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. Introduction






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
a 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, a l'inverse des bactéries, champignons ou parasites. Les virus sont des
parasites cellulaires, dont le cycle de réplication utilise les ressources de I'h6te. Cela peut concerner
des cellules procaryotes, comme les bactériophages infectant les bactéries, ou des cellules
eucaryotes, incluant les cellules animales, végétales ou de mycetes. |l a également été démontré
récemment I'existence de virus pouvant parasiter d’autres virus [1].

Bien que la classification et la taxonomie des virus fassent consensus, la définition méme d’un virus
est régulierement remise en question, pour pouvoir y inclure les derniéres découvertes. La taille
constituait un de critéres principaux de la définition des virus, jusqu’a la mise en lumiére de
I’existence de virus de grande taille, répondant aux autres critéres, 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 possedent 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 héte.
La particule virale de certains virus posséde également une enveloppe entourant la capside. Un
provirus est le génome viral sous forme d’acide nucléique, intégré ou non au génome de I'hote.

Les virus peuvent également étre 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 synthése de
nouvelles parties constituant une nouvelle capside [4]. Cette définition prend en compte le fait que
le maintien de I'intégrité de I'information génétique d’un virus peut étre suffisant pour la continuité
de ce cycle. Cette définition fait particulierement sens si I’'on considére les phases de latence virale.

1.2. Classification des virus

La classification des virus peut étre basée sur la nature des acides nucléiques du génome. La
classification comprend les virus a ARN, dont le génome est un ARN, les virus a ADN, dont le génome
est un ADN et les virus a transcriptase inverse, quelle que soit la nature du génome. Ces trois
groupes sont subdivisés en fonction du mode de réplication du génome. On considere 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 a ADN double brin (groupe 1), les virus a ADN simple brin (groupe 1), les virus a
ARN double brin (groupe Ill), les virus a ARN simple brin positif (groupe IV), les virus a ARN simple
brin négatif (groupe V), les virus a transcriptase inverse a ARN (groupe VI) et les virus a transcriptase
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inverse a 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.
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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 I'objet d’une classification phylogénétique, suivant une taxonomie similaire
a celle des organismes cellulaires, a savoir divisée en Ordres, Familles, Sous-familles, Genres et
Espéces.

1.3. Emergence des zoonoses virales

Les zoonoses sont des maladies infectieuses provoquées par la transmission d’'un pathogene d’un
animal vers ’'homme. Bien que ces virus ne soient pas adaptés pour se répliquer chez 'homme,
guelques-uns parviennent a compléter leur cycle de réplication, franchissant ainsi la barriere des
especes [7]. Parmi ces virus ayant réussi cette premiere 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 fiévre jaune. Certains virus dont ’homme est I’héte principal ont
pour réservoir épidémique une autre espéce animale, comme le virus de la dengue, ou le virus de la
rage.

L'émergence de ces zoonoses peut conduire a l'apparition d’'un événement épidémique, en
particulier lorsque la transmission inter-humaine est importante. Une augmentation du nombre



1.4 - UNE ZOONOSE PANDEMIQUE : LE VIH. 5

d’épisodes épidémiques liés a des zoonoses virales a été constaté récemment, avec des
conséquences importantes sur les systémes de santé et sur les populations affectées [8,9].

1.4. Une zoonose pandémique : le VIH.

Un virus issu du franchissement de la barriere des especes est le virus de I'immunodéficience
humaine (VIH). Il s’agit d’une zoonose ayant pour origine les virus de I'immunodéficience simienne
[10]. Son passage chez I’'homme s’est accompagné d’une propagation pandémique.

Actuellement, la pandémie de VIH reste une menace importante pour la santé humaine : d’aprés le
rapport de I"UNAIDS publié pour I'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 pathogéne difficile a éradiquer.

En effet, le VIH utilise et trompe durablement le systeme immunitaire, se répliquant et détruisant les
cellules immunitaires durant sa phase de réplication active. De plus, il persiste dans les cellules
mémoire a longue durée de vie, sous la forme d’un provirus latent caché du systéme immunitaire.
Aujourd’hui, les thérapies antivirales combinées (cCART) préviennent efficacement le développement
du SIDA et ce traitement, malgré sa toxicité et les problémes métaboliques associés est nécessaire
toute la vie pour les patients infectés [12]. En conséquence, I'infection par le VIH est passée d’une
maladie mortelle a une maladie chronique. Cependant, les traitements actuels échouent toujours a
éradiquer complétement le VIH, permettant a sa forme provirale de persister dans des réservoirs
cellulaires conduisant a un rebond viral en cas d’arrét 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 I'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 a deux précédents épisodes épidémiques, en 2007
en Micronésie et en 2013 en Polynésie Frangaise. [13]

Le virus Ebola a été responsable d’une épidémie en Afrique de I'Ouest, entre 2014 et 2016, résultant
en plus de 10 mille morts [13]. Des épisodes épidémiques moins importants continuent de se
produire régulierement, 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 I'absence de traitements
efficaces. lls 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 a 'origine d’un syndrome respiratoire aigu sévere (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 a 'origine de syndromes de détresse respiratoire aiglie chez ’homme. Leur origine se trouve
dans des coronavirus infectant d’autres mammiféres et ayant passé la barriere des espéces. 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 a une crise sanitaire mondiale [14]. Ce virus, responsable de la
maladie a coronavirus 2019 (Covid-19), a entrainé la mise en place de mesures drastiques de
limitation de la propagation a I’échelle mondiale. Bien que des vaccins préventifs aient été
développés [15], il n’y a pour I'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 a réutiliser des
traitements déja 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’apres I'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.



2.Virus de 'immunodéficience humaine

Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) est un virus appartenant a la famille des Retroviridae
et au genre des Lentivirus. |l est responsable lors de l'infection chez 'homme du syndrome
d’'immunodéficience acquise (SIDA).

2.1. Caractéristiques du VIH

Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) est un virus appartenant a la famille des Retroviridae
et au genre des Lentivirus [17]. Le virus de I'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
I'immunodéficience simienne sont également regroupés dans le genre Lentivirus. Tous ces rétrovirus
posseédent un génome d'ARN simple brin diploide et se répliquent via un intermédiaire d'ADN (un
« provirus ») au moyen d'une ADN polymérase virale dirigée par I'ARN, plus communément appelée
transcriptase inverse (RT). C'est ce transfert « en sens inverse » de I'information génétique de I'ARN
vers I'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 ancétre commun pour le VIH-1 [20]. Le VIH-1 aurait évolué a
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 I'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 hote,
également appelé ADN proviral, est généré par la transcription inverse du génome de I'ARN viral en
ADN, la dégradation de I'ARN par la RNase H et I'intégration de I'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 genes viraux

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

Les trois principaux genes de structure du VIH-1 et du VIH-2 sont les genes gag, env et pol, qui
donnent initialement naissance a des polyprotéines (respectivement Pr55gag, Pr160gag-pol et
gpl60) qui sont ensuite transformées pour donner les protéines structurelles du virus et des
enzymes. Premier géne dans le sens 5’ a 3’, le géne gag code pour les protéines de la matrice (MA,
pl7), 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 |'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 (pl5 seule ou ensemble p66) et
I'intégrase virale (IN, p32). Adjacent au gene pol, le cadre de lecture env permet la production de la
protéine précurseur Env (gpl60) a 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
géne 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, I’ADN proviral et '’ARN polymérase Il. Le produit
du géne rev (régulateur de I'épissage de I'ARN) permet I'export des ARN ayant subi un épissage
incomplet ou sans épissage, nécessaires a 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 pathogenése [24,25]. Nef augmente la pathogénicité et favorise
I’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 a 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 Aa D, FaH,JetK(

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 a ces virus [31]. Jusqu'a
présent, plus de 70 différents CRF épidémiologiquement stables ont été décrits [27,32—34]. Des
guasi-especes, 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-especes est liée a I'échappement immunitaire, et tends a
augmenter dans la phase précoce de l'infection [35]. Sur la base d'une analyse phylogénétique,
divers SIV de chimpanzés peuvent étre répartis entre les groupes N et O des humains et le SIV des
gorilles (SIVgor) dans le groupe P [10,21,36].
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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 diamétre et posseéde une
enveloppe constituée d’une bicouche lipidique (Figure 2-3). L'enveloppe contient 72 spicules,
composés de triméres des protéines Env. Les trimeres de la protéine de surface gp120 (SU) sont
associés de maniere non covalente a la surface du virion par les triméres de la protéine
transmembranaire gp41 (TM) [37]. Des épitopes neutralisants dépendant de la conformation sont
présents sur la protéine gp120. lls 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 I’ARN viral. La capside icosaédrique est assemblée a 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 a de deux copies de I'ARN viral a brin positif. [17]. Entre
I’'enveloppe et la capside se trouve la protéine de matrice (MA, pl7). Les particules virales
contiennent également des oligopeptides qui sont générés apreés 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 a 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
(trimeéres SU) sous l'effet des forces de cisaillement, également appelée « shedding », peut étre
observée apres 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 synthése de ’ADN proviral a 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 a I'extrémité 5’ de I’ARN viral, qui constitue la matrice [44]. La néo-
synthése du brin d’ADN crée un complexe ADN-ARN, qui sert de substrat pour la RNase H. Cette
fonction enzymatique dégrade I’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 a I'extrémité 3’ [45].
Ce motif sert d’amorce pour la synthése du brin positif d’ADN. Le produit ADN de la transcription
inverse possede a 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’aprés Sarafianos et al.,
20009 [46].

2.5.2. Intégrase

L’intégrase est une protéine de 32 kDa catalysant I'intégration de I’ADN viral dans ’ADN de I'hbte.
L'intégrase se fixe, aprés la transcription inverse, sur le brin d’ADN viral néo-synthétisé au niveau de
I'extrémité 3’ (Figure 2-5). L'intégrase catalyse I'excision de deux bases GT a chaque extrémité 3’
(3’end processing) [47]. Aprés le transport de I’ADN viral dans le noyau, au sein du complexe de pré-
intégration (PIC), I'intégrase catalyse la jonction covalente des extrémités 3’ de I’ADN ainsi préparées
avec les brins opposés de 'ADN de I’h6te [47]. L'intégration compléte de I’ADN viral est réalisée par
des enzymes cellulaires, ayant des fonctions de réparation de I’ADN [48].
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Figure 2-5 : Mécanisme moléculaire d’action de I'intégrase virale, d’aprés 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 a la maturation de la particule virale. Cette protéine forme un dimeére, 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 a la libération des protéines MA, CA, NS, du peptide d’espacement 2
(spacer peptide 2 SP2) et de p6. Cela conduit a la maturation de 'ARN génomique, I'assemblage du
pré-complexe de transcription inverse et I'encapsidation du noyau viral [51]. Le clivage de la
polyprotéine Gag-Pro-Pol permet la libération de la RT, de I'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’aprés 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
I’élongation lors de la transcription virale. Bien que l'initiation de la transcription soit réalisée de
maniéere indépendante par NFkB, NFAT, Spl 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 a la phase tardive d’expression virale, permet I'élongation et ainsi I'expression des genes

viraux. Par son réle essentiel, la régulation de I'expression de Tat est un facteur important de la
régulation de la réplication et de I'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
I’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 I'état de pause de la

polymérase et permet le remplacement des complexes de transcription non efficaces par des
complexes Tat/P-TEFb/ARN Pol Il [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 I’élongation [58)]. Ce remodelage et cette disruption de nuc-1 sont
consécutifs a I'acétylation de Tat sur la lysine 50, facilitant le relargage de P-TEFb et le recrutement
de PBAF.

Tat est également impliquée dans I'activation de NFkB. Tat interagit directement avec IkB et avec la
sous-unité p65 de NFkB [59]. Cela entraine I'activation de la voie de signalisation NFkB, ainsi que
I'activation de la transcription du génome viral, dont l'initiation est consécutive au recrutement du
facteur de transcription Il H et du facteur d’élongation P-TEFb par NFkB au niveau du promoteur du
VIH [60].

Tat est essentielle a 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 I'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-«B [61].
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Figure 2-7 : Mécanismes moléculaires de la transcription virale, sous le contréle de Tat, d’aprés
Tabarrini et al., 2016 [62].
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2.6.2. Rev

Rev est la protéine régulatrice de I'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 I'épissage
alternatif des transcrits dans le cytoplasme. Rev est responsable de I'export nucléaire des transcrits
ARN partiellement épissés ou non-épissés du VIH, en se liant a I'ARN viral au niveau de I'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. Apres la liaison de Rev avec le
motif RRE, I'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 I'export des ARN non épissés par la
voie d’export CRM1.

En parallele de sa fonction dans I'export d’ARN, Rev participe a la stabilisation des ARN viraux.
L'interaction de Rev avec le motif RRE réduit I'instabilité de I’ARN liée aux motifs riches en
nucléotides A et U, regroupés sous le terme séquences d’instabilité (INS) [67]. Rev participe
également a la régulation de I'épissage, en inhibant I'épissage cellulaire. Rev lié au RRE semble
interagir avec des facteurs d’épissage, tels que SF2/ASF. La liaison de SF2/ASF a Rev entraine la
séquestration de ce facteur, permettant I'existence des différents motifs d’épissage de I’ARN viral
[68].

Cela permet la production de protéines régulatrices au début de la réplication, suivie de la
traduction des protéines structurelles a la fin du cycle de réplication. En I'absence de Rev, seuls les
transcrits épissés a plusieurs reprises sont traduits, de sorte qu'aucune protéine de structure,
aucune enzyme ni aucun ARN génomique ne peut étre 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 premiére protéine virale a étre 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 réle important dans la pathogenese en favorisant la
réplication et dissémination virale, et en permettant I'échappement immunitaire [71].

Nef a un effet négatif sur la présentation des molécules CD4 a la surface des cellules [72]. Son effet
sur I’échappement immunitaire est lié a son altération de la machinerie de transport intracellulaire,
en particulier des protéines de la membrane. Nef se lie a la partie cytosolique des récepteurs CD4 et
a la protéine AP-2 (Figure 2-8). Cette protéine est responsable de I'endocytose des récepteurs CD4,
et I'action de Nef accélére ce processus [73]. Par conséquent, la molécule CD4 est sous-exprimée au
niveau de la membrane de la cellule infectée suite a I'endocytose et ne peut pas étre 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 antigenes par le complexe majeur
d’histocompatibilité de classe |, passant par une interaction avec AP-1. Cet antagonisme du MHC-I
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fonctionne selon deux modeéles, pour les MHC-I présents dans la membrane et pour les MHC-I
nouvellement synthétisés. Dans le mode d’action par « signalement », Nef entraine I'activation des
kinases de la famille Src, démarrant ainsi une cascade de signalisation résultant en I'augmentation
des niveaux de PI3K. Cela induit I'activation des GTPases Arfl et 6, qui entrainent I'endocytose du
MHC-I. Le MHC-I ainsi internalisé forme, au sein des vésicules, un complexe avec Nef et AP-1, ce qui
empéche son recyclage vers la membrane [74]. Dans le mode d’action « stoichiométrique »,
I'interaction entre Nef et AP-1 permet le blocage des MHC-I nouvellement synthétisés au niveau du
réseau trans-Golgi, par 'action d’Arfl [75]. Ces deux modeles 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 a la progression de l'infection [24].
Cette augmentation de l'infectivité est liée a l'interaction de Nef avec le facteur de restriction
SERINCS. Cette protéine transmembranaire, exprimée par les cellules en réponse a l'infection, est
incorporée aux virions néo-formés et entraine la disruption de la fusion des membranes lors de
I'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, empéchant ainsi son incorporation aux
nouveaux virions [77].

Les actions de Nef sur les protéines cellulaires sont réalisées par le recrutement et I'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 a I'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 a 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 I’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 géne vpr est une protéine oligomérique de 14 kDa [83-85]. Le VIH-2 et la plupart des
souches de SIV portent un gene 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 pathogenése virale, en
particulier dans les macrophages [87]. L'utilisation d’un virus défectif pour Vpr a montré un niveau
de réplication identique a 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 I’ADN post-
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réplication (Figure 2-8) [89]. Vpr semble également augmenter I'importation nucléaire du complexe
de pré-intégration, mais n’est pas nécessaire a ce transport [90]. In vitro, I'utilisation d’un virus
défectif pour Vpr entraine une réplication virale compléte, et la production d’ADNc proviral,
favorisée par Vpr, peut étre obtenu avec un virus défectif, en supplémentant les cellules avec un
extrait de cytosol [90-92].

Vpr contribue également a réduire la réponse interféron suite a I'infection par le VIH. Vpr active le
complexe SLX, ce qui réduit la transcription des interférons o et B [90]. Vpr entraine également une
dégradation du facteur régulateur de I'interféron 3 (IRF3), ce qui réduit I'induction d’IFNf [93].

Vpr est également responsable de I'arrét du cycle cellulaire a la transition G2/M [94]. Cet arrét est
causé par I'hyperphosphorylation de la protéine cellulaire cdc2, qui régule le checkpoint de
dommages a I’ADN [95]. Cette phosphorylation, sous le contréle de la phosphatase cdc25 et de la
kinase Weel, inactive cdc2. Vpr interagit avec cdc25 et Weel [96,97].

Vpr est également impliquée dans la dégradation de plusieurs protéines cellulaires. Certaines
protéines sont des cibles directes de Vpr, qui entraine I'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 'ADN. REAF est un facteur antiviral associé a I’ARN, qui
inhibe la réplication du VIH-1 durant la transcription inverse. TET2 est une protéine impliquée dans
la régulation de la différenciation Thl et Th17, et dans la réparation de I’ADN.

Vpr semble également augmenter I'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 étre réalisée par linteraction de Vpr avec TET2, ce qui réduit
I'expression du facteur de restriction antiviral IFITM3, et une inhibition de I'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 a la réplication virale [102]. En
I'absence de Vif, les virions du VIH-1 ont une morphologie anormale [103] et ont une capacité trés
réduite a synthétiser I'ADN proviral aprés 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 I’ADN proviral (Figure 2-8) [105]. Cette
modification est accompagnée d’une réduction de la transcription inverse et de lintégration
[106,107]. L'échappement du VIH a cette réponse cellulaire est obtenu par I'action de Vif, qui est
associée a l'ubiquitin ligase E3. Cette interaction induit I'ubiquitinylation d’APOBEC3G et sa
dégradation par le protéasome [108].

Une deuxiéme fonction importante de Vif est son réle dans I'arrét du cycle cellulaire en phase G2/M
[109]. Cet arrét est consécutif a la dégradation par Vif de facteurs cellulaires. Ces facteurs cellulaires
ne sont pas définitivement identifiés. L’arrét du cycle cellulaire par Vif est dépendant du remodelage
du phosphoprotéome de la cellule hote [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 gene 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
hote, avec pour conséquence une augmentation du relargage des virions néo-formés, via son
association au systéme réticulum endoplasmique/Golgi [115]. La protéine Vpu interagit avec la
tetherin, protéine cellulaire qui interfere avec le relargage des virions néoformés. L’'interaction de
Vpu et tetherin entraine sa séquestration dans I'appareil de golgi [114].

Vpu cible également les peroxisomes, en réduisant I'expression des facteurs impliqués dans la
biogeneése, la division et la translocation de la machinerie peroxisomale [116]. Cette inhibition de
I'activité peroxisomale des cellules semblent induire une réduction de la production d’interférons
[117]. Vpu entraine, comme Vif et Vpr, une réduction de I'expression de I'IFNJ. Cette inhibition par
Vpu est consécutive a I'inhibition de NFkB. Vpu stabilise 1kB, et empéche la translocation nucléaire
de NFkB [118]. Par son action inhibitrice de I'expression de NFkB et de I'activité peroxisomale, Vpu
induit une réduction de la réponse antivirale cellulaire [119].

Les mutants du VIH-1 déficients en Vpu continuent a se répliquer dans les lignées de cellules T CD4+,
les lymphocytes T primaires et les macrophages, mais a un titre réduit en raison de I'accumulation
des virions dans les vésicules intracytoplasmiques [120]. Le VIH-2 et d'autres SIV que SIVcpz ne
possédent pas de gene 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
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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 a 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 héte (Figure 2-9). Toutes les cellules CD4-positives telles que les cellules T helper, les
macrophages, les cellules dendritiques et les cellules souches hématopoiétiques sont permissives au
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VIH. Les astrocytes sont également permissifs au VIH, de maniére indépendante du CD4 [121]. Pour
les cellules CD4+, apres l'attachement a la molécule CD4 via le domaine C4 de la gpl120, 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-a-dire le récepteur de chimiokine 5 (CCR5)
ou le récepteur de chimiokine 4 (CXCR4 ou fusine) a 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, gp4l, ce qui entraine une fusion,
éventuellement médiée par le corécepteur, entre le virus et la membrane de la cellule hote [17,127].

La fusion de I'enveloppe virale et de la membrane cellulaire entraine 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 I'ADN
proviral. L'intégrase insére ensuite de facon aléatoire le génome proviral dans le génome de la
cellule héte humaine. Cet ADN proviral sert de matrice pour la production de la descendance de
I'ARN viral et entraine I'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 entraine la production de molécules d'’ARNm. Celles-ci permettent la synthése de
nouvelles protéines virales et d'ARN génomique. L'ARN génomique est ensuite emballé dans des
virions qui bourgeonnent a 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 complete le cycle
de vie.

Le génome proviral peut également se répliquer en méme temps que le génome de la cellule hbte et
en faire partie pendant la division cellulaire mais cela reste un événement rare, qui participe a la
latence virale. Cependant, aprés 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 synthese de I'ARNm viral et de I'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 a infecter les lymphocytes T
CD4+ et les macrophages. En effet, c'est cette observation précoce qui a conduit a l'identification de
I'antigene de différenciation cellulaire CD4 comme récepteur pour I'entrée du VIH-1 dans les cellules
[131,132]. Le tropisme cellulaire est étroitement lié, mais probablement pas exclusivement, a la
capacité des différentes enveloppes du VIH-1 a se lier aux CD4 et aux récepteurs de chimiokines CC
ou CXC et a 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 |’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'antigeénes, telles que les cellules dendritiques et les cellules de Langerhans,
peuvent jouer un role 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 a I'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 a longue durée de
vie [136]. Ces cellules non activées hébergent le virus sous forme latente, permettant la persistance
a long terme de l'infection [137,138]. Cette infection latente repose sur une restriction de la
production de protéines virales et sur I'intégration de I’ADN proviral a ’'ADN génomique cellulaire
[139,140].

Les patients infectés par le VIH voient la maladie évoluer de différentes maniéres et a 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 a 10 ans sont considérés comme des
progresseurs lents [141]. lIs 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]. lls
représentent environ 5% des patients. Les patients présentant une réduction de la virémie a des
niveaux faibles sans traitement sont considérés comme contréleurs. Les patients présentant une
virémie indétectable sans traitement sont considérés comme controleurs 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+, a une fréquence variable selon le type. Bien que la fréquence des cellules infectées soit plus
faible pour les T naifs que pour les T mémoire centraux, un large réservoir compétent pour la
réplication a été trouvé dans les T naifs [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 réle de
réservoir important. Les lymphocytes Th1 infectés par le VIH participent, par leur prolifération, a la
persistance virale en maintenant le nombre de cellules contenant un provirus compétent pour la
réplication [146]. Les lymphocytes Th17 jouent également un role 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 I'établissement de la latence virale ne correspond
pas a une population homogene. La recherche d’un ou plusieurs marqueurs spécifiques des cellules
constituant le réservoir de latence virale a conduit a l'identification de plusieurs sous-populations
participant a ce réservoir [149].

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

"e" semblent héberger un nombre plus

de maniére latente. Les T mémoire quiescents CD4+ CD2
élevé de copies du génome viral que la population T CD4+ générale [150]. Ces lymphocytes T CD4+
cD2"e" peuvent, sous I'effet d’agents de réactivation, présenter une réactivation de la réplication
virale [150]. Le CD30 est un marqueur jouant un role 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 a

I"activité transcriptionnelle du VIH [152].

Le CD32a, récepteur Fc gamma lla, a été identifié comme surexprimé dans les cellules T CD4
infectées de maniere latente [150]. Il s’agit d’'un marqueur associé a I'activation des cellules T.
L'étude de cette sous-population CD32+ CD4+ a montré un enrichissement en ADN proviral par
rapport a 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 étre 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 a 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 I'ensemble des tissus et de I'extravasation des
monocytes sanguins vers les tissus [157,158].

L'importance de linfection des macrophages dans l'infection est liée a la progression vers un
tropisme macrophagique du virus au cours de I'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 I'infection par le VIH, elles permettent la survie du virus pendant une plus longue
période [159]. Les phénomenes 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 maniere 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 role 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 barriere
hémato-encéphalique par des monocytes CD14+ CD16+ infectés [166]. L’'infection des cellules gliales
est favorisée par la phosphorylation de SAMDH1, levant I'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 réle 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 a I'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 NFkB 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 contréle 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 controle des enzymes
de modification de la chromatine de I’h6te. La modification des histones impacte I'accessibilité des
LTR. Les HDACs 1 et 2 sont recrutées par NFkB 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 ’ADN induisent I'état de latence.

En plus des modifications de chromatine, des modifications de la méthylation de 'ADN au niveau
desilots CpG du promoteur viral participent a I'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 I’ADN, favorisant I'intégration dans des sites transcriptionnellement actifs [178,179].
Des modifications de la méthylation post-intégration modifient I’environnement de maniére a
induire I'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) a un état de latence (a) réversible. D’apres Churchill et al., 2014 [180].

2.10. Role d’Akt dans l'infection

La voie PI3K/AKT/mTOR est un acteur clé de la pathogenése du VIH-1 et est ciblée par plusieurs
protéines virales pour moduler I'entrée, la transcription/réactivation, la maturation et la propagation
virale, et pour favoriser I'échappement immunitaire.

La liaison de la protéine gp120 du VIH-1 a CXCR4 induit une activité PI3K, ce qui entraine |’activation
de la cofiline. L'actine corticale statique limite I'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 I'activation d’Akt. Cela réduit I'activation des caspases, permettant
I'inhibition de I"apoptose induite par gp120 [182]. Suite a I'activation d'Akt, couplée a l'induction de
miR-718, le schéma de phosphorylation des protéines riches en sérine impliquées dans la régulation
de la traduction est modifié. Un modele d'épissage alternatif des ARNm du VIH-1 est favorisé suite a
cette dérégulation, conduisant a une réduction de la réplication virale [183]. Ainsi, la modulation de
I'épissage par la voie PI3K/Akt semble essentielle pour |'établissement de |a latence.

La transcription et la réactivation du VIH-1 sont médiées par P-TEFb, qui est sous le contrble 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 a l'activation de la voie
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PI3K/Akt [184]. La transactivation des LTR du génome viral est sous le contrble de Tat. Cette
activation est médiée par la voie PI3K/Akt, parallelement a 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 a I'activation
d'Akt [186].

2.11. Traitements et stratégies thérapeutiques

2.11.1. Traitements

La réplication virale conduit a une dysfonction immunitaire, par la perte des lymphocytes T CD4+.
Cette évolution de la maladie peut étre interrompue par I'utilisation de traitements antirétroviraux,
utilisés de facon combinés. Les traitements peuvent étre 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 I'étape de transcription
inverse. Les inhibiteurs de I'intégrase ciblent I'étape d’intégration génomique. Les inhibiteurs de
protéase ciblent la production virale, les inhibiteurs de fusion ciblent I'entrée virale, comme les
antagonistes des corécepteurs [187]. Les traitements combinés appartiennent principalement aux
NRTI, NNRTI, inhibiteurs de I'intégrase et inhibiteurs de protéase. Ces traitements entraine une
diminution de la charge virale chez les patients, jusqu’a une virémie indétectable [188]. Depuis
I'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, I'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 a une moindre observance ou I'abandon du traitement [193] ce qui
entraine un rebond viral et une persistance de l'infection [194].

Parallelement 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 I'adhésion au traitement [196]. Ce
traitement nécessite, en particulier chez les femmes, une dose orale journaliere [197].
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Tableau 2-1 : Liste des traitements anti-VIH

Type de traitement

Classe de molécule

Cible

Traitement antiviral

Prophylaxie pré-exposition

Vaccins
Traitement épigénétique

Inhibiteur non-nucléosidique de
la transcriptase inverse
Inhibiteur nucléosidique de la
transcriptase inverse

Inhibiteur de protéase
Inhibiteur de l'intégrase
Inhibiteurs de la transcriptase
inverse

Inhibiteurs de I'intégrase
Vaccins ARNm

Inhibiteurs des HDACs
Inhibiteurs des HMT

Inhibiteurs de Tat

Trancriptase inverse
Trancriptase inverse

Protéase virale
Intégrase virale
Transcriptase inverse

Intégrase virale
Lymphocytes B
HDACs

HMT

Tat

2.11.2.

Limites des thérapies

Le phénomeéne de rebond viral est di a la présence de réservoirs du VIH, principalement dans les

cellules T CD4+ mémoire au repos infectées de maniére latente et dans les cellules myéloides telles

qgue les macrophages et la microglie, qui sont difficiles a cibler par les traitements antirétroviraux ou

les mécanismes effecteurs du systéeme immunitaire [198—200].

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

transcriptionnelle et réversible et sous le contréle des enzymes modificatrices de la chromatine de
I'nGte, notamment les désacétylases et les méthyltransférases [201]. Cela a ouvert la voie a
I'émergence de deux nouvelles approches thérapeutiques épigénétiques, a 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 modeles 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 I'apoptose induite par le virus ou de la mort cellulaire induite par
I'activation [127]. Dans cette stratégie, la thérapie antirétrovirale combinée (cART), chargée de tuer,
est associée a 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 NFkB 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 étre 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’empécher 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 controle épigénétique de
I'expression des génes viraux amplifie généralement la réactivation du VIH-1. Bien que cette
approche se heurte a plusieurs obstacles, dont celui de ne réactiver et éventuellement d'éliminer
gu'un petit sous-ensemble du génome latent du VIH, elle constitue cependant une approche qui
pourrait étre utilisée en paralléle a d'autres pour parvenir a 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

Agonistes de MAPK
Antagonistes de CCR5
Vaccin Tat

Mimétisme de SMAC

Inducteurs du
relargage de P-TEFb

Activateurs de la voie
Akt

Dérivés de
benzotriazole
Modificateurs
épigénétiques

LRA
immunomodulateurs

Prostratin Bryostatin-1 Ingenols: Ingenol-B, Ingenol
3,20-dibenzoate (Ingenol-db), ingenol-3-angelate
(ingenol mebutate, PEP005)

Procyanidin trimer C1

Maraviroc
Tat Oyi vaccine Tat-R5M4 protein

SBI-0637142 Birinapant

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

Disulfiram

1-hydroxybenzotriazol (HOBt)

Inhibiteurs d’HDAC: TSA, trapoxin, SAHA, romidepsin,
panobinostat, entinostat, givinostat, valproic acid,
MRK-1/11, AR-42, fimepinostat, chidamide
Inhibiteurs de HMT: chaetocin, EPZ-6438, GSK-343,
DZNEP, BIX-01294, UNC-0638

Inhibiteurs de DNMT: 5-AzaC, 5-AzadC

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)

Activation de
NFkB

Activation des
MAP Kinase
Activation de
NFkB
Activation du
LTR

Induction des
voies non-
canoniques de
NFxB
Relargage de P-
TEFb

Activation de la
voie Akt
Activation de
STATS
Inhibition des
HDAC

Suv39H1, G9a,
SMYD2
DNMT1, 3a, 3b

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 a la latence virale sont stabilisées par I'action
de régulateurs épigénétiques, associés a un blocage des activateurs du LTR. L'utilisation d’un
inhibiteur de Tat, la didehydro-cortistatin A (dCA) bloque la réactivation virale, en empéchant la
liaison de Tat avec I’ARN viral. Cela induit un blocage du recrutement des facteurs de transcription
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comme le P-TEFb [212]. Cette approche entraine I'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 I'activation des
cellules, incluant une activation des voies de signalisation NFkB, et des voies de survie cellulaire
[214]. Des inhibiteurs d’Akt pourraient favoriser I'état de latence et réduire également la viabilité
cellulaire, permettant la clairance cellulaire.

L'ajout d’agents de blocage aux traitements antirétroviraux pourrait étre particulierement 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].



3.Les Coronavirus

3.1. Caractéristiques des Coronavirus

Les coronavirus (CoV) constituent une famille tres diversifiée de virus a ARN simple brin positifs
enveloppés, appartenant au groupe IV de la classification de Baltimore. llIs infectent I'homme,
d'autres mammiféres et des espéces aviaires, y compris le bétail et les animaux de compagnie. Les
coronavirus ont été classés comme membres de I'ordre des Nidovirales. Ils appartiennent a 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 bétacoronavirus sont subdivisés en groupes A a 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 espéeces
mammiféres, les gammacoronavirus et les deltacoronavirus ont une gamme d'hétes plus large qui
inclut les espéeces aviaires. Les infections a coronavirus humaines et animales entrainent
principalement des maladies respiratoires et entériques [216,217].

Les coronavirus humains, tels que les alphacoronavirus HCoV-229E et HCoV-NL63 et le
bétacoronavirus du groupe A HCoV-HKU1 identifié plus récemment, circulent dans la population
humaine et n'induisent que des maladies |égéres des voies respiratoires supérieures chez les hotes
immunocompétents, bien que certains d'entre eux puissent provoquer des infections graves chez les
nourrissons, les jeunes enfants et les personnes agées [218,219]. En revanche, les bétacoronavirus
des groupes B et C qui sont apparus dans la population humaine au cours des 20 dernieres années,
sont hautement pathogenes. Cela inclut le coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-
CoV), le coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS-CoV) et le nouveau SARS-
CoV-2 responsable de la maladie a coronavirus 2019 (COVID-19). En infectant les cellules épithéliales
bronchiques, les pneumocytes et les cellules des voies respiratoires supérieures chez I'homme, les
infections a SARS-CoV, MERS-CoV et SARS-CoV-2 provoquent un syndrome respiratoire grave de
détresse respiratoire aigue chez I'homme, potentiellement mortel.

31
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Figure 3-1 : Structure de I’ARN génomique des Coronavirus. [23]

Subgenomic RNAs 4

Les coronavirus possedent les plus grands génomes d'ARN connus, d'une taille de 25,4 a 31,8 kb et
flanqués de régions non traduites 5' et 3’ qui contiennent des structures d'ARN secondaires
essentielles & la synthése de I'ARN. Le génome est un simple brin positif, coiffé et adénylé. A
I'extrémité 5', I'ARN génomique présente deux grands cadres de lecture ouverts (ORF ; ORFla et
ORF1b) qui occupent les deux tiers du génome (Figure 3-1). Les ORFla 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
I'ARN et une fonction de relecture de I'ARN nécessaire au maintien de l'intégrité du génome [220].
L'ordre des genes dans les ORF qui codent pour des protéines structurelles est a peu prés identique
chez toutes les espéces de coronavirus, a savoir : 5'-réplicase - spicule (S) - enveloppe (E) - protéine
membranaire (M) - nucléocapside (N)-3' . Chez les espéeces qui contiennent le gene HE, celui-ci se
trouve entre le gene de la réplicase et le gene de la protéine S. L’hémagglutinine-estérase (HE)
contribue a I'attachement du virion a 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 espéces et d'un virus a l'autre. On pense
principalement qu'elles contribuent a moduler les réponses de I'h6te a 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 I'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
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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 a 150 nm de diametre 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'agrége en triméres pour former les
peplomeres caractéristiques du virus, en forme de couronne. Certains membres des
bétacoronavirus, dont ['0OC43, contiennent également une protéine d'enveloppe plus courte,
appelée hémagglutinine estérase (HE). L'enveloppe virale est constellée d'un trimére de
glycoprotéine spike (S), d'un dimere d'hémagglutinine-esterase (HE), d'une protéine membranaire
(M) et d'une protéine d'enveloppe (E). Les coronavirus contiennent une grande nucléocapside
hélicoidale. On a observé que ces particules bourgeonnaient des membranes de |'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 a la surface de la
cellule qui représente le virus excrété dans des vésicules cytoplasmiques, plutot qu'un
bourgeonnement du virus a la membrane plasmique

3.3.1. Protéine Spike (S)

La protéine S est une grande glycoprotéine de surface de 150 kDa, assemblée en trimeres et formant
les projections caractéristiques des coronavirus. Son extrémité amino est tournée vers |'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 I'hGte 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 a I'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 a la
pathogenese de linfection. La protéine spike suscite également des réponses anticorps
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neutralisantes. Les mutations de cette protéine impactent fortement le tropisme et I'infectivité des
virus, donnant lieu a I'apparition de variants pouvant avoir des capacités de transmission et une
|étalité tres différentes.

3.3.2. Glycoprotéine hémagglutinine estérase HE

La glycoprotéine HE n’est présente qu’a la surface de certains bétacoronavirus. Elle est présente
sous forme de dimeéres a la surface de I'enveloppe virale. Sa fonction estérase semble jouer un réle
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 a 35 kDa a trois domaines transmembranaires de |I'enveloppe virale [233]. Elle joue
un réle clé dans I'assemblage du virion, interagissant avec toutes les autres protéines structurelles
majeures [223]. Sa liaison a la protéine N stabilise la nucléocapside et son interaction avec la
protéine E constitue I'enveloppe virale, définissant ainsi sa forme. Elle joue également un réle dans
la réponse de I’'hdte au virus, en activant les voies de signalisation NFkB et IFNJ [234].

3.3.4. Protéine de I'enveloppe E

La protéine E est une protéine faiblement représentée également présente dans I'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 a l'intérieur de la cellule infectée, mais seule une petite partie est
incorporée dans l'enveloppe du virion [235]. Elle possede un domaine hydrophobe et une queue
cytoplasmique chargée [235]. Son absence dans les coronavirus recombinants réduit
significativement leur capacité de réplication. Elle joue un réle 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 a 60 kDa, qui se lie a I'ARN a brin
positif du virus et le stabilise. Elle est hautement conservée entre les espéces de coronavirus [238].
Par la formation du complexe ARN-nucléoprotéine, elle forme la nucléocapside [239]. Elle régule
également la réplication et la transcription de I'ARN viral. Elle inhibe plusieurs fonctions cellulaires,
notamment le métabolisme et le cycle cellulaire, par I'inhibition de CDK4 [240]. Elle est nécessaire a
la formation de virions complets infectieux [241,242].

3.3.6. Protéines non structurales nsp

Le cadre de lecture ouvert 1la/b (ORFla/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 réles 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 Fonction
structurale (nsp)

nsp 1 Favorise la dégradation de I'ARNm cellulaire et bloque la traduction de la cellule
hote, ce qui entraine le blocage de la réponse immunitaire innée.

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

nsp 3 Grosse protéine transmembranaire a plusieurs domaines, ses activités incluent :
- Domaines Ubl1 et Ac, interagissent avec la protéine N
- Activité ADRP, favorise I'expression des cytokines
- Domaine PLPro/Deubiquitinase, clive la polyprotéine virale et bloque la
réponse immunitaire innée de I'hote.
- 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 I'ARN polymérase.

nsp 8 Forme un complexe hexadécamérique avec nsp7, peut agir comme pince de
processivité pour I'ARN polymérase ; peut agir comme primase

nsp 9 Protéine phosphatase de liaison a I'ARN

nsp 10 Cofacteur pour nsp16 et nsp14, forme un hétérodimeére avec les deux et stimule
I'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, I'activité d'ExoN est importante pour la relecture du génome viral
nsp 15 Endoribonucléase virale, NendoU

nsp 16 2’-0O-MT ; protege I'ARN viral de la reconnaissance de MDA5

Contrairement aux autres virus a ARN, qui ne disposent pas de mécanismes de relecture permettant
de corriger les mutations survenant au cours de la réplication de I'ARN, la protéine nspl4 des
coronavirus assure une activité de relecture [244].
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3.3.7. Protéines accessoires

Les coronavirus possedent un certain nombre de protéines accessoires, dont certaines ne sont pas
nécessaires a la réplication virale in vitro mais sont importantes in vivo. Certaines d'entre elles, par
exemple, I'ORF6, I'ORF3b et I'ORF4a, sont des antagonistes de l'interféron et favorisent
I’échappement aux réponses immunitaires innées de I'h6te [222,245].

3.4. Cycle de vie des coronavirus

Coronavirus ——— *

Vésicules lisses

ARN génomique (+)
Appareil

Matrice de brin négatif (-) de Golgi

ARNmM (+)

ARN génomique (+)

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

Les premiéres 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 : I'aminopeptidase N humaine (APN) est ciblée par le HCoV-
229E; I'enzyme de conversion de I'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 a la
liaison de co-récepteurs [221,232]. L'entrée virale est sous le contrdle 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 a 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 héte lors de I'entrée
marque le début d'un programme complexe d'expression des génes 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



3.4 - CYCLE DE VIE DES CORONAVIRUS 37

traduction des ORFla et ORF1b a partir de I'ARN génomique produit deux polyprotéines, ppla et
pplab, respectivement. Seize protéines non structurales sont libérées de maniéere co-traductionnelle
et post-traductionnelle lors du clivage protéolytique par deux protéases a cystéine qui sont situées
dans nsp3 (protéase de type papaine ; PLpro) et nsp5 (protéase de type chymotrypsine, 3CLpro ou
Mpro).

Nspl, dont la libération est rapide, cible la machinerie de traduction de la cellule héte [251]. Les
nsp2 a 16 composent le complexe de réplication et de transcription viral (RTC) (Figure 3-4). Les
nspl2 a 16 contiennent les fonctions enzymatiques essentielles a la syntheése, la correction et Ia
modification de I'ARN [222,252]. La nsp 12 possede une fonction ARN polymérase ARN dépendante
et, a I'aide des cofacteurs nsp7 et nsp8, est responsable de la synthése d’ARN [222,252,253]. La
nspld posseéde une fonction unique dans les virus a ARN de relecture, par son activité 3'-5’
exonucléase [254]. Les nspl13, 14 et 16 participent a la machinerie de coiffage pour la modification
de ’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, I'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 I’ARN génomique. Cette
nucléocapside est incorporée au virion par I'interaction avec les protéines M, dont I'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 I’ho6te.

Le cycle de vie d'un coronavirus intracellulaire repose invariablement sur des interactions
moléculaires critiques avec les protéines de I'h6te, qui sont modifiées pour répondre aux besoins du
virus. Il s'agit notamment des facteurs de I'hote nécessaires a I'entrée du virus (comme le récepteur
d'entrée et les protéases de la cellule hote), des facteurs nécessaires a la synthese de I'ARN viral et a
|'assemblage du virus (comme les composants du RE et du Golgi et les voies de trafic vésiculaire
associées) et des facteurs nécessaires a 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-h6te sont multiformes et comprennent des stratégies visant a cacher les motifs
moléculaires associés aux pathogeénes viraux [261,262]. Le complexe viral de réplication et de
transcription des coronavirus contribue également a I'évasion immunitaire innée par le biais de
plusieurs fonctions codées par les nsp. Il s'agit notamment de I'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 I'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
a des réponses immunitaires déréglées et a des immunopathologies [269,270]. Par conséquent,
I'augmentation des réponses pro-inflammatoires aberrantes et l'infiltration de cellules immunitaires
dans les poumons provoquent des lésions tissulaires et contribuent a la manifestation clinique du
SRAS [270].

De méme, les réponses de I'hote, telles que I'expression des cytokines, qui sont connues pour étre a
I'origine de l'inflammation et des immunopathologies, sont considérablement affectées par
I'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 a l'utilisation de modulateurs immunitaires pour inhiber les réponses immunitaires
pathogénes 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 linfection par le SARS-CoV-2 entraine
I'apparition de fievre et d’hypoxémie, nécessitant [’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 glucocorticoide, 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’IFNB semble également réduire les symptoOmes 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 a la phase inflammatoire, une coagulopathie, consécutive a un trouble systémique de la
coagulation, semble impliquée dans les troubles pulmonaires [282]. Cette coagulopathie est
caractérisée par une augmentation du taux plasmatique de I'inhibiteur d’activateur de plasminogéne
1 (PAI-1) [283]. L'utilisation des traitements anticoagulants, tel I’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, I’hydroxychloroquine et le lopinavir ont fait I'objet de
plusieurs essais cliniques, qui ont montré I'absence d’effet significatif [285,286]. Le favipiravir, un
inhibiteur de I’ARN polymérase, et I'umifenovir, un inhibiteur de la liaison Spike/ACE2, ont fait I'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 I'objet de plusieurs essais
cliniques [287,288]. Un essai clinique, testant le remdesivir et trois autres traitements, a montré
I'absence d’efficacité in vivo [289]. L'utilisation de statines et d’inhibiteurs du récepteur de
I'angiotensine font également I'objet de tests. Bien que ces traitements entrainent I'augmentation
de l'expression d’ACE2, l'inhibition de Il'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 Endocytose/inhibition de la fusion des Amélioration insuffisante

hydrochloride membranes dans l'infection modérée

Ribavirin ARN polymerase/inhibition Faible effet sur la mortalité

Remdesivir ARN polymerase/inhibition

Favipiravir ARN polymerase/inhibition Faible amélioration dans
I'infection modérée

Sofosbuvir ARN polymerase/inhibition Faible effet sur la mortalité

Ritonavir Proteases/inhibition Pas d’effet sur les formes
séveres

Lopinavir Proteases/inhibition Pas d’effet sur les formes
séveres

Nelfinavir Proteases/inhibition Essai clinique en cours

Dolutegravir Proteases/inhibition Pas d’effet sur la mortalité

Nafamostat TMPRSS2/inhibition Pas d’effets significatifs

mesylate

Camostat mesylate TMPRSS2/inhibition
Chloroquine Augmentation du pH dans le
Hydroxychloroquine compartiment endosomal
Azithromycin Augmentation du pH dans le
compartiment endosomal
/immunomodulation

Pas d’effets significatifs
Pas d’effets significatifs

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 I'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 tres rapidement suite a 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 a ARNm, premiers vaccins de ce type a
étre déployés a grande échelle [293].

Malgré le déploiement de stratégies vaccinales contre le SARS-CoV-2, I'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 a une approche
symptomatique, sont limités. La nécessité de trouver de nouveaux traitements antiviraux,
spécifiques des coronavirus, requiere 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
I’infection par le VIH

4.1. Voies de signalisation du TNF et des récepteurs TNF dans
I'infection par le VIH

Le TNF est produit par de nombreuses cellules en réponse notamment a l'inflammation ou a
I'infection. Le TNF se lie a deux récepteurs membranaires TNFR1 et TNFR2. La forme liée a 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 I'expression des
facteurs de croissance et de réponse au stress, ainsi que I'augmentation de la prolifération cellulaire,
par une cascade de kinases cellulaires. L’activation du TNFR2 entraine une augmentation de
I’expression des cytokines pro-inflammatoires, transmise par la prosphorylation d’lxB. Le TNF induit
I"activation de plusieurs voies de signalisation moléculaires, incluant les voies du NFkB, de JNK et des
MAP Kinases p38 [295,296].

Le TNF entraine une inhibition de I’entrée du VIH dans les cellules permissives. Cette inhibition est
principalement liée a la baisse de CCR5 a la surface cellulaire, suite a la stimulation des cellules par le
TNF [297,298]. Le TNF entraine également une activation de NFkB et favorise la sécrétion de facteur
de suppression du VIH, en particulier les protéines pro-inflammatoires des macrophages MIP-1a,
MIP-13 et RANTES, qui inhibent I’'entrée virale par inhibition de I’expression de CCR5 a la surface
cellulaire [299-301]. L’activation des voies du TNF entraine une augmentation de |’activation de
NFkB, 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 maniére 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 a 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-1a et MIP-1f. Nef entraine également une augmentation de la production
de TNF [305]. Elle induit aussi, par modification du transport endosomal de I'enzyme de conversion
du TNF, I'augmentation de la forme soluble du TNF [306].

La protéine virale Tat entraine I'activation des voies de signalisation NFkB, JNK, p38 et ERK1/2, d’'une
maniére similaire au TNF. L’activation de la voie de signalisation TRF4, consécutive a la stimulation
par Tat, entraine une augmentation de la production de TNF [307]. Tat entraine également
I'activation de PKC, des MAP kinases et de NFkB, par I'interaction avec MyD88 et TRIF [308].
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La liaison du récepteur CD4 avec la protéine virale gp120 entraine I'activation des voies de
signalisation PI3K et MAPK, ce qui conduit a une augmentation de la production de TNF, en plus de la
production d’IL-6, IL-10 et interféron y.

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 a tous les stades de
I'infection par le VIH, en paralléle de I'activation immunitaire. L'utilisation d’inhibiteurs du TNF, en
plus des thérapies antivirales, pourrait permettre de réduire I'activation immunitaire chronique.
Plusieurs inhibiteurs du TNF (thalidomide, etanercept, infliximab, adalimumab) ont montré une
réduction des niveaux de TNF plasmatique et une diminution des symptomes de I'infection. Bien
gu’une augmentation du nombre d’infections opportunistes soit habituellement observée sous
traitement anti-TNF, '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 a partir de cellules infectées de maniere
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 I'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, I'inhibition du TNF pourrait permettre de réduire la réactivation du VIH, en bloquant
notamment les voies de signalisation NFkB, MAPK et p38. Associés a des inhibiteurs d’autres voies
de signalisation impliquées, cela pourrait participer a 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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Abstract: Several cellular functions such as apoptosis, cellular proliferation, inflammation, and
immune regulation involve the tumor necrosis factor-a (TNF)/TNF receptor (TNFR) pathway.
Human immunodeficiency virus 1 (HIV-1) interacts with the TNF /TNFR pathway. The activation of
the TNF/TNFR pathway impacts HIV-1 replication, and the TNF/TNFR pathway is the target of
HIV-1 proteins. A hallmark of HIV-1 infection is immune activation and inflammation with increased
levels of TNF in the plasma and the tissues. Therefore, the control of the TNF/ TNFR pathway by new
therapeutic approaches could participate in the control of immune activation and impact both viral
replication and viral persistence. In this review, we will describe the intricate interplay between HIV-1
proteins and TNF/TNEFR signaling and how TNF/TNFR activation modulates HIV-1 replication and
discuss new therapeutic approaches, especially anti-TNF therapy, that could control this pathway
and ultimately favor the clearance of infected cells to cure HIV-infected patients.

Keywords: TNF; TNF receptor; HIV-1; reservoirs; immune activation; anti-TNF therapy

1. Introduction

Tumor necrosis factor-a (TNF) was first described as a glycoprotein induced in response to
endotoxin (the old name of which was cachectin) and has the capacity to kill tumor cells [1]. Then,
TNF was shown to be a T helper type 1 (Thl) cytokine produced by several cell types, including
monocytes /macrophages and T-cells, and to be involved in proinflammatory responses like interleukin
(IL)-1p and IL-6 [2]. TNF exerts its effects by binding as a trimer to two cell membrane TNF receptors
(TNFRs), TNFR1 (55-kDa) and TNFR2 (75 kDa) [2]. In concert with chemokines, TNF and TNFRs are
involved in the regulation of inflammatory processes like arthritis, of infectious diseases including
HIV infection, and of malignancies, since chronic inflammation has been recognized to play a major
role in carcinogenesis [3-5]. TNF was first recognized at the protein level, followed by identification
of its cDNA sequence [4,6,7]. TNFRs are composed of an extracellular domain common to all TNFR
superfamily members, a typical cysteine rich motif, and intracellular domains with distinct motifs,
allowing the accomplishment of various intracellular functions [8,9]. Death receptors are members
of the TNFR superfamily characterized by a cytoplasmic region, the death domain, that enables the
receptors to trigger pro-death signals within the cell [4]. TNFR1 possesses a death domain, and TNFR2
lacks one. This allows TNF to deliver distinct intracellular signals after binding to its receptors. We will
discuss in this review how the binding of TNF to its receptors modulates the cellular activation, the
interaction between human immunodeficiency virus 1 (HIV-1) proteins, and TNF/TNEFR signaling,
and the role of TNF/TNFRs in the modulation of the viral life cycle. In addition, we will address the
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impact of the TNF/TNFR pathway on the immune activation and the formation of viral reservoirs
during the course of HIV-1 infection. The opportunity to modulate the TNF effect and the TNFR
pathway by anti-TNF therapy and /or to stimulate viral reactivation by TNF or TNF inducers to purge
the HIV-1 reservoir will be discussed.

2. TNF/TNER Signaling

Many cell types, especially immune cells, produce TNF in response to pathological conditions such
as inflammation and infection, including: activated macrophages and T lymphocytes, natural killer
(NK) cells, mast cells, and fibroblasts [4,8]. A membrane protein belonging to the ADAM (a disintegrin
and metalloproteinase) family, the TNF-« converting enzyme (TACE) cleaves various membrane
proteins including the TNF precursor, a 25 kDa plasma bound protein, into a 17 kDa soluble TNF
form [10]. In their trimeric configuration, both membrane-bound and soluble TNF forms are functional
when binding to their receptors. Although both TNF forms can bind to each of the two receptors, they
display a dichotomic effect. The plasma membrane associated with 25 kDa TNF binds preferentially
to the TNFR2, whereas the soluble 17 kDa TNF interacts with TNFR1 with high specificity [11,12].
Several intracellular pathways are triggered by TNF binding to its receptors, including the modulation
of the apoptotic pathway, NF-«B stimulation, and the activation of p38 mitogen-activated protein
kinases (MAPK), extracellular signal-regulated kinase (ERK), and c-Jun N-terminal kinase (JNK) [4,8]
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Figure 1. Tumor necrosis factor-oc (TNF)/TNF receptor (TNFR)-mediated cell signaling. The binding of
TNF to TNFRs leads to the recruitment of adaptor proteins—TNFR-associated death domain (TRADD),
Fas-Associated death domain (FADD), TNF receptor associated factor (TRAF), and receptor interacting
protein (RIP)—that activates several signaling cascades leading to the activation of transcription factors
(NF-xB, AP-1 among others) and/or caspase cascades. COX-2: cyclooxygenase-2; FADD: Fas-associated
death domain; GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IkB: NF-xB inhibitor;
IKK: IkB kinase; II: Interleukin; NFxB: Nuclear factor-xB; TACE: TNF-a converting enzyme; TRAF2:
TNFR-associated factor 2; TRADD: TNFR-associated death domain.



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 »

Viruses 2017, 9, 64 30f17

A 34 kDa adapter protein called TNFR-associated death domain (TRADD) interacts with the
cytoplasmic death domain of TNFR1 through its own death domain in response to the binding of TNF
to TNFR1 [13] (Figure 1). Further, a Fas-Associated death domain protein (FADD) binds to TRADD
and activates apoptosis via the caspase cascade [14] (Figure 1). On the other hand, the sequential
recruitment of receptor interacting protein (RIP), transforming growth factor (TGF)-B-activated kinase 1
(TAK1), and IxB kinase (IKK) by the TNF receptor associated factor 2 (TRAF2) forms a complex that
interacts with TRADD [8,15,16]. The phosphorylation of IkB by IKK and its subsequent degradation in
the proteasome leads to NF-xB translocation into the nucleus, where it binds to the promoters of genes
involved in inflammation, such as TNF, IL-6, IL-8, IL-18, chemokines, and cyclooxygenase-2 (COX-2)
genes [4,8,15,17] (Figure 1). In addition to stress and growth factors, cellular proliferation can be
triggered by TNF binding to TNFR], followed by activation of the following axis; TRADD, TRAF2-RIP,
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1(MEKK1), mitogen-activated protein kinase kinase 7
(MKK?), and JNK, ultimately leading to the activation of the AP-1 transcription factor [4,8,18] (Figure 1).
Although TNFR2 lacks a death domain, it interacts with TRAF2 and can activate the transcription
factors NF-xB and AP-1 (Figure 1). Cell proliferation and survival, activation of regulatory T-cells, and
the induction of granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) secretion can be elicited
through TNF/TNFR2 signaling [19-21].

3. TNF/TNFRs and HIV-1 Entry

The role of TNF in HIV-1 entry has been extensively described, especially in primary human
macrophages (Figure 1) [22]. In vitro, the primary macrophages infected by HIV-1 or treated with HIV-1
envelope protein gp120 release TNF in culture supernatants [23]. A delayed detection of HIV DNA
long terminal repeat (LTR) up to 72 h has been observed in macrophages pre-treated by TNF parallel
to the downregulation of the CD4 receptor [22-26]. Therefore, one explanation for the inhibition
of HIV entry into permissive cells by TNF might be the down regulation of the expression of the
HIV CD4 receptor and the C—C chemokine receptor type 5 (CCR5) coreceptor on the cell surface [24].
In fact, CCR5 downregulation on the cell surface results from the secretion of GM-CSF following the
stimulation of macrophages with TNF, which will ultimately result in the inhibition of the entry of
CCR5-dependent HIV-1 strains [25]. In addition, the binding of TNF to TNFR2 activates NF-«xB and
favors enhanced secretion of HIV suppressive factors, such as macrophage inflammatory protein-1a
(MIP-1ex), MIP-1pB, and regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted (RANTES).
These factors also downregulate CCR5 on the cell surface [27-31], indicating that the TNF inhibition of
HIV entry is mediated through TNFR2 but not TNFR1. However, the inhibition of viral entry is not
related to the CD4 downregulation in macrophages. Both surface and total CD4 are downregulated in
macrophages at the level of transcription after TNF pretreatment for one to five days [23,24]. However,
after TNF pretreatment for 2 h, a 75% decrease in virus entry is observed, although the levels of surface
CD4 expression are not yet modified. In addition, the surface CD4 downregulation in TNF-treated
macrophages is mediated through TNFR1 but not through TNFR2 [22-24,26]. Therefore, the inhibition
of HIV-1 entry into macrophages by TNF is mediated through the TNF-R2 but not through TNF-R1
and is independent of the modulation of surface CD4 expression. Altogether, the downregulation of
the CCR5 co-receptor is the main mechanism that inhibits HIV entry into macrophages treated with
TNF and is not related to the downregulation of the CD4 receptor. However, we cannot exclude that
the inhibition of the HIV-1 entry into macrophages could also result from post-binding steps, which
have still to be identified.

4. TNF/TNER Signaling in HIV-1 Infection

Several intracellular signaling pathways, including NF-xB, JNK, and p38 MAP kinase pathways,
are triggered by TNF (Figure 1) [32]. Diverse cellular functions are regulated by the members of the
p38 family, consisting of p38«, p38f, p38y, and p385, through the phosphorylation of transcription
factors such as activator protein 1 (AP-1), activating transcription factor 2 (ATF-2), and cAMP response
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element binding protein(CREB) [33]. The first isoform discovered for its role in endotoxin-induced
inflammatory response and osmotic shock is p38« [33,34]. Independent or synergistic activation of
NF-xB and p38 by TNF can be observed [35,36]. Specific signaling pathways leading to the activation of
either pro-survival mediators or effectors of cell death can be observed in response to TNF stimulation.
By binding to TNFR, TNF activates NF-xB, which promotes cell survival, JNKs, and caspases, which
favor cell death. Therefore, an exquisite crosstalk between the two pathways will decide the cellular
fate [37]. In addition, in HIV-1 infected cells, TNF stimulation will favor the binding of p65/p50 NF-«xB
and AP-1 complexes to their respective transcription factor binding sites present in the HIV-1 long
terminal repeat (LTR) promoter. Thus, TNF-mediated translocation of NF-«B to the nucleus, followed
by LTR stimulation, fuels HIV-1 production in chronically infected T-cell lines and promonocytic
cell lines, such as the ACH2 and Ul cell lines, respectively [38—42]. Although TNF could be a major
driver of HIV-1 transcription early in the disease, later on, during the progression of the disease, a T
helper Th1/Th2 shift has been described [43]. Since Th2 cytokines are mostly immunosuppressive
with decreased levels of TNF production at advanced stages of the disease, HIV-1 replication could be
sustained by the production of some HIV proteins that mimic TNF activity. We and others reported
previously that several HIV-1 proteins, especially viral protein R (Vpr), trans-activator of transcription
(Tat), negative regulatory factor (Nef), and envelope glycoprotein gp120, activate signaling pathways
that are also triggered by TNF, especially in macrophages (Reviewed in [44]) (Figure 2).

20120

r HIV Transcription

Figure 2. The TNF/TNFR pathway is targeted by human immunodeficiency virus 1 (HIV-1) proteins.
HIV-1 proteins viral protein R (Vpr), trans-activator of transcription (Tat), negative regulatory factor
(Nef), and envelope glycoprotein gp120 interfere with the TNF/TNFR pathway to enhance HIV
transcription in infected cells.

5. HIV Proteins Interaction with TNFR and Downstream Signaling Pathways

Vpr encodes a 96-amino acid, 14 kDa protein, which is conserved among HIV-1, HIV-2, and simian
immunodeficiency virus. Multiple cellular functions are targeted by Vpr, including the induction of
cell cycle arrest in the G2 phase, transactivation of the LTR promoter, nuclear import of preintegration
complexes, and modulation of apoptosis. Both pro- and anti-apoptotic roles of Vpr have been described.
Vpr triggers apoptosis in infected T-cells through activation of caspases 3/7, 8, and 9 [45,46] and by
blocking NF-«B activation in myeloid cells [47]. In contrast, Vpr expression in the Jurkat cell line has
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been reported to enhance resistance to TNF-induced apoptosis [48]. In addition to these functions, Vpr
triggers the mitochondrial dysfunction [49,50]. Vpr is critical for HIV replication in non-dividing cells,
e.g., macrophages [44], butis not required for replication in T-cells. Like TNE recombinant Vpr activates
NF-xB, AP-1, and JNK in primary macrophages and monocytoid U937 cells, resulting in the stimulation
of HIV-1 LTR and the subsequent enhancement of viral replication [44,51]. Vpr-dependent activation of
NF-«B has also been reported in primary T-cells [52]. In addition, HIV production is increased by Vpr
through toll-like receptor 4 (TLR4) and IL-6 secretion [50]. Recently, Vpr has been reported to enhance
TNF production by HIV-1-infected T-cells, implicating the cellular proteins TAK1 and damage-specific
DNA binding protein 1 (DDB1) in this phenomenon [53]. TNF produced by infected cells activates
NF-xB in bystander cells and favors viral reactivation from the HIV-1 reservoir [53]. Also, enhanced
stimulation of HIV-1 LTR results from a synergistic effect of Vpr and Tat [54]. A few reports indicate
that in some cases Vpr can inhibit NF-«B activation. For example, the inhibition of NF-xB mediated
gene expression results from a synergistic action of Vpr and glucocorticoid receptors via a pathway
involving the suppressor of poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)-1 nuclear trafficking in response to
TNF [47 55]. Thus, the respective roles of Vpr and TNF on cellular functions and HIV-1 replication are
complex and depend on the cell type involved.

A close interplay between TNF and HIV-1 Nef is present throughout the progression of the
disease [56]. The multifunctional 27kDa myristoylated Nef protein triggers NF-xB activation in
macrophages and monocytoid U937 cells, favoring the HIV LTR activation in vitro [57,58], and
the transcription of several genes coding for proinflammatory cytokines and chemokines such as
TNF, IL-6, MIP-1«, and MIP-1§ [59-61]. The phosphorylation of several key-signaling molecules,
including o/ B subunits of IkB kinase, ERK1/2, JNK, and p38, is triggered in macrophages treated with
recombinant Nef in vitro [60]. Moreover, Nef and TNF synergistically stimulate the HIV-1 replication in
monocytic cells and primary macrophages [62], and Nef directly interacts with several TRAF proteins
(TRAF2, TRAF5, TRAF6) to enhance the HIV-1 replication in macrophages [63]. In addition to a
plasma membrane(PM)-associated TNF shedding, the secretion of vesicular TNF endosomes has been
recently described as an alternative TNF secretion mechanism, where Nef-mediated routing of the TNF
alpha-converting enzyme (TACE) ADAM17 into Rab4+ early endosomes and the Rab27+ secretory
pathway leads to intracellular proTNF cleavage and secretion of vesicular TNF endosomes [64]. For the
vesicular TNF endosomal trafficking of disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein
17 (ADAM17), neurogenic locus notch homolog protein 1 (Notchl) is required [64]. In fact, in exosomes
released from cells infected with viruses other than HIV, the presence of viral components has been
reported including, among others, components of Epstein-Barr virus, cytomegalovirus, herpes simplex
virus, and hepatitis C virus [65]. Although the role of vesicular TNF has been less studied so far
than its soluble TNF counterpart, Tell activation, viral replication, and viral reactivation from HIV
reservoir are enhanced by exosomes of HIV-1-infected cells through a Nef- and TNF-dependent
mechanism [66,67]. In addition, exosomes from HIV-1-infected cells containing trans-activation
response (TAR) RNA stimulate the production of TNF in primary macrophages [68]. Finally, exposure
to Nef-containing exosomes released from transfected T-cell lines increases CD4+ T-cell apoptosis [57].

The HIV-1 Tat protein is critical for the elongation process during viral transcription, but also
activates NF-«xB, JNK, p38, and ERK1/2 pathways and thereby could mimic the effect of TNF on
cellular gene expression [44,69] (Figure 2). Both MyD88 and TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon-B (TRIF) axes recruit the TLR4 pathway, following stimulation by Tat, and lead to the
activation of protein kinase C beta2 isoform, MAP kinase, and NF-«B, thus resulting in enhanced TNF
production in monocytes [70].

The production of TNE but also of IL-6, IL-10, and interferon y, has been reported after the
interaction of gp120 with CD4 (Reviewed in [71]). The production of TNF is triggered by gp120 in
peripheral blood mononuclear cells isolated from HIV-1 infected patients [72-74], in macrophages
treated with gp120in vitro [75], and in animal models [76]. The PI3K and MAPK pathways are involved
in the increase of TNF production, which is triggered by HIV gp120 [75,77]. In HIV-infected patients,
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a positive correlation between the levels of gp120 and the expression profiles of proinflammatory
cytokines, including TNFE has been reported [78].

The interaction between macrophage-membrane bound TNF and TNFR2 present on CD8+ Tcells
triggers CD8+ T-cell apoptosis [79]. Chronic inflammation in HIV-1 infection is characterized
by the detection of soluble markers of immune activation, including, among others, neopterin,
B2 microglobulin, soluble CD30, TNF, and the soluble TNFR2 (sTNFR2) [80]. In symptomatic
HIV-infected patients, increased TNF levels are detected in the serum, and elevated levels of sSTNFR2
are predictive of disease progression [81].

6. Anti-TNF Medications

In several chronic inflammatory diseases, such as rheumatoid arthritis, ankylosing spondylitis,
juvenile arthritis, psoriatic arthritis, Crohn’s disease, and ulcerative colitis, the blockade of TNF
signaling is commonly used. Thus, medications such as antibodies or receptors, which target the
TNEF/TNFR pathway for treating various inflammatory diseases, are now in preclinical or clinical
phases of development [82,83]. In 1998, the human/murine chimeric antibody, infliximab, was
approved. It binds with high affinity to both the soluble and the membrane-bound TNF. It was
then followed by etanercept, a TNFR2-fragment cristallizable region (Fc) fusion protein, that acts
like a decoy to block TNF [84]. In 2002 and 2009, the fully human antibodies adalimumab and
golimumab, which bind to TNF, were approved. Moreover, certolizumab pegol was approved in 2008.
This anti-TNF monoclonal antibody contains a PEGylated Fab fragment, which targets TNF, with the
advantage of being administrated to pregnant women. Thus, pregnant women with autoimmune
diseases and in need of anti-TNF therapy can be treated with certolizumab pegol, since polyethylene
glycol does not cross the placenta [85]. Additionally, the cells involved in inflammation could be
lysed by adalimumab and infliximab, since both medications trigger apoptosis and cell cycle arrest
in transmembrane TNF-expressing Jurkat T-cells. This could result in immune suppression, thus
improving the course of inflammatory diseases, such as Crohn’s disease, but with a risk of reactivation
of latent tuberculosis in infected patients [82]. This negative effect can be prevented by appropriate
screening, and HIV-infected patients should be adequately vaccinated when possible and closely
monitored for early signs of infection. When serious infections occur, withdrawal of anti-TNF therapy
may be necessary until the infection has been identified and properly treated.

7. Anti-TNF Therapy and Control of Immune Activation in HIV-1 Infection

Atall stages of HIV-1 infection, increased amounts of TNF can be detected either in the plasma
or in the tissues [38,86,87]. Even in combination antiretroviral therapy (cART) treated patients
with undetectable viremia, immune activation is still present along with increased levels of plasma
TNF [88-91]. In HIV-infected patients, the increased viral replication and depletion of CD4+ T-cells
could result from enhanced TNF expression [92,93]. In addition, TNF impairs CD4+ T-cell-mediated
immunological control in chronic viral infection [94]. Therefore, in addition to the inhibition of viral
replication by cART, new therapeutic approaches, which control TNF production, could be helpful to
curtail immune activation in HIV-infected patients. Thus, increased levels of TNF in HIV infection
could be counteracted by anti-TNF therapy (Figure 3A).

Moreover, the release of soluble TNF receptors (STNFR1 and sTNFR2), following the
membrane-bound TNFR shedding by proteolytic cleavage, can compete with the membrane-bound
TNEFRs for binding to TNE thus inhibiting its activity. In addition, the cells could be transiently
desensitized to TNF action, due to the decrease in the number of membrane receptor molecules as
a result of receptor shedding [95-97]. Nevertheless, to modulate HIV disease, TNF blocking agents
and/or TNF inhibitor therapy could be useful, since HIV infection is characterized by immune
activation and inflammation [98]. Several years ago the use of thalidomide, a TNF inhibitor, was
suggested to reduce the serum TNF level and to control the viral load [99,100]. The transcription and
biosynthesis of TNF is blocked by LMP-420—(2-amino-6-chloro-9-[5(dihydroxyboryl)-pentyl] purine—,
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a purine nucleoside analog, which inhibits the replication of HIV-1 [101]. A considerable argumentin
favor of the use of anti-TNF therapy in HIV-1 infected patients is the safety of its use, since no increase
in the mortality rate has been observed [102]. Furthermore, reports showed that HIV-1 symptoms
are improved in treated patients, even if anti-TNF therapy could favor the immunosuppressive
status of the patients and thereby increase the risk of opportunistic infections [103]. Anti-TNF
therapy (etanercept, infliximab, adalimumab) has been shown to be well-tolerated in HIV-infected
patients, with no enhancement of the rate of opportunistic infections, unless they had uncontrolled
HIV replication [104-108]. Anti-TNF therapy may be helpful for the treatment of autoimmune
diseases, without enhancing the plasma viremia in patients whose HIV disease is under control
by cART [103,109,110].
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Figure 3. Potential TNF-based therapies to control HIV-1 infection. (A) Anti-TNF therapy against
immune activation. Anti-TNF therapy limits immune activation triggered by HIV-1 infection. (B) TNF
stimulation to enhance viral reactivation: the ‘shock and kill” strategy. During HIV-1 latency, nuc-1
nucleosome is hypoacetylated. Coup-TFl interacting protein 2 (CTIP-2) interacts with Sp1, switching
nuc-1 from transcriptionally active to a repressive state. Furthermore, CTIP-2 recruits histone
deacetylase inhibitors (HDACs) that deacetylate the nuc-1 nucleosome. Suppressor of variegation
3-9 homolog 1 (SUV39H1) adds a trimethylation mark onto the histone protein H3. Furthermore,
the heterochromatin protein 1 (HP1) protein stabilizes the nuc-1 in a transcriptionally silent state.
The combination of TNF with HDAC inhibitors (HDACIs) or histone methyltransferase (HMT)
inhibitors (HMTIs) can disrupt the HIV-1 latency. TNF and HDACIs can trigger the activation of
transcriptional activators such as NF-«B (p50 /p65 heterodimer). HDACIs prevent the formation of
heterochromatin, resulting in nuc-1 hyperacetylation and remodeling, thereby alleviating the HIV
transcriptional block. The use of TNF, HDACIs, and HMTIs enhances HIV-1 LTR transcription and
could participate in the purge of the HIV-1 reservoir under combination antiretroviral therapy (cART).
(C) Anti-TNF therapy to limit the size of the HIV-1 reservoir; the ‘block and lock’ strategy. Integrase
inhibitors, lens epithelium-derived growth factor (LEDGF) inhibitors, mammalian target of rapamycin
(mTOR) inhibitors and protein kinase B (AKT) inhibitors limit both HIV-1 integration and reactivation,
thereby blocking and locking a limited amount of provirus, which then could be cleared by anti-HIV
cytotoxic T-cells (CTLs). nuc-1: single nucleosome.

8. Modulation of TNF Activity to Clear HIV-1 Reservoirs

For a complete viral eradication in HIV-1 infected patients, the persistence of HIV-1 reservoirs
is a major challenge [111-113]. Even in non-viremic patients that are under cART, the formation
of an HIV-1 reservoir could result from the persistent immune activation observed especially in
the presence of TNF [114]. TNF is a well-known activator of NF-xB, which is required to favor
HIV-1 integration and the establishment of latency in CCL19-treated resting CD4+ Tells [115].
Among HIV-1 reservoirs, resting or memory CD4+ T-cells are the main target [113]. Macrophages are
another important HIV-1 reservoir, due to their resistance to apoptosis with sustained viral growth
at low levels [116,117]. To eradicate the latent HIV-1 pool, an activation induced purging of HIV-1
in patients receiving cART has long been a proposed mechanism as a ‘shock and kill" approach
(Figure 3B) [118]. TNF has been used to reactivate HIV-1 from latently infected cells, although
with limited levels of viral reactivation [119]. Although TNF consistently activates latent HIV-1
provirus in J-Lat cells, it is much less effective in primary CD4+ T-cells isolated from aviremic HIV-1
infected patients [120,121]. Moreover, toxicity associated with TNF treatment has been observed
in some cases [122]. Therefore, to purge cellular reservoirs, several new drugs that target the
epigenetic regulation of HIV-1 gene expression have been tested (Figure 3B). HIV-1 is synergistically
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reactivated from latency by a combination therapy, using both TNF and histone deacetylase inhibitors
(HDACis) [123,124]. HIV-1 transcription is activated by the HDACis such as trichostatin A (TSA),
trapoxin (TPX), valproic acid (VPA), and sodium butyrate (NaBut), which favor the remodeling of
the single nucleosome (nuc-1) present in the HIV-1 promoter [125,126]. In view of the ‘shock and kill’
paradigm, forced HIV-1 gene expression elicited by HDACis and TNF in the presence of an effective
cART regimen may lead to clearance of the pool of latently infected cells [119,125,127]. In addition to
the direct effect of HD ACis on HIV-1 transcription, the enhancement of TNF mediated NF-«xB activation
by HDACis could result in a sustained delay in IkB alpha cytoplasmic reappearance [128]. To reactivate
HIV-1 from latency in resting CD4+ T-cells of HIV-infected cART-treated patients, inhibitors of histone
methyltransferase (HMTIs) have also been recently shown to be efficient [129]. Synergistic activation of
HIV-1 expression by HDACi and prostratin, a NF-xB inducer that stimulates TNF production, favors
viral reactivation [119,130]. Disulfiram also reactivates HIV-1 from latency in parallel to increasing the
production of TNF in CD4+ T-cells [131,132]. The reactivation potential of prostratin is potentiated
when used in combination with P-TEFb-releasing agents such as JQ1 [133]. Combining TNF treatment
with other HIV-1 reactivating drugs such as HDACis, HMTIs, and prostratin enhances HIV-1 replication
and ultimately could lead to the clearance of HIV reservoirs in infected patients under cART [134].

The ‘shock and kill’ paradigm has been challenged due to significant concerns about the feasibility
and possible problems of this approach [135,136]. A novel paradigm, ‘block and lock’, has emerged
recently and is based on the blockade of HIV reactivation from the latency reservoir to allow the
clearance of actively infected cells by the immune system [137]. The ‘block and lock’ paradigm
relies on the blockade of HIV reactivation, which could be based on several approaches (Figure 3C).
First, treatments that block the signaling pathways involved in HIV-1 reactivation could be useful,
including, among others, inhibitors of the mammalian target of rapamycin (mTOR) complex [138] and
of the AKT pathway [139,140], potentially as well as anti-TNF treatments. Anti-TNF therapy could
be useful for limiting HIV-1 reactivation from latency through the inhibition of NF-xB, MAPK, and
p38 pathways. Second, treatments that limit new HIV-1 integration could also, in time, diminish
the size of the reservoir. In addition to inhibitors of integrase and of lens epithelium-derived
growth factor (LEDGF)/p75, which limit viral integration [141,142], anti-TNF therapy could curtail
the size of the HIV-1 reservoir by controlling the cellular activation. Potential reactivation of the
remaining reservoir could be subsequently cleared by HIV-specific cytotoxic T-cells (CTLs) (Figure 3C).
During the initial differentiation of effector cells into memory CD4+ T-cells, NF-xB activation enhances
T=cell survival [143]. TNF/TNER signaling may contribute, through its activation of NF-«B, to the
establishment and maintenance of latent HIV-1 reservoirs in memory CD4+ T-cells [115]. Additionally,
TNF stimulation of Nef-expressing HIV-infected Tcells inhibits CD4+ T-cell apoptosis and thereby
could increase the size of the T-cell reservoir [144]. Thus, TNF-based therapy could be used to clear
HIV-1 reservoirs in HIV-infected patients under cART and treated with latency reversing agents (LRA),
which will reactivate a replication-competent provirus, resulting in the expression of viral proteins,
such as Nef, at increased levels. In cART-treated patients, anti-TNF therapy could be an interesting
approach to favor the clearance of latently infected cells by promoting their apoptosis after stimulation
by LRA, in parallel to the action of HIV-specific CTLs.

9. Conclusions

Both immune activation and viral reservoirs are hallmarks of HIV-1 infection and involve the
TNF/TNFR pathway. Thus, modulating TNF/TNFR pathway by new therapeutic approaches could
limit immune activation and curtail the size of the HIV-1 reservoir in cART-treated patients with
undetectable viremia, with the ultimate goal being to cure HIV-infected patients.
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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, grace aux thérapies cART, une maladie chronique. Malgré
I"amélioration de la survie et de la qualité de vie des patients, ces traitements ne permettent pas
I’éradication des réservoirs de latence virale. Ces réservoirs sont constitués d’un provirus intégré au
génome cellulaire et soumis a un silence transcriptionnel par les enzymes de modification de la
chromatine. Le ciblage de ces enzymes a entrainé I'’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 I'activation favorise la réactivation et la survie cellulaire, augmenterai I'efficacité du
blocage, tout en réduisant la survie des cellules infectées.

5.2. Cytomeégalovirus 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 maniére 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 contrblée, notamment en raison de |'association de I’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, '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 modele principal pour I'utilisation de thérapies épigénétiques, d’autres
infections virales pourraient également bénéficier de ce type d’approche.

Le virus de I'hépatite B persiste malgré les traitements sous la forme d’un minichromosome
extrémement 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 [I'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 I’'hépatite C est responsable d’infections chroniques pouvant évoluer vers des cirrhoses et
des hépatocarcinomes. Bien que les traitements antiviraux récents aient considérablement amélioré
I’évolution de I'infection, certains patients restent difficiles a 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 I’ADN a été associée a l'infection par le VHC, ce qui suggere que |’utilisation
d’inhibiteurs des DNMT pourrait réduire I'infection.

Le virus herpes simplex 1, a l'instar d’autres membres des herpesviridae, possedent une phase de
latence, sous la forme d’un épisome associé au nucléosome. Les promoteurs viraux et les génes
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 FADN. L’utilisation
d’inhibiteurs des HDAC semble permettre de réduire la réplication virale, en maintenant la
méthylation de I’ADN.

Le virus d’Epstein-Barr (EBV) est un autre membre des herpesviridae qui posséde une phase latente
sous la forme d’un épisome circulaire. La latence est principalement sous le contréle des HDAC, qui
maintiennent un faible niveau d’acétylation de I’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 a plusieurs cancers, incluant les lymphomes de Burkitt et d’Hodgkin et le carcinome
nasopharyngé. Dans le contexte de I'oncogenése associée a EBV, les modifications épigénétiques
liées a la latence virale affectent également des promoteurs et génes 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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Abstract

Epigenetics is defined as the science that studies the modifications of gene expression that are not owed to
mutations or changes in the genetic sequence. Recently, strong evidences are pinpointing toward a solid interplay
between such epigenetic alterations and the outcome of human cytomegalovirus (HCMV) infection. Guided by the
previous possibly promising experimantal trials of human immunodeficiency virus (HIV) epigenetic reprogramming,
the latter is paving the road toward two major approaches to control viral gene expression or latency. Reactivating
HCMV from the latent phase (“shock and kill" paradigm) or alternatively repressing the virus lytic and reactivation
phases (*block and lock” paradigm) by epigenetic-targeted therapy represent encouraging options to overcome
latency and viral shedding or otherwise replication and infectivity, which could lead eventually to control the
infection and its complications, Not limited to HIV and HCMV, this concept is similarly studied in the context of
hepatitis B and C virus, herpes simplex virus, and Epstein-Barr virus. Therefore, epigenetic manipulations stand as a
pioneering research area in modern biology and could constitute a curative methodology by potentially
consenting the development of broad-spectrum antivirals to control viral infections in vivo.

Keywords: Virus, HIV, HCMV, Epigenetics, Treatment, Cancer

Background

Since its emergence for the first time in 1940, the epigen-
etic field is witnessing a continuous surge over the last de-
cades [1]. Although the epigenetic term is well thought
out to be a large umbrella under which falls concepts re-
lated to development, heredity, and evolution [2], recent
technical advancements have narrowed the term's defin-
ition in the standpoint of molecular biology [3]. Hence,
epigenetics could be defined as “the study of heritable
changes in gene expression that are not due to changes in
DNA sequence” [4]. Recent numerous literature is show-
ing a correlation between epigenetic modifications and a
wide array of human diseases including—but not limited
to—cancer, neurological and psychiatric disorders (Alzhei-
mer's disease, schizophrenia), autoimmune disorders
(rheumatoid arthritis, systemic lupus erythematosus), and
others [5-7]. However, this association was converted and
extended to the clinical level first in the cancerology field
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with the FDA-approved DNA methyltransferase (DNMT)
inhibitors (azacytidine, decitabine) and histone deacetylase
(HDAC) inhibitors (vorinostat, romidepsin, belinostat,
panobinostat) [8]. In fact, in addition to DNMT and
HDAC, the epigenetic machinery entails composite com-
plexes that each of which could constitute a valuable tar-
get for the development of potential new epigenetic
antiviral drugs [9]. This review examines and discusses the
involvement and the role of various epigenetic players
throughout the different viral life cycle stages and high-
lights their potential implications in the clinical manage-
ment of several viral infections, especially human
immunodeficiency virus (HIV) and human cytomegalo-
virus (HCMYV), in addition to hepatitis viruses, herpes
simplex virus-1 (HSV-1), and Epstein-Barr virus (EBV).

HIV and epigenetics, a leading example as a proof
of concept

Since the introduction of combination antiretroviral
therapy (cART), survival and quality of life among
HIV-infected patients significantly improved [10], with a
more favorable outcome with therapy initiation in the
setting of early asymptomatic infection [11]. This shifted
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HIV conception from a non-curable devastating fatal
illness to a possibly manageable chronic one. However,
cART is yet not the ideal road map for HIV manage-
ment, as physical and psychological burden are still im-
posed by this therapy [12, 13], leading sometimes to a
reduced compliance or even discontinuation [14]. Mark-
edly, a major limitation associated with cART cessation
is viral rebound [15]. This is due to the presence of HIV
reservoirs, mainly in the latently infected resting CD4+
memory T cells and myeloid cells such as macrophages
and microglia, that are difficult to be targeted by cART
or immune effector mechanisms [16-18]. Interestingly,
the integrated provirus in those cells is subjected to
transcriptional silencing by host chromatin-modifying
enzymes, comprising deacetylases, methyltransferases,
and others [19]. This paved the road to the emergence
of two new epigenetic therapeutic approaches, namely
the “shock and kill" and the "block and lock” strategies
[20-23]. Here, we present general points about these
two anti-HIV therapeutic strategies (Fig. 1, Table 1).

Shock and kill strategy

This strategy is grounded on the concept that the latent
HIV provirus could be switch on from latency (shock) into
an active form prone to eradication (kill) through the
humoral immune response, CD8+ T cells-mediated lysis,
virus-induced apoptosis, or activation-induced cell death
[24]. Several latency-reversing agents (LRA) or “shock”
inducers have been proposed [25, 26] including histone
deacetylase (HDAC), histone methyltransferase (HMT),
and DNA methyltransferase (DNMT) inhibitors. Histone
deacetylases family is composed of 18 enzymes that are
gathered into four major groups: HDAC 1-1V [27]. HDAC
enzymes are responsible of removing acetyl groups from
histones, which favors the formation of a compacted, tran-
scriptionally repressed chromatin structure [28]. HDACs
have gained an ascending attention after the FDA approval
of HDACs inhibitors for cancer treatment [29], such as
vorinostat or suberanilohydroxamic acid (SAHA) for the
management of cutaneous T cell lymphoma [30] and
panobinostat in relapsed multiple myeloma [31]. HDAC
inhibitors like SAHA or DNMT inhibitors could be used
alone to reactivate HIV gene expression along with effi-
cient cART [32]. For instance, co-treatment with the
HDAC inhibitor SAHA and the global T cell activator
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) revealed a
significant synergistic effect on purging HIV-1 proviruses
in HIV-1 latently infected cells [26]. Other activators of
NF-kB such as prostratin have been also used in combin-
ation with HDAC inhibitors to reactivate HIV, these
former players reactivating HIV in the absence of immune
activation [33]. The concomitant use of protein kinase C
(PKC) agonists (prostratin, bryostatin-1, and ingenol-B),
which are known to activate NF-xB signaling pathway as
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well as the positive transcription elongation factor B
(P-TEFb), used alone or in combination with P-TEFb-
releasing agents (HMBA and Bromodomain and Extra-
terminal (BET) inhibitors JQ1, I-BET and I-BET151) leads
to synergistic HIV reactivation from latency [34]. More-
over, sequential treatment with the DNMT inhibitor
5-aza-2'-deoxycytidine (5-AzadC) and HDAC inhibitors
reactivates HIV-1 from latency [35]. In addition, it has
been shown that the use of chaetocin and BIX-01294,
specific inhibitors of HMT Suv39H1 and G9a respectively,
resulted in HIV-1 recovery in resting CD4+ T cells in
highly active antiretroviral therapy (HAART)-treated pa-
tients with undetectable viral load [36]. Another thera-
peutic approach could be considering tumor necrosis
factor alpha (TNF)-based therapies, where combining
HDAC inhibitors or HMT inhibitors with TNF, disrupts
HIV-1 latency by triggering the activation of transcrip-
tional activators like NF-«B and preventing the formation
of heterochromatin, enhancing thus HIV-1 long terminal
repeat (LTR) transcription and viral purge [37]. In fact,
targeting several cellular proteins involved in the epigen-
etic control of viral gene expression usually amplifies
HIV-1 reactivation. Although this approach is facing sev-
eral hurdles, including—but not limited to—reactivating
and possibly eliminating only a small subset of the latent
HIV genome, it constitutes however one tactic that could
be used in parallel to other approaches to achieve a fully
effective cure [38].

Block and lock strategy

In contrast to LRA, chemical agents could "block” the
ongoing viremia during cART, by "locking” the HIV pro-
moter in a super latency state resistant to reactivation
stimuli. In fact, the “block and lock” strategy is emerging
as a new approach to functionally cure HIV. Didehydro-
cortistatin A (dCA), a specific and potent Tat inhibitor
[39] has been studied in this context. Briefly, binding of
the transactivator of transcription Tat to the HIV-1
mRNA results in the recruitment of indispensable tran-
scriptional factors like the P-TEFb to induce sustained
transcriptional elongation from the viral promoter LTR
[40]. dCA binds specifically to the TAR-binding domain
[41], reduces residual levels of viral transcription in sev-
eral models of HIV latency, establishes a nearly perman-
ent state of latency [42], and delays viral rebound after
cART interruption in HIV+ humanized BLT mice [43].
This could be especially beneficial in cases of therapy
non-compliance or short period discontinuation as dCA
addition to cART regimens can limit the continual re-
plenishment of the CD4+ T cell reservoir [44]. This
could potentially stop the increased longevity and per-
sistence of the latent viral reservoir observed in
cART-treated patients by inhibiting new rounds of infec-
tion in CD4+ T cells [45]. Interestingly, as Tat is a
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HIV-specific viral protein with no cellular homolog,
using dCA to “block and lock" HIV should not silence
other regulatory pathways essential to fight other infec-
tions. In addition, Akt activation favors HIV-1 reactiva-
tion from resting CD4+ T cells and monocytes/
macrophages, the two major HIV-1 cellular reservoirs
[46-48]. Thus, Akt inhibitors, but also HIV protease in-
hibitors which display an anti-Akt activity [47], inhibit
Akt activation in HIV-1 infected cells thereby favoring a
“lock"” stage, decreasing cell viability, and opening thus
the door to the clearance of infected cells under Akt
blockade. These results strongly encourage and open
new insights to the possible addition of the "block and

lock” approach as an additional potential therapeutic
management strategy.

Human cytomegalovirus and epigenetics

Human cytomegalovirus (HCMV) is a ubiquitous patho-
gen also denoted as human herpesvirus 5 (HHVS5). It is a
member of betaherpesvirinae, a subfamily of the Herpes-
viridae family [49]. HCMV infection is very common, as
40 to 95% of the population is seropositive [50]. However,
the pathological outcomes depend on the host's immune
status, where infection in immunocompetent individuals
rarely causes evident manifestations at the clinical level
[51]. Conversely, HCMV infection significantly affects
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Table 1 Functional outcomes of epigenetic regulation in viral infections

Target Target Inhibitor Virus Functional cutcome
class studied
HDM  JMID2 ML324 HOMY Repression of viral IE gene expression and viral yields [95, 97]
DMOG HCMY Decrease in the expression of HCMV IE genes UL37, UL72, and US3 [97]
DMOG and ML342 HSV-1 Significant decreased in the viral titers in trigeminal ganghia of HSV-1
latently infected mice [97]
LSD1 0OG-Lo02 HOMY Repression of HCMY [E expression (6]
TCp HCMY Decrease in the expression of HCMV IE genes UL37, UL72, and US3 [97]
HSV-1 Repression of HSV [E gene expression and genome replication in viva
Decrease in the severity of a virus-induced encephalitis and comeal
blindness in mouse madels
Blockage of viral reactivation in tigeminal ganglia
Adenovirus  Reduction in E1A gene expression [96]
HDAC  Class Il HDAC4 MC1568 HOMY Induction of transient expression of the viral ltic [E antigens without
full virus reactivation [104]
Histone deacetylse  Sodium butyrate HSV-1 Preduction of infectious progeny in quiescently infected cells [154]
EBV, KSHV  Latency reversal [1 9]
TSA, SAHA, VPA and HSV-1 Reduction in the number of HSV1 genomes that initiate
suberoylanilide hydroxamic add replication [164]
TSA, VPA HBY Increase in HBY transcripts
Cytoplasmic accumulation of HBY replicative intermediates
Increase in secreted MBV viral particles [128]
SAHA HOV Suppression of HOV replication witheout affecting cell viability [135]
Histone deacetylase  RGFP966 HOV Reduction of viral replication in Huh? cells and an in vive model of
3 humanized transgenic mice [141]
Histone deacetylase  Tubastatin A HQV Suppression of HOV replication in HepG2 cells [137]
6
Pan-histone SAHA + TPA MW Purging HIV-1 proviruses in HI-1 latently infected cells via ERK and
deacetylase AP-1 pathways [26]
HMT EZH2 {DZnep) HCMY Significant activation of the tic transcriptional program [85]
GSK126 and GSK343 HSV-1 Blockage of Wtic viral replication in latently infeaed ganglion explant
medel [169]
Suv3gH Chaetecin HNV HIVT recovery in resting CD4' T cells [36]
Gl BIX-01294 HV HIVET recovery in resting CD4* T cells [36]
HAT p30O/CBP Ca46 HBY Reduction in HBY transcription in a dose-dependent manner [111]
DNMT  DNMT Azacitidine HBY Tumor growth inhibition and decreased aggressiveness in vitro
and in vivo [123]
HOV Inhibition of HOV infection [150]

Viral Tat {transactivator of Didehydro-cortistatin A (dCA) HN

protein  transcription)

Reduction of residual levels of vial transcription in several
medels of HV latency

Establishment of a nearly permanent state of latency [42]

Suppression of viral rebound after ART interruption in HM+
humanized BLT mice [43]

morbidity and mortality in solid organ or stem cell trans-
plantation recipients and immunocompromised individ-
uals such HIV patients [52, 53], where infection could
result in interstitial pneumonia, retinitis, gastrointestinal
tract complications like gastroenteritis, hepatitis, and graft
failure [54]. Added to the previously mentioned hosts,
HCMYV infection poses a real burden in congenitally

infected newborns with immature immune system, result-
ing possibly in deafness and neurodevelopmental delay
[55]. HCMYV exhibits two modes of viral infection: a lytic
and a latent one [56]. The lytic phase is a highly regulated
stage that ensures the production and the release of the
new viral progeny outside the infected cells. This is
followed by latency, a state characterized by a lifelong
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persistence in the host with the ability to reactivate under
certain circumstances [53, 54]. During lytic infection,
HCMYV endures a well-regulated cascade of gene expres-
sion that starts with the expression of the immediate early
viral genes [57] via the interaction of various cellular factors
with the major immediate-early promoter (MIEP) [58]. This
is followed by the expression of the early viral genes that
play a role in the cellular modulation to favor viral replica-
tion [59] and later on by the late viral gene expression that
ensures viral progeny assembly and release [60]. Recent
studies have shown that epigenetic modifications play a role
in the early productive infection events [61]. In fact, after
viral entry, viral DNA rapidly becomes assodated with his-
tones, which makes it a vulnerable candidate to epigenetic
modifications [62]. Such modifications usually result in a si-
lent repressive state to viral gene expression as an intrinsic
cellular defense mechanism. However, this repression is ul-
timately overcome, allowing the sequential expression cas-
cade of lytic viral genes mentioned previously [63].

Although the few available antiviral drugs have granted
chief advances in HCMV disease treatment and prophy-
laxis, their clinical applicability and utility confront
several barriers [64]. First, resistance to antivirals is
documented after prolonged use [65]. Added to this is
the poor oral bioavailability and the dose-limited
hematologic and renal toxicities reported with their use
[66]. Moreover, they do not target the latent viral form
in the host, which leaves the door open for viral shed-
ding and transmission in saliva, urine, milk, vaginal
secretions, and other bodily fluids [67]. It is worth to
mention that the current antivirals used in HCMV man-
agement are ganciclovir, and its oral prodrug valganci-
clovir, cidofovir, and foscavir that target the viral DNA
polymerase, in addition to fomivirsen, an antisense anti-
viral drug used in the treatment of CMV retinis [68],
and the recently FDA-approved letermovir used to pre-
vent viral infection following allogenic hematopoietic
stem cell transplant [69]. Since those antivirals target the
viral DNA replication step, the function and expression
of the immediate early (IE) and early (E) HCMV genes
during the early stages of infection are not blocked, pav-
ing the road to immunopathology and raise the risk of
graft rejection [70]. Thus, this mandates and sheds the
light on the urgent necessity of developing new antiviral
drugs with novel mechanisms of action based on new
potential viral or cellular targets. This is particularly
conceivable with the enhanced understanding of HCMV
molecular biology and the epigenetic mechanisms
involved with its regulation (Fig. 2, Table 1).

Reactivating HCMV from the latent phase the “shock and
kill” paradigm

In contrast to the virus' wide tropism during productive
infection [71], several laboratories have pinpointed the
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myeloid lineage CD14+ monocytes and their CD34+
hematopoietic progenitor cells as important sites of
HCMYV latency in vivo [72]. While much is known about
Iytic infection, mechanisms of latency establishment and
maintenance are still not fully elucidated [73]. This is
due in part to difficulties of studying this process in vivo
[74]. Indeed, extensive research showed that what was
thought to be a quiescent state is in fact a highly active
process characterized by the expression of a number of
latency-associated viral genes [75]. Interestingly, a strong
interplay exists between HCMYV latency and epigenetic
regulation through alterations of histones and other fac-
tors interacting directly or indirectly with the genome
[76]. 1t has been shown that the removal of the repres-
sive modifications associated with the latent phase can
set in motion the lytic cycle and favor lytic gene expres-
sion [77]. The polycomb repressive complex 2 (PRC2) is
a multi-subunit chromatin-modifying complex that plays
a central role in regulating cellular differentiation, devel-
opment, stem cell maintenance, and lineage specification
[78, 79]. PRC2 complex is composed of the following
core subunits: the embryonic ectoderm development
(EED), the zinc finger protein suppressor of zeste 12
(SUZ12), and the enhancer of zeste homolog 2 (EZH2)
that is responsible of the catalytic activity [80]. EZH2
protein is a histone methyltransferase (HMT) respon-
sible for the tri-methylation of the lysine 27 residues of
histone H3 (H3K27me3), which is generally associated
with transcriptional silencing [81]. Several studies have
linked HCMV latency to PRC2 activity [82-84]. In one
study, chemical inhibitors of PRC2 were studied in THP1
monocytes and NT2D1 embryonal carcinoma cells, as
models of HCMV quiescence. The methyltransferase
inhibitor 3-deazaneplanocin A (DZnep) resulted in
significant activation of the lytic transcriptional pro-
gram, detected through the temporal regulated in-
crease in viral transcript and antigen levels [85].
KAP1 (KRAB-associated protein 1) is a transcriptional
co-repressor protein whose C-terminal effector end
interacts with the H3K9me3-specific HMT SETDBI
(SET domain bifurcated 1) [86] and recruits it to the
genome, which triggers H3K9 methylation and
heterochromatin formation. It has been shown that
during HCMYV lytic infection, KAP1 is unable to
repress transcription due to its suppression by
mTOR-mediated phosphorylation. Pharmacological in-
duction of KAPl phosphorylation on serine 824 by
the ATM activator chloroquine released HCMV from
its latent state by blocking its ability to bind to
SETDB1 and recruit it [87]. This approach could be
added to the previously mentioned strategies to purge
the HCMV latent reservoirs. Interestingly, survival
time-associated PHD finger protein in ovarian cancer
1 (SPOC1), a recently identified restriction factor
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against HCMYV, associates with the proximal enhancer
region of the MIEP and promotes heterochromatin
condensation possibly through the recruitment of co-
repressors that SPOCL is known to interact with not-
ably the previously mentioned KAP-1 and H3K9
methyltransferase [88]. On the other hand, Ets-2 re-
pressor factor (ERF) is a cellular protein that physic-
ally interacts with the HCMV MIEP and functions as
a transcriptional repressor of the latter by suppressing
IE gene expression [89]. GST fusion assays showed a
strong interaction between ERF and the N-terminus
of HDAC1, a result that was further confirmed
in vivo, suggesting that the physical interaction

between ERF and HDACI1 could mediate repression
of the MIEP [90]. Moreover, ying-yang 1 (YYl), a
zinc finger DNA-binding protein and a multifunc-
tional transcription factor [91], has been shown to re-
press the HCMV MIEP [92] partly by indirectly
recruiting HDACs to the promoter via the nuclear
protein SAP30, a component of the human HDAC
complex [93]. In fact, forcing HCMV out of latency
along with the conventional antiviral drug use in an
attempt to eradicate it and establish a sterilizing cure
is in correspondence with the “shock and kill" con-
cept currently studied in HIV. Nevertheless, a better
understanding of the molecular mechanisms involved
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in HCMV latency and reactivation could open future
avenues for HCMYV infection control.

Repressing both HCMV lytic and reactivation phases by
epigenetic-targeted therapy, “blocking and locking” the
virus

HCMV lytic cycle and reactivation from latency are
under the control of several epigenetic mechanisms. For
example, histone demethylases (HDMs), due to their
ability to remove the repressive marks, will promote pro-
ductive infection. HDMs constitute a large family of
more than 20 demethylases that are divided into two
functional enzymatic families: the Lys-specific demethy-
lase (LSD), also known as KDMIA and the Jumonji C
(IM]JC) protein families [94]. Two HDMs were studied
in the context of HCMYV lytic infection: KDM4 (JM]D2)
and KDM6 (UTX/IMJD3), which demethylase histone
H3-lysine 9 and lysine 27, respectively [95]. By using the
JMJD2 demethylase inhibitor ML324, viral IE gene ex-
pression and viral yields were potently repressed, which
could suggest that targeting these histone demethylases
may potentially block viral gene expression and viral
replication at a very early stage of infection and possibly
abrogate it. In the same perspective, the LSD1 inhibitor
OG-L002 repressed the expression of HCMV IE expres-
sion in HCMV-infected MRC5 cells [96]. In addition,
the use of another LSD1 inhibitor, tranylcypromine
(TCP), or alternatively the JMJD2 inhibitors, dimethylox-
alylglycine (DMOG) or the previously mentioned
ML324, resulted in a decrease in the expression of
HCMV IE genes UL37, UL72, and US3 with a noted po-
tent inhibition of IE gene expression with ML324 [97].
Thus, HDMs inhibitors could provide a therapeutic tool
to target the initiation of infection or the spontaneous
reactivation by blocking the viral cycle at an early stage,
as a mimic for the proposed HIV "block and lock” strat-
egy. This could be highly beneficial in the context of
HCMYV infection, as the expression or functions of viral
IE and E gene products has shown their potential ability
to elicit immuno-inflammatory responses that can lead
to tissue rejection [98]. Not limited to inflammatory
damage, some IE gene products can significantly inter-
fere with important oncogenic signaling pathways and
exhibit oncomodulatory properties, such as in glioblast-
oma cells [99]. In the context of oncomodulation, the
PRC2 complex is associated with HCMV latency by the
induction of transcriptional silencing [81-84]. HCMV-
infected cells have been showed to exhibit enhanced ex-
pression of cellular oncogenic pathways, including
c-Myc, c-Fos, c-Jun, Akt, and NF-xB [100-103]. This
transcriptional activation will in turn lead to an
increased expression of EZH2, resulting in an auto-
amplifying loop. This oncomodulatory effect of HCMV
infection could be targeted by PRC2 inhibitors and
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HDAC inhibitors that could both block cellular trans-
formation and induce the activation of the viral lytic
transcriptional program. This latter effect could allow
through the expression of IE antigens the infected
cells to be cleared by CMV-specific cytotoxic T cells
(CTLs) [104].

Epigenetic therapy, a general approach to cure
viral infections?

Besides infection with HIV and HCMYV, any viral infec-
tion might be potentially treated by new therapeutics
targeting the epigenetic mechanisms (Table 1). We
present below several examples of viral infections which
could benefit from such new therapies.

Hepatitis B virus

Hepatitis B virus (HBV) is a highly transmissible
double-stranded DNA virus responsible of acute and
chronic hepatitis B (CHB) in humans. Worldwide, about
240 million people are chronically infected, which could
ultimately lead to liver fibrosis, cirrhosis, and the devel-
opment of hepatocellular carcinoma (HCC) [105]. Des-
pite the availability of several FDA-approved drugs like
nucleos(t)ide analogs and pegylated interferon, clinical
management remains problematic as cure is rarely
achieved and the risk of resistance with long-term use
and relapse after therapy discontinuation are common
[106]. This is partly attributable to HBV persistence, des-
pite treatment, as an episomal non-integrated covalently
closed circular (ccc) DNA in the hepatocyte nucleus
where it forms a highly stable minichromosome suscep-
tible for epigenetic modifications [107]. Recently, as with
the aforementioned viruses, the role of the epigenetic
machinery in HBV persistence is gaining much attention
[108]. Genome-wide maps of de novo infected HepG2
-NTCP1 cells, primary human hepatocytes (PHH), and
HBV-infected liver tissue have shown that posttransla-
tional modifications (PTM) that set in motion active
transcriptional states are enriched at specific sites within
the HBV covalently closed circular DNA (cccDNA)
chromatin. Precisely, those PTM encompass high levels
of H3K4me3, found at the transcription start site (TSS)
of actively transcribed genes, as well as H3K27ac and
H3K122ac, indicative of active gene enhancers [109].
This suggests that targeting epigenetic regulation could
offer a new insight into new therapeutic approach to
treat CHB. In fact, several options targeting epigenetic
regulation are being studied with different desired end
points: either a complete silencing of cccDNA or its
complete elimination through reactivation and subse-
quent eradication. For instance, SIRT3, a class 1II
HDAC, restricted HBV cccDNA transcription in PHH
cells, possibly by increasing the recruitment of the HMT
SUV39H1 and decreasing SETDIA recruitment,
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resulting in a marked increase of H3K9me3 and a de-
crease of H3K4me3 on cccDNA [110]. Moreover, treat-
ment with the small molecule C646 that specifically
inhibits p300/CBP, the histone acetyltransferases (HAT)
for H3K27ac and H3K122ac reduced HBV transcription
in a dose-dependent manner in the absence of measur-
able toxicity [111]. Likewise, PRMTS, a protein arginine
methyltransferase 5, restricted HBV transcription and
replication partly through regulation of symmetric
dimethylation of arginine 3 on H4 on cccDNA exclu-
sively [109]. In the same context, PRMT], another argin-
ine methyltransferase, is directly recruited to cccDNA,
where its overexpression results in a 60% inhibition of
HBV transcription in HepG2 cells. It is worthy to men-
tion that this transcription inhibitory effect is limited to
PRMTI1 as PRMT3 overexpression did not affect tran-
scription. Interestingly, PRMT1 was shown to interact
with the regulatory hepatitis B virus X protein (HBx),
which in turn inhibits PRMT1 methyltransferase activity
[112]. HBx protein is a multifunctional regulatory pro-
tein that enhances HBV replication in vitro and in vivo
[113] and affects numerous cellular processes including
apoptosis [114], DNA repair mechanism [115], mito-
chondrial function [116], and cell signaling [117, 118].
Importantly, HBx could epigenetically influence cccDNA
transcription through its recruitment onto the cccDNA
minichromosome where it modulates the recruitment of
chromatin-modifying enzymes such as the acetyltrans-
ferase p300 and HDACs including Sirtl and HDAC1
[119]. HBx could also induce epigenetic aberrations that
may lead to HBV-related HCC [120]. Those abnormal-
ities include hypermethylation of several tumor suppres-
sor genes, including—but not limited to—IGFBP-3 by
DNMT3A1l and DNMT3A2 [121] and the E-cadherin
promoter by DNMT1 [122]. Treatment with the DNMT
inhibitor AZA restored the expression of the
HBx-mediated epigenetically repressed secreted frizzled-
related protein 1 (SFRP1), resulting in tumor growth in-
hibition and decreased aggressiveness in vitro and
in vivo through negatively regulating the Wnt/f-catenin
signaling pathway. This effect was further synergized by
the use of the HDAC inhibitor trichostatin A (TSA)
[123]. HBx-induced upregulation of SIRT2 expression
promotes HBV replication in HepAD38 cells and en-
hances cell migration and invasion in the human hepa-
toma Huh7 cells, facilitating thus hepatocarcinogenesis
[124]. The HBx protein upregulates the insulin-like
growth factor 2 (IGF2) oncogene through hypomethyla-
tion of its promoter resulting in a poorer clinical out-
come for HBV-related HCC patients [125]. Further
understanding of the exact mechanisms of HBx-induced
epigenetic alterations is highly needed, as those modifi-
cations could be used as biomarkers for the detection of
early malignant transformation or as potential targets to
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treat persistent infection or HBV-related HCC. Never-
theless, for other epigenetic players such as DNMT, a
critical balance in the context of HBV-related HCC
should be maintained. Although DNMTs induce a de-
crease in the viral gene expression and replication [126],
it could also result in silencing of tumor suppressor
genes through DNA methylation, contributing thus to
hepatocarcinogenesis [127]. On the other hand, treat-
ment of HBV-transfected HuH7 cells with class 1/1I
HDAC inhibitors, valproic acid (VPA) and TSA resulted
in an increase in HBV transcripts, cytoplasmic accumu-
lation of HBV replicative intermediates, and an increase
in secreted HBV viral particles [128]. This was on con-
troversy to a study that showed that some HDAC inhibi-
tors like TSA and apicidin, a class 1 HDAC-specific
inhibitor, suppressed cccDNA transcription in a duck
hepatitis B virus (DHBV)-transfected chicken hepatoma
cell line [129], which could be possibly due to some
specificities or differences at the cellular level between
the avian and the human cell model or at the viral level
between the human and the duck virus.

Hepatitis C virus

Infection with hepatitis C virus (HCV), a small envel-
oped RNA virus [130], is considered a health concern
worldwide [131]. Although acute HCV infection can de-
velop into a chronic condition with life-threatening
complications including cirrhosis and HCC [132], recent
antiviral treatments have highly improved the disease
outcome. Even though previous treatment options were
limited to interferon and ribavirin regimens, direct-
acting antiviral (DAA) therapies based on HCV protease
inhibitors have granted a definitive cure in more of 95%
of patients [133]. Nevertheless, HCV-infected patients
with genotype 3 represent up to 30% of all HCV infec-
tions worldwide and belong to the difficult-to-treat sub-
group patients [134]. Therefore, epigenetic-targeted
therapy could be a useful therapeutic tool not only
for these HCV-infected difficult-to-treat patients, but
also in HCV-HBV and HCV-HIV co-infected patients.
Interestingly, recent studies are revealing a possible
link between the molecular mechanisms of HCC car-
cinogenesis and host epigenetic alterations induced by
HCV infection. The HDAC inhibitor SAHA sup-
pressed HCV replication without affecting cell viabil-
ity in Cellosaurus OR6 cell line. This suppression was
linked to changes in gene expression through a
SAHA-mediated increase in H3 acetylation levels of
the promoter regions of several genes, resulting in an
increased expression of osteopontin OPN [135]. Inter-
estingly, OPN is a key cytokine that initiates Thl im-
mune response through regulating IL-12 and IL-10
cytokine expression [136]. Thus, SAHA-induced in-
creased expression of OPN could possibly eliminate
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HCV by activating the Thl-type immune system. Cor-
respondingly, tubastatin A, a selective inhibitor of
HDACS6 suppressed HCV replication in HepG2 cells,
along with a-tubulin hyperacetylation [137]. Although
a-tubulin is known to be deacetylated by the histone
deacetylase HDAC6 [138], the latter also controls the
acetylation levels of other targets such as peroxire-
doxins Prx1/2 [139] and the chaperone Hsp90 [140].
Thus, studying the effects of tubastatin A on those
targets would be necessary to unveil the mecha-
nism(s) by which this inhibitor is mediating its anti-
viral activity. Similarly, the HDAC3 inhibitor
RGFP966 reduced viral replication in Huh7 cells and
in in vivo model of humanized transgenic mice [141]
with a downregulation in Apo-Al expression, an in-
dispensable protein for HCV infectivity maintenance
[142], leading possibly to HCV secretion suppression.
On the other hand, it has been shown that HCV in-
fection could result in the DNA hypermethylation of
some epigenetic markers [143]. For example, the
methylation of the suppressor of cytokine signaling 1
(SOCS1), a negative regulator of the JAK/STAT path-
way regarded as a tumor suppressor gene [144], was
found to be positively associated with HCV infection
status [145]. In the same context, the promoter of the
tumor suppressor gene GADDA45 (growth arrest and
DNA damage-inducible gene 45) was detected to be
hypermethylated in the context of HCV infection in
mice transgenic for the entire HCV open reading
frame, notwithstanding that the exact HCV-altered
methylation mechanisms during infection remain to
be explored [146]. The hypermethylation of GADD45
promoter by HCV downregulates GADD45 gene ex-
pression and interferes with its ability to block prolif-
eration and tumorigenesis [147]. In addition, hepatitis
C virus core protein has been linked to E-cadherin
and pl6é downregulation through upregulation of
DNMT! and DNMT3b [148, 149]. Thus DNMT in-
hibitors could constitute a novel approach for the
treatment HCV-associated HCC. In this context,
5-Aza-C and 5-Aza-dC, two well-known DNMT in-
hibitors, significantly inhibited HCV infection. Inter-
estingly, this effect is due not only to a decreased
DNMT expression, but also through DNMT1 degrad-
ation [150]. It is worthy to mention that DNMTs ex-
pression could be varied between the different HCV
genotypes 1b, 2a, 3a, 4h, and 5a. For example,
DNMT3b mRNA is upregulated in genotype 1b HCV
but not changed in genotypes 2a, 3a, 4h, and 5a
[151]. Hence, the identification of HCV-induced epigen-
etic regulation that may actively participate in tumorigen-
esis and linking their prevalence to different HCV
genotypes could possibly decipher new therapeutic targets
for HCV infection and HCC management.
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Herpes simplex virus

Herpes simplex virus 1 (HSV-1), a double-stranded DNA
virus [152], is a ubiquitous pathogen which infects more
than 50% of the population in the USA and Europe [153].
As with other members of the Herpesviridae family,
HSV-1 conserves its ability to remain latent in the sensory
neurons of the trigeminal ganglion as a nucleosome-
associated episome in the nucleus of the host cell [154],
which makes it vulnerable to epigenetic posttranslational
modifications. Not limited to latent phase, viral promoters
and transcribed genes were shown to be associated with
histones during lytic infection [155]. A transcriptional fac-
tor, the CCCTC binding factor CTCF extensively binds to
HSV-1 DNA during lytic infection where it promotes
HSV-1 lytic transcription. CTCF knockdown increased
the repressive histone marks H3K27me3 and H3K9me3
and reduced viral transcription and virus yield [156]. In
the same context, treatment with the protein methylation
inhibitor, 5°-deoxy-5"-methylthioadenosine (MTA), re-
duced the level of H3K4me3 mediated by the methyltrans-
ferase Setl, along with a decrease in the transcription and
replication of HSV-1 [157]. Interestingly, the transcrip-
tional coactivator host cell factor-1 (HCF-1) was found to
be involved with transcriptional activation through the re-
cruitment of the histone methyltransferases Setl and
MLL1, leading consequently to H3K4 trimethylation
[158]. Also, HCF-1 interacts with three sets of acetyltrans-
ferases: MOF/NSL [159], ATAC [160], and CLOCK [161].
In addition to multiple acetyltransferase complexes,
HCF-1 induces transcriptional activation during the
Gl-to-S phase transition [162]. Not only essential to the
expression of immediate-early genes and initiation of lytic
infection, HCF-1 could be also involved in the reactivation
process. This is demonstrated by HCF-1 translocation and
recruitment to 1E promoters upon ex vivo reactivation in
trigeminal ganglia neurons [163]. Given the multiple com-
plexes with which HCF-1 is associated, discerning the dy-
namic mechanistic process and the possible interactions
between HCF-1 and various transcription factors, coacti-
vators, and chromatin modulation components could de-
fine a new aspect of HSV-1 lytic infection and thus
identify new possible targets to control it. In fact, epigen-
etic marks could be manipulated to reinforce latency and
prevent reactivation cycles, or to purge the viral reservoirs,
Treatment of the quiescently infected PC12 (QIF-PC12)
cells, an in vitro accepted latency model for HSV, by
HDAC inhibitors sodium butyrate and TSA resulted in
the production of infectious progeny [164]. However, the
end point of HDACs interaction with the viral genome is
more complex than initially presumed. In fact, four
HDACI, TSA, VPA, SAHA, and suberohydroxamic acid
(SBHA), reduced the number of HSV-1 genome that initi-
ate replication in human foreskin fibroblasts (HFF) cells
and human female osteosarcoma (U20S) cells [165]. This
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is possibly due to the HDACi-induced increase in the
levels of some intrinsic immunity proteins know to exhibit
antiviral immunity like promyelocytic leukemia (PML)
bodies [166]. Same was shown with the nucleosome re-
modeler chromodomain helicase DNA-binding 3 protein
(CHD3) that mediates repression of HSV genome upon
infection. The CHD3 protein conserves its ability to iden-
tify and bind the repressive histone marks H3K27-
trimethyl and H3K9-trimethyl, promoting the formation
of heterochromatin [167, 168]. Surprisingly, the EZH2/1
inhibitors GSK126 and GSK343 suppressed productive
viral lytic phase and decreased viral yields instead of indu-
cing activation in vitro and in vivo [169]. This was attrib-
utable to the fact that treatment with those inhibitors
enhanced cellular antiviral state by triggering antipathogen
pathways. In the same context, other epigenetic players
could negatively impact the reactivation of HSV-1 latent
or quiescent infection. The JMJD2 inhibitors DMOG or
ML342 significantly decreased the viral titers in trigeminal
ganglia of HSV-1 latently infected mice through suppress-
ing IE gene transcription and expression [97]. Attractively,
the monoamine oxidase inhibitor (MAOI) tranylcypro-
mine repressed HSV IE gene expression and genome rep-
lication in vivo, decreased the severity of a virus-induced
encephalitis and corneal blindness in mouse models, and
blocked viral reactivation in trigeminal ganglia [170, 171].
This is explained by the ability of MAOis to inhibit the
LSD-1 mediated demethylation of lysine residues via a
flavin-adenine-dinucleotide-dependent  reaction  [172,
173], resulting in the accumulation of repressive H3K9
chromatin marks at the IE promoters. Further studies are
definitely needed to identify additional possible compo-
nents and mechanisms involved in the epigenetic regula-
tion of HSV-1 infection.

Epstein-Barr virus

Epstein-Barr virus (EBV), or human herpesvirus 4
(HH4), is a DNA virus [174] that belongs to the Herpes-
viridae family, subfamily Gammaherpesvirinae [175].
Like other herpes viruses, EBV persists predominantly in
the latently infected B lymphocytes as a covalently
closed circular episome [176]. It has been shown that re-
activation from latency is coupled to and initiated by ex-
pression of the viral BZLF1 gene [177]. During latency,
BZLF1 promoter is silenced partly by the recruitment of
repressive factors, such YY1 and the zinc finger
E-box-binding factor (ZEB), that block the access of
some transcriptional activators and ease the binding or
function of repressive transcriptional co-factors like
HDAC, maintaining thus a low levels of histone acetyl-
ation [178, 179]. Therefore, it is not surprising that
HDAC inhibitors, like sodium butyrate, can reverse la-
tency [180]. Not limited to low acetylation level, BZLF1
gene proximal promoter Zp is also silenced due to

Page 10 of 17

methylation. Treatment with DZNep, an H3K27me3 and
H4K20me3 inhibitor, along with TSA stimulated BZLF1
expression level [181]. In fact, recognizing the mecha-
nisms behind lytic reactivation is gaining an increased
attention, due to the potential use of epigenetic inducing
agents as sensitizers to conventional antivirals for the
treatment of EBV-associated lymphomas [182]. Other
than establishing a persistent latent infection, EBV infec-
tion is associated with several malignancies including
Burkitt's lymphoma (BL) [183], nasopharyngeal carcin-
oma (NPC) [184], Hodgkin's lymphoma (HL) [185], and
others [186, 187]. In the context of BL pathogenesis,
regulation of Bim protein appears to be of high import-
ance [188]. BIM is a member of the proapoptotic
BH3-only family that acts as a cellular inducer of pro-
grammed cell death (PCD) by inactivating the function
of the antiapoptotic BCL-2 and its homologs through
binding or by directly activating the function of BAX
and BAK [189]. During EBV latent infection, BIM ex-
pression is repressed, which increases the likelihood of B
lymphomagenesis. Interestingly, latent EBV reduces
acetylation of histones associated with Bim promoter
and increases DNA methylation of the Bim promoter
since the use of HDAC inhibitor TSA and the DNMT
inhibitor AZA resulted in an increase in Bim mRNA and
protein levels in EBV infected cells. In addition, the
methylation of the CpG dinucleotides in the large CpG
island located at the 5" end of Bim in EBV-positive BL
biopsies has been reported [190]. Besides Bim, p53 up-
regulated modulator of apoptosis (PUMA} is another
proapoptotic BH3-only protein prone to regulation by
EBV in the setting of Burkitt's lymphoma. It was shown
that EBV latency 1 genes, EBNAI, EBERs, or
miR-BARTS, act cooperatively together to inhibit apop-
tosis by repressing PUMA [191]. For example,
miR-BART5 binds PUMA in its 3" untranslated region
(UTR) which induces a decrease in PUMA transcription
[192]. In addition, an in vitro model of continuously pro-
liferating lymphoblastoid cell lines (LCLs) showed that
EBV infection triggered CpG islands methylation of 40
tumor suppressor gene (TSG) including genes respon-
sible of DNA-damage repair, cell cycle, and apoptosis
regulation, resulting in a global transcriptional repres-
sion [193]. A comprehensive understanding of B cell re-
programming and epigenetic modifications could have
important implications in the perception of EBV persist-
ence and EBV-induced tumorigenesis, as well as poten-
tial therapeutic approaches in EBV-associated diseases.
This could be exemplified by the fact that the epigenetic
silencing through hypermethylation and deacetylation of
the previously mentioned BIM gene is correlated with
chemotherapeutic resistance (especially to doxorubicin)
and lower complete remission rates in Burkitt lymph-
oma/leukemia. Interestingly, BIM could be re-expressed
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by the use of the HDAC inhibitor vorinostat, in a xeno-
graft mouse model, resulting in cells sensitization to
doxorubicin and cyclophosphamide, as evidenced by the
increased survival rate [194].

Epigenetic players in viral infections: filling the
gap between basic research and clinical
application

Powered by the supportive results in cell cultures and
mouse models, epigenetic drug candidates are recently
being clinically evaluated as potential antiviral drugs. In
this section, some completed and ongoing clinical trials
are cited, as an attempt to present preliminary data
about the use of epigenetic drugs to manipulate viral
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infections or viral infection-related malignancies
(Table 2). As most trials are being published recently,
analyzng toxicity, schedules, doses, and measuring clin-
ical response stand up as the main aim. In the setting of
HIV infection, several HDAC inhibitors were tested as a
combination with antiretroviral therapy: panobinostat
(NCT01680094), vorinostat (NCT01319383), and romi-
depsin (NCT02092116, NCT01933594), in addition to
VPA (NCT00289952). Although with varying degrees, all
HDAC inhibitors showed an increase in viral transcrip-
tion with no significant effect on the size of the HIV-1
functional reservoir, as no inhibitor has demonstrated
complete clearance of latent infection [195-198]. This is
possibly attributable to incomplete latency reversal or

Table 2 Clinical trials of histone deacetylase inhibitors in viral infections and viral-associated malignancies

Drug Combination Indication Clinical result Study phase  Trial* Reference
and status
Pancbinostat  Antiretroviral HIV infection -Increase in unspliced HIV RNA Phases (-l NCT01680094  [195]
therapy No reduction in integrated
HIV DNA
-Safe, well tolerated
-Antiretroviral HIV infection Qngoing Phases -l NCT024 71430
therapy
Interfaron-alpha2a
Vorinostat Antiretroviral therapy  HIV infection Increase in cellassociated HIV Phases |-l NCTO1319383  [194]
RNA with no effective depletion
of persistent HIV resanvoir
-Safe, well tolerated
Antiretroviral HIV infection Neo published results yet Phase | NCT02707900
therapy
Autolegous
dendritic cell
vaccine (AGS 004)
-Antiretrowviral HIV infection Suspended Phases |-l NCTO3198559
therapy
Disulfiram
Romidepsin  Antiretroviral therapy  HIV infection -Increase in cellassociated Phases (-l NTCO02092116  [197]
un-spliced HIV-T RNA
-No effect on the number of
HiVespecific T cells
-No severe adverse events
Antiretroviral therapy  HIV infection Neo published results yet Phases |-l NCTO1933594
MVA_ HMconsy HIV infection No published results yet Phase | NCT02616874
vaccine
Broadly neutralzing  HIV infection Qngoing Phase Il NCTO3041012
antibody (3BNC117)
Valproic acid  Antiretroviral HIV infection No significant reductions in Phase Il NCT00289952  [198]
therapy the frequency of CD4+ T cells
harborting replication-competent HiV
Belinostat Nene Unresectable -Tumer stabilization Phases |-l NCT00321594  [200]
hepatocellular Well 1olerated
carcinoma
Mocetinostat  None Relapsed and refractory -Dacreasa in tumor measurements Phase Il NCT00358382  [201]
classical Hodgkin lymphoma  -Grade 3 and 4 adverse events
{neutropenia and pneumonia)
Tractinostat  Valganciclovir EBV-asscdiated ymphoid Ongeing Phase I1bAI NCT03397706

malignandies

*Retrieved from Clinkaltrialsgov
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insufficient clearance of latency-reactivated cells. It is
suggested that the clearance of HIV latent reservoir
could be enhanced by adding immune enhancement
treatments, such as the immunomodulatory cytokine
interferon-alpha2a with panobinostat (NCT02471430);
the therapeutic vaccine MVA.HIVconsv (NCT02616874);
the bNAb-based therapeutic HIV vaccine 3BNCI17
(NCT03041012) with romidepsin; alternatively, the au-
tologous dendritic cell vaccine AGS 004 (NCT02616874);
or disulfiram (NCT03198559) with vorinostat, as
disulfiram was shown to reactivate latent HIV-1 in a pri-
mary CD4+ T cell model [199]. Importantly, caution
should be engaged as the inareased efficacy implicated by
those combinations could be complemented with adverse
effects not noted with the used of HDAC inhibitors alone.
Not limited to HIV infection, some HDAC inhibitors have
been tested in the context of viral-induced malignancies.
Treatment with belinostat demonstrated tumor
stabilization in unresectable hepatocellular carcinoma
(NCT00321594) [200]. In addition, mocetinostat
(MGCDO0103) showed promising disease control in
patients with relapsed classical Hodgkin lymphoma
(NCT00358982) [201]. Tractinostat (VRx-3996) in
combination with valganciclovir is currently under
investigation in EBV-associated lymphoid malignan-
cies (NCT03397706). Interestingly, HDAC inhibitors
could induce EBV lytic-phase gene expression and act
as sensitizers to antivirals for the treatment of
EBV-associated lymphomas [202] as in the case of ar-
ginine butyrate and ganciclovir [203]. Another epigen-
etic player, the DNMT inhibitor azacitidine, was
shown to reverse the dense CpG methylation and po-
tentially triggering gene re-expression in patients with
EBV-positive tumors [204]. Although those inhibitors
might be future promising candidates for inclusion in
the current therapeutic management, caution should
be taken as they could reactivate some latent DNA vi-
ruses like HBV or EBV in the setting of other condi-
tions treatment [205). For instance, the use of SAHA
or TSA aggravated the severity of myocarditis induced
by coxsackievirus B3 (CVB3) through CVB3-induced
myocardial apoptosis [206]. Thus, a careful assessment
before the use of HDAC inhibitors is highly needed.

Conclusion and future perspectives

Over the past years, epigenetic studies have revealed novel
principles and profoundly broadened our knowledge about
the interplay between viruses, cellular transcription factors,
histones, and nonhistones modifying enzymes. As most of
those modifications are reversible, manipulating this com-
plex machinery could have a aitical role in determining an
active lytic or latent viral infection and subsequent viral re-
activation from latency. This diverts the end goal to per-
manently silence the virus in latent reservoirs so that the
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possibility of reactivation is diminished, or to eradicate it
through purging the viral reservoirs after reactivating it.
Advantageously, and in contrast to the conventional antivi-
rals, it is hypothesized that the emergence of resistant
strains is minimized, as those chromatin modulation
components target the host, rather than viral-encoded fac-
tors. Furthermore, epigenetic therapy could exemplify the
“two birds, one stone" concept in the scenario of viral
co-infection, e.g, with HCMV-HSV, HIV-HCV, and
HIV-HBV. However, this tremendous array for new targets
is a double-edged sword. In fact, the available epigenetics
therapies lack specificity, which raises questions about their
cytotoxic side effects due to unintended global epigenetic
modifications and complicates the achievement of a thera-
peutic index within the acceptable toxicity levels. Intri-
guingly, designing and testing target-spedfic inhibitors
(specific HDAC inhibitors rather than pan-inhibitors for
example) could improve therapeutic outcomes through
dropping the off-target undesired effects This could be
partly achieved through studying structure-activity relation-
ship (SAR) to select a potent and selective compound for
further mechanistic studies. In addition, advancement in
epigenetic analysis tools such as epigenome microarray and
combining chromatin immune-predpitation (Chip) to
next-generation sequendng (NGS) could provide a useful
tool to decipher the multiprotein complexes involved in the
epigenetic control of viral infections. In addition, addressing
the role of the less studied post-translational modifications
such as phosphorylation or sumoylation can shed light on
new aspects of the dynamic host-viral interplay. Altogether,
new therapeutic approaches are actively needed to fight
viral infections and drugs targeting epigenetic players could
lead to major therapeutic breakthroughs in the future.
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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 |a réverse transcriptase sur
la réactivation virale dans les lymphocytes T CD4+ de patients
infectées.

Nous avons inclus dans cette étude 47 patients infectés de maniére 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 » (Pl) 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, a 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 aprés stimulation des lymphocytes purifiés par
une combinaison d’anticorps anti-CD2 et anti-CD28. Six jours apres stimulation, la quantité d’ARN
viral a été mesurée.

Nous avons observé une réduction dans la quantité d’ARN viral mesuré apres réactivation d’environ
1 log (0.92 log copies/mL) pour les lymphocytes de patients traités par Pl (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 I'amplification des provirus intégrés uniquement, par I'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/10° cellules) de la quantité d’ADN proviral
intégré dans les lymphocytes de patients par Pl (2.09 log copies/10° cellules) par rapport aux
lymphocytes de patients traités par NNRTI (2.98 log copies/10° cellules).

6.4. Discussion

Les résultats que nous avons obtenus semblent montrer que l'utilisation de PI pour le traitement de
I'infection par le VIH limite la réactivation virale chez les patients avirémiques, par rapport a
I'utilisation de NNRTI. Ces résultats semblent également montrer une réduction de la taille du
réservoir viral intégré chez les patients traités par Pl, par rapport aux patients traités par NNRTI

Premiérement, la réduction des niveaux de réactivation virale lors du traitement par les inhibiteurs
de protéase peut étre 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
I'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 I'expansion du réservoir de
latence.

Par ailleurs, il a été montré que les inhibiteurs de protéase réduisent I'activation cellulaire d’Akt
[313,314]. Akt étant essentielle a 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 a I'activation de la voir NFkB, qui est impliqué dans
I'intégration et la réactivation du provirus latent [185].

Cette étude a fait I'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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Published: 06 December 2016 = Carine Van Lint%" & Georges Herbein."

A latent viral reservoir that resides inresting CD4 ' T cells represents a major barrier for eradication of
HIV infection. We test here the impact of HIV protease inhibitor (PI) based combination anti-retroviral
therapy (cART) over nonnucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI)-based cART on HIV-1
reactivation and integration in resting CD4" T cells. This is a prospective cohort study of patients with
chronic HIV-1 infection treated with conventional cART with an undetectable viremia. We performed
a seven-year study of 47 patients with chronic HIV-infection treated with cART regimens and with
undetectable plasma HIV-1 RNA levels for at |east 1 year. Of these 47 patients treated with cART,
24 were treated with a Pl-based regimen and 23 with a NNRTI-based regimen as their most recent
treatment for more than one year. We evaluated the HIV-1 reservoir using reactivation assay and

' integrated HIV-1 DNA, respectively, in resting CD4 ' T cells. Resting CD4 ' T cells isolated from PI-

| treated patients compared to NNRTI-treated patients showed a limited HIV-1 reactivation upon T-cell
stimulation (p =0-024) and alower level of HIV-1 integration (p =0-024). Our study indicates that PI-
based cART could be more efficient than NNRTI-based cART for limiting HIV-1 reactivation in aviremic
chronically infected patients.

' Among the main features of human immunodeficiency virus-1 (HIV-1) infection are immune suppression and
viral persistence’. Combination anti-retroviral therapy (cART) drives the viral load down to undetectable levels®.
However, using the ultrasensitive assays, low levels of active viral replication can be detected in the majority of
subjects successfully treated with cART”. Indeed, the persistence of latent reservoirs of replication-competent
proviruses remains a major obstacle in HIV-1 eradication®”®. Latent reservoirs are established early during acute
viral infection and include among others, macrophages and latently infected resting CD4' T cells, these later
being the main viral reservoir®*.

Most of the studies so far have addressed the effect of cCART on the decrease of HIV-1 viremia under limit of
detection using the classical assays. Usually, a better virologic performance of nonnucleoside reverse transcriptase
inhibitor-(NNRTI)-based cART compared to protease inhibitor-(PI)-including regimens has been reported.
Although Pl-based regimen have lower rates of HIV suppression compared with the NNRT1-based treatments,
greater CD4 cell increases are seen in patients on PI arm and there is also less development of major drug resist-
ance mutations in patients failing PI-based therapy'®*". Recently, cART intensification was assessed and did not
reduce residual HIV-1 viremia in patients on cART, indicating that its potential to eradicate the virus appears
limited*,

In contrast to the measurement of viremia in patients on cART, the impact of cART on the size of the cellular
reservoirs of HIV-1 has been much less studied. Initiation of cART during primary HIV infection may limit the
establishment of viral reservoirs, and very early c ART limits the seeding of the HIV reservoir in long-lived central
memory CD4 ' T cell¢****, By contrast, the impact of cART on the HIV reservoir especially on viral reactivation

*Department of Virology, Pathogens & Inflammation Laboratory, University of Franche-Comté, COMUE Bourgogne
Franche-Comté University, UPRES EA4266, SFR FED 4234, CHRU Besangon, France. *Laboratery of Molecular
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de Liége, Domaine Universitaire du Sart-Tilman, B23, 4000 Liége, Belgium. "These authors contributed equally to
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Age (yeans), mean (£s.d) AB6E127 462+£107 Q495
CD4" T cell counts at nadir, absolute (cells perpl), median (IQR) 298 (201-375) 333 (246-119) @579
CD4* T cell counts at initiation of treatment, absolute (cells perpl), median {(IQR) | 384 (285-461) 349 (265-574) a3
CD4* T cell counts at the last point, shsolute (cells per pl), median (IQR) 607 (480-832) | 624 (492-801) 647
PVL at zenith {log copies per ml), median (IQR) 492 (423-507) | 483 (4.47-5.16) | @892
Previous treatment failure, median {IQR) 1400 {0-225) 1400{0-4) Q%85
Time with therapy {years), meants.d. 850 +3.63 85230 0936
Time with undetectable pVL (years), mean +sd. 48329 5394273 Q551
HIV-1 reactivation assay

Resting CD4* T cells (n=10) (n=11)

HIV-1RNA levels after reactivation assay (log copies per ml), median (IQR) 301 (1.84-345) | 393 (331-487) | a4
HIV-1 integration assay

Resting CD4* T cells (n=14 n=12)

Integrated HIV-1 DNA {log copies per 10 cells), median (IQR) 209(153-252) | 298(255-348) | a4

Table 1. Comparison of biological and virological characteristics of HIV" patient groups under PI-cART
and NNRTI-cART. IQR, interquartile range; pVL, plasma viralload *P<0.05.

from resting CD4" T cells in aviremic chronically infected patients is so far unknown. We report here a study
indicating a higher efficiency of Pl-based cART over NNRTI-based cART for limiting HIV-1 reactivation in
CD4' T cells from aviremic chronically HIV-1 infected patients.

Results

Forty-seven patients with chronic HIV-1 infection treated with cART (treatment range: 2 years to 16 years)
and with undetectable plasma HIV-1 RNA levels (<40 copies/ml) for at least 1 year were included in the study
between 2008 and 2014. Of these 47 patients (mean age 47.4 years; range 27-93 years) treated with cART, 24
were treated with PI-based cART and 23 with NNRTI-based cART (as their most recent treatment) for more
than one year (Table 1, Supplementary Tables S1 and $2). We did not observe significant differences for nadir
median CD4 counts (298:10° versus 333.10° cells/l, P = 0.579), median CD4 counts at initiation of treatment
(384-10° versus 349:10° cells/l, P =0.903), median CD4 counts at the last point (607-10° versus 624-10° cells/l,
P=0-647), and median HIV RNA load at zenith (4.92 versus 4-83 log/ml, P=0.892) between Pl-treated and
NNRTI-treated patients (Table 1). We did not find significant differences between Pl-treated and NNRTI-treated
patients for the number of failures of treatment (1 versus 1, P=0:985) and the duration of therapy (8:50 versus
8:52 years, P= 0.936). The duration with undetectable plasma HIV-1 RNA levels was not significantly different in
the Pl-treated arm compared to the NNRTI-treated arm (4.83 versus 5:39 years, P =0.581) (Table 1). At the last
treatment, in 51:1% of individuals cART included a PI (fosamprenavir; saquinavir; atazanavir; lopinavir/ritona-
vir; darunavir) and in 48.9% a NNRTI (nevirapine; efavirenz; rilpivirine). Of note, among the 47 patients treated
with cART, 17 were treated only with Pland 7 only with NNRTI (Supplementary Tables S1 and $2).

In order to evaluate the qualitative and quantitative patient-specific variations in the ex vivo reactivation
capacity of the HIV-infected cells depending of cART treatment, we analyzed the effect of a known HIV inducer
(anti-CD2+anti-CD28 antibodies)**® on viral reactivation in ex vivo cultures of purified resting CD4 "' T cells
isolated from HIV ' patients treated with PI-based cART and with NNRTI-based cART. Since latently infected
resting CD4 ' T cells that harbour integrated replication-competent viral DNA represent the primary long-lived
source of persistent HIV-1 in patients under cART*#, we decided to analyze the impact of cART regimen on
resting CD4"' T cells isolated from HIV ' patients. We observed, following reactivation of HIV-1 from latency
in purified resting CD4" T cells, that HIV-1 recovery was 0:92log of HIV RNA copies/ml (3-01 versus 3-93 log
copies/ml, P =0-024) lower in HIV- 1-infected patients treated with PI compared to those treated with NNRTIas
their lastly administered treatment (Tables 1 and 2, and Fig. 1A). The impact of PI versus NNRTI treatment, tak-
ing into account the last treatment administered, on latently infected CD4" T cells was further assessed by quan-
tifying integrated HIV-1 DNA. The levels of integrated HIV-1 DNA was 0-89log (209 versus 2:98 log copies/10°
cells, P =0:024) lower in purified resting CD4" T cells isolated from HIV-1 patients treated with PI-based cART
compared to HIV-1-infected patients treated with NNRTI-based cART (Tables 1 and 3, and Fig. 1B).

Discussion
To diminish the size of the viral reservoir, several studies have shown that an early treatment during HIV-1
primo-infection could be beneficial’***, and recently on-demand preexposure prohylaxis has been shown to be
highly efficient to prevent HIV transmission’”. We report here a study indicating that PI-based cART could be
more efficient than NNRTI-based cART for limiting HIV-1 reactivation in aviremic chronically infected patients.
Although the respective use of NNRTI-based cART and PI-based cART have been extensively studied in
regard to residual viremia, only little is known on their impact on cellular reservoirs of HIV-1. By two approaches,
reactivation assay and the Alu-PCR assay that allow evaluating in a qualitative and quantitative manner, respec-
tively, the amount of integrated provirus, we observed that PI-based cART was superior to NNRTI-based cART
for limiting the size of the HIV-1 reservoir. Recent studies indicate that raltegravir intensification of PI-based

SCIENTIFICREPORTS |6:38313| DOI: 10.1038/srep38313 2
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WSH 229 617 Am;)i:rc 13 12 25862 441
WSH 231 770 AT{}\?‘C 10 7 40 160
. TDFFIC
WSH 232 599 TAPY 7 1 3106 349
WSH 233 465 ATV EFV 8 8 40 L&
DDIAZT
A oY
WSH 235 797 ITC APV 15 5 1108 EXCY
TDEFIC
WSH 236 402 ATV 13 1 2862 346
" TDFFIC "
WSH 238 1240 ATV 5 5 40 L&
TDEFIC
WSH 239 w9 ATV 9 1 954 298
TDEFIC
WSH 240 663 st 9 4 2548 141
WSH 241 24 AR 2 2 32 257
Mean 738 9.10 4.60 3693 28
SD 246 373 344 7477 09
Median 717 900 150 1031 301
15t Quartile 547 725 125 123 1.8
3rd Quartile 874 123 650 2784 3.6
NNRTT at the last treatment (n=11)
WSH 227 733 h[‘]\‘ll;;r(. 9 8 146 216
WSH 228 1324 .l‘L;\.F\;-;‘C 10 7 22967 536
5 EFV FIC
WSH 230 A TDE 8 1 B92 39
DDLTDF
WSH 242 428 ABC3TC 10 3 1668 2
EEV
EFV FIC
WSH 243 94 TDE 6 1 2514 ER U]
WSH 244 o9 Ev.e 8 8 122268 509
TDFFIC
2. 2
WSH 245 a8 NV 12 3 43614 464
EFV FIC -
WSH 246 a9 TDE 3 1 374578 557
ABCIIC
217 =
WSH 247 98 NVE 16 7 31976 4.5
WSH 248 1017 ABC}‘TL 10 Z 224 363
EFV
AZTIIC
WSH 249 519 NVP 13 11 668 282
Mean 668 955 5.18 74529 4.03
sD 270 331 333 116748 1.05
Median 519 100 700 8492 3.93
TSt Quartile 17 300 200 2091 331
3rd Quartile 764 110 750 82M1 4.87
MW pvalue 0461 0.768 0.651 0024 0024

Table 2. Reactivation assayon HLA DR~ CD25° CD69  CD4" T cells (resting CD4" T cells) isolated
from HIV' patients with undetectable viremia treated with PI (n =10) and NNRTI (n= 11) as their lastly
administered treatment.

cART results in a specific and transient increase in episomal HIV DNA that might represent lower efficiency of
HIV integration under PI'*'?, Recent publications also indicate that the size of the HIV-1 reservoir measured
by total cell-associated HIV-1 DNA correlates positively with the frequency of positive recovery measurements
inresponse to various latency-reversing agents®. Additionally, the low frequency of infected cells in the HIV-1

SCIENTIFIC REPORTS |6:38313| DOI: 10.1038/srep38313 3
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Figure 1. Resting CD4" T cells isolated from PI-treated patients compared to NNRTI-treated patients
showed a limited HIV-1 reactivation upon T-cell stimulation and a lower level of HIV-1 integration.

(A) Comparison of reactivation assay on resting CD4 " T cells isolated from HIV ' patients with undetectable
viremia treated with PI (n= 10) and NNRT1(n=11) as their lastly administered treatment. (B) Comparison of
measurement of integrated HIV-1 DNA in resting CD4 ' T cells isolated from HIV * patients with undetectable
viremia treated with PI (n= 14) and NNRT1(n=12) as their lastly administered treatment.

controllers is associated with less efficient viral reactivation”. Our data are in line with these findings indicating
that limited reactivation could be a consequence of lower integration events.

Several molecular mechanisms could explain the lower viral reactivation under Pls. First, low frequency
ofviral integration in transcriptionally active sites could explain the limited reactivation observed under Pls.
Second, since integrase is produced by prot mediated cleavage of the Pr160%# ™ precursor protein, Pls might
inhibit HIV-1 integration by preventing the formation of a functional integrase'”. Impaired integrase activity
and/or impairment of the integrase- LEDGF/p75 interaction could result ina decreased number of integrated
provirus in transcriptionally active sites, but also could favor the viral integration in less transcriptionally active
sites which will result in lower viral reactivation®®. Third, HIV Pls have been reported to block Akt activation®,
and we recently observed that Pls, by blocking Akt activation especially triggered by Nef, limit HIV-1 recovery
from latently-infected T cells*'. Additionally HIV integration and the establishment of latency in CCL19-treated
resting CD4 ' T cells has been shown to require activation of NF-kB and increased HIV integrase stability™.
Interestingly, Pls block NF-kB activation induced by Toll-like receptor 2 (TLR2) and TLR4*. We also observed
that Pls, but not NNRTIs, block Akt activation in PBLs treated with recombinant HIV-1 Nef in vitro and that the
blockade of Nef-mediated Akt activation by Akt inhibitors decreased dramatically NF-kBactivation™. Therefore,
we cannot exclude that Pls by blocking HIV-mediated Akt activation in T cells decrease NF-kB activation and
ultimately limit HIV integration in T cells.

Since Akt activation is critical for cell survival, the blockade of Akt activation by Pls in latently infected resting
CD4' T cells could help to clear these cells through accelerated cell death. Additionally, PIs have been shown to
trigger the death of CD4" T cells through the generation of Casp8p41, a fragment obtained by cleavage of pro-
caspase 8 by Pls, that lacks caspase activity but nonetheless contributes to T cell apoptosis®”. Thus Pls could partic-
ipate to decrease the size of the viral reservoir in infected patients through the clearance of infected CD4 "' T cells.

Low HIV-1 reservoirs found in HIV-1 controllers contributes to temporary control of infection without
antiretroviral therapy™'. Along this line, control of HIV-1 viremia or delayed viral rebound after discontinua-
tion of antiretroviral treatment has been consistently associated with low levels of cell associated HIV-DNA at
the time of treatment interruption®*, Therefore, lower levels of integrated HIV-1 in purified resting CD4' T
cells isolated from HIV-1 patients treated with Pl-based cART compared to HIV-1-infected patients treated with
NNRTI-based cART could be critical to achieve control of infection.
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PI anhclanm(n =14)

B9 185 TDFFTC ATV n ] 95 197
B13 512 ABC3TCATV 7] ] 85 192
B15 995 TDF FIC ATV 12 ] 4731 367
B27 529 ABC3TCATV 3 2 0s
B33 W04 TDF FIC DRV 8 2 175 224
B34 127 TDF FTC DRV 2 1 17 123
B38 23 TDF FIC ATV ] 5 2 03
B39 997 ABC 3TC DRV ] 3 09 261
Ba0 394 APV AZT 3TC ] 5 56 174
Bl 596 TDF FTC DRV 3 2 29 [
Ba2 638 DAY ﬁ.’(f AN 8 5 7 248
B43 505 ABC3TC ATV 10 ] 163 221
B45 809 ABCTDF DRV 12 8 344 253
Bd6 906 ABC3TCATV ) 5 65 28
Mean 594 807 5.00 504 1.98
SD 242 349 256 1186 0.85
Median 521 500 5.00 129 2.09
15t Quartile 139 650 225 358 1.53
3rd Quartile 766 108 8.00 335 2.52
NNRTI at the last treatment (n=12)
B2 548 EFVETCTDF 5 P 6174 i
B3 927 ABC 3TC NVP 7 5 2 03
56 479 NVPTDE FIC ] 7 682 2
BS 975 EFVEFTC TDF 3 2 985 29
B10 580 EFVTDE FIC 6 5 2963 347
B14 186 NVPTDE FIC 5 4 944 297
B16 928 TDF FTC NVP 15 ] 2579 346
B18 624 TDFFTCRPV 5 4 10218 am
B21 607 TDEFICRPY 12 ] ) 169
B22 793 TDFFTC NVP 5 4 38 158
B29 807 TDEFTCRPV 10 ] 3185 35
B37 790 TDEFICRPV 10 ] 771 288
Mean 712 758 5.58 2408 279
sD 171 338 2.02 2031 1.04
Median 707 650 5.00 965 2.98
st Quartile 572 500 1.00 524 2.55
3rd Quartile 837 100 8.00 3019 3.48
MW pvalue 0.210 0.58 0719 0021 0.024
Table3. M ofinteg d HIV-1 DNA in HLADR - CD25  CD69 CD4" T cells (resting CD4'

T cells) isolated from HIV* patients with undetectable viremia treated with PI (n =14) and NNRTI (n=12)
as their lastly administered treatment.

Inconclusion, in aviremic chronically HIV-1-infected patients our study indicates that PI-based cART limits HIV-1
recovery from latently infected resting CD4 ' T cells and curtails the amount of integrated HIV-1 DNA. Altogether,
our results support the need to furtherassess the therapeutic use of HIV-1 protease inhibitorsin view of their impact
on persistence of HIV-1 reservoirs and might provide and/or accompany new therapeutic strategies for a remission.

Methods

Ethics approval and consent to participate. All the patients who were enrolled at the St-Pierre
University Hospital (Brussels, Belgium) and the Besancon University Hospital (France) gave their written
informed consent to participate in the study according to the Helsinki declaration. The study was approved by the
local ethics committees of the Saint-Pierre University Hospital (Brussels, Belgium) and the Besancon University
Hospital (Besangon, France) (CPP EST-2). To perform our study, we used blood samples that were part ofa rou-
tine care. It was an observational study and not a clinical trial. According to the French Regulatory Authority for
clinical studies, prospective and retrospective studies with observation analysis only are not evaluated by Human
Protection Committees. The Human Protection Committee East Area 11 from France was consulted and issued a
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formal waiver of approval. This study did not rely solely on medical records. The authors did not have any contact
with the study subjects and performed tests on patient blood samples that were part of a routine care. The blood
samples were anonymized before being used by the authors.

Patients. We enrolled 47 chronically HIV-1 infected individuals at the St-Pierre Hospital (Brussels, Belgium)
and the Besancon University Hospital (Besancon, France). The patients were treated with cART (treatment
range: 2 years to 16 years) and had undetectable plasma HIV-1 RNA levels (<40 copies/ml) for at least 1 year.
Characteristics of these patients were well documented and presented in Supplementary Tables $1 and S2. Of
these 47 patients treated with cART, 24 were treated with PI and 23 with NNRT1 as their most recent treatment
for more than one year.

Isolation of resting CD4" T lymphocytes. Purified CD25 , CD69 , HLA-DR CD4' T cells (resting
CD4' T cells) were obtained from the peripheral blood of HIV' patients using a negative selection assay using
magnetic beads (LD columns, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) as described previously™,

Viral reactivation assay. One day after isolation, 5 x 10° purified CD25 ,CD69 , HLA-DR CD4"' T cells
(resting CD4 " T cells) were mock-treated or treated with anti-CD2+ anti-CD28 antibodies as a positive control
for global T-cell activation™*, For the measurement of reactivation of HIV-1 expression in resting CD4 "' T cells
isolated from the peripheral blood of HIV-infected patients, six days after treatment, culture supernatants were
tested for quantitative HIV-1 RNA levels using the COBAS AmpliPrep/ COBAS Amplicor HIV-1 Monitor Test,
according to the manufacturer’s instructions.

Quantification of integrated HIV-1 DNA. Integrated HIV-1 DNA was measured by using a pre-
viously described Alu-gag PCR with some modifications™. This assay detects only integrated provirus
because it relies on initial amplification in which one primer hybridizes with conserved sequences in Alu ele-
ments that are present in the human genome. The level of HIV-1 integration was measured by comparing
the detection signal to an integration standard curve that was prepared from U1 cells. ACH2 cells were used
for calibration. The sequences of first step PCR amplification primers were as follows: genomic Alu forward,
5"-GCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAG-3"and HIV-1 gagreverse, 5'-GCTCTCGCACCCATCTCTCTCC- 3"
The reaction conditions were 1x Tfi PCR reaction buffer, 1.5 mM MgCl,, 1 mM dNTPs, 100 nM Alu forward
primer, 600 nM gag reverse primer and 5 U of Tfi DNA polymerase (Invitrogen). The thermal cycler (Eppendorf
AG, Hamburg, Germany) was programmed to perform a 2min hot start at 94°C, followed by 20 cycles of fol-
lowing: denaturation at 94 °C for 30sec, annealing at 50°C for 1 min, and extension at 72°C for 1 min 40 sec.
The second round of real time quantitative PCR was performed using 21 ul of Nested Alu-gag PCR along
with standard curve amplification products. The sequences of the primers were as follows: LTR forward,
5"-GCCTCAATAAAGCTTGCCT TGA-3'; and LTR reverse, 5" TCCACACTGACTAAAAGGGTCTGA-3'. The
LTR Tagman probe, labeled at its 5" terminus with the reporter fluorophore 6-carboxyfluorescein (FAM) and at its 3"
terminus with the quencher 4-(4-dimethylamino-phenylazo)-benzene (DABCYL), had the following sequence:
5"-FAM-GCGAGTGCCCGTCTGTTGTGTGACT CTGGTAACTAGCTCGC-DABCYL-3". The reaction was car-
ried outina volume of 50 ul containing 1 X Tagman Master mix (Applied Biosystems, Foster City, CA), 250nM
concentration of LTR forward and reverse primers, and 200 nM Tagman probe. The reactions were performed on
Stratagene Mx2005 P. The thermal program was 2min hot start at 95 °C, followed by 40 cycles of denaturation at
95°C for 15secand annealing and extension at 60°C for 1 min.

Data analysis. ‘The program used for plotting and statistical analysis was Prism version 6.0 (GraphPad
Software). Results from ex vivo reactivation studies and HIV integration using patient cell cultures of rest-
ing CD4"' T cells are shown as medians. Data sets were analyzed using an unpaired nonparametric t-test
(Mann-Whitney test). Differences were considered significant at a value of p < 0.05.
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7.Etude de I'activation de la voie de signalisation
Akt par Nef et impact sur la réactivation virale

7.1. Nef exogeéne entre dans les lymphocytes et augmente
I"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 I'activité de PI3K est nécessaire a
I'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 gene Nef, par rapport au VIH de type
sauvage.

7.2. Nef active PI3K et Akt par une interaction directe,

entrainant I’activation des voies NFkB et du CD28RE.

Nous avons testé I'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 I'activation de I’élément de réponse au CD28 (CD28RE) et de NFkB. Nous avons
observé I'activation par Nef du CD28RE et de NFkB. Cette activation est bloquée par I'inhibiteur
d’Akt VIII, indiguant 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 I'activation d’Akt.

7.3. Les inhibiteurs de protéase limitent I’activation d’Akt par
Nef.

Nous avons testé |'effet des PI sur I'activation d’Akt par Nef dans les lymphocytes. Il a été montré
précédemment que les Pl inhibent I'activation d’Akt et qu’Akt joue un réle important dans la
réactivation virale [186,314]. Les Pl 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 Pl, par NNRTI ou naifs de traitements. L’activation d’Akt est réduite chez les
patients traités par Pl par rapport aux patients traités par NNRTI. L’activation d’Akt est également
plus élevée chez les patients infectés naifs 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 naifs de traitements. Nous avons observé une
réduction de la quantité d’IL-2 produite chez les patients traités par Pl par rapport aux patients
traités par NNRTI ou naifs de traitement. Nous avons également observé une réduction de la
prolifération des lymphocytes de patients traités par Pl par rapport aux patients traités par NNRTI ou
naifs 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 a partir de cellules infectées de maniére latente et traitées
par des Pl 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 Pl 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 réle important dans la signalisation du TCR, en association avec Akt.
Cette activation des lymphocytes par Nef pourrait conduire a une expansion du réservoir viral, en les
rendant plus permissifs a I'infection.

Nous avons montré que les Pl bloquent I'activation d’Akt par Nef. Cette réduction de I'activation
d’Akt par les Pl se traduit également par une réduction de la production d’IL-2. Les Pl bloquent
également la réactivation virale a partir de cellules infectées de maniere latente, de maniére
dépendante d’Akt.

Le blocage de I'activation d’Akt, qui est plus élevée dans les lymphocytes de patients infectés par le
VIH par rapport aux patients sains, pourrait étre 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 Pl met en avant
I'intérét de ce type de traitement, par rapport a I'utilisation de NNRTI.
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L'intérét thérapeutique des Pl est cependant réduit par les effets secondaires adverses importants et
I"apparition plus fréquente de résistance au traitement conduisant a des échecs thérapeutiques
[316]. De plus, le développement de nouveaux traitements, notamment les inhibiteurs de
I'intégrase, réduisent I'intérét de cette approche.

Cette étude a fait I'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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Fublished: TeAPALATRE.. At Kumar®*, Wasim Abbas'”, Laurence Colin*", Kashif Aziz Khan', Sophie Bouchat?,
AudreyVarin!, Anis Larbi?, Jean-Stéphane Gatot?, Kabamba Kabeya*, Caroline Vanhulle?,
Nadége Delacourt?, Sébastien Pasquereau’, Laurie Coquard®, Alexandra Borch®,

Renate Kénig™®, Nathan Clumeck®, Stephane De Wit*, Olivier Rohr’, Christine Rouzioux®,
Tamas Fulop Jr?, CarineVan Lint?* & Georges Herbein'*

Akt signaling plays a central role in many biological processes, which are key players in human
immunodeficiency virus 1 (HIV-1) pathogenesis. We found that Akt interacts with HIV-1 Nefprotein. In
primary T cellstreated with exogenous Nef or acutely infected with Nef-expressing HIV-1 in vitro, Akt
became phosphorylated on serine*” and threonine®®. In vitro, Akt activation mediated by Nefin
T-cellswas blocked by HIV protease inhibitors (Pl), but not by reverse transcriptase inhibitors (RTI).

. Exvivo, we found that the Akt pathway is hyperactivated in peripheral blood lymphocytes (PBLs) from
CART naive HIV-1-infected patients. PBLs isolated from PI-treated patients, but not from RTI-treated
patients, exhibited decreased Akt activation, T-cell proliferation and IL-2 production. We found that Pl
but not RTI can block HIV-1 reactivation in latently infected J-Lat lymphoid cells stimulated with various
stimuli. Using luciferase measurement, we further confirmed that Nef-mediated reactivation of HIV-1
from latencyin 1G5 cells was blocked by Pl parallel to decreased Akt activation. Our results indicate that

' Pl-mediated blockade of Akt activation could impact the HIV-1 reservoir and support the need to further
assess the therapeutic use of HIV-1 Pl in order to curtail latently infected cells in HIV-1-infected patients.

Theserine/threonine kinase Akt (or protein kinase B) is a key regulator in the phosphoinositide 3-kinase (PI13K)
signaling pathway and plays important roles in many cellular processes such as cell survival, metabolism, growth,
and proliferation that areinvolved in HIV-1 pathogenesis'*. Immune hyperactivation, a hallmark of HIV-1 infec-
tion, fuels the progression of the disease and could be critical for the formation of HIV-1 reservoirs in infected
individuals™.

HIV-1 Nef is a multifunctional viral accessory protein without enzymatic activity that is abundantly expressed
early in infection and has been shown to play an important role in numerous aspects of viral pathogenesis™**.
Viral pathogenesis and replication is largely attenuated in individuals infected with Nef deficient HIV-17.
Endogenous Nef governs the downregulation of CD4+ receptor, major histocompatibility class (MHC) I, MHCII,
CD80and CD86 molecules in infected cells and interferes with several signaling pathways®.
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. Interactions”, Paul-Ehrlich-Institute, Langen, Germany. *immunity and Pathogenesis Program, Sanford Burnham
Prebys Medical Discovery Research Institute, La Jolla, CA; German Center for Infection Research (DZIF), Langen,
Germany. “Institut de Parasitologie et Pathologie Tropicale, University of Strasbourg, Strasbourg, France.
“Department of Virology, Paris University, EA7327 Paris Descartes, APHP Necker Hospital, Paris, France. “These
authors contributed equally to this work. Correspondence and requests for materials should be addressed to C.V.L.
(email: evlint@ulb.ac.be) or G.H. (email: georges.herbein@univ-fcomte.fr)
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Figure 1. HIV-1 Nef is internalized by CD4 + T cells and activates Aktin PBLs which is mediated via PI3K
ina dose and time dependent manners. (A), Dose-dependent (n =3) and (B), Time-dependent activation of
Akt (pAkt(Ser473)) in PBLs treated with rNef (n= 3). (B) Five million PBLs were either left untreated or treated
with rNef (100 ng/ml) for various period of time (30 seconds to 30 minutes). As a positive control, PBLs were
treated with anti-CD28 antibody. Expression of pAkt (Ser473, Thr308), total Akt and (3-actin were detected by
standard western blotting method as described in materials and methods (n= 3). (C,D) A series of confocal
images showing internalization and colocalization of HIV-1 Nefand Akt (C) at serum concentration of Nef

(1 to 10ng/ml) and a dose response of rNef treatment on Akt activation (D) in PBLs isolated from healthy
donors. (E), Interalization of rNef by CD4+ T cells determined by flow cytometry. Five million CD4+ T
cells were treated with rNef for 30min at 37°C and 4°C with and without permeabil ization. Expression of rNef
was determined by confocal microscopy (n = 3).(F), Activation of Akt in PBLs treated with rNefis mediated
via PI3K. Western blot detection of activated p Akt (Ser473, Thr308) in the lysates derived from 5 x 10° PBLs
treated with 100 ng/ml of Nef with or without Akt (Akt inhibitor VI1I} and PI3K inhibitors (LY294002 and
Wortmannin) (n= 3). (G), Akt activation in PBLs by wild-type HIV-1, but not by isogenic HIV-1ANef. Five
million PBLs were infected with various doses (of p24) of either wild type HIV-1 or A Nef virus infectious
clones. Post infection lysates were prepared and expression of pAkt(Ser473), was determined by western
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blotting (upper panel) and flow cytometry (n=2) (lower panel). (H), Left panel: Gating strategy for flow
cytometry analysis. In this sample gating cells were first gated for PBLs (Gate R1). R1 gate is further analysed for
p24 positive PBLs (Gate R2). Gate R2 is analyzed for the expression of pAkt. Right panel is the representative
data of pAKt positive cells in p24 positive population obtained by infection of PBLs with WT and Delta Nef
virus.

Infection of CD4+ T cells by HIV-1 is largely influenced by their activation state. In activated CD4+ T cells,
HIV-1 can readily undergo robust replication whereas resting CD4+ T cells are usually refractory to infection’. A
number of studies suggest that Nef can reduce the threshold for CD4+ T cell activation, and Nef has been shown
to interact with T-cell receptor and various downstream effectors or secondary messengers including Lck, LAT,

lipid rafts, PI3K and Ca**™%!,
Besides endogenously produced Nef, extracellular Nef protein is found in the serum and cerebrospinal fluid
of infected individuals and displays im latory effects such as the supp ofi globulin class

switching in bystander B cells'™H4, PI3K/Akt pathway, a key pathway of cell survivalis known to bet manipulated
by a plethora of viral pathogens including human cytomegalovirus, Epstein Barr virus, influenza A virus and
HIV-1 ", Few studies also reported theimpact of protease inhibitors on Akt signaling in several cell types and in a
clinical trial****. We hypothesized that the Akt pathway could play a role in HIV-1 reactivation. We found that the
Nef protein participates to the hyperactivation of T cells through Akt activation and that blocking Akt activation
could limit HIV-1 recovery from latently infected T cells.

Results

Exogenous Nef enters into PBLs and increases Akt phosphorylation. We studied the impact of
Nefon Akt activity, which is activated by its phosphorylation on Ser473 and Thr308 residues™?'. We obser ved
that treatment of PBLs with rNef led to Akt phosphorylation (pAkt) in a dose dependent (Fig. 1A) and time
dependent manner as determined (Fig. 1B) by western blotting and confocal microscopy (Fig. 1C,D). We did
not find any significant toxicity of rNef (1-100 ng/ml) for as long as 30 min as determined by Wst-1 cell viability
assay (Supplementary Fig. 1A,B). We observed rapid phosphorylation of Akt by exogenous Nef suggesting the
involvement of receptor mediated signaling™*'.

We further investigated the internalization of rNef by PBLs and its cellular colocalization with Akt. We
assessed the purity of PBLs using CD14/45, CD8+ and CD4+ T staining by flow cytometry (Supplementary
Fig. 2). We incubated PBLs isolated from healthy donors with varying concentration of Nef (1-10 ng/ml) and
determined the expression of Nef and Akt by immunofluorescence using confocal microscopy. We detected the
expression of Nefboth at the cell margins and in the cytoplasm (Fig. 1C). Expression of Akt was found both in
cytoplasm as well as in the nucleus (Fig. 1C). In addition, we also observed the colocalization of internalized rNef
and Akt mostly at the cell margins. Taken together our results indicate Nef is internalized by PBLs and colocalized
with Akt (Fig. 1C).

To further demonstrate the internalization of rNef by PBLs, we incubated CD4+ T cells with rNef for 30 min
at 37°C and 4°C under permeabilized and non permeabilized conditions. We found that rNefis internalized by
CD4+ Tat 37°C and very little internalization was observed at 4°C (Fig. 1E). To our knowledge this is the first
report where internalization of rNef by PBLs has been demonstrated.

Phosphorylation of Akt on Ser473 and Thr308 was blocked by Akt inhibitor VIII (Aktl) in PBLs treated with
rNef (Fig. 1F). Since Akt activation is partly mediated by PI3K products such as PIP3, we determined whether
the effect of HIV-1 Nef on Akt phosphorylation was dependent on cellular PI3K activity. The two PI3K inhib-
itors LY294002 and Wortmannin hindered the phosphorylation of Akt at Ser473 and Thr308 observed after
HIV-1 rNef treatment, de trating that endogs PI3K activity is required for Nef-mediated Akt activation
(Fig. 1F). We did not detect any significant cytotoxicity of Akt and PI3K inhibitors used after two hours of treat-
ment (data not shown).

Akt pathway plays a key role in cell survival and homeostasis'. Therefore, there are only limited numbers of
phosphoproteins unaltered by Akt inhibitors. Phosphorylation of proteins upstream of Akt pathway is generally
unaltered upon Akt inhibitors treatment such as focal adhesion kinase (FAK) and proline-rich tyrosine kinase 2
(PYK2). Therefore, to determine the specificity of the Aktlinhibitor, we have determined for the phosphorylation
level of FAK using western blot. We did not observe any significant change in the levels of pFAK in response to
Aktl treatment post 2hours of treatment (Supplementary Fig. 3).

Nef is known to play important role in promoting viral infectivity in a host cell dependent manner in several
independent studies™ ", Importantly Nef is associated with virion particles and therefore merely entry of the viral
particles and hence Nef could activate Akt. We infected PBLs with wild type HIV-1 (HIV-WT) and an isogenic
mutant infectious HIV-1 clone deleted for the nefgene (HIVANef) and compared the level of Akt activation.
Wild-type HIV-1 infection was associated with an increased Akt phosphorylation in contrast to PBLs infected
with HIVANef and the effect was dose dependent (Fig. 1G, upper panel). Since the effect of Nef on Akt activation
would be more accurately analyzed in the fraction of infected cells, we infected PBLs with different amount of
viral particles derived from wild type and Nef deleted mutant (based on their p24 quantitation) and measured the
levels of p Akt at early time points only in the p24-positive cells (Fig. 1G lower panel, Fig. 1H). The gating strategy
is shown in Fig. 1H, left panel. We found that with equal amount of virus particle, levels of pAkt were higher in
WT at post 3h of infection as compared to Nef-deleted mutant in p24-positive cells (p=0.04 WT vs. Nef-deleted
mutant) (Fig. 1G lower panel). In addition, we also observed relatively higher amount of p24 detection in PBLs
infected with wild type HIV-1 as compared to delta Nef mutant post 24h of infection in unstimulated condition
further confirms the decreased infectivity of delta Nef HIV-1 (Supplementary Fig 4)
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Figure 2. HIV-1 Nef interacts with Akt and PI3K. (A), Nefinteracts with Akt and PI3K in PBLs treated

with rNef as detected by co-immunoprecipitation. Five million PBLs isolated from healthy donor were left
untreated or treated with HIV-1rNef (100ng/ml) and subjected to immunoprecipitation with anti- HI'V Nef- Ab
or isotype controlantibody followed by western blot using indicated antibodies (n= 3). (B), Nef interacts with
Aktand PI3K via its C-terminus and N-terminus respectively, as measured by pull-down assays. Representative
western blot analysis of pull down assay using 1500 pg of PBLs lysates with 20 pg of different HIV-Nef constructs
[N -terminus, 1-60aa, C-terminus 55-210aa and full length Nef, 1-210aa] expressed in BL21DE as indicated.
Input corresponds to 10% of the material used for pull down. Presence of PI3K and Akt was detected by
respective antibodies mentioned in Materialand Method section (n = 3).

HIV-1 Nef interacts with Akt and PI3K via its Cand N terminal extremity respectively. We
tested the interaction between Nefand Akt as well as between Nefand PI3K, an upstream kinase involved in Akt
phosphorylation and known to interact with Nef'®*". We observed that endog Akt and endog PI3K
co-immunoprecipitated with HIV-1 Nef in peripheral blood lymphocytes (PBLs) isolated from healthy donors
treated with recombinant Nef (rNef) (Fig. 2A). To determine the domain of HIV-1 Nef that binds Akt or PI3K,
we expressed the full-length HIV-1 Nef and Nef proteins truncated at their N-terminal or C-terminal extremity
as GST fusion proteins in E. coli and tested their ability to interact with Akt and PI3K present in PBL lysates
(Fig. 2B). Our GST pull-down assays indicated that HIV-1 Nef interacts with Akt via its C-terminal region (resi-
dues 55-210), while HIV-1 Nef interaction with PI3K occurs via Nef N-terminal region (residues 1-60) (Fig. 2B).

Neftriggers the activation of NF-kB and CD28RE via lipid raft mediated Akt signaling. PI3K
activity and consequently Akt activation contribute to T-cell receptor (TCR) signaling as key regulators of T-cell
activation, differentiation and proliferation **, Therefore, we tested the effect of rNef on Akt phosphorylation
in the context of TCR stimulation using treatment with anti-CD3 and/or anti-CD28 monoclonal antibodies.
Recombinant Nef-mediated Akt phosphorylation was increased following TCR stimulation, compared to that
observed upon rNef treatment alone (Fig. 3A). Our results indicate that rNef, alone or in conjunction with TCR
stimulation is able to significantly activate Akt in PBLs from healthy donors. Since both proteins have been
reported to translocate to lipid rafts'***?, we questioned whether the HIV-1 Neff Akt interaction involves lipid
rafts. We observed that rNef treatment alone or combined with TCR stimulation indeed induced the translocation
of activated Akt tolipid rafts in parallel toits own localization into lipid rafts (Fig. 3B,C). In addition, we observed
the colocalization of rNef and p Akt at the cell margins further suggesting lipid rafts as a possible site of Nef and
Aktinteraction (Fig. 1C,D).

TCR/CD28 co-stimulation activates CD28 response element (CD28RE) and nuclear factor-kappa B
(NF-xB) that can recruit the histone acetyltransferase PCAF (p300/CREB-associated factor) to the IL-2 pro-
moter*’. Moreover, Nef by itselfhas been reported to activate NF-xB in T cells®. Here, we observed that rNef
activated CD28RE and NF-xB (Fig. 3D). This activation was increased by TCR triggering and blocked by the
Akt inhibitor VIII (Fig. 3D), suggesting that Nef participates to NF-kB and CD28RE activation via Akt phos-
phorylation. Recombinant Nef together with TCR stimulation, but not rNef alone, stimulated IL-2 production
(p =0.05, anti-CD3 alone vs. anti-CD3 + rNef) (Fig. 4A,B) and T-cell proliferation (p = 0.006, anti CD3 alone vs.
anti-CD3 + rNef) (Fig. 4C) that were significantly inhibited by the Akt inhibitor VIII (IL2 production: p=0.05 at
25 uM; p= 001 at 50uM and T cell proliferation: p = 0.001 at 25 pM; p = 0.002 at 50uM) and the PI3K inhibitor
LY294002 (IL2 production: p=0.008at 25 uM; p = 0.008 at 50 uM and T cell proliferation: p= 0.003 at 25 uM;
p=0.001 at 50pM) (Fig. 4D,E). The enhancement of proliferation and IL-2 production in PBLs was Nef-specific,
since it was totally blocked by a neutralizing anti-Nef antibody (Fig. 4B,C). Altogether, our results show that
in vitro exogenous Nefactivates Akt especially in TCR-stimulated PBLs resulting in increased IL-2 production
and T-cell proliferation (Fig. 4). In addition, we found a significant difference in the levels of IL-2and T cell pro-
liferation in CD3 alone stimulated cells and cells stimulated with CD3 in addition to rNef treatment (Fig. 4D,E).

Protease inhibitors (Pl) block Akt activation in PBLs treated with rNef in vitro. Since HIV-1
protease inhibitors (PI), but not reverse transcriptase inhibitors (RT1), have been reported to block Akt activa-
tion in several cell types such as peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and monocytes/macrophages™ 7,
we assessed the potential role of PIs as immunomodulators in addition to their antiviral effect in HIV-1 infec-

tion. In vitro, we observed that Pls such as atazanavir and lopinavir/ritonavir inhibited Akt hyperactivation in a
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Figure 3. Neftriggers the activation of NF-xB and CD28RE via lipid raft mediated Akt signaling.

(A), Exogenous Nef activates Akt in TCR stimulated PBLs as measured by the detection of pAkt(Ser473). Five
million PBLs were either left untreated or stimulated in various combinations: rNef only, anti-CD3-mAb only,
anti-CD3-mAb + rNef (100 ng/ml), anti-CD28-mAb only, anti-CD28-mAb + rNef (100ng/ml) and anti-CD3-
mADb + anti-CD28-mAb) for 30min. Expression of pAkt(Ser473 Thr308), total Akt and 3-actin was determined
by western blotting (n =2). As control boiled rNef and rNef incubated with anti-Nef antibody were also
included. (B,C), Detection of pAkt(Ser473) (B) and rNef (C)in lipid raft fractions isolated from PBLs treated
with rNef. Five million PBLs were either left untreated or stimulated in various combinations: rNef only, anti-
CD3-mAb only, anti-CD3-mAb + rNef (100 ng/ml), anti-CD28-m Ab only, anti-CD28-mAb + rNef (100ng/
ml) and anti-CD3-mAb + anti-CD28-m Ab) for 30 min. Cell lysates were prepared in 1% triton X- 100 and
subjected to ultracentrifugation over a sucrose gradient. Lipid rafts fractions were isolated and expression of
pAkt (Ser 473), Nefand flotillin- 1 were determined by western blotting (n= 5). Flotillin-1 was used as a lipid
raft associated marker. (D), Akt-dependent NF-x B and CD28RE activation in PBLs treated with rNef. Five
million PBLs were either left untreated or treated with rNef (100ng/ml) for 30 min in the presence and absence
of TCR stimulation (anti-CD3-mAb, anti-CD28-mAb), and pre-treated or not with the Akt inhibitor VIII for
2 hrs. Electrophoretic mobility shift assays was performed to measured CD28 responsive element and NF-kB
activation in response to stimulion a 6% native polyacrylamide gel as described in the materials and methods
(n=3).

time dependent manner (Fig. 5A). Akt activation does not seem dose-dependent upon treatment with lopinavir/
ritonavir.

In contrast, RTI such as efavirenz (NNRTI) and lamivudine (NRTI) did not significantly modify
rNef-mediated Akt hyperactivation (Fig. SA). After treatment with lamivudine we did not find any statistically
significant decrease in Akt activation as measured by phosphoimager (p >0.05) (data not shown). At the con-
centrations of anti-HIV drugs used, more than 80 to 90% of treated cells were viable after two hours of treatment
(data not shown).

Decreased Akt activation and limited IL-2 production and T-cell proliferation are observed in
PBLsisolated from HIV-1 patients treated with Pl. To further demonstrate the critical role of Aktin
HIV-1 pathogenesis and the potential interest of Akt blockade by PI, we compared Akt activation levels in HIV-1
positive patients treated with PI, RTT or cART naive. Akt activation was higher in cART-naive patients versus
healthy controls (p =0.035) (Fig. 5B,C). In addition, Akt activation was significantly lower in PBLs isolated from
HIV-1 patients treated with PI in comparison to PBLs isolated from HIV-1 patients treated with RT1 (p = 0.036)
(Fig. 5B,C). In agreement with in vitro data (Fig. 4), IL-2 production and T-cell proliferation were significantly
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Figure 4. In vitro rNef-mediated Akt-dependent hyperactivation of T cells favors increased IL-2
production and T-cell proliferation. (A,B) Exogenous HIV-1 Nef triggers IL-2 production in TCR-stimulated
T-cells. (A), Five million PBLs were stimulated with anti-CD3-mAb (5 pg/ml), anti-CD3-mAb + rNef, anti-
CD28-mAb (5pg/ml), anti-CD28-mAb + anti-CD3-mAb or rNef (100ng/ml) alone for 24 h. Post treatment
cells were fixed, permeabilized and expression of intracellular IL-2 was determined by flow cytometry. Flow
cytometric data indicating the mean fluorescence intensity (MFI) for intracellular IL-2 production. Data

are representative of 5 independent experiments. (B), Five million PBLs were either left untreated or treated
with rNef (100ng/ml), anti-CD3-mADb (5 pg/ml), anti-CD28-mAb (5pg/ml), anti-CD3-mAb + rNef, anti-
CD28-mAb + rNef, and antiCD3-mAb + antiCD28-mAb for 24h. Post 24 h supernatants were collected and
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1L-2 production was measured in supernatants by ELISA. Means + s.d. (n= 3). (C), Exogenous HIV-1 Nef
triggers cell proliferation in TCR-stimulated T cells. Five million PBLs were either left untreated or treated

with rNef (100ng/ml), anti-CD3-mAb (5 pg/ml), anti-CD28-mAb (Spg/ml), anti-CD3-mAb + rNef, anti-
CD28-mAb + rNef and antiCD3-mAb+ antiCD28-mAb in theabsence of Akt Iand PI3K inhibitor for 24h.
Cell proliferation was measured using MTT cell proliferation assay. Means + s.d. (n= 3). (D,E), Exogenous
HIV-1 Nef triggers IL-2 production and T cell proliferation in CD3 stimulated cells in PI3K/Akt dependent
manner. Five million PBLs were either left untreated or treated with Akt 1(25uM, 50 pM) and PI3K inhibitor
LY294002 (25pM, 50 pM ) for 2 h followed by treatment with rNef (100ng/ml), heat denatured rNef (100ng/ml),
anti-CD3-mAb (5pg/ml) and anti-CD3-mAb + rNef, for 24 h. After 24h supernatants were collected and IL-2
production and T cell proliferation was determined by ELISA and MTT assay respectively. Means + sd. (n=3).
LY: LY294002; Aktl: Akt inhibitor VIIL

lower in PBLs isolated from HIV-1 patients treated with PI in comparison to PBLs isolated from HIV-1 patients
treated with RTI (p =0.018 and p = 0.036, respectively) (Fig. 6A,B).

Protease inhibitors limit HIV-1 reactivation fromT lymphoid cells containing stably integrated
HIV-1 or HIV-1 LTR constructs and stimulated with several stimuliincluding Nef via blocking
Akt pathway. Our results showing decreased 1L-2 production and T-cell proliferation’in Pl-treated patients
compared to RTI-treated patients suggest that controlling the Akt pathway using PI participates to a lower activa-
tion of T cells and thereby could have an impact on HIV-1 recovery from latently-infected T cells**-*.

Therefore, we assessed the respective role of Pl or RT1treatment on HIV-1 reactivation from latency by meas-
uring viral production in TCR-stimulated latently-infected J-Lat 8 4 cells treated with rNef. ]-Lat 8.4 cells have
fulllength HIV-1 minus env and nef genes. We observed that viral reactivation was significantly blocked by treat-
ment with PI, but not with RTT (Fig. 7A). Similarly PI, but not RT1, blocked the activation of viral production by
co-stimulation with anti-CD3 + anti-CD28 (Fig. 7B) and by SAHA, a histone deacetylase inhibitor well-known
as PI3K/ Akt activator*™** (Fig, 7C).

We then tested the impact of rNef treatment alone on the activation of HIV-1 5’LTR in 1G5 cells, a Jurkat
derivate T cell latent model cell line containing stably integrated luciferase gene under the control of the 5'LTR
promoter. We found rNef treatment resulted in almost two-fold increase in the expression of luciferase activity as
compared to mock treated cells which was subsequently blocked by protease inhibitor (Fig. 8 upper panel). We
observed that the Nef-mediated reactivation of HIV-1 from latency in the 1G5 cells was blocked by PI parallel to
decreased Aktactivation (Fig. 8 lower panel). Our results indicate that PI-mediated blockade of Aktactivation
could impact the HIV-1 reservoir especially when driven by viral proteins such as Nef.

Discussion

HIV-1 Nef a pleiotropic early protein has been demonstrated to activate several key signaling molecules including
Akt, MAPK and ERK* *, To further add to the previous findings we have demonstrated that HIV-1 Nef acts
as a transient adaptor molecule for PI3K and Akt and induces phosphorylation of Akt and subsequent T cell
proliferation in in vitro and ex vivo settings. In addition, we also found that protease inhibitors but not reverse
transcriptase inhibitors block Nef-induced Akt phosphorylation resulting in lesser IL-2 production and T-cell
proliferation. Most importantly, our results indicate that PI rather than RTI block HIV-1 reactivation from
latently infected T-cells especially when stimulated by Nef.

For the first time to our knowledge, we showed that HIV-1 Nef is internalized by CD4+ T cells (Fig. 1C-E)
and binds to both Aktand PI3K, suggesting a critical role for Nef as an adaptor protein in the PI3K/ Akt pathway
(Fig. 2). Our results are consistent with the previously published study where an interaction of Nefand PI3K has
been shown'®. We also demonstrated that Nef colocalizes with Akt in PBLs treated with rNef with the concentra-
tion of Nef usually reported in patients (1-10 ng/ml)** (Fig. 1C,D, Supplementary Figs 5and 6). Nef localization
was observed mostly at the cell margins and in the cytoplasm (Fig. 1C,D). On the other hand, expression of
Akt was majorly concentrated at plasma membrane and also diffused throughout the cell including nucleus™
(Fig. 1C). The mode of internalization and secretion of Nef is still a conundrum. Some studies suggest the involve-
ment of exosomes in intercellular transfer of Nef from infected cells to the bystander cells****. On the other hand,
a recently published study suggests the cell to cell contact rather than exosomes mediated intercellular transfer of
Nef*'. In our study, we found the direct internalization of rNef by the PBLs (Fig. 1E).

Since it has been described that Nef could induce apoptosis in PBLs***! | we quantitated the metabolic activity
of rNeftreated PBLs at various time points and concentration (1-100ng/ml) using MTT assay and/or WST-1
assay and monitored cell viability using trypan blue staining (Supplementary Fig. 1A,B). We did not observe
any significant decrease in cell viability post rNef treatment. Since results obtained with 100ng/ml of rNef were
more pronounced without significant toxicity (Fig. 1A), we have therefore used this concentration throughout
inour experiments. However, we also demonstrated that rNef can induce similar effects at concentration usually
reported in the serum of patients (1-10 ng/ml) (Fig. 1A-D and Supplementary Figs 5 and 6)**.

The PI3K/Akt pathway is modulated by several pathogenic viruses'*. We observed that both exogenous as
well as endogenous Nef were able to activate Akt in PBLs in both dose dependent (Fig. 1A,C,D,G,H) and time
dependent manner (Fig. 1B). Interestingly, we also observed some increase in Akt phosphorylation with increas-
ing dose of HIVANef (Fig. 1G). Therefore, we cannot rule out the role of other viral protein(s) contributing to Akt
phosphorylation, e.g. the Tat protein (Fig 1G)*.

‘The role of lipid rafts in intracellular trafficking and signal transduction has been established by several inde-
pendent studies. Nef interacts with a number of signaling partners including p21-activated kinase-2 in lipid
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Figure 5. HIV-1 protease inhibitors block Akt activation in rNef-treated PBLs in vifro and ex vivo in
PBLs isolated from cART- d patients. (A), HIV protease inhibitors, but not RT1s, inhibit pAkt(Ser473)
activation in a dose dependent manner in PBLs treated with rNef as determined by western blot. Five million
PBLs were treated with rNef (100 ng/ml) for 30min. Expression of pAkt(Ser473), total Akt and 3-actin was
determined by western blotting (n= 8). (B), Decreased Akt activation in PBLs from Pl-treated patients
compared to RTI-treated and cART naive patients as measured by flow cytometric analysis. Mean values +s.d.
(n = 5).(C), Decreased Akt activation in PBLs from Pl-treated patients compared to RTI-treated and cART
naive patients as measured by western-blotting.

rafts***, Calay et al. demonstrated that disruption of lipid rafts negatively influences the activation of Akt at
regulatory sites Ser(473) and Thr(308)*. In agreement with previous findings, our data show for the first time
that Nef and Akt interaction involves lipid rafts (Fig. 3B,C). In addition, we observed also the localization of
rNef and pAkt at the cell margins of the PBLs suggesting lipid rafts as a possible site of Nef and Akt interaction
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Figure 6. Reduced IL-2 production and T-cell proliferation in PBLs isolated from PI-treated patients.
(A,B), Lower IL-2 production (A) and decreased proliferation of PBLs (B) in Pl-treated patients compared

to RTI-treated and cART naive patients, respectively. PBLs were isolated from healthy, naive and HIV-1
infected individuals under Pland RTI treatment. Five million PBLs were either left untreated or treated with
rNef (100ng/ml), anti-CD3-mAb (Spg/ml), anti-CD28-mAb (5 pg/ml), anti-CD3-mAb + rNef, anti-CD8-
mADb + rNef, and anti-CD3-mAb + anti-CD28-mADb for 24h. IL-2 production (A} and cell proliferation (B) was
measured using ELISA and MTT cell proliferation assay respectively. Means +s.d. (n=5).
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Figure 7. HIV-1 proteaseinhibitors block HIV-1 recovery from latently infected J-Lat 8.4 cells. (A-C),
]-Lat cells were either left untreated or treated with anti-CD3-mAb (2pg/ml) +rNef (100ng/ml) (A), anti-
CD28-mAb (2.67 pg/ml) +anti-CD3-mAb (2pg/ml) (B) and SAHA (2.5 pM) (C) in the absence or presence of
different PI and RTI compounds as indicated. The viral production was determined by measuring the level of
p24antigen using ELISA. Means + s.d. (n= 6). Ctr: Control; L/R, lopinavir/ritonavir; ATV: atazanavir; FOS:
fosamprenavir, ABC: abacavir; EFV: efavirenz,
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Figure 8. rNefinduces HIV-1 expression in a latent model cell line 1G5 and protease inhibitor can
subsequently block it. Five million 1G5 cells were either left untreated or treated with rNef in the presence
or absence of protease inhibitor. Post 24h of treatment cells, the expression of luciferase was determined
(upper panel) and expression of pAkt was determined by flow cytometry (lower panel). The data shown are
representative of two independent experiments,

(Fig. 1C,D). Several aspects of T cell biology including differentiation and proliferation are modulated by activa-
tion of signaling pathways by T cell receptor®. In addition, lipid rafts and Akt signaling play a critical role in TCR
signaling®. We found that in response to stimulation of TCR by anti-CD3-mAb and/or anti-CD28-mAb there
was an increase in the activation of Akt. We also observed the synergistic effect of Nef with anti-CD3-mAb and
anti-CD28-mAb (Fig. 3A). It seems that Nef can reduce the threshold of CD3/CD28 required for T cell stimula-
tion as shown previously®. In vive, exogenous Nef secreted by infected cells can activate uninfected CD4+ T cells
present in the vicinity and make them susceptible for infection®. In this way, Nef could expand the viral reservoir
ininfected individual.

Production of 1L-2, a cytokine considered as a hallmark of CD4+ T-cell activation, is mediated by the stimu-
lation of NF-kB, NFAT and AP-1%. Nef hasbeen shown toinduce IL-2 production in CD4+ T cells in NFAT and
NF-kB dependent manners. Further extending the previous study, we found that rNef activates CD28 responsive
element and NF-kB via the Akt pathway which in turn could influence 1L-2 production®® (Figs 3D and 4A). In
addition, Nef exhibited synergism with TCR/CD28 co-stimulation in terms of cell proliferation and IL-2 pro-
duction mediated by PI3K/ Akt pathway (Fig. 4A-E). Our data are in agreement with previous findings®-**. In
addition to the previous reports, we found these effects were mediated by Akt/P13K signaling pathway and were
Nef-specific. We observed that, although Neffanti-CD3 and Nef/anti-CD28 costimulation resulted in higher lev-
els of T-cell proliferation and IL-2 production than treatment with anti-CD3 or anti-CD28 alone, however it was
less potent than treatment with anti-CD3/anti-CD28 costimulation (Fig. 4A,B).

Several studies suggest the central role of PI3K/Akt pathway in modulating HIV-1 latent reservoir. For instance,
disulfiram is known to deplete phosphatase and tensin homolog (PTEN) protein levels in Ul cells and in resting
CD4+ T cells from HIV-negative donors resulting in hyperphosphorylation of Akt and subsequently activation of
HIV-1 expression®. In another instance, 57704, an agonist of PI3K, reactivates HIV-1 in several latent cell lines®,
In addition, the role of PI but not RT1in inhibiting Akt activation has been shown in several cell types* 7.

We demonstrated that Nef induced Akt hyperactivation and T-cell proliferation could be effectively inhibited
by protease inhibitors but not by reverse transcriptase inhibitors in vitro and ex vivo (Figs 5 and 6). We found
that PI could block Akt activation in both time and dose dependent manners (Fig. 5A,B). The PI nelfinavir has
been shown to inhibit Akt phosphorylation by inhibiting proteasomal activity and inducing the unfolded protein
response in SQ20B cells*”.

The choice of treatment (PI versus RTI) has been reported to influence several aspects of HIV-1 pathogene-
sis®. Besides inhibiting polyprotein processing, studies suggest that P1 can influence apoptosis® and can block
cell to cell dissemination of virions between T cells™.
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Latency represents the major obstacle in the complete cure of HIV-177", Several agents targeting various
signaling cascades are known to reactivate latent HIV-1 and are termed as latency-reversing-agents (LRAs)™"*
including activator of PI3K/Akt pathway. In addition, several strategies have been employed in identifying cellu-
lar factors involved in viral replication”™. Indeed Akt inhibitors are suggested as a potential therapeutic molecule
against HIV-17*, We found that protease inhibitors could effectively inhibit the viral reactivation from chronically
infected J-Lat cells stimulated with various stimuli (Fig. 7A-C). As indirect evidence we stimulated ] -Lat cells
with the HDAC inhibitor SAHA which is a potent activator of Akt pathway. We found that P1 but not RT1 can
block the SAHA dependent activation of HIV-1 in latently infected ]-Lat cells (Fig. 7C).

To have more direct evidence of the effect of PI on Nef-mediated Akt activation and subsequently on HIV-1
reactivation from latency, we treated Jurkat 1G5 cells, containing an integrated HIV LTR luciferase construct,
with protease inhibitor in the presence or absence of rNef. We found that rNef treatment resulted in almost two
fold induction in luciferase activity which was subsequently blocked by protease inhibitor (Fig. 8). A two-fold
increase in HIV-1 reactivation from 1G5 cells treated with rNef, is in agreement with previously described
two-fold increase in NF-kB-mediated LTR activation in U937 cells transfected with LTR-Luc and also two-fold
increase of p24 levels in supernatants of chronically HI V-infected U1 cells treated with rNef*. Since decreased
HIV reactivation in Nef-stimulated 1G5 cells treated with PI parallels decreased Aktactivation (Fig. 8, lower
panel), our results indicate that Pls have a negative impact on HIV reactivation from latency triggered by Nef
protein and Akt activation. Altogether our findings suggest the role of Nef in regulation of HIV-1 latency at phys-
iological level which cannot be compared with strong latency reversal agents such as HDAC inhibitors. In addi-
tion, we have determined the levels of pAkt in the blood of naive, P1 and RT1 treated patients. We found low levels
of pAkt in the patients treated with P as compared to RTI (Supplementary Fig. 5) further support our findings.

Conclusion

Our study shows that exposure of T cells to the viral protein Nef leads to Akt activation, which is a critical
phenomenon that favors 1L-2 production and cellular proliferation. Importantly, we observed that the immu-
nomodulatory effects of PI, by blocking Akt activation especially triggered by Nef, limit HIV-1 recovery from
latently-infected T cells. Altogether, our results support the need to further assess the therapeutic use of HIV-1
protease inhibitors and its impact on persistence of HIV-1 reservoirs.

Materials and Methods

Study Approval. Ethical approval was granted by the human subject ethics committees of the Saint-Pierre
University Hospital and the Besancon University Hospital (CPP EST-2), and written informed consent was
obtained from the patients. In addition, all experiments were carried out in accordance with theapproved guide-
lines and regulations (Declaration of Helsinki).

Isolation and culture of PBMCs and PBLs. Human PBMCs and purified PBLs were prepared from the
peripheral blood of healthy donors and cultured as described previously™.

Recombinant Nef treatment. PBLs (5 x 10° cells) were treated with recombinant myristoylated Nef pro-
tein (rNef) from the SF2 HIV-1 strain (100 ng/ml) (cat # PR-382, Jena Bioscience, Jena, Germany). Cell pellets
were collected at various times after rNef treatment, washed extensively and either lysed before western blot
analysis or fixed with BD Cytofix (BD Biosciences, San Jose, CA) for 20min before flow cytometric analysis. Some
PBLs were treated with the PI13K inhibitors LY294002 (0, 25 pM, 50 pM) or Wortmannin (0, 0.5uM, 1pM) (Cell
Signaling Technology, Beverly, MA), or with the Akt inhibitor VIII (cat# sc-202048A) (0, 25, 50uM ) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) for two hours before addition of rNef (100 ng/ml) for 30min.

Confocal microscopy. Five million PBLs cells were incubated with the varying concentration of rNef
(1-10ng/ml) for a period of 30 min. Purity of PBLs cells were assessed by flow cytometry. Cells were washed
three times with 1X PBS containing 2% fetal bovine serum followed by fixation in 4% PFA prepared in 1X
PBS for 15min at room temperature. Cells were then washed and permeabilized in 0.1% triton-100 in PBS for
10 min at room temperature followed incubation in primary antibodies: mouse anti-HIV-1 Nef (cat# 65905,
Santa Cruz Biotechnology, TX, USA), rabbit anti-Aktl (cat¥ 1618, Santa Cruz Biotechnology, TX, USA), rabbit
anti-pAKT(Ser473) (cat# 4060, Cell Signaling Technologies, MA, USA) for 1h at room temperature. Cells were
washed and incubated in secondary antibodies: anti-Mouse FITC (cat# 50-010, Argene, FR), anti-Rabbit TRITC
(cat# 6718, Abcam, UK) for 1h at room temperature. Cell pellet was finally dissolved in 10 pl of IX PBS contain-
ing DAPI (Sigma- Aldrich, USA) and placed on slide and mounted with fluorescent mounting media (cat# $3023,
DAKO). Cells were observed under Olympus confocal microscope using 405 nm, 488 nm and 543 nm excitation
lasers.

Immunoprecipitation assay. PBLs were either left untreated or were treated with HIV-1 rNef (100 ng/ml)
for 30 min. The cell lysates were pre-cleared by adding 50 pl of protein A magnetic beads (Millipore SAS,
Molsheim, France) for 1 hat 4°C. The cleared supernatants were removed, combined with 10 pg/ml anti HIV-1
Nef-Ab or isotype control antibody (Chemicon/Millipore SAS, Molsheim, France) and incubated overnight at
4°C. The lysates were further incubated with 50pl protein A magnetic beads (Millipore) at 4 °C for 2 h. Immune
complex were washed in the presence of protease inhibitors (Roche, Meylan, France) and bound proteins were
eluted with sample buffer and run on 10% SDS-PAGE gels.

Pull-down assay. HIV-1 Nef (1-210), N-terminus (1-60) and C-terminus (55-210) were cloned in
pGEX4T-1 (kindly provided by Dr. Fackler, University of Heidelberg, Germany). For pull-down assays, each con-
struct was transformed into bacteria (BL21DE from Novagen/Millipore SAS, Molsheim, France). A single colony
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was inoculated in 5 ml broth containing 50pug/ml ampicillin at 37 °C, 250 rpm in a shaker overnight. A 300 ul
aliquot of overnight bacterial culture was used to inoculate 300 ml LB broth containing 50pg/ml ampicillin and
grown for 2.5h at 37°C in a shaker (until OD,= 0.5). IPTG was added ata final concentration of 0.1mMand
the culture was grown for an additional 3h at 37°Cat the shaker. The bacteria were pelleted, washed with ice cold
TBS and lysed in bacterial protein extraction reagent (Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY). The expressed
proteins were immobilized on glutathione agarose beads (Thermo Fischer Scientific) and washed five times with
1 x PBS. Twenty-five micrograms were incubated overnight at 4 °C with 1500 pg of PBL lysate. The suspension
was then washed three times in PBS, denatured and analyzed by SDS-PAGE/autoradiography. Input corresponds
to 10% of the material used for pull-down.

Western blot to detect Nef-induced signaling.  Cellular extracts from rNef-treated PBLs or PBLs iso-
lated from the peripheral blood of HIV-1 infected subjects were used to examine Akt, PI3K and Nef proteins
expression by western blotting as described previously*. Anti-Akt-mAb (cat #2967, Cell Signaling Technologies,
St Quentin, France), anti-PI3K p85 mAb (Cell Signaling Technology, cat# 42928), anti-Nef-mAb (cat# sc-65905,
Santa Cruz Biotechnology), anti-pAkt (Thr308) mAb (cat #2965, Cell Signaling Technology), anti-pAkt (Ser473)
mADb (cat # 40608, Cell Signaling Technology), anti-flotillin (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO) and anti-3-actin
(Sigma-Aldrich) were used. Antiretroviral drugs (atazanavir, lopinavir/ritonavir, efavirenz, lamivudine) were
obtained from the hospital pharmacy of CHRU Besancon. PBLs were treated for different periods of time with
these drugs ata final concentration of 50 pM. The level of pAkt/Akt was determined by immunoblotting.

For the detection of Akt, pAkt and Nef proteins in lipid rafts, PBLs were incubated with rNef (100 ng/ml) for
various periods of time, then washed extensively and treated with a lysis buffer containing 1% Triton X-100. Cell
lysates were ultra-centrifuged over a sucrose gradient (100.000 x g) for 16 hours at 4°C. Lipid rafts are localized in
the light fractions (1-3) as described previously™. SDS-PAGE was performed using 20l of the pooled fractions
(1-3). Proteins were then transferred to nitrocellulose membranesthat were blocked and revealed with antibodies
directed against Akt, pAkt, Nefor flotillin-1-enriched lipid rafts.

Electrophoretic mobility shift assay. Following stimulation of PBLs with CD3mAb (5 pg/ml) (cat#
555336), CD28 mAD (5 pg/ml) (cat# 555725) (BD Pharmigen, San Diego, CA) and/or rNef protein (100ng/ml)
for 30minutes, electrophoretic mobility shift assays (EMSA) were carried out to measure CD28 responsive ele-
ment (CD28RE) and NF-xB activation as described previously®”. The complexes were analyzed on a 6% native
polyacrylamide gel.

Cell culture and transfection assays. 2937 cells were grown in DMEM supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS), 100 IU of penicillin/ml and 100 pg of streptomycin/ml (Invitrogen, Carlsbad, CA). Wild-type
and nef-deleted proviral infectious clones of NL4-3 virus isolates (HIV-1,, ;WTand HIV-1_,,, ;ANef) were
kindly provided by Dr Serge Benichou (Institut Cochin, Paris France). Replication competent viruses were pro-
duced in 293T cells by the calcium phosphate transfection method (OZ Biosciences, Marseille, France). 5 x 10
PBLs were infected various doses of p24 of either wild-type or ANefvirus infectious clones. Cell lysates were
prepared and levels of Aktand pAkt were determined by immunoblotting and flow cytometry.

IL-2 production and T-cell proliferation. PBLs were either left untreated or treated with Akt inhibitor
VI (25uM, 50puM) or PI3K inhibitor LY294002 (25pM, 50 pM ) for two hours followed by treatment with rNef
(100 ng/ml), anti-CD3 mAb (5 pg/ml), anti-CD28 mAbs (5 pg/ml) for 24h and levels of intracellular IL-2 and IL-2
production in culture supernatants were measured using flow cytometric analysis (FACSCalibur flow cytometer,
BD Biosciences, San Jose, CA) and ELISA (Bender MedSystems cat# BMS221HS, Paris, France) and cell prolif-
eration was measured using the MTT cell proliferation assay kit (cat# 10009365, Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI).

FACS analysis. PBLs were fixed and permeabilized (BD Cytofix /Cytoperm kit) (BD Biosciences). Briefly,
2.5 x 10° PBLs were thoroughly resuspended in 250l of BD Cytofix/Cytoperm solution for 20min at4°C. Cells
were washed two times in 1X BD Perm/Wash solution. The cells were pelleted by centrifugation. The PBLs were
thoroughly resuspended in 500 pl of 1X BD Per/Wash containing BD PhosflowPE-conjugated anti-pAkt (cat#
558275)/anti- Akt (cat# 560049) antibodies (BD Biosciences) or isotype control antibody (cat# 551436) (BD
Pharmingen). The cells were incubated at 4°C for 30 min in the dark. The cells were washed three times in 1X BD
Perm/Wash solution and resuspended in 1X PBS prior to flow cytometric analysis.

MTT cell assay. Cellviability was measured using the MTT assay kit (Cayman Chemical). PBLs were seeded
at a density of 0.1 x 10%/well in triplicates in 96-well plates in a final volume of 100l medium containing antiret-
roviral drugs (50 pM). After 0-2 hrs, 10 pl MTT reagent was added to each well and the plates were incubated for
another 4 h in the cell culture incubator at 37°C. The plate was centrifuged at 500g for 10min. The cell culture
media was aspirated, 100l crystal dissolving solution was added to each well and the absorbance was measured
at 570nm using Multiskan Ex (Thermo Electron Corporation, Cergy-Pontoise, France).

Reactivation from latency inJ-Lat 8.4 cells. The T-lymphoid cell line J-Lat 8 4 was obtained from the
AIDS Research and Reference Reagent Program (National Institute of Allergy and Infectious Disease [NIAID],
National Institute of Health [NIH]). J-Lat 8.4 cells were mock-treated or treated with anti-CD3 (2 pg/ml),
anti-CD28 (2.67 pg/ml) and/or rNef (100 ng/ml), or with SAHA (2.5uM) in the absence or presence of the dif-
ferent Pl and RTI compounds. At24h or 48 h post treatment, culture supernatants were harvested and HIV-1
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production was measured by determining p24 antigen concentration by ELISA (Innogenetics)**. A WST 1 assay
(Roche) was performed to assess the viability of treated cells.

Luciferase assay. Five million 1G5 cells were either left untreated or treated with protease inhibitor and/or
rNef for 24 h. After 24h cells were collected and luciferase expression was determined using promega luciferase
assay kit as per manufactures instructions.

Statistical analyses. 'The figures show the means and standard deviations for independent experiments.
Statistical comparison was performed using the Mann-Whitney U tests (SPSS Inc,; Chicago; USA) or student
t test. The level of significance was set at p < 0.05.
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8.Etude de I'impact des inhibiteurs de protéase
sur les réservoirs de latence virale et
I’activation d’Akt dans l’infection par le VIH.

8.1. Impact du type de traitement antiviral sur I'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 gPCR (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 regu :
patients sous inhibiteurs de protéases virales (groupe PI), patients sous inhibiteurs non
nucléosidiques de transcriptase inverse (NNRTI), patients naifs 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 naifs 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 naifs de traitement et chez les
patients traités par cART.

Nous n’avons pas observé de différence significative dans la mesure de I’ADN proviral entre les
patients traités par NNRTI et les patients traités par PI.

8.2. Effet sur I’activation d’Akt par la protéine Nef du VIH

La protéine Nef du VIH-1 augmente I'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 I'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 ['activation d’Akt, observable par
I"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 I'activation d’Akt par Nef
recombinante in vitro. Une réduction de I'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 uniqguement. Cette réduction de
I'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 monocytoide Ul infectées de maniere
chronique par le TNF-alpha est bloquée lors du traitement de ces cellules par linhibiteur 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 a la réactivation par TNF-alpha seul. Le traitement par Lopinavir/Ritonavir bloque la
réactivation, a un niveau similaire a 'absence de réactivation. Le traitement par inhibiteur d’Akt
réduit également la réactivation. Le traitement par Lopinavir/Ritonavir réduit également I'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 I’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 I'activation d’Akt chez les
patients sous inhibiteurs de protéases virale (Pl) 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 Pl 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 I'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 I'expression du VIH. Le blocage de I'activation d’Akt et de la réactivation
par les Pl pourrait étre I'objet d’'une modification des approches thérapeutiques, notamment dans le
cadre d’'une stratégie « block and lock ». Ces inhibiteurs de protéases pourraient également étre
associés a des inhibiteurs d’Akt. Cela permettrait une inhibition de la réactivation et une réduction
de la taille des réservoirs de latence par I'effet pro-apoptotique de I'inhibition d’Akt [318].

Le réle cellulaire central d’Akt, qui participe notamment de maniére importante a la régulation de la
survie cellulaire, en fait une cible thérapeutique d’intérét. 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 I'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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Abstract: Akt signaling plays a central role in many biological processes that are key players in
human immunodeficiency virus 1 (HIV-1) pathogenesis. The persistence of latent reservoirs in
successfully treated patients, mainly located in macrophages and latently infected resting CD4+ T
cells, remains a major obstacle in HIV-1 eradication. We assessed the in vitro effects of an HIV protease
inhibitor (PI) and a non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI) on HIV-1 Nef-induced Akt
activation in macrophages and on HIV-1 reactivation in Ul monocytoid cells. Ex vivo, we investigated
the impact of combination antiretroviral therapy (cART) on Akt activation, as measured by flow
cytometry, and on the viral reservoir size, quantified by qPCR, in monocytes and autologous resting
CD4+ T cells from HIV-infected individuals (Trial registration: NCT02858414). We found that,
in myeloid cells, both Akt activation and HIV-1 reactivation were inhibited by PI but not by NNRTI
in vitro. Our results indicate that cART decreases Akt activation and reduces the size of the HIV
reservoir in both monocytes and resting CD4+ T cells. Our study indicates that Akt activation could
play a role in HIV reservoir formation, indicating that drugs which target Akt could be efficient for
limiting its size in aviremic chronically infected patients.

Keywords: Akt; HIV-1; monocyte; resting CD4+ T cells; ¢cART; protease inhibitor; NNRTI; reservoir

1. Introduction

The serine/threonine kinase Akt, also known as protein kinase B, plays important roles in
the cellular processes involved in HIV-1 pathogenesis. As a key regulator in the phosphoinositide
3-kinase (PI3K) pathway, it impacts cell survival, metabolism, growth, and proliferation [1]. The HIV-1
infection progression is fuelled by immune hyperactivation, which constitutes a hallmark of the disease.
In infected individuals, the tumor necrosis factor (TNF) alpha is one of the proinflammatory cytokines
that could be critical for the formation of HIV-1 reservoirs [2-5].

HIV-1 Nef is an accessory viral protein known to be abundantly expressed in the early stages
of infection. Several aspects of the viral pathogenesis have been showed to be affected by this
multifunctional protein, which plays an important role despite lacking enzymatic activity [6,7].
Besides endogenously produced Nef, extracellular soluble Nef and/or vesicle-associated Nef are found
in the serum or extracellular environment of infected individuals and display immunomodulatory
effects such as the suppression of immunoglobulin class switching in bystander B cells and
neurotoxicity [8-11]. The PI3K/Akt pathway, a key pathway of cell survival, is known to be
manipulated by a plethora of viral pathogens, including among others human cytomegalovirus,
Epstein Barr virus, influenza A virus, and HIV-1 [12]. Several studies have also reported the impact of
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protease inhibitors (PIs) on Akt signaling in several cell types and in clinical trials [13-19]. We observed
previously a critical role for Nef in the hyperactivation of T cells through Akt activation and that
blocking Akt activation especially by HIV-1 protease inhibitors (Pls) could limit HIV-1 recovery from
latently infected T cells [20,21].

The use of combination anti-retroviral therapy (cART) has allowed for the reduction of the viral
load of infected individuals to undetectable levels [22]. However, in the majority of patients that
are considered successfully treated by cART, low levels of active viral replication can be detected
by the use of new ultrasensitive assays [23]. A major obstacle to HIV-1 eradication is indeed the
persistence of replication-competent proviruses [24,25]. These latent reservoirs are established early
during acute viral infection and include, among others, macrophages and latently infected resting
CD4+ T cells, these latently infected resting CD4+ T cells being the main viral reservoir [26-29].
Recently, cART intensification was assessed and did not reduce residual HIV-1 viremia in patients
on cART, indicating that its potential to eradicate the virus appears to be limited [30]. In addition,
immune hyperactivation, especially TNF production, still persists in aviremic patients under cART
and could explain the limited effect of cART on the eradication of HIV reservoirs [31,32].

Initiation of cART during primary HIV infection may limit the establishment of viral reservoirs,
and very early cART limits the seeding of the HIV reservoir in long-lived central memory CD4+ T
cells [26,33,34]. By contrast, the HIV reservoir in monocytes/ macrophages has been much less studied
and the impact of cART on the monocyte /macrophage HIV-1 reservoir in aviremic chronically infected
patients is so far unknown [29,35,36].

We report here a study indicating that Akt activation by Nef in Monocyte-Derived Macrophages
(MDMs) can be blocked by the Pl lopinavir /ritonavir, but not by the NNRTI nevirapine. We observed
the important role of Akt activation in HIV-1 reactivation from latently infected Ul monocytoid cells
in vitro, which could be blocked by PI but not by NNRTL Finally, in vivo cART-blocked Akt activation
in monocytes, but also in resting CD4+ T cells, meanwhile limited the size of the viral reservoir in both
cell types isolated from aviremic chronically HIV-1 infected patients.

2. Materials and Methods

2.1. Isolation and Culture of Peripheral Blood Monenuclear Cells (PBMCs), Peripheral Blood Lymphocytes
(PBLs), MDMs, and Resting CD4+ T Cells

Human PBMGs, purified PBLs, and MDMSs were prepared from the peripheral blood of healthy
donors and cultured as described previously [37]. Purified CD25, CD69~, and HLA-DR™ CD4+ T
cells (resting CD4+ T cells) were obtained from the peripheral blood of HIV* patients using a negative
selection assay using magnetic beads (LD columns, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) as
described previously [38]. PBMCs were isolated from the peripheral blood of HIV* patients by Ficoll
gradient centrifugation as described previously [37] and cultured in Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) medium supplemented with 10% (v/v) fetal calf serum. PBLs in suspension and adherent
monocytes were collected after 2 h as described previously [37].

2.2. Recombinant Nef Treatment

MDMs (5 x 10° cells) were treated with recombinant myristoylated Nef protein (rNef) from the
SF2 HIV-1 strain (1-100 ng/mL) (cat # PR-382, Jena Bioscience, Jena, Germany). Cell pellets were
collected at various times after rNef treatment, washed extensively, and either lysed before Western
blot analysis or fixed with BD Cytofix (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) for 20 min before flow
cytometric analysis. MDMs were treated with the Akt inhibitor VIII (cat # sc-202048A) (0, 25, 50 uM)
{Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) for 2 h before addition of rNef (100 ng/mL) for 30 min.
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2.3. Western Blot

Cellular extracts from MDMs treated with rNef were used to examine Akt and pAkt expression by
Western blotting as described previously [39]. Anti-Akt-mAb (cat # 2967S, Cell Signaling Technologies,
St Quentin, France), anti-pAkt (Thr308) mAb (cat # 2965S, Cell Signaling Technology), anti-pAkt
(Serd73) mAb (cat # 4060S, Cell Signaling Technology), and anti-B-actin (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) were used. Antiretroviral drugs (lopinavir/ritonavir and nevirapine) were obtained from
the hospital pharmacy of the Centre Hospitalier Régional Universitaire (CHRU) Besancon. MDMs were
treated for different periods of time with these drugs at indicated concentrations. The level of pAkt / Akt
was determined by immunoblotting.

2.4. RT-PCR Assay

For the detection of Akt mRNA using an RT-PCR assay, total RNA was extracted from
MDMs either left untreated or treated with increasing concentrations of rNef (1-25 ng/mlL)
for 30 min using an RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Germany). A total of 2 ug of RNA
was reverse transcribed into ¢DNA with Superscript IV RT (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) using oligo (dT) primers. The 5 uL of reverse transcription reaction product was
amplified using primers against Akt (sense, 5-ATCCCCTCAACAACTTCTCAGT-3'; antisense,
5-CTTCCGTCCACTCTTCTCTTTC-3'). The beta-globin gene was amplified as an internal control
(sense, 5'-TCCCCTCCTACCCCTACTTTCTA-3'; antisense, 5~TGCCTGGACTAATCTGCAAGAG-3').
The PCR product was electrophoresed on a 2% agarose gel containing SYBR Green I Stain
(Lonza, Rockland, ME, USA).

2.5. FACS Analysis

PBLs, monocytes, and resting CD4+ T cells were fixed and permeabilized (BD Cytofix /Cytoperm
kit) (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Briefly, 10° cells were thoroughly resuspended in 250 uL of
BD Cytofix/Cytoperm solution for 20 min at 4 °C. Cells were washed two times in 1X BD Perm/Wash
solution. The cells were pelleted by centrifugation. The cells were thoroughly resuspended in 500 uL of
1X BD Perm /Wash containing PE-conjugated anti-pAkt (cat# 558275)/anti-Akt (cat# 560049) antibodies
(BD Biosciences) or isotype control antibody (cat# 551436) (BD Pharmingen). The cells were incubated
at4 °C for 30 min in the dark. The cells were washed three times in 1X BD Perm /Wash solution and
resuspended in 1X PBS prior to flow cytometric analysis.

2.6. MTT Cell Assay

Cell viability was measured using the MTT assay kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA).
Where specified, MDMs and monocytoid Ul cells stimulated or not with TNF were seeded at a density
of 0.1 x 10°/well in triplicates in 96-well plates in a final volume of 100 uL medium containing
lopinavir/ ritonavir, nevirapine, and Akt inhibitor VIII at 50 uM for 0-2 h. MDMs were left untreated
or treated with rNef (1-100 ng/mL) for 30 min. After 0-2h, 10 uL MTT reagent was added to each
well and the plates were incubated for another 4 h in the cell culture incubator at 37 °C. The plate was
centrifuged at 500 g for 10 min. The cell culture media was aspirated, 100 uL of crystal-dissolving
solution was added to each well, and the absorbance was measured at 570 nm using Multiskan Ex
(Thermo Electron Corporation, Cergy-Pontoise, France).

2.7. Reactivation from Latency in U1 Cells

The monocytoid Ul cell line was obtained from the AIDS Research and Reference Reagent
Program (National Institute of Allergy and Infectious Disease (NIAID), National Institute of Health
(NIH)). Cells were mock-treated or treated with TNF 10 ng/mL in the absence or presence
of lopinavir/ritonavir, nevirapine, and Akt inhibitor VIII at 50 uM. At 24 h post treatment,
culture supernatants of U1 cells were harvested and HIV-1 production was measured by determining
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p24 antigen concentration by ELISA (Innogenetics, Ghent, Belgium) [40]. A WST 1 assay (Roche, Basel,
Switzerland) was performed to assess the viability of treated cells.

2.8. Quantification of HIV-1 Proviral DNA

DNA was extracted from 10° cells monocytes and resting CD4+ T cells using a QlAamp DNA
Blood kit (Qiagen, Hilden, Germany) as per the manufacturer’s instructions. HIV-1 proviral DN A was
quantified using a Biocentric Generic HIV DNA Cell kit (Biocentric, Bandol, France) on an MX3005p
real-time PCR instrument (Stratagene, San Diego, CA, USA) as per the manufacturers’ instructions.

2.9. Patients

We enrolled 31 chronically HIV-1-infected individuals at the Besancon University Hospital
(Besangon, France). The patients were treated with cART (treatment range: 1.4-27.2 years) and
had undetectable plasma HIV-1 RNA levels (<40 copies/mL) for at least 1 year. These 31 patients
treated with cART (PI, n = 8; NNRTI, n = 23) were studied for levels of Akt activation and HIV-1
proviral DNA in monocytes and autologous resting CD4+ T cells. In addition, we enrolled four
HIV-1-infected individuals at the Besangon University Hospital (Besangon, France). These patients
were naive from cART treatment and were studied for HIV-1 proviral DNA in monocytes and autologous
resting CD4+ T cells.

2.10. Statistical Analyses

The figures show the means and standard deviations for independent experiments. Plotting and
statistical analysis were performed using Excel. Results from in vitro reactivation studies and HIV
proviral DNA using patient cell cultures of monocytes and resting CD4+ T cells are shown as medians
and quartiles. Data sets were analyzed using an unpaired nonparametric t-test (Mann-Whitney test)
or Wilcoxon ¢ test. Differences were considered significant at a value of p < 0.05.

2.11. Ethics Approval and Consent to Participate

All of the patients who were enrolled at the Besangon University Hospital (France) gave their
written informed consent to participate in the study according to the Helsinki declaration. The Human
Protection Committee East Area II (CPP EST-2) from France was consulted and approved the study
(CPP14/455) (Trial registration number: NCT02858414; Name of registry: Exploratory Study of
Cellular Reservoirs in Blood From HIV Infected Patients (EURECA); URL of registry: clinicaltrials.gov;
Date of registration: 29 July 2016; Date of enrolment of the first participant to the trial: 9 June 2015;
“Retrospectively registered”). This study did not rely solely on medical records. The authors did not
have any contact with the study subjects and performed tests on patient blood samples that were part
of routine care. The blood samples were anonymized before being used by the authors.

3. Results

3.1. Recombinant Nef Increases Akt Expression and Phosphorylation in MDMs In Vitro

We studied the impact of Nef on both Akt expression and activation in MDMs. We observed
that treatment of MDMs with rNef led to enhanced Akt expression in a dose-dependent manner
(Figure 1A, upper panel). We performed an RT-PCR assay in order to evaluate mRNA Akt expression
in rNef-treated MDMs. We observed enhanced mRNA Aktlevels in rNef-treated MDMs compared to
untreated MDMs, indicating that the increase in Akt expression after Nef treatment is transcriptional
(Figure 1A, lower panel). Akt is activated by its phosphorylation on Ser473 and Thr308 residues [41].
We found that Akt became phosphorylated on serine*” and threonine™® in MDM treated with rNef as
determined by Western blotting and flow cytometry (Figures 1B and 2A). The increased expression
of total Akt measured in rNef-treated MDM was dose-dependent (Figure 1C). We did not find any
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significant toxicity of rNef (1-100 ng/mL) for as long as 30 min as determined by a cell viability assay
(Figure 1D).
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Figure 1. HIV-1 Nef enhances Akt expression and activation in MDMs in vitro. (A) Monocyte-Derived
Macrophages (MDMs) were either left untreated or treated with increasing concentrations of rNef
(1-100 ng/mL) for 30 min. After incubation, protein lysates and RNA extracts were made. Upper panel.
Expression of total Akt and p-actin was determined by Western blotting. Lower panel. Akt mRNA
expression was measured by an RT-PCR assay on a 2% agarose gel. Beta-globin was used as
an internal control. (B) MDMs were either left untreated or treated with rNef (100 ng/mL) for
30 min. After incubation, protein lysates were made and expression of pAkt(Ser473), p Akt(Thr308),
and total Aktand B-actin were determined by Western blotting (n = 3). (C) The histogram shows the
enhanced expression of total Akt in MDMs treated with increasing concentrations of Nef for 30 min.
UT, untreated. (D) No significant toxicity of rNef (1-100 ng/mL) was observed in MDM treated for
30 min as measured by a cell viability assay.

3.2, The Protease Inhibitor (PI) Lopinavir/Ritonavir Blocks Akt Activation in MDMs Treated with rNef in Vitro

Since HIV-1 protease inhibitors (PI), but not reverse transcriptase inhibitors (RTT), have been
reported to block Akt activation in several cell types, such as peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) and monocytes/macrophages [13,15-19], we assessed the potential role of Pls as
immunomodulators in addition to their antiviral effect in HIV-1 infection. In vitro, we observed
that the Pl lopinavir /ritonavir, but not the non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI)
nevirapine, inhibited Akt hyperactivation in MDMSs stimulated with rNef using flow cytometric
analysis (Figure 2A,B). The inhibition of Akt activation by lopinavir/ritonavir was dose-dependent
(Figure 2C upper panel and Figure 2D). We observed a slight inhibition of Akt activation by
lopinavir/ritonavir in the absence of Nef treatment (Figure 2C lower panel). At the concentrations of
anti-HIV drugs used, more than 80-90% of treated cells were viable after two hours of treatment.
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Figure 2. The protease inhibitor (PI) lopinavir/ritonavir blocks Akt activation in MDMs treated
with Nef. (A) Activation of Akt (pAkt) in MDMs treated with rNef (100 ng/mL) for 30 min is
blocked by the PI lopinavir /ritonavir (50 pM) but not by the non-nucleoside reverse transcriptase
inhibitor (NNRTI) nevirapine (50 uM) as measured by flow cytometric analysis. Red: untreated
MDM, green: MDM treated with Nef, blue: MDM treated with Nef + lopinavir/ritonavir; purple:
MDM treated with Nef + nevirapine. Results are representative of three independent experiments.
(B) The PI lopinavir/ritonavir inhibits Akt activation (pAktSer473) in MDMs treated with rNef as
determined by flow cytometric analysis. One million MDMSs were treated with rNef (100 ng/mL) for
30 min in the absence or presence of lopinavir/ritonavir (50 uM). Boiled Nef was used as a control.
Results are representative of three independent experiments. (C) Measurement of Akt activation
in MDMs stimulated with rNef (100 ng/mL) or not and treated with increasing concentrations of
the PI lopinavir/ritonavir (0-100 uM) as measured by Western blotting. Upper panel. Decreased Akt
activation in MDMs stimulated with fNef (100 ng /mL) and treated with increasing concentrations of the
Pl lopinavir/ ritonavir (0~100 uM). Beta-actin was used as an internal control. Lower panel. Akt activation
is slightly inhibited by lopinavir/ritonavir in the absence of Nef treatment. Beta-actin was used as
an internal control. Results are representative of three independent experiments. (D) Decreased Akt
activation in Nef-stimulated MDMs treated with lopinavir/ritonavir is dose-dependent. Histogram
represents means (=s.d.) of three independent experiments.
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3.3. The Protease Inhibitor Lopinavir/Ritonavir Limits HIV-1 Reactivation from Chronically Infected U1
Monocytoid Cells Stimulated with TNF via Blocking the Akt Pathway

Since Akt activation participates in immune activation and favours resistance to apoptosis,
controlling the Akt pathway using Pls could have an impact on HIV-1 recovery from latently infected
monocytoid cells [42,43]. Therefore, we assessed the role of PI treatment on HIV-1 reactivation from
latency by measuring viral production in latently infected monocytoid cells U1 treated with TNE
Ul monocytoid cells contain two copies of integrated HIV-1 provirus [44]. In Ul cells stimulated
with TNF (10 ng/mL), we observed increased Akt phosphorylation on Serd73 using Western blotting
(Figure 3A, left panel). The TNF-induced Akt activation in U1 cells was blocked mostly by treatment
with lopinavir/ritonavir (Figure 3A, right panel). In addition, viral reactivation induced by TNF in Ul
cells was significantly blocked by treatment with the PI lopinavir /ritonavir and the Akt inhibitor VIII,
but not by the NNRTI nevirapine, as measured by p24 detection using ELISA (Figure 3B). Our results
indicate that a Pl-mediated blockade of Akt activation could limit HIV-1 reactivation of integrated
provirus from Ul monocytoid cells especially when driven by TNE
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Figure 3. Enhanced Akt activation in monocytoid U1 cells stimulated with Tumor Necrosis Factor
(TNF) alpha and blockade of HIV-1 recovery from U1 cells stimulated with TNF and treated with the
Pl lopinavir/ritonavir. (A) Left panel. Enhanced Akt activation (pAkt Ser473) in U1 cells treated with
TNF (10 ng/mL) for 30 min as measured by Western blot. Beta-actin was used as an internal control.
Right panel. The histogram shows that increased pAkt levels observed in TNF-stimulated U1 cells
are blocked mostly with lopinavir/ritonavir treatment using Western-blot quantification by Image]
software. Results are representative of three independent experiments. (B) Ul cells were either left
untreated or treated with TNF(10 ng/mL) in the absence or presence of the PI lopinavir/ritonavir,
the NNRTI nevirapine, and the Akt inhibitor VIII (all at 50 pM). The viral production was determined
by measuring the level of p24 antigen at 24 h post treatment using ELISA. Means (=s.d.) of three
independent experiments are shown.
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3.4. Decreased Akt Activation in Monocytes from Aviremic Patients under PI-Cart

To further demonstrate the critical role of Akt in HIV-1 pathogenesis and the potential interest of
Akt blockade by Plin vivo, we measured Akt activation levels in monocytes and autologous resting
CD4+ T cells isolated from HIV-1-positive patients. Thirty-one patients with chronic HIV-1 infection
treated with cART (treatmentrange: 1.4-27.2 years) and with undetectable plasma HIV-1 RNA levels
(<40 copies/mL) for at least 1 year were included in the study between 2015 and 2017. Of these
thirty-one patients (mean age 47.6 years; range 2869 years) treated with cART, twenty-three were
treated with NNRTI-based cART and eight with Pl-based cART (as their most recent treatment) and
for more than one year (Table 1). We did not observe significant differences for nadir median CD4
counts (255 x 10° versus 288 x 10° cells/L, p =0.734), median CD4 counts at the initiation of treatment
(361 x 10° versus 332 x 10° cells/L, p = 0.407), median CD4 counts at the last point (614 x 10°
versus 761 x 10° cells/L, p = 0-288), and median HIV RNA load at zenith (5.10 versus 4.98 log/mL,
p = 0.982) between Pl-treated and NNRTI-treated patients (Table 1). We did not find significant
differences between Pl-treated and NNRTI-treated patients for the number of failures of treatment
(1.5 versus 1, p = 0.694) and the duration of therapy (11.6 versus 9 years, p = 0.498). The duration with
undetectable plasma HIV-1 RN A levels was not significantly different in the Pl-treated arm compared
to the NNRTI-treated arm (5.8 versus 6.5 years, p = (0.804) (Table 1).

Table 1. Biological and virological characteristics of HIV-1-positive patients under PI-cART
and NNRTI-cART.

Pl NNRTI
Biological Characteristics n=8§ n=23 p-Value
Age (years), mean (£s.d.) 42.2 (10.5) 49(7.3) 0.136

CD4+ Tcell counts at nadir, absolute

(cells per uL), median (IQR)

CD44 Tcell counts at initiation of treatment,
absolute (cells per uL), median (IQR)

CD4+ Teell counts at the last point, absolute
(cells per uL), median (IQR)

2555 (185.7-368.8) 288.8 (M 6-362.6) 0.734

3618 (300.5-530.5) 3323 (1285-4254) 0407

614 (5525-664.1) 7616 (492-934 4) 0.288

pVL at zenith (log copies per mL), median (IQR) 5.10 (440-5.26) 498 (4.26-5.53) 0.982
Previous treatment failure, median (IQR) 1.5(0-9) 1(0-2.5) 0.694
Time with therapy (years), mean +s.d. 116 (8) 9(4.7) 0.498
Time with undetectable pVL (years), mean + s.d. 58(3.2) 65(38) 0.804
Akt Activation Assay

Resting CD4+ T Cells

% of pAkt(Serd73) positive cells, mean + s.d. 2.8(238) 522(43.5) 0.449
Monocytes

% of pAkt(Serd73) positive cells, mean + s.d. 13.5(18.0) 32.1(33.0) 0.220
p-value, monocytes versus resting CD44 T cells 0.295 0442

Proviral HIV DNA quantification Assay

Resting CD4+ T Cells

Proviral HIV-1 DNA

25 e
(log copies per 10 cells);median (IQR) 2.58 (245-2.81) 253 (204-2.79) 0.730
Monocytes
Proviral HIV-1 DNA
2.47 (243-2 212 2.5
(log copies per 10° cells), median (IQR) 2.47 (243-2.55) 2.12(1.43-2.53) 0.163
p-value, monocytes vs resting CD44+ T cells 0.462 0.129

IQR = interquartile range.
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In HIV-1-positive patients under cART, Akt activation was lower in monocytes compared to
autologous resting CD4+ T cells with the lowest activation in the bulk of PBLs (Figures 4 and 5A)
(Table 1). The lowest Akt activation was observed in aviremic patients under PI-cART rather
than under NNRTIART, and primarily in monocytes and PBLs rather than in autologous resting
CD4+ T cells (Figure 5B) (Table 1). PI-cART was more efficient for decreasing Akt activation than
NNRTI-cART irrespective of the cell type tested (Figure 5C) (Table 1). Altogether, our results indicate
that PIcART treatment is the most potent to decrease Akt activation especially in monocytes isolated
from aviremic patients.
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Figure 4. Levels of Akt activation in peripheral blood lymphocytes (PBLs), monocytes, and resting CD4+
T cells from aviremic HIV-1 patients under cART. A,B. Akt activation was lower in PBLs and monocytes
than in resting CD4+ T cells isolated from (A) a NNRTI-treated patient and (B) a Pl-treated patient as
measured by flow cytometric analysis. Results are representative of 23 independent experiments.
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Figure 5. Impact of cART, PI-, and NNRTI-treatment on Akt activation in monocytes, resting CD4+ T
cells, and PBLs isolated from aviremic HIV-1-infected patients. (A) Percentage of P-Akt positive cells in
PBLs, monocytes, and autologous resting CD4+ T cells isolated from cART-treated patients (n = 23) as
measured by flow cytometric analysis. The histogram shows median and quartiles. (B) Percentage
of P-Akt positive cells depends on the cell type tested and on the cART treatment used (PI versus
NNRTI) as measured by flow cytometric analysis. The histogram shows median and quartiles (n = 23).
(C) Respective percentages of P-Akt positive PBLs, monocytes, and resting CD4+ T cells from aviremic
patients under PI-cART and NNRTI-cART as measured by flow cytometric analysis. The histogram
shows median and quartiles (n = 23).

3.5. Limited Amounts of HIV-1 Proviral DNA in Monocytes from Aviremic Patients under Cart

Besides resting CD4+ T cells, latently infected monocytes /macrophages that harbour integrated
replication-competent viral DNA represent a primary long-lived source of persistent HIV-1 in patients
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under cART [27-29]. Therefore, we decided to analyze the respective sizes of the HIV-1 reservoirs
in monocytes and resting CD4+ T cells from patients naive of treatment and the impact of the cART
regimen on the viral reservoir in monocytes and autologous resting CD4+ T cells by quantifying
total proviral HIV-1 DNA. The amount of HIV-1 proviral DNA was lower in monocytes compared to
autologous resting CD4+ T cells isolated from cART naive patients (3.2 log versus 3.7 log, p = 0.114)
(Figure 6A). A similar lower amount of HIV-1 proviral DNA was measured in monocytes compared
to resting CD4+ T cells from cART-treated patients (2.2 log versus 24 log, p = 0.095) (Figure 6B).
Under cART, the amount of HIV-1 proviral DNA present in monocytes and resting CD4+ T cells was
decreased significantly compared to cART-naive patients (p = 0.0056 and p = 0.00017, respectively)
(Figure 6C,D). In Pl-treated patients but also in NNRTI-treated patients, significantly lower amounts
of proviral DNA were measured in monocytes (p = 0.0081 and p = 0.0094, respectively) and resting
CD4+ T cells (p = 0.0040 and p = 0.00054, respectively) compared to cART-naive patients (Figure 7A,B).
We did not find significant difference for the amount of proviral DNA present in monocytes and resting
CD4+ T cells between PI-ART- and NNRTI-cART-treated patients (Figure 7A,B) (Table 1).
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Figure 6. Lower amounts of proviral DNA in monocytes and resting CD4+ T cells from cART-treated
patients compared to cART-naive patients. HIV-1 proviral DNA was measured in monocytes and
autologous resting CD4+ T cells isolated from cART-treated patients and cART-naive patients using
a Biocentric Generic HIV DNA Cell kit. (A) Amounts of HIV-1 proviral DNA in monocytes compared to
autologous resting CD4+ T cellsisolated from cART-naive patients (n = 4). The histogram shows median
and quartiles. (B) Amounts of HIV-1 proviral DNA in monocytes compared to autologous resting
CD4+ T cells isolated from cART-treated patients (n = 31). The histogram shows median and quartiles.
(C) Lower amounts of HIV-1 proviral DNA in monocytes from cART-treated patients compared to
cART-naive patients (n = 31). The histogram shows median and quartiles. (D) Lower amounts of HIV-1
proviral DNA in resting CD4+ T cells from cART-treated patients compared to cART-naive patients.
The histogram shows median and quartiles (n = 31).
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Figure 7. cART reduces the amount of HIV proviral DN A in monocytes and resting CD4+ T cells from
aviremic patients irrespective of the PI or NNRTI treatment. (A) Lower amounts of HIV-1 proviral
DNA in monocytes from patients under PI-.cART or NNRTI-cART compared to cART-naive patients.
The histogram shows median and quartiles (n = 31). (B) Lower amounts of HIV-1 proviral DNA in
resting CD4+ T cells from patients under PI-cART or NNRTI-cART compared to cART-naive patients.
The histogram shows median and quartiles (n = 34).

4. Discussion

HIV-1 Nef, a pleiotropic early viral protein, has been demonstrated to activate several key
signaling molecules, including Akt, MAPK, and ERK [45,46]. In the present study, we have
demonstrated that Nef upregulates Akt expression and induces Akt phosphorylation in MDMs
in vitro, which was blocked by the HIV PI lopinavir /ritonavir but not by the NNRTI nevirapine.
Both increased Akt activation and enhanced HIV-1 reactivation were observed in Ul monocytoid cells
stimulated with TNE The HIV-1 reactivation in U1 cells stimulated by TNF was inhibited by the Akt
inhibitor VIII and the Pl lopinavir /ritonavir, but not by the NNRTI nevirapine. Most importantly,
our results indicate that the PIs, but not the NNRTIs, decrease Akt hyperactivation in vitroand in vivo.
Both PI-cART and NNRTI-cART limit the size of the HIV-1 reservoir in latently infected monocytes
from aviremic chronically infected patients.

Exogenous HIV-1 Nef is internalized by MDMs as reported previously for CD4+T cells [20,47].
The mode of internalization and secretion of Nef is still a conundrum. Some studies suggest
the involvement of exosomes in intercellular transfer of Nef from infected cells to the bystander
cells [48,49]. On the other hand, a recently published study suggests the cell-to-cell contact rather than
exosomes-mediated intercellular transfer of Nef [50]. In vivo, exogenous Nef and TNF secreted by
infected cells as soluble proteins and /or as exosomes can activate uninfected CD4+ T cells and MDMs
present in the vicinity and make them susceptible to infection [31,39,51]. Following Nef treatment,
a 2-fold increase in NF-kB-mediated LTR activation in U937 cells transfected with LTR-Luc and also
a 2-fold increase of p24 levels in supernatants of chronically HIV-infected U1 cells have been previously
described [39,52,53]. In U1 cells treated with TNF, both NF-kB activation and HIV-1 reactivation from
latency are observed [40,53]. Thus, both Nef and TNF could activate monocytes/macrophages and
thereby expand the viral reservoir in infected individuals.

Latency represents the major obstacle in the complete cure of HIV-1 [25,54-56]. Several agents
targeting various signaling cascades are known to reactivate latent HIV-1 and are termed
latency-reversing agents (LRAs) [57,58]. Among LRAs, activators of the PI3K/ Akt pathway could
be used to reactivate the HIV-1 latent reservoir in both lymphoid and myeloid cells. For instance,
disulfiram is known to deplete phosphatase and tensin homolog (PTEN) protein levels in U1 cells
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and in resting CD4+ T cells from HIV-negative donors, resulting in hyperphosphorylation of Akt
and subsequently activation of HIV-1 expression [59]. In another instance, 57,704, an agonist of PI3K,
reactivates HIV-1 in several latent cell lines [59]. LRAs expose latently infected cells to the hostimmune
system and to cART, namely the “shock and kill” strategy. This strategy faces multiple barriers which
prevent the complete eradication of replication-competent viruses and must therefore be optimized.
Recently, a “block and lock” strategy has been hypothesized which focuses on suppressing residual
levels of HIV-1 transcription to lock the virus in a deep latency state to prevent viral reactivation [25].
In view of the “block and lock” strategy, Akt inhibitors could be suggested as potential therapeutic
molecules against HIV-1 especially in infected monocytes/macrophages [60]. The role of Pls, but not
RTIs, in inhibiting Akt activation has been shown in several cell types [15,18,60-62]. We observed
that Pls could block Nef-mediated Akt activation in MDMs in a dose-dependent manner (Figure 2).
Furthermore, Pls inhibit the viral reactivation from chronically infected monocytoid Ul cells stimulated
with TNF similar to Akt inhibitor VIII (Figure 3). Thus, the inhibition of viral reactivation by Pls
could participate in the “block and lock” strategy and thereby curtail the HIV-1 reservoir especially in
myeloid cells.

Although the use of cART has been extensively studied in regard to residual viremia, only
little is known on their impact on cellular reservoirs of HIV-1 especially in monocytes isolated from
patients. We determined the levels of Akt activation and HIV-1 proviral DNA in monocytes and
autologous resting CD4+ T cells from cART-treated patients. In cART-naive patients, we observed
that the amount of HIV-1 proviral DNA was 0.5 log smaller in monocytes than in resting CD4+ T
cells (Figure 6). In agreement with our results, the number of productively infected monocytes is
nearly 10-fold lower than the number of productively infected CD4+ T cells in the blood of Simian
Immunodefiency Virus-infected macaques [63]. In agreement with decreased Aktactivation in resting
CD4+ T cells from Pl-treated patients [21], we observed low levels of Akt activation in monocytes
isolated from Pl-treated patients. By using the proviral HIV DNA assay that allows for evaluating
in a quantitative manner the amount of intracellular provirus, we observed that cART was efficient
for limiting the size of the HIV-1 reservoir in monocytes and resting CD4+ T cells compared to
cART-naive patients (Figure 6). To diminish the size of the viral reservoir, several studies have shown
that an early treatment during HIV-1 primo-infection could be beneficial [33,34], and on-demand
pre-exposure prophylaxis has been shown to be highly efficient to prevent HIV transmission [64].
In addition, PIs have been reported to block the cell-to-cell spread of HIV-1 [65]. Since myeloid cells
are a main target of macrophage-tropic HIV-1 strains following HIV exposure, future studies will have
to assess the effect of on-demand pre-exposure prophylaxis not only on CD4+ T cells but also on the
monocyte/macrophage population subset.

In addition to its role in HIV-1 reactivation and latency, Akt activation is critical for cell survival [1].
Therefore, the blockade of Akt activation by PIs in latently infected resting monocytes/ macrophages
could trigger an accelerated cell death and thereby favour the clearance of the HIV reservoir in
myeloid cells [19]. In fact, HIV- and SIV-infected macrophages are not efficiently killed by CD8+ T
cells like infected CD4+ T cells are [66,67]. Also, resident tissue macrophages remain in tissues long
term, are relatively resistant to the cytopathic effects of HIV infection compared to CD4+ T cells,
and may serve as stable viral reservoirs [68]. In addition, the relative potency of PIs in chronically
infected monocytes/ macrophages could be a limiting factor for the clearance of the virus in myeloid
cells [69-71]. Therefore, besides their antiviral activity, PIs rather than NNRTIs could, by targeting Akt,
trigger apoptosis in HIV-infected monocytes /macrophages and neighbouring CD4+ T cells [72,73] and
thereby participate in the clearance of both myeloid and lymphoid infected cells.

5. Conclusions

Our study shows that exposure of MDMs to HIV-1 Nef leads to enhanced Akt expression
and activation. Importantly, we observed that the immunomodulatory effects of Pls, by blocking
Akt activation especially triggered by Nef and TNF, limit HIV-1 recovery from latently infected
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monocytoid Ul cells in vitro. Finally, in aviremic chronically HIV-1-infected patients, our study
indicates that Pl-based cART decreases Akt activation and limits the size of the monocyte reservoir.
Altogether, our results support the need to further assess the therapeutic use of HIV-1 protease
inhibitors in view of their impact on persistence of myeloid HIV-1 reservoirs and might provide
and /or accompany new therapeutic strategies for a remission.
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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 I'infection par les coronavirus. Parmi les traitements testés, quatre composés, I'acide
valproique, 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 I'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 I'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 I'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 I'impact du moment du traitement sur I'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 apres l'infection. L'effet antiviral semble donc affecter la réplication virale mais pas la
pénétration virale.

9.3. Evaluation de I'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 I'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 |'effet antiviral du lopinavir/ritonavir et de la chloroquine sur des cellules Vero
E6 infectées par SARS-CoV-2 n’a pas pu étre réalisée de maniére fiable en raison de la toxicité
observée pour ces molécules. La mesure de I'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 [|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 a 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 étre une molécule d’intérét 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 intérét 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 I'utilisation d’une forte dose de resveratrol, avec un temps de demi-vie réduit.

Globalement, bien que le resveratrol semble étre prometteur, il reste nécessaire de confirmer son
efficacité dans un modele pré-clinique ainsi que de réfléchir a de nouveaux modes d’administration
permettant une efficacité optimale.

Cette étude a fait I'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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Abstract: A novel coronavirus, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2),
emerged in China at the end of 2019 causing a large global outbreak. As treatments are of the utmost
importance, drug repurposing embodies a rich and rapid drug discovery landscape, where candidate
drug compounds could be identified and optimized. To this end, we tested seven compounds for their
ability to reduce replication of human coronavirus (HCoV)-229E, another member of the coronavirus
family. Among these seven drugs tested, four of them, namely rapamycin, disulfiram, loperamide
and valproic acid, were highly cytotoxic and did not warrant further testing. In contrast, we observed
a reduction of the viral titer by 80% with resveratrol (50% effective concentration (EC50) = 4.6 uM)
and lopinavir/ritonavir (EC50 = 8.8 uM) and by 60% with chloroquine (EC50 =5 puM) with very
limited cytotoxicity. Among these three drugs, resveratrol was less cytotoxic (cytotoxic concentration
50 (CC50) = 210 uM) than lopinavir/ritonavir (CC50 = 102 uM) and chloroquine (CC50 = 67 uM).
Thus, among the seven drugs tested against HCoV-229E, resveratrol demonstrated the optimal
antiviral response with low cytotoxicity with a selectivity index (SI) of 45.65. Similarly, among the
three drugs with an anti-HCoV-229E activity, namely lopinavir/ritonavir, chloroquine and resveratrol,
only the latter showed a reduction of the viral titer on SARS-CoV-2 with reduced cytotoxicity. This
opens the door to further evaluation to fight Covid-19.

Keywords: SARS-CoV-2; HCoV-229E; resveratrol; coronavirus; viral inhibition

1. Introduction

Renowned as rapidly evolving viruses, human coronaviruses (HCoVs) are positive-
stranded RN A pathogens that encompass seven different strains divided into two genera:
alphacoronavirus (alphaCoV) and betacoronavirus (betaCoV) [1]. Whilst alphaCoV in-
cludes the lowly pathogenic HCoV-229E and HCoV-NL63, betaCoV ramifies into the more
pathogenic HCoV-OC43 and HCoV-HKU1 of the A lineage and the highly pathogenic
severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV), SARS-CoV-2 and the Mid-
dle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) of the B and C lineage, respec-
tively [2,3]. HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43 and HCoV-HKU1 are endemic in
human populations, accounting for 15-30% of mild, self-limiting respiratory upper infec-
tions, with a greater incidence of lower respiratory tract infection in immunocompromised
individuals [4]. Both SARS-CoV, emerging in 2002 with a mortality rate of 9.6%, and
MERS-CoV, responsible for the 2012 outbreak with a death rate of 35.5%, are linked to acute
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respiratory distress syndrome (ARDS) potentially engendering a chronic reduction in lung
function, arrhythmia or death [5]. Emerging in December 2019 from the city of Wuhan in
China, SARS-CoV-2, the etiological agent behind coronavirus disease 2019 (Covid-19), is
considered the cause of a major public health emergency after its large global outbreak [6].
Although causing milder symptoms compared with SARS-CoV and MERS-CoV, SARS-Co V-
2 can result in severe symptoms with multiple organ complications and hyperinflammation,
leading ultimately to death in some individuals [7].

Despite the fact that SARS-CoV-2 vaccines have been quickly developed [8], no defini-
tive therapy has been shown to be effective to date against SARS-CoV-2 and therefore new
treatments are actively needed [9]. Despite tremendous efforts to develop new drugs, it
is well-known that this process might take years to be clinically approved and reach the
market [10]. In this context, repurposing of existing drugs appears to be an effective drug
discovery platform thatis superior in terms of cost and time compared with de novo drug
discovery, as rapid assessment of in vitro and in vivo efficacy is conceivable [11]. This
is reinforced by the fact that agents previously shown to inhibit the in vitro replication
of other members of the coronavirus family, for instance HCoV-229E, could be potential
candidates to inhibit the replication of betacoronaviruses such as SARS-CoV, MERS-CoV
and SARS-CoV-2 [12].

In the light of what has been mentioned previously, we screened seven drugs already
approved for other pathologies against the alphacoronavirus HCoV-229E. On the assump-
tion that an inhibitory effect against HCoV-229E by one of these drugs will be found, results
will be extrapolated and assessed in the context of SARS-CoV-2-infected cell cultures.

Among the seven compounds tested, valproic acid (VPA), disulfiram, rapamycin
and loperamide have been previously shown to target coronavirus infection [13]. Briefly,
VPA is a branched short-chain fatty acid commonly used in the management of neuro-
logical disorders [14]. This histone deacetylase inhibitor was projected as a potential
candidate for drug repositioning as the viral SARS-CoV-2 protein NSP5 was found to
interact with HDAC2 [15]. Disulfiram, an approved alcohol-aversive drug, was shown
to inhibit the papain-like proteases of both MERS-CoV and SARS-CoV [16]. The mTOR
inhibitor rapamycin, a drug used as an immunosuppressant in transplant patients, was
reported to reduce MERS-CoV infection by over 60% in vitro [17] by suppressing viral
protein expression and virion release [18]. Alternatively, the antidiarrheal opioid receptor
agonist loperamide showed potential antiviral activity against SARS-CoV-2[11], as well
as MERS-CoV, SARS-CoV and HCoV-229E, although the exact mechanism of action is
unknown [19].

Being an aspartate protease inhibitor, lopinavir is an extensively studied antiviral drug
used in the management of human immunodeficiency virus (HIV) infection in combination
with ritonavir, the latter boosting the effects of lopinavir through potent cytochrome
P450 3A4 inhibition [20]. Lopinavir was shown to be an inhibitor of broad-spectrum
coronaviruses by blocking the replication of HCoV-229E, SARS-CoV and MERS-CoV with
a mean 50% effective concentration (EC50) ranging from 6.6 to 17.1 uM, in contrast to
ritonavir, which showed no selective anti-CoV activity [19]. SARS-CoV patients treated
with a combination of lopinavir/ritonavir and ribavirin experienced less ARDS witha lower
death rate compared with historical controls who received ribavirin and corticosteroids [21].
Randomized controlled trials were conducted to assess the efficacy of lopinavir /ritonavir
with or without ribavirin in SARS-CoV-2 patients [22,23].

Used originally as treatment for or prevention of malaria, the 4-aminoquinoline drug
chloroquine has been repurposed and successfully employed to target some immunological
and rheumatological diseases, for instance systemic lupus erythematosus and rheumatoid
arthritis [24]. In the setting of viral infections, multiple mechanisms underlie the effective-
ness of chloroquine, prominently chloroquine-mediated alkalinization of phagolysosomes
and /or viral entry and protein glycosylation inhibition [25]. Potential therapeutic benefits
of chloroquine have been demonstrated in coronavirus infections including HCoV-229E,
HCoV-OC43, SARS-CoV and SARS-CoV-2 [26]. Indeed, chloroquine inhibits HCoV-229E
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replication in Huh7 cells with an EC50 of 3.3 uM [19]. Moreover, pre and post treatment
of Vero E6 cultures with chloroquine demonstrated antiviral activity against SARS-CoV-2
with an EC50 and EC90 of 1.13 uM and 6.90 uM, respectively [27]. In vivo, chloroquine
administration was shown to inhibit SARS-CoV-2-related pneumonia, promote a virus
negative conversionand reduce the disease course [28]. Based on these encouraging results,
more than twenty in vivo clinical trials are in progress to evaluate chloroquine’s effective-
ness against SARS-CoV-2 [29]. Nevertheless, the efficiency of chloroquine against Covid-19
remains highly controversial [30].

Belonging to the polyphenols stilbenoids group, resveratrol is a well-known nu-
traceutical with a multitude of biological properties and therapeutic applications [31].
Among the latter, resveratrol exhibits an anti-tumor activity that has been confirmed in
in vitro and in vivo studies, where resveratrol modulates a divergent set of transcription
factors, upstream kinases and intracellular signaling pathways, thus mediating its in-
hibitory effect on the initiation, promotion and progression of carcinogenesis [32]. In
addition, resveratrol exhibits anti-aging and potent antioxidant properties [33], as well as
an anti-inflammatory activity, where resveratrol was shown to reduce the secretion and
expression of inflammatory factors [34]. Besides, resveratrol has been reported to exhibit
a potent anti-viral activity not only against RNA viruses such as influenza virus [35],
rhinovirus [36], rotavirus [37], Zika virus [38] and MERS-CoV [3Y], but also against a few
DNA viruses including poxvirus [40] and polyomavirus [41]. In the context of anti-MERS-
CoV activities in vitro, resveratrol was shown to inhibit the viral nucleocapsid protein
translation and MERS-CoV-induced caspase 3 cleavage, which can promote cell survival
and reduce virus-induced apoptosis [39]. Interestingly, resveratrol increases the expres-
sion of ACE2 on the cell surface, which has been previously reported to be beneficial
for SARS-CoV-2 patients [42,43]. In fact, low levels of ACE2 are observed in Covid-19
patients with poor prognosis and hyperinflammatory storm [44]. In addition, resveratrol is
a known activator of sirtuin 1 (SIRT1), which downregulates the expression of ATIR of the
PRR/ACE/ Angll/AT1R axis and enhances the ACE2/Ang 1-7/MasR axis [45]. Increase in
the ACE2/Angl-7/MasR axis has been reported to reduce hyperinflammation in Covid-19
patients [44]. In the present study, we assessed the anti-coronavirus activity of the seven
abovementioned drugs with special emphasis on the impact of resveratrol on HCoV-229E
and SARS-CoV-2 compared to lopinavir/ritonavir and chloroquine.

2. Materials and Methods
2.1. Viruses and Reagents Preparation

HCoV-229E was isolated from nasal and throat swabs collected from a man with mild
upper respiratory illness (Human Coronavirus 229E ATCC VR-740) and propagated using
MRCS5 cells (RD Biotech, Besancon, France). HCoV-229E stock virus (5 log PFU/mL) was
prepared in MRCS5 cells in DMEM media supplemented with 10% FCS. SARS-CoV-2 strain
was provided by the Institut Pasteur, Paris (strain BetaCov /France). Compounds were
sourced from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, USA, resveratrol, chloroquine diphosphate),
Pfizer, (New York, NY, USA, rapamycine), Sanofi (Paris, France, valproic acid or VPA,
disulfiram), Abbott (Chicago, IL, USA, lopinavir/ritonavir) and Sandoz (Holzkirchen,
Germany, loperamide). The stocks were prepared with DMSO (200 mM resveratrol, 50 mM
lopinavir/ritonavir, 1 mM rapamycin, 2.5 mM VPA, 10 mM loperamide, 10 mM disulfiram)
or with DMEM media (1 mM chloroquine diphosphate).

2.2. Viral Replication Inhibition Assay

To evaluate the effect of compounds in vitro, MRC5 cells were treated with com-
pounds diluted in culture media at time of infection by HCoV-229E at multiplicity of
infection (MOI) = 0.01 (low titer) or 1 (high titer). Antiviral compounds were maintained
with the virus inoculum during the 2 h incubation period. The inoculum was removed
after incubation, and the cells were overlaid with culture media containing diluted com-
pounds. After 48 h of incubation at 37 °C, supernatants were collected to quantify viral
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loads by plaque forming unit (PFU) assay as previously described [46]. Briefly, MRC5
cells were infected with the supernatant for 2 h and then overlaid with culture media
containing agarose (1%). Cells were incubated for 48 h. Plaque formation was observed
under a light microscope. Cells were stained with MTT for 1 hour and plaque forming
units were counted. Four-parameter logistic regression (IC50 Toolkit IC50.0rg) was used
to fit the dose-response curves and determine the 50% effective concentrations (EC50)
of the compounds that inhibit viral replication by 50%. Vero E6 cells were treated with
compounds at time of infection by SARS-CoV-2 (BetaCoV /France, Institut Pasteur). The
viral inoculum was removed after incubation and the cells were overlaid with fresh me-
dia containing the compound. After 48 h of incubation at 37 °C, supernatants were
collected to quantify viral loads. Viral RNA was extracted using a guanidinium thio-
cyanate buffer and magnetic silica beads. Finally, RNA was detected for the SARS-CoV-2
envelop (E) gene using one step qRT-PCR (TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix, Applied
Biosystem) and the primers designed by Corman et al. [47]. Briefly, the SARS-CoV-2 en-
velop gene was amplified using E_Sarbeco_F 5'-ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT-3'
and E_Sarbeco_R 5-ATATTGCAGCAGTACGCACACA-3' primers. Detection of ampli-
fication was done using a specific SARS-CoV-2 envelop probe (E_Sarbeco_P1) 5'-FAM-
ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BHQ1-3".

2.3. Cytotoxicity Assays

Cytotoxicity of selected compounds was evaluated in MRC5 cells using MTT assay.
Briefly, cells were treated with compounds for 48 h. Culture media was replaced and cells
were incubated with MTT (1.2 mM, Life Technologies, Eugene, OR, USA) for 2 h. Formazan
crystals were dissolved by addition of acidicisopropanol and cell viability was measured by
a spectrophotometer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Cytotoxicity of compounds on Vero E6
cells was measured using several cytotoxic assays, including a WST-1 assay (Roche, Basel,
Switzerland). The cytotoxic concentration 50 (CC50) is the concentration of compound that
reduced cell viability by 50%. This was calculated using four-parameter logistic regression
(IC50 Toolkit IC50.0rg).

Selectivity index (SI) was calculated by dividing CC50 by EC50 for each compound
and virus tested. The selectivity index is an indicator that measures the window between
cytotoxicity and antiviral activity. A high selectivity index reflects a low toxicity at concen-
trations that show an effective antiviral activity. It also indicates that there is an important
range of concentrations showing an effective antiviral effect with minimal toxicity. Con-
versely, a low selectivity index would indicate an important toxicity for concentrations
with effective antiviral activity.

3. Results

VPA, disulfiram, rapamycin and loperamide showed cytotoxicity on MRC5 cells with
a CC50 of 4 mM, 8.4 uM, 2.5 uM, and 10.1 uM, respectively (Table 1, Figure 1). In addition,
rapamycin and VPA display a narrowed selectivity index (SI) of 1.09 and 2.98, respectively
(Table 1, Figure 1). By contrast, lopinavir/ ritonavir, chloroquine and resveratrol were found
to inhibit HCoV-229E replication in MRC5 cells with low cytotoxicity and an Sl ranging
from 11.6 to 45.6 (Table 1), and were tested further.

In line with previous reports [19], we observed an EC50 of 8.81 uM for lopinavir on
HCoV-229E-treated MRC5 cells. We observed an antiviral effect of 50 uM lopinavir/ ritonavir
against high titers of HCoV-229E (MOI = 1) with approximately 80% inhibition of viral repli-
cation in vitro (Figure 1 and Table 1). Against low titers of HCoV-229E (MOI = 0.01), we ob-
served a 63% inhibition of viral replication in cells treated with 10 uM of lopinavir/ritonavir
(Figure 2). As combinational therapy of effective compounds against SARS-CoV-2 virus
might convey additional benefits in terms of synergy and inhibitory concentration reduc-
tion [48], we therefore tested combinatory treatment of lopinavir/ ritonavir with chloro-
quine and resveratrol. However, we did not observe a significant decrease in HCoV-229E
in culture versus lopinavir/ritonavir when used alone (Figure 2B).
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Table 1. The 50% effective concentration (EC50), cytotoxic concentration 50 (CC50) and selectivity
index (SI) for the seven drugs tested for human coronavirus (HCoV)-229E replication in MRC5 cells.

Drug Tested CC50 (uM) EC50 (uM) SI
Lopinavir/Ritonavir 1025 8.8163 11.62619
Chloroquine 67.9 5 13.58
Resveratrol 210 46 45.65217
Rapamycin 25 228 1.096491
Disulfiram 84 0.1387 60.56236
Loperamide 10.1 0.094732 106.6166
VPA 4 mM 1.339 mM 2.987304
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Figure 1. Inhibition of replication of high HCoV-229E viral load (Red), measured by plaque forming
unit (PFU) assay, coupled with MTT toxicity assay (Blue) for Lopinavir/Ritonavir (A), Chloroquine
(B), Resveratrol (C), Disulfiram (D), Loperamide (E), Rapamycin (F) and valproic acid (VPA) (G).
Cells were treated by compounds at the time of infection with HCoV-229E (1 multiplicity of infection
(MOI)). PFU and MTT assays were performed after 48 h. Uninfected cells were used for normalization
of MTT assay. Untreated cells infected with HCoV-229E were used for normalization of PFU assay.
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Figure 2. Inhibition of replication of low HCoV-229E viral load (0.01 MOI) by drugs. (A) No pretreatment (Blue) or 3-h
pretreatment of cells (Red). (B) Combination of drugs. The cells were treated with Lopinavir/Ritonavir (LR), Chloroquine

(Ch), Resveratrol (Re) or left untreated (UT) for 48 h. The viral replication was measured by PFU assay.

As reported previously, we observed that chloroquine inhibits HCoV-229E replication
in MRCS5 cells when added 3 h before infection but also when added at the time of infection
(Figure 2). We also observed that chloroquine inhibits the replication of HCoV-229E in cells
infected with a high titer of virus (EC50 of 5 uM; Figure 1). This is in agreement with the an-
tiviral activity of hydroxychloroquine, a chloroquine derivative, with an EC90 of 547 uM in
the context of SARS-CoV-2 infection [49]. We did not observe a synergistic effect of chloro-
quine used in combinatory treatments with lopinavir /ritonavir or resveratrol (Figure 2b).
We also did not observe a significant difference in the effect of chloroquine when cells
were treated before or after the infection (Figure 3). We observed some cytotoxicity of
chloroquine on treated cells, with a CC50 of 67.9 uM (Figure 1 and Table 1).

Here, we observed that resveratrol inhibits HCoV-229E replication in MRC5 cells
infected with a high viral titer (MOI = 1), with an EC50 of 4.6 uM (Figure 1 and Table 1). We
also observed an inhibition of replication in cells infected with a low viral titer (MOI = 0.01)
and treated with resveratrol (Figure 2). We did not observe a significant difference in the ef-
fect of resveratrol when cells were treated before or after the infection (Figure 3). We did not
observe any synergistic effect of resveratrol used in combination with lopinavir/ritonavir
or chloroquine (Figure 2b). Resveratrol displayed a low toxicity in treated cells, with a
CC50 of 210 uM and a selectivity index (SI) equal to 45.65 (Figure 1 and Table 1). Based
on the results obtained for HCoV-229E, we performed testing for SARS-CoV-2 inhibition.
Treatment of Vero E6 cells with lopinavir/ritonavir and chloroquine was toxic and did not
allow for the study of their anti-SARS-CoV-2 effect (Figure 4a). The important cell lysis
in culture prevented an accurate measure of SARS-CoV-2 replication, giving partial and
unreliable results (Figure 4b). In contrast, the cytotoxicity of resveratrol on Vero E6 cells
occurred at concentrations higher than 50 uM (Figure 4a). We observed that resveratrol in-
hibited SARS-CoV-2 replication by 3 logs at 25 uM (Figure 4b). The percentage of inhibition
of SARS-CoV-2 ranges from 0 to 99.93% when increasing the concentration of resveratrol
from 0 to25 uM with an EC90 and EC50 of 11.42 uM and 10.66 uM, respectively (Figure 4).
A very limited reduction in cell viability was also observed in Vero E6 cells treated with
resveratrol at 50 uM, overall leading to a CC50 = 48.21 uM and an SI 0f 4.52. The inhibition
of SARS-CoV-2 replication we observed in cells treated with resveratrol did not follow the
reduction in cell viability and was a genuine anti-SARS-CoV-2 effect of resveratrol in vitro.
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Figure 3. Inhibition of replication of high HCoV-229E viral load (1 MOI) by Resveratrol (A), Lopinavir/Ritonavir (B) and
Chloroquine (C) in pre-treated (3 h, Red) or post-treated (4 h, Blue) MRC5 cells. Viral replication was measured by PFU
assay after 48 h.
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Figure 4. (A) Toxicity assay for Lopinavir/Ritonavir, Chloroquine and Resveratrol in Vero E6 cells, after 48 h. (B) Inhibition
of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) replication in Vero E6 cells treated with Resveratrol as mea-
sured by qRT-PCR after 48 h. * Cytotoxicity impaired the evaluation of the anti-SARS-CoV-2 effect of Lopinavir/Ritonavir
and Chloroquine.
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4. Discussion

We confirm the antiviral activity of two compounds (lopinavir/ritonavir and chloro-
quine) that have been reported previously to inhibit HCoV-229E replication in vitro. In
addition, we show the antiviral effect of resveratrol on HCoV-229E and SARS-CoV-2 repli-
cation in vitro. In addition, resveratrol is the most powerful compound with an EC50 of
4.6 uM, a CC50 of 210 uM and an SI of 45.65, indicating that it could be efficiently used to
fight HCoV-229E infection. While their Sl is lower, lopinavir/ritonavir and chloroquine
might show clinical potential. For instance, it has been observed that HIV patients might
reach minimal lopinavir serum concentration at 9.4 uM (IQR 7.2-12.1 uM) upon twice
daily treatment with 400 mg lopinavir and 100 mg ritonavir [50], which is in the same
range of the EC50 against HCoV-229E virus in vitro (8.8 uM). The previously mentioned
dosing regimen has been recommended by the by Chinese National Health Commission
in the management of SARS-CoV-2 patients [51]. Nonetheless, no differences in time
of clinical improvement, mortality at 28 days and detectable viral loads at various time
points were reported between the lopinavir/ritonavir group and the standard-care group
in a recent randomized, controlled, open-label trial [22]. Overall, a beneficial effect of
lopinavir /ritonavir and chloroquine in Covid-19 patients is still highly debated.

We observed a high cytotoxicity of lopinavir /ritonavir and chloroquine on Vero
E6 cells, which precluded the study of their anti-SARS-CoV-2 effect. In fact, several
studies have already evaluated the anti-SARS-CoV-2 effect of drugs including lopinavir
and chloroquine [45,49]. While most studies showed an antiviral effect in vitro for these
two drugs that would warrant further investigation, they also indicated cytotoxicity of
these drugs. The cytotoxicity we observed for lopinavir/ritonavir and chloroquine in the
present study is in line with these previous reports [48,49].

In contrast to lopinavir/ritonavir and chloroquine, our testing for SARS-CoV-2 inhibi-
tion shows a genuine anti-viral effect of resveratrol. We observed a significant decrease in
SARS-CoV-2 replication under non-cytotoxic doses of resveratrol up to 25 uM in vitro. To
further confirm the anti-SARS-CoV-2 effect of resveratrol using an in vitro model closer to
the in vivo pathophysiