city of Wuhan in China. After its pandemic outbreak, it became a major public 

health concern, inducing worldwide emergency measures [14]. While the average symptoms of 

infection are mild compared to SARS-CoV and MERS-CoV, SARS-CoV-2 can result in severe symptoms 

including hyperinflammation, cytokine storm and multiple organ complications. It can ultimately 

lead to death for some individuals [337].  

Aside from fastly developed vaccines [15], no effective curative therapy is available against SARS-

CoV-2. The development of new curative drugs is desperately needed [16]. It is well-known that it 

might take years for newly developed drugs to be clinically approved and reach the market [338], 

despite the tremendous efforts put into their development. Repurposing existing drugs could be 

more effective than de novo drug discovery, with a reduced cost and time. A rapid evaluation of in 

vivo and in vitro efficacy is possible for existing drugs [339]. Additionally, drugs that were shown to 

inhibit the replication of other coronaviruses, including HCoV-229E, could potentially inhibit the 

replication of SARS-CoV-2 and other betacoronaviruses[340]. 

Polyphenols have recently become an important group of compounds for the discovery of new drugs 

against human diseases[329], including against Covid-19, as some recent studies already 

reported[328]. Recently we reported that resveratrol, a well-known nutraceutical with a multitude 

of biological properties and therapeutic applications belonging to polyphenols’ stilbenoids group 

[341], inhibits the replication of both HCoV-229E and SARS-CoV-2 [342]. Resveratrol is known for its 

anti-inflammatory activity [324], and for its anti-aging and antioxidant properties [343]. Resveratrol 

showed a potential as an anti-viral agent against some RNA and DNA viruses. Possible target RNA 

viruses include influenza virus [344], Zika virus [345], rhinovirus [346], rotavirus [347] and MERS-CoV 

[348], and DNA viruses such as poxvirus [349] and polyomavirus [350].  

Therefore we decided to assess the anti-coronavirus activity of other phenolic compounds, namely 

ferulic acid derivatives (FADs), one caffeic acid derivative (CAFDs) and a carboxamid derivative. 

Phenolic compounds display antiviral activity against herpes simplex virus-1 and rabies virus [351]. 

Ferulic acid can be extracted from various fruits and cereals and is, with its derivatives, a phenolic 

compound. Ferulic acid derivatives (FADs) have been shown to inhibit H1N1 influenza virus 

replication in vitro [352]. Caffeic acids are found in coffee, fruits, and vegetables, and constitute one 

of the abundant plant-based phenols, which structures include 2 phenolic hydroxyl moieties. Caffeic 

acid and its derivatives previously showed an antiviral activity against herpes simplex virus [353], 

SFTS (severe fever with thrombocytopenia syndrome) virus [354], and influenza virus [355]. In 

addition, like resveratrol, phenolic compounds including FADS and CAFDs exhibit potent antioxidant 

and anti-inflammatory properties [356]. 

In the light of what was mentioned previously, we screened ten molecules with chemical structures 

close to already reported molecules with anti-SARS-CoV-2 protease activities [330] and belonging to 

the ferulic acid derivatives (FADs), caffeic acid derivatives (CAFDs), and phenolic acid compounds. 
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For any of these drugs that would show an inhibitory effect on HCoV-229E replication, in vitro testing 

for the inhibition of SARS-CoV-2 would be performed.  

10.6.3. Materials and Methods  

Viruses and reagents preparation 

HCoV-229E was isolated from a man with mild upper respiratory illness (Human Coronavirus 229E 

ATCC VR-740) by using nasal and throat swabs.  HCoV-229E stock virus (5 log PFU/mL) was 

propagated using MRC5 cells (RD Biotech, Besançon, France). MRC5 cells were cultured in DMEM 

media supplemented with 10% FCS. SARS-CoV-2 stock virus (7 log PFU/mL) was propagated in Vero 

E6 cells (ATCC) in DMEM media supplemented with 10% FCS. Viral titers were determined by plaque 

assays on Vero E6 cells and stored at -80°C until use. Compounds were sourced from the University 

of Franche-Comté (Besançon, France)[357–360].  

Drug preparation 

The ten small molecules tested were synthetized at the University of Franche-Comté. As described 

previously [357–360], the molecules were synthetized using the Ugi-4MCR method, starting from 

ferulic acid or caffeic acid. The resulting compounds were purified using flash column 

chromatography. After purification, drugs were stored in solid form at -20°C before preparation. 

Drugs were diluted in DMSO at a concentration of 10 mM, based on their molecular weight. The 10 

mM stock was further diluted in cell culture media at final assay concentration at the time of use. 

DMSO concentration in the final assay was below 0.2%. 

Viral replication inhibition assay 

MRC5 cells were infected with HCoV-229E at MOI=1 and treated at time of infection with 

compounds diluted in culture during a 2-hour incubation period. After removing the inoculum the 

cells were overlaid with culture media containing diluted compounds. Supernatants were collected 

after a 48-hour incubation at 37 °C, to quantify viral loads by plaque forming unit (PFU) assay as 

previously described [342,361]. Briefly, supernatants were used to infect MRC5 cells for 2 hours. 

Cells were then overlaid with culture media containing agarose (1%). After a 48-hour incubation, 

plaque forming units were counted under a light microscope using MTT staining of the cells. The 50% 

effective concentrations (EC50), which are the compounds concentrations that inhibit viral 

replication by 50%, were determined using a four-parameter logistic regression (IC50 Toolkit 

IC50.org) to fit the dose-response curves. 

Vero E6 cells were treated with compounds at time of infection by SARS-CoV-2 at MOI=0.01 in 

DMEM supplemented with 2% FCS. The viral inoculum was removed after a 2-hour incubation and 

the cells were overlaid with fresh DMEM media supplemented with 10% FCS containing the 

compounds. After a 48-hour incubation at 37 °C, supernatants were collected and frozen at -80°C 

prior to quantification and titration by endpoint dilution assay. Classic tissue culture infectious dose 

50% (TCID50/mL) in Vero E6 cells were performed on viral stocks and on collected samples using the 

Reed & Muench statistical method. 

Cytotoxicity assays 
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MRC5 cells were treated with compounds for 48 hours and MTT assay was performed as reported 

previously [342]. Cells were incubated with MTT reagent (1.2mM, Life Technologies, Eugene, OR, 

USA) for 2 hours. Acidic isopropanol was used to dissolve the formazan crystals and cell viability was 

measured by a spectrophotometer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). WST-1 assay was performed on 

Vero E6 cells treated for 48 hours with compounds, following the manufacturer’s instructions 

(Takara Bio, Mountain View, CA, USA). The cytotoxic concentration 50 (CC50), which is the 

compounds concentrations that reduce cell viability by 50%, was determined for each compound 

and cell type by using a four-parameter logistic regression (IC50 Toolkit IC50.org). 

The Selectivity Index (SI) is indicative of the window between cytotoxicity and antiviral activity and 

was calculated as previously reported [342] by dividing the CC50 by the EC50 of each compound and 

virus tested. A high selectivity index reflects an important range of concentrations that show an 

effective antiviral effect with low toxicity. 

10.6.4. Results 

The ten small molecules tested were synthetized at the University of Franche-Comté (Table 1) based 

on their structure similarities with already reported inhibitors of nsp5 protease of SARS-CoV-2 [330]. 

Interestingly these ten small-molecule compounds tested have chemical structures close to ferulic 

acid derivatives (FADs), caffeic acid derivatives (CAFDs) and phenolic compound (Table 1) [357–360]. 

Among the ten compounds, eight were ferulic acid derivatives, namely LIJ2P40, OS4-1, MBA108-1, 

MBA33, MBA152, 5c, MBA112, and MBA28. MBA27-1 is a caffeic acid derivative. MBA140 is a 

phenolic derivative. 

Table 1. The ten small-molecules tested belong to the FADs, the CAFDs, and the phenolic 

compounds. 

Structure Name Structure Name 

 

LIJ2P40 

 

OS4-1 

 

MBA 108-1 

 

MBA 33 

 

MBA 152 

 

MBA27-1 
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5c 

 

MBA140 

 

MBA112 

 

MBA28 

Among these ten small molecules tested, five, MBA112, MBA33, MBA27-1, OS4-1 and MBA108-1, 

show high cytotoxicity on MRC5 cells with a CC50 of 27.6 µM, 0.51 µM, 12.0 µM, 0.17 µM and 38.1 

µM respectively (Figure 1A, Table 2). In addition, two molecules MBA152 and 5c display moderate 

cytotoxicity with a CC50 of 97.1 µM and 76.0 µM respectively (Figure 1B, Table 2). By contrast, three 

molecules MBA140, LIJ2P40, and MBA28 show low cytotoxicity on MRC5 cells with a CC50 of 214.3 

µM, 125.9 µM, and 1016.1 µM respectively (Figure 1C, Table 3), and were further tested.  

 

Figure 1. Viability of MRC5 cells under treatment with the ten drugs using MTT toxicity assay. (A) 

High cytotoxicity was observed for MBA112, MBA33, MBA27-1, OS4-1 and MBA108-1, (B) 

intermediate cytotoxicity for MBA152 and 5c and (C) low cytotoxicity for MBA140, LIJ2P40, and 

MBA28. MTT assays were performed after 48 hours. Untreated cells were used for normalization of 

MTT assay. 
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Table 2. CC50 of the seven drugs not selected for HCoV-229E replication inhibition in MRC5 cells due 

to high toxicity. 

Drug tested CC50 (µM) 

MBA112 35.5 

MBA33 39.4 

MBA27-1 22.5 

OS4-1 8.0 

MBA108-1 34.4 

MBA 152 108.3 

5c 89.0 

 

Table 3. EC50, CC50 and SI for the three drugs tested for HCoV-229E replication in MRC5 cells. 

Drug tested CC50 (µM) EC50 (µM) SI 

MBA 140 >200 1.64 >120 

LIJ2P40 >200 12.32 >16 

MBA 28 >200 0.39 >500 

 

Less cytopathic drugs (MBA28, MBA140 and LIJ2P40) were tested for their ability to inhibit viral 

replication of HCoV-229E in MRC5 cells. We measured an EC50 at 1.16 µM for MBA140, with a 63% 

reduction in replication even at higher concentrations (Figure 2, Table 3). For MBA28, we observed a 

similar inhibition (60%), with an EC50 below 1µM (Figure 2, Table 3). The drug LIJ2P40 showed a 

higher EC50 at 12.32 µM, with a similar inhibition (58%) observed at higher concentrations (Figure 2, 

Table 3). Overall, the decrease in viral replication is up to 60% for these three molecules tested. 
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Figure 2. Inhibition of replication of high HCoV-229E viral load measured by PFU assay, for LIJ2P40, 

MBA140 and MBA28. Cells were treated by compounds at the time of infection with HCoV-229E 

(MOI=1). PFU assay was performed after 48 hours. Untreated cells infected with HCoV-229E were 

used for normalization of PFU assay. 

We calculated the selectivity index for the inhibition of HCoV-229E in MRC5 cells for the three drugs 

tested. Both MBA140 and MBA28 present a high SI, at 185 and 2605, respectively (Table 3). The SI 

for LIJ2P40 is much lower (10.2), due to the higher EC50 measured (Table 3). 

Based on the results obtained for HCoV-229E, we performed testing of these three selected 

compounds on inhibition of replication of SARS-CoV-2 infection in VeroE6 cells. The cytotoxicity of 

LIJ2P40, MBA140 and MBA28 on Vero E6 cells was limited and occurred at concentrations higher 

than 100µM (Figure 3). Both MBA140 and LIJ2P40 showed a low toxicity at concentrations below 

100µM, while MBA28 displayed the highest cytotoxic effect of the three drugs tested. Cell viability 

decreases below 70% even at low concentrations of MBA28. Only high concentrations (200µM) of 

MBA140 and LIJ2P40 induced a decrease of viability similar to MBA28 (Figure 3).  

Among the three drugs tested, MBA140 showed a limited anti-SARS-CoV-2 activity (Figure 4). By 

contrast, the percentage of inhibition of SARS-CoV-2 ranges from 0 to 95% when increasing the 

concentration of MBA28 from 0 to 200µM with an EC90 and EC50 of 116 µM and 77.3 µM, 

respectively (Table 4). Similarly, the percentage of inhibition of SARS-CoV-2 ranges from 0 to 99% 

when increasing the concentration of LIJ2P40 from 0 to 200µM with an EC50 of 9.98 µM (Figure 4, 

Table 4). The inhibition of SARS-CoV-2 replication observed in cells treated with MBA28 and to a 

lesser extent with LIJ2P40 did not follow the reduction in cell viability and was a genuine anti-SARS-

CoV-2 effect of these two drugs in vitro. 
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Figure 3. Viability of Vero E6 cells treated with MBA28, MBA140 or LIJ2P40 drugs measured by WST1 

assay. WST1 assays were performed after 48 hours. Untreated cells were used for normalization of 

the WST1 assay. 

 

Figure 4. Inhibition of SARS-CoV-2 replication measured by endpoint dilution assay (TCID50/mL), for 

MBA28, MBA140 or LIJ2P40. Cells were treated by compounds at the time of infection with SARS-

CoV-2 (MOI=0.01). Endpoint dilution assay was performed 48 hours post-infection. Untreated cells 

infected with SARS-CoV2 were used for normalization of the assay. 

Table 4. EC50, CC50 and SI for the 3 drugs tested for SARS-CoV-2 replication in VeroE6 cells. 

Drug tested CC50 (µM) EC50 (µM) SI 

MBA 140 176.1 48.3 3.64 

LIJ2P40 179.9 9.9 18.17 

MBA 28 >200 70.4 >3 
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10.6.5. Discussion 

We showed the antiviral effect of two ferulic acid derivatives (MBA28, LIJ2P40) on HCoV-229E and 

SARS-CoV-2 replication in vitro. To inhibit HCoV-229E replication, among ten molecules tested, the 

FAD MBA28 proved the most effective compound with an EC50 below 1 µM, a CC50 of 1016 µM, and 

a SI above 1000. While their SI are lower (above 120 and 16, respectively), the compound MBA140 

and to a lesser extent the FAD LIJ2P40 also showed an inhibitory effect on HCoV-229E replication, 

with low toxicity (CC50 above 200 µM) and efficiency starting at low doses (EC50=1.64 and 12.32 

µM, respectively). The overall efficiency of these three drugs against HCoV-229E is not enough (60% 

inhibition at best) to warrant their use as is, but they could be good candidates as base molecules to 

be modified for enhanced antiviral effect. We considered them having enough potential to be 

further tested on SARS-CoV-2.  

We observed a limited cytotoxicity of MBA28 and LIJ2P40 on Vero E6 cells, with a CC50 of 244.5 and 

187 µM, respectively. The testing of MBA140 however showed moderate cytotoxicity, with a CC50 of 

118.5 µM. A small increase in viability at the highest concentration was globally observed for 

MBA28, compared to 100 µM. This could be the results of the antioxidant properties of the 

molecule. Since the viability was measured using WST-1 assay, an antioxidant could impact the 

mitochondrial dehydrogenase activity, which is measured by such assay. This effect might be more 

pronounced at higher concentration. 

The limited cytotoxicity measured in Vero E6 cells warranted the further testing of these three drugs 

for SARS-CoV-2 inhibition. In addition, we observed a significant decrease in SARS-CoV-2 replication 

under non-cytotoxic doses of MBA28 up to 200 µM in vitro (EC50= 77.3 µM). Similarly we also found 

a significant inhibition of SARS-CoV-2 replication with LIJ2P40, although the latter was cytotoxic at 

the highest concentration tested of 200 µM (EC50= 9.98 µM). We observed only very limited anti-

SARS-CoV-2 activity of MBA140 (EC=48.3 µM). Overall, two of the three tested drugs, namely MBA28 

and to a lesser extent LIJ2P40, showed a promising inhibition of SARS-CoV-2 replication, with limited 

toxicity. To further confirm the anti-SARS-CoV-2 effect of these two drugs using an in vitro model 

closer to the in vivo pathophysiology, we will assess their effect on SARS-CoV-2 infections using 

organotypic nasal epithelial cultures which might better reflect the pathophysiology of SARS-CoV-2 

infection than the renal epithelial Vero E6 cells.   

Polyphenols have been previously showed to be efficient against viral infections, by acting on the 

modulation of immune system[362]. They were also shown to directly inhibit viral replication [363] 

or reduce viral entry[364]. CAFDs are phenolic compounds which possess prominent antiviral activity 

especially against hepatitis B virus (HBV) and HIV [327]. Recent docking analysis on CAFDs showed 

that they possessed high binding energies against the main protease Nsp5 (MPro), Nsp15 and the S2 

spike subunit of SARS-CoV-2. They could be potent modulators of Covid-19, since their binding 

energy is even higher than nelfinavir [328]. 

FADs, as part of phenols, share properties with other polyphenols such as resveratrol. The observed 

antiviral effects could be linked to their interactions with both viral proteases (Nsp3 and Nsp5) but 

also with the spike protein. The phenol groups could allow the disruption of the enzymatic function 

of Nsp3 and Nsp5. The interaction with spike proteins could also prevent capsid formation, thus 

reducing the viral replication. 
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A similarity of FADs and CAFs chemical structure with previously reported small molecules [330] 

could explain their potential as antiviral drugs. These small molecules where predicted to target MPro 

of SARS- and MERS-CoV, by the presence of hydrophobic regions. The disruption of MPro protease 

activity results in an important inhibition of viral replication [331]. 

In conclusion, further testing is needed to confirm whether these two FADs, namely MBA28 and 

LIJ2P40, alone or in combination could be of use in a clinical setting. Finally, it is important to note 

that our results on SARS-CoV-2 inhibition are in vitro data and do not indicate that any of the drugs 

tested can be used to treat Covid-19 until double-blinded clinical assays have been successfully 

performed. 

10.6.6. Conclusions 

We confirm the anti-HCoV-229E activity of two FADs compounds, MBA28 and LIJ2P40, and the 

phenolic compound MBA140 in vitro. In addition, we show here the antiviral effect of two FADs, 

MBA28, and to a lesser extent LIJ2P40, both on HCoV-229E and SARS-CoV-2 replication in vitro. 

MBA28 proved to be the most effective compound to fight HCoV-229E infection with an EC50 of 

0.39 µM, a CC50 of 1016.1 µM, and a SI of 2605. In addition, our testing for SARS-CoV-2 inhibition 

shows a strong anti-viral effect of MBA28 with limited cytotoxicity in vitro which will be assessed in 

future studies in organotypic nasal epithelial cultures before looking into their efficiency against 

Covid-19 in a clinical setting, either alone or in combination.  
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11. Discussion générale 

11.1. Traitement du VIH 

L’objectif de nos travaux était d’évaluer l’impact des différents types de traitements chez les 

patients infectés par le VIH. Cette évaluation nous a permis de quantifier les réservoirs de latence 

dans les deux réservoirs cellulaires principaux, les lymphocytes T CD4+ et les 

monocytes/macrophages. Nous avons également mesuré l’état d’activation des cellules infectées, 

par mesure de l’activation d’Akt, en fonction des traitements utilisés. Nous avons confirmé 

l’importance de Nef dans l’activation cellulaire et la réactivation virale. 

11.1.1. Cibler les réservoirs de latence virale 

Les réservoirs de latence représentent le principal obstacle à la guérison complète du VIH [202,365–

367]. Bien que l’impact des traitements antirétroviraux sur la virémie résiduelle soit largement 

décrit, leur impact sur les réservoirs cellulaires du VIH, notamment dans les monocytes est moins 

bien documenté. Le nombre de monocytes infectés de manière productive est considéré 10 fois 

inférieur au nombre de cellules T CD4+ infectées [161].  

Les inhibiteurs de protéases ont été montrés comme bloquant la propagation intercellulaire du VIH 

[368]. Plusieurs études ont montré qu'un traitement précoce lors de la primo-infection par le VIH 

permettait une diminution de la taille du réservoir viral [369]. 

Nous avons observé que les patients sous traitements cART incluant des PI présentent une 

diminution de la taille du réservoir viral par rapport aux patients sous traitement cART comprenant 

uniquement des NNRTI. Cette diminution est observée dans les lymphocytes T CD4+ quiescents et 

dans les monocytes/macrophages. Nous avons montré que les traitements cART étaient efficaces 

pour réduire la taille du réservoir du VIH dans les monocytes et les cellules T CD4+ quiescents par 

rapport aux patients naïfs de traitement.  

Nous avons observé que les inhibiteurs de protéases pouvaient bloquer l'activation d'Akt et inhiber 

la réactivation virale à partir de cellules monocytoïdes U1 infectées de façon chronique. Nous avons 

observé que les lymphocytes T CD4+ quiescents de patients sous cART avec inhibiteurs de protéase 

montrent une limitation de la réactivation virale par rapport aux patients traités par cART sans 

inhibiteurs de protéase. 

Globalement, les inhibiteurs de protéase semblent limiter la taille du réservoir de latence virale et sa 

réactivation. La limitation de la taille des réservoirs de latence permet d’envisager l’utilisation des IP 

de manière plus systématique. Cependant, les PI entrainent des effets secondaires adverses plus 

fréquents que d’autres classes de traitement, notamment les inhibiteurs de l’intégrase, et entrainent 

une apparition plus fréquente de résistances conduisant à des échecs thérapeutiques [316].  

Pour les études réalisées en utilisant une quantification par mesure de la p24 post-réactivation et 

par une mesure directe de l’ADN, un biais dans la quantification peut entrainer une sous-estimation 

de la taille du réservoir en raison de la limitation de la réactivation observée lors du traitement par 

les PI, qui bloquent notamment Akt. Ainsi, une quantité similaire de provirus intégré pourrait donner 
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deux résultats différents en réactivation selon le traitement. Pour les études réalisées en utilisant 

une PCR en nids (Alu-Gag), la quantification mesure le nombre de copies du génome viral intégré au 

génome cellulaire. Cette méthode de mesure, qui est une mesure directe de la quantité de provirus, 

n’est pas impactée par les effets des traitements sur la réactivation virale. La mesure plus faible de la 

taille du réservoir viral sous PI par rapport aux NNRTI semble donc bien due à une réduction du 

nombre de cellules contenant un ADN proviral intégré. 

L’utilisation d’inhibiteurs de l’intégrase permet de réduire de manière l’établissement des réservoirs 

de latence virale [369]. L’ajout de cette classe de molécules aux traitements cART a remplacé 

l’utilisation des inhibiteurs de protéases, en raison notamment des effets adverses relativement 

importants (troubles gastro-intestinaux, réactions cutanées, perturbations métaboliques 

notamment des fonctions rénales et du foie) observés chez les patients sous PI[370]. Ce type de 

traitement semble primordial dans le cadre d’une stratégie « shock and kill », pour limiter 

l’établissement de nouveaux réservoirs suite à la réactivation virale. L’utilisation de PI ne semble pas 

appropriée pour cette stratégie en raison de la diminution de la réactivation induite par les PI. 

L'inhibition de la réactivation virale par les PI pourrait participer à la stratégie de « block and lock » 

et ainsi réduire le réservoir du VIH, en particulier dans les cellules myéloïdes. Les PI peuvent être 

associés à des traitements épigénétiques, notamment des inhibiteurs de Tat, permettant le silence 

transcriptionnel du provirus, en réduisant également l’activation cellulaire globale.  

Ces stratégies ciblent principalement les lymphocytes T CD4+ et les cellules myéloïdes, qui sont les 

principaux réservoirs cellulaires de la latence virale. Cependant, les autres réservoirs, notamment 

dans le SNC, sont peu explorés lors de la recherche de nouveaux traitements. De plus, la persistance 

de cellules infectées au sein des différents organes solides (cerveau, foie, rein, poumons, rate et 

colon) a été montrée, mais les difficultés liées à l’étude de ce type d’échantillons (biopsies post-

mortem principalement) ne permettent pas de connaitre l’impact des différentes thérapies sur ces 

réservoirs [371]. 

11.1.2. Rôle de Nef et potentiel thérapeutique 

Nous avons montré que les inhibiteurs de protéase réduisent l’activation d’Akt par Nef, ainsi que la 

réactivation virale à partir de cellules infectées de manière latente. Nous avons montré que 

l’interaction directe entre Nef et Akt entraine l’activation des voies NFkB et du CD28RE. Cette 

activation est liée aux radeaux lipidiques et entraine l’augmentation de la production d’IL-2. Nous 

avons montré que l’augmentation de l’expression d’Akt et son activation par phosphorylation par 

l’action de Nef peuvent être bloquées par les inhibiteurs de protéase. 

Il a précédemment été démontré que la protéine Nef du VIH-1 active plusieurs molécules de 

signalisation clés, notamment Akt, MAPK et ERK [372,373]. À la suite d'un traitement par Nef, une 

multiplication par deux de l'activation de la LTR médiée par le NF-kB dans les cellules U937 

transfectées par LTR-Luc et une multiplication par deux des niveaux de p24 dans les surnageants des 

cellules U1 infectées par le VIH de façon chronique ont été décrites précédemment [374–376]. Dans 

les cellules U1 traitées au TNF, on observe à la fois une activation du NF-kB et une réactivation du 

VIH-1 à partir de la latence [208,376]. 
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NFB est le facteur de transcription nécessaire à l’initiation de la transcription virale. L’activation par 

Nef, par le biais des différentes voies de signalisations activées et en particulier par l’activation d’Akt, 

de la production de NFB par la cellule est un point important de la réactivation virale. Le ciblage de 

Nef dans le cadre de stratégies thérapeutiques pourrait augmenter l’efficacité des traitements. Dans 

le cadre d’une stratégie de réactivation (« shock and kill »), l’utilisation de Nef en complément des 

LRA pourrait permettre une augmentation de l’efficacité de la réactivation. Nef semble également 

entrainer une activation cellulaire globale, y compris dans les macrophages, ce qui permettrait 

également d’améliorer l’efficacité de la réactivation. Dans le cadre d’une stratégie de blocage, 

l’utilisation d’antagonistes de Nef serait complémentaire du ciblage du promoteur, afin de garantir 

l’absence d’activation. Des antagonistes de Nef, notamment des ligands artificiels de Nef 

comprenant un anticorps anti-Nef, ont été testés in vitro et ont montré une inhibition complète des 

fonctions de Nef [377]. 

11.1.3. Rôle central d’Akt 

Nous avons montré l’effet de l’infection par le VIH sur l’activation cellulaire, par le biais de 

l’activation d’Akt. Cette protéine cellulaire joue un rôle central dans le métabolisme cellulaire, 

notamment dans la survie [318]. L’augmentation de l’activation d’Akt dans les cellules infectées par 

le VIH est réduite chez les patients traités par IP par rapport aux patients sous inhibiteurs de la 

transcriptase inverse. Nous avons montré que Nef active Akt et que cette activation est bloquée par 

les inhibiteurs de protéase. 

L’activation d’Akt est nécessaire à la survie des cellules infectées. La voie de signalisation PI3K/Akt 

régule notamment l’apoptose et la prolifération cellulaire. Le ciblage de cette voie de signalisation 

fait l’objet d’un intérêt particulier dans le cadre du cancer [378]. L’activation d’Akt inhibe l’apoptose 

et favorise la prolifération cellulaire, ce qui dans le cadre de l’infection par le VIH, favorise la survie 

des cellules infectées et l’établissement des réservoirs de latence virale. L’inhibition de l’apoptose 

est nécessaire à la survie de la cellule lors de la phase de réplication active du virus. L’activation 

d’Akt semble également jouer un rôle important dans la réactivation virale, notamment par 

l’activation de NFB [185].  

Le rôle central d’Akt dans le métabolisme cellulaire et son rôle important dans la pathogénicité de 

l’infection par le VIH en fait une cible thérapeutique importante. L’utilisation d’inhibiteur d’Akt et de 

PI3K a montré une réduction de la réactivation du provirus latent. Les inhibiteurs d’Akt ont 

également montré un effet pro-apoptotique dans le traitement de cellules cancéreuses 

[315,379,380]. L’inhibition de l’activation d’Akt réduirait l’établissement des nouveaux réservoirs de 

latence virale. Cet effet pourrait être utilisé dans une stratégie « block and lock », en synergie avec 

des traitements inhibant la réactivation, en particulier des inhibiteurs de Tat. Cela permettait 

également de réduire la survie des cellules conservant une réplication virale active, par la levée de 

l’inhibition de l’apoptose.  

L’utilisation d’inhibiteurs d’Akt en combinaison avec des LRA pourrait permettre d’augmenter la 

clairance des cellules infectées dans le cadre d’une stratégie « shock and kill ». Cet effet pourrait 

cependant être limité par l’effet anti-réactivation de l’inhibition d’Akt. Les différents réservoirs 

viraux ne sont pas impactés de la même manière, avec une résistance des macrophages à l’apoptose 

plus élevée que les lymphocytes par exemple. La pénétration des traitements LRA et des inhibiteurs 
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d’Akt dans les réservoirs tissulaires, et notamment au niveau du SNC est vraisemblablement 

variable, et la réactivation pourrait conduire à l’expansion du réservoir.  

11.1.4. Développement de traitements à effets longue durée 

Les traitements cART classiques comprennent généralement trois composés d’au moins deux classes 

différentes. Cela inclut des inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse, associés à un 

inhibiteur non-nucléosidique de la trancriptase inverse, un inhibiteur de protéase ou un inhibiteur 

de l’intégrase. Ces traitements réduisent la virémie et permettent un contrôle de l’infection. Des 

effets secondaires parfois importants, notamment avec les inhibiteurs de protéase, sont constatés 

chez les patients, de même que l’apparition de résistance au traitement, pouvant conduire à un 

échec thérapeutique[316]. Ces traitements doivent également faire l’objet d’une observance stricte 

[381,382]. Ces limitations ont conduit au développement de nouveaux traitements ayant comme 

spécificité un effet de longue durée, réduisant ainsi le nombre de prises de traitement [383]. Ces 

traitements incluent des antiviraux appartenant aux différentes catégories et des anticorps 

monoclonaux. 

Parmi les traitements actuellement en essais cliniques de phase II et III, la rilpivirine est un inhibiteur 

non-nucléosidique de la transcriptase inverse et le cabotegravir est un inhibiteur de transfert de brin 

de l’intégrase [383]. La rilpivirine a été approuvée en 2011 par la FDA dans le cadre d’un traitement 

cART classique [384]. Ces deux traitements font l’objet de plusieurs essais cliniques de phase II et III 

destinés à montrer leur efficacité comme traitement à effet de longue durée. Les premiers résultats 

semblent indiquer que les traitements par rilpivirine et cabotegravir, espacés de plusieurs semaines, 

maintiennent la suppression de la virémie plasmatique de la même manière que l’utilisation d’un 

traitement cART classique [383]. 

Récemment, l’Ibalizumab a été approuvé par la FDA pour utilisation comme traitement contre le 

VIH. Il s’agit du premier anticorps monoclonal approuvé dans ce cadre. Cet anticorps bloque l’entrée 

virale, par liaison non-compétitive au récepteur CD4 [385]. Les essais cliniques de phase 3 réalisés 

avant la mise sur le marché ont montré une réduction de la virémie pour 75% des patients en échec 

thérapeutique [385]. Les effets adverses sévères du traitement ont concerné 30% des patients 

[385,386]. Le Leronlimab est un anticorps monoclonal dirigé contre les récepteurs CCR5. Sa liaison 

au récepteur entraine l’inhibition de la phase finale de liaison du VIH avec la cellule [386]. Les essais 

cliniques en cours semblent montrer une suppression de la virémie chez 90% des patients traités par 

monothérapie de Leronlimab 700mg par semaine [386]. Ces traitements ne semblent cependant pas 

permettre une réduction de la taille des réservoirs de latence virale [387]. 

11.1.5. Traitements préventifs 

La mise sur le marché de la prophylaxie pré-exposition a marqué un tournant dans les stratégies 

préventives contre le VIH. La stratégie de PrEP nécessite, comme pour les traitements cART, une 

observance stricte avec prise quotidienne de traitement. La mise en place des stratégies de PrEP, 

associés à des stratégies de dépistage importantes, semble réduire le nombre de 

contaminations[388]. Plusieurs études ont montré l’efficacité des traitements PrEP pour la réduction 

de la transmission de l’infection [196,389,390]. Ces études ont également montré l’absence d’effets 

adverses sévères. Les cellules myéloïdes étant une cible principale des souches de VIH-1 
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macrophages-tropiques après une exposition au VIH, les études futures devront évaluer l'effet de la 

prophylaxie pré-exposition non seulement sur les cellules T CD4+ mais aussi sur le sous-ensemble de 

population monocytes/macrophages, ainsi que sur la taille des réservoirs chez les patients infectés 

malgré la PrEP. 

Une stratégie émergente est l’utilisation de vaccins à ARNm ciblant le VIH. Plusieurs candidats 

vaccins ont été développés ces dernières années, avec un essai clinique de phase I démarrant en 

septembre 2021 (NCT05001373). Cet essai clinique porte sur deux ARNm, devant permettre 

l’induction de réponse cellulaire des lymphocytes B pour l’obtention d’anticorps neutralisants. 

11.1.6. Perspectives 

Malgré les progrès réalisés dans les traitements cART et les traitements préventifs, il n’existe 

toujours pas de traitement curatif efficace, c’est-à-dire permettant une guérison définitive. Plusieurs 

stratégies possibles pour l’obtention d’une guérison fonctionnelle sont débattues et testées, 

correspondants aux stratégies « shock and kill » et « block and lock ». Ces deux stratégies se 

heurtent à des difficultés, notamment dans l’élimination des cellules infectées. L’obtention d’une 

guérison fonctionnelle est conditionnée au ciblage de la latence virale, au niveau des mécanismes de 

restriction épigénétique, de séquestration des facteurs de transcription, de l’interférence 

transcriptionnelle et de la restriction de Tat [391]. Les stratégies visant ces mécanismes utilisent 

principalement des LRA, pour lesquels des essais cliniques les combinant avec des traitements 

permettant une clairance virale sont en cours. Jusqu’ici, il semble que les résultats obtenus montrent 

bien l’effet de réactivation virale, mais les traitements ne semblent pas permettre la déplétion des 

cellules infectées [392,393]. Les LRAs testés incluent entre autres la prostratine qui, associée au 

vorinostat ou au TSA, induit la réactivation [208]. Le vorinostat, associé à la bryostatin-1, induit 

également la réactivation [394]. La bryostatine-1, associée au panobinostat ou à la romidepsin 

semble induire la réactivation [395]. Le 5-azadC, associé au panobinostat ou à la romidepsin 

induisent également la réactivation [394].  

 

11.2. Traitement des coronavirus 

L’objectif de nos travaux était d’identifier de potentiels traitements antiviraux efficaces contre les 

coronavirus, en particulier le SARS-CoV-2. La réutilisation de traitements existants nous a permis 

d’identifier le resvératrol comme inhibiteur de la réplication du HCoV-229E et du SARS-CoV-2. La 

recherche de nouvelles molécules, plus adaptées et potentiellement plus efficace, nous a conduit à 

tester des petites molécules dérivées des acides féruliques et caféiques. Cela a permis l’identification 

de deux molécules ayant un effet inhibiteur de la réplication du HCoV-229E et du SARS-CoV-2. 

11.2.1. Réutilisation de traitements existants 

L’urgence de la pandémie mondiale de Covid-19 a entrainé un effort international de recherche de 

traitements. Le processus de développement de nouveaux médicaments pouvant durer plusieurs 

années, la réutilisation de traitements existants s’est imposée comme une stratégie intéressante. Ce 

processus présente des avantages de temps et de coût, grâce à la possibilité d’une évaluation rapide 

de l’efficacité des traitements testés. 
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Dans ce contexte, nous avons testé sept traitements, choisis pour leur potentiel effet antiviral 

précédemment décrit. Nous avons évalué la toxicité cellulaire de ces traitements, ce qui nous à 

conduit à ne conserver que trois d’entre eux. Ces trois traitements ont été testés pour leur capacité 

à inhiber la réplication du HCoV-229E. Nous avons montré un effet antiviral in vitro, en particulier 

pour le lopinavir/ritonavir et surtout pour le resvératrol. 

Il a été mis en évidence précédemment que les agents thérapeutiques efficaces contre certains 

membres de la famille des coronavirus, comme le HCoV-229E, pourraient être des candidats pour 

l’inhibition des bêtacoronavirus [340]. Nous avons testé ces trois molécules pour leur capacité à 

inhiber la réplication du SARS-CoV-2. Nous avons montré que le resvératrol entraine une inhibition 

de la réplication du SARS-CoV-2. Cet effet d’inhibition semble correspondre à l’inhibition de la 

réplication observée précédemment, à des doses similaires [323]. 

11.2.2. Recherche de nouvelles molécules 

Bien que la réutilisation de traitements existants soit la stratégie la plus intéressante, le 

développement de traitements spécifiquement conçus pour cibler le SARS-CoV-2 peut permettre 

d’obtenir une meilleure efficacité. Une sélection des molécules à tester doit être faite, sur la base 

des similarités avec des inhibiteurs connus. Nous avons ainsi sélectionné dix molécules pour leur 

homologie structurelle avec des inhibiteurs connus de la protéase majeure MPro des 

bêtacoronavirus (nsp5) . 

Nous avons évalué la toxicité de ces molécules, pour ne retenir que les trois molécules les moins 

cytotoxiques. Nous avons alors évalué leur potentiel comme inhibiteur de la réplication de HCoV-

229E. Les trois molécules testées, MBA140, MBA28 et LIJ2P40, ont montré une inhibition de HCoV-

229E. Ces trois molécules ont été testées pour l’inhibition de la réplication du SARS-CoV-2. Nous 

avons montré que MBA28 et LIJ2P40 inhibent la réplication de SARS-CoV-2 in vitro. Ces deux 

molécules présentent également une faible cytotoxicité, ce qui en fait de bons candidats pour le 

traitement de l’infection par SARS-CoV-2. 

11.2.3. Limitations et voies d’amélioration 

Amélioration du pré-screening. 

Une amélioration possible de notre méthode de test des molécules est une augmentation de la 

robustesse de notre présélection, basée sur l’inhibition du HCoV-229E. L’utilisation systématique 

d’une évaluation de la toxicité des molécules dans les différents modèles cellulaires (MRC5, Vero, 

Vero E6), associée à une mesure de l’inhibition de plusieurs coronavirus humains, permettrait de 

mieux tester l’efficacité des molécules candidates. 

Ce pré-screening pourrait également inclure une évaluation in silico des interactions des molécules 

candidates avec les protéines virales ciblées. Cela permettrait l’identification plus rapide des 

molécules d’intérêt, et de potentiellement cibler des analogues ou dérivés de ces molécules.  
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Limitations liées aux modèles cellulaires utilisés. 

Les modèles cellulaires utilisés souffrent des limitations habituelles des modèles in vitro, qui ne 

reproduisent pas fidèlement l’ensemble des processus interagissant in vivo. En particulier, ces 

modèles ne prennent pas en compte les relations entre les tissus infectés (représentés par les 

cultures cellulaires) et les cellules immunitaires. Etant donnée la nature inflammatoire systémique 

de la Covid-19, l’utilisation d’un modèle expérimental plus complexe, incluant des cellules 

immunitaires, produirait probablement des résultats plus facilement transposables. De plus, 

l’utilisation de reconstitutions d’épithéliums bronchiques, incluant l’ensemble des couches 

cellulaires et capable de production de mucus, permet également une restitution plus fidèle des 

interactions entre virus, cellules et traitement. 

11.2.4. Remise en contexte 

Globalement, nos résultats s’inscrivent dans la lignée des autres études réalisées sur le 

reconditionnement de traitements existants. Plusieurs études ont été menées par différents 

consortiums afin de tester massivement de potentiels traitements contre le SARS-CoV-2. Ces études 

ont montré l’absence d’efficacité in vivo de plusieurs molécules que nous avons également testées. 

Les résultats que nous avons obtenus, notamment avec la chloroquine, le lopinavir/ritonavir, la 

rapamicyne et l’acide valproïque, sont similaires à ceux obtenus par d’autres équipes [321].  

Depuis l’émergence du SARS-CoV-2, de nombreux traitements ont été testés pour leur potentiel 

effet antiviral. Les traitements actuellement utilisés en clinique sont principalement des traitements 

symptomatiques. Des inhibiteurs d’IL-6, notamment le Tocilizumab et le Sarilumab sont utilisés pour 

réduire la réponse hyper-inflammatoire observée dans les formes graves de la Covid-19 [279–281]. 

L’héparine est utilisée principalement pour son effet anticoagulant pour lutter contre la 

coagulopathie résultant des formes graves de la Covid-19, malgré les effets secondaires importants 

de ce type de traitement [396]. Parmi les traitements antiviraux utilisés, le Remdesivir est le 

traitement le plus répandu, actuellement approuvé pour utilisation chez les patients hospitalisés 

dans plus de 50 pays [397]. Ce traitement fait également l’objet d’essais cliniques de phase III, afin 

de confirmer son action antiviral sur le SARS-CoV-2. Un essai clinique, incluant trois autres 

traitements, a montré une absence d’efficacité significative [289]. D’autres traitements font 

également l’objet d’essais cliniques pour leur activité SARS-CoV-2, principalement des analogues 

nucléosidiques. 

11.2.5. Développement de vaccins 

Parallèlement à la recherche de traitements, le développement de vaccins contre le SARS-CoV-2 a 

été une priorité dans la lutte contre la pandémie de Covid-19. Plusieurs vaccins ont été mis au point, 

incluant notamment des vaccins utilisant les ARNm [293]. Ce nouveau type de vaccin, déjà 

expérimenté dans le traitement des cancers, a fait l’objet d’une attention médiatique particulière, 

s’agissant du premier déploiement à grande échelle de cette technologie vaccinale. 

Des vaccins utilisant un vecteur viral Adénovirus exprimant la protéine S du SARS-CoV-2 ont été mis 

au point par Janssen Vaccines, par l’Université d’Oxford associée à AstraZeneca, et par l’Institut de 
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recherche Gamaleïa d’épidémiologie et de microbiologie. Des vaccins à ARNm, codants pour la 

protéine S du SARS-CoV-2, ont été développés par Moderna et par BioNTech. 

Les vaccins à ARN ont l’avantage d’être plus immunogènes que les vaccins protéiques, en réduisant 

le risque de réaction adverse [398]. Cependant, des contraintes logistiques importantes, 

particulièrement les conditions de stockage à -80°C pour conserver la stabilité du vaccin, rend leur 

déploiement plus complexe, voire très difficile dans les pays en voie de développement. 

11.2.6. Nouveaux traitements 

Dans le même temps, la progression de la pandémie a entrainé l’apparition de nombreux variants du 

SARS-CoV-2. Ces variants, présentant principalement des mutations au niveau de la protéine S, 

possèdent une infectivité variable, incluant des variants hautement virulents [294]. Le déploiement 

de stratégies vaccinales à grande échelle devrait réduire l’urgence sanitaire mais la forte infectivité 

de certains variants maintient la nécessité de trouver des traitements curatifs 

Etant donné la nature mutagène des protéines de l’enveloppe, en particulier la protéine S, le ciblage 

de protéines nécessaires à la réplication virale, comme les protéases nsp3 et nsp5, pourrait 

permettre d’obtenir des traitements plus efficaces et moins susceptibles aux différents variants. 

L’utilisation d’inhibiteurs de protéase s’est montrée efficace dans le traitement du VIH et du VHC. 

L’utilisation d’inhibiteurs de protéase efficace contre ces deux virus a été envisagée contre le SARS-

CoV-2, mais cette réutilisation a montré une efficacité limitée [289,322]. Ces traitements incluent 

notamment le lopinavir/ritonavir. 

Une possible stratégie dans le ciblage de ces protéines en particulier est l’utilisation de 

modélisations des interactions protéiques afin de définir quels types de molécules sont susceptibles 

de bloquer les protéases. Cette approche in silico pourrait également permettre de tester de 

nombreuses modifications chimiques des molécules d’intérêt pour obtenir la meilleure efficacité. 

Cette modélisation serait la première étape d’une stratégie de développement de nouveaux 

traitements. La deuxième étape consiste à tester les molécules sélectionnées in vitro, pour leur 

toxicité et leur effet antiviral. Les molécules sélectionnées après cette étape seront testées sur des 

épithéliums bronchiques ou nasaux humains, avant de passer par une étape critique de test dans un 

modèle animal pré-clinique. Ce modèle animal permet d’évaluer l’impact toxicologique des 

molécules testées, ainsi que leur effet antiviral in vivo, sur la réplication et sur la transmission entre 

animaux. Lorsque toutes ces étapes auront été réalisées et auront permis de démonter l’éfficacité et 

l’absence de toxicité d’un traitement, les phases d’essais cliniques pourront être réalisées, selon les 

protocoles appropriés. 
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12. Conclusions 

L’augmentation de la fréquence de l’émergence de nouveaux virus, notamment des zoonoses, nous 

met face à la nécessité de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. Ces nouvelles 

approches nécessitent une connaissance approfondie des mécanismes moléculaires entourant la 

réplication virale, et leurs spécificités selon les familles et espèces virales.  

Cette émergence de nouveaux virus s’accompagne également de la résurgence de virus anciens, 

bien connus ou non. Le dégel du permafrost pourrait entrainer la libération de pathogènes viraux 

préservés [399,400]. La hausse des températures dans la zone Arctique Russe semble corrélée à 

l’augmentation du nombre de cas d’infection par le virus de l’encéphalite à tique, ainsi qu’une 

résurgence des cas d’animaux porteurs du virus de la rage [401]. 

La compréhension des mécanismes moléculaires des virus non ou peu pathogènes pour l’homme 

peut permettre l’identification de cibles prioritaires pour les virus issus de la même famille, comme 

par exemple le ciblage des protéases des coronavirus. 

Le ciblage par les molécules thérapeutiques de protéines spécifiques du virus permet d’augmenter 

l’efficacité du traitement et d’éviter les effets secondaires défavorables (effets off-target). Le choix 

de protéines nécessaires à la réplication virale, telles que les protéases virales, améliore grandement 

les chances de réussite. De plus, ce type de protéines essentielles présente peu de variabilité entre 

les souches d’un virus, et parfois même entre les espèces proches [402]. Cela permettrait de réduire 

l’échappement du virus aux thérapies. 

Le ciblage des protéases virales semble constituer un choix thérapeutique intéressant. Nous avons 

montré que l’utilisation d’inhibiteurs de protéases entraine la réduction de la taille du réservoir viral 

dans l’infection par le VIH, en plus de potentiellement réduire la capacité de réactivation du virus 

latent. Nous avons également montré que les molécules ciblant les protéases du SARS-CoV-2, 

notamment nsp5, entrainent une meilleure inhibition de la réplication que les traitements ciblant 

d’autres fonctions virales.  

L’utilisation d’une approche systématique dans la recherche de traitements antiviraux permettrait 

d’obtenir plus rapidement des traitements lors de l’émergence d’un nouveau pathogène viral. Nous 

pourrions inclure dans cette approche une définition des cibles moléculaires d’intérêt associée à une 

validation in silico des interactions avec les traitements potentiels, permettant un pré-screening des 

classes de molécules à tester. Le cœur de cette approche systématique serait l’évaluation parallèle 

de la toxicité cellulaire des molécules et de leur efficacité in vitro. Cette évaluation de l’efficacité 

pourrait être réalisée dans un premier temps sur des virus de la même famille, si les cibles 

thérapeutiques sont globalement conservées. La comparaison des tests cellulaires avec les 

modélisations préalables pourrait permettre de définir d’éventuelles modifications des molécules 

pour garantir la meilleure efficacité. 

L’accélération du rythme des pandémies virales au cours de ces 50 dernières années, en lien avec la 

baisse globale de la biodiversité et le changement climatique, nous a mis face à de nombreux virus 

émergents. Il est à prévoir que l’apparition de nouvelles maladies émergentes, notamment liées à 
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des pathogènes viraux, n’est pas terminée et que le développement de nouvelles approches 

thérapeutiques curatives et préventives n’en est qu’à son début. 
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Titre : Latence du VIH-1 et réplication des Coronavirus : nouvelles approches thérapeutiques. 

Mots clés : VIH, Latence, Réservoir, Coronavirus 

Résumé : Les virus sont des pathogènes cellulaires, 

responsables de maladies chez différentes espèces animales, 

incluant l’Homme. La transmission d’un virus pathogène d’un 

animal à l’Homme entraine l’émergence de zoonoses, 

maladies infectieuses régulièrement responsables de 

pandémies. Parmi les virus responsables de pandémies, le VIH 

continue, par l’absence de traitement curatif, de constituer une 

menace globale pour la santé humaine. Plus récemment, 

l’émergence de pandémies liées à différents coronavirus a 

montré que cette famille de virus présente un risque pour 

l’homme. La recherche de nouveaux traitements antiviraux est 

nécessaire pour faire face à l’émergence de ces pathogènes 

viraux. Nos travaux se concentrent sur le ciblage de la latence 

du VIH-1, et sur le ciblage de la réplication des coronavirus 

HCoV-229E et SARS-CoV-2.Dans le cadre du ciblage de la 

latence et réactivation du VIH-1, nous avons quantifié la 

présence du provirus dans les cellules T CD4+ et dans les 

monocytes de patients sous traitement antirétroviraux 

combinés. Nous avons évalué l’effet des différentes classes de 

traitements sur la taille des réservoirs de latence et sur la 

réactivation. Nous avons également testé l’effet de la protéine 

virale Nef sur la réactivation, ainsi que l’impact de la voie de 

signalisation Akt dans la réactivation virale. Nous avons 

montré que les inhibiteurs de protéases permettent une 

réduction de la taille des réservoirs  

de latence du VIH, dans les lymphocytes T CD4+ et dans les 

monocytes/macrophages. La réactivation du provirus latent est 

également inhibée par l’action des inhibiteurs de protéases. La 

réactivation induite par la protéine virale Nef est également 

bloquée par ces traitements. Les cellules infectées de manière 

latente présentent également une augmentation de l’activation 

de la voie de signalisation Akt. La protéine virale Nef induit 

également une augmentation de l’activation d’Akt. Cette 

activation d’Akt est réduite lors du traitement par les 

inhibiteurs de protéase. Dans le cadre du ciblage de la 

réplication des coronavirus, nous avons testé plusieurs 

traitements (n=7) utilisés pour d’autres pathologies et ayant 

précédemment montré un possible effet antiviral. Nous avons 

également testé de nouvelles molécules (n=10), 

principalement dérivées de l’acide férulique, dont la structure 

est proche de molécules ayant montré un effet antiviral sur les 

coronavirus. Nous avons montré que le resveratrol inhibe la 

réplication du HCoV-229E et du SARS-CoV-2. Nous avons 

montré que des dérivés de l’acide férulique inhibent la 

réplication du HCoV-229E et du SARS-CoV-2.La recherche 

de nouveaux traitements contre ces virus doit continuer pour 

permettre leur éradication, mais cela nécessite également une 

connaissance approfondie des mécanismes moléculaires du 

cycle de réplication virale afin de pouvoir les cibler plus 

efficacement. 

 

 

Title : HIV-1 latency and Coronaviruses replication : new therapeutic approaches. 

Keywords : HIV, Latency, Reservoir, Coronaviruses 

Abstract : Viruses are cellular pathogens, responsible for 

diseases in different animal species, including humans. The 

transmission of a pathogenic virus from animals to humans 

leads to the emergence of zoonoses, infectious diseases that 

are regularly responsible for pandemics. Among the viruses 

responsible for pandemics, HIV continues to pose a global 

threat to human health due to the lack of a cure. More 

recently, the emergence of pandemics linked to various 

coronaviruses has shown that this family of viruses presents a 

risk for humans. The search for new antiviral treatments is 

necessary to face the emergence of these viral pathogens.Our 

work focuses on targeting HIV-1 latency, and targeting the 

replication of HCoV-229E and SARS-CoV-2 

coronaviruses.For targeting HIV-1 latency and reactivation, 

we quantified the presence of provirus in CD4+ T cells and 

monocytes of patients undergoing combination antiretroviral 

therapy. We evaluated the effect of different treatment classes 

on the size of latency reservoirs and on reactivation. We also 

tested the effect of the viral protein Nef on reactivation, as 

well as the impact of the Akt signaling pathway on viral 

reactivation. We have shown that protease inhibitors allow 

for a reduction in the size of HIV latency reservoirs  

in CD4+ T cells and in monocytes/macrophages. 

Reactivation of latent provirus is also inhibited by the action 

of protease inhibitors. Reactivation induced by the viral 

protein Nef is also blocked by these treatments. Latently 

infected cells also show increased activation of the Akt 

signaling pathway. The Nef viral protein also induces an 

increase in Akt activation. This Akt activation is reduced 

upon treatment with protease inhibitors.In the context of 

targeting coronavirus replication, we tested several treatments 

(n=7) used for other pathologies and having previously 

shown a possible antiviral effect. We also tested new 

molecules (n=10), mainly derived from ferulic acid, whose 

structure is close to molecules having shown an antiviral 

effect on coronaviruses.We have shown that resveratrol 

inhibits the replication of HCoV-229E and SARS-CoV-2. We 

have shown that ferulic acid derivatives inhibit the replication 

of HCoV-229E and SARS-CoV-2. 

The search for new treatments against these viruses must 

continue to allow their eradication, but this also requires a 

thorough knowledge of the molecular mechanisms of their 

life cycle, in order to target them more efficiently.. 
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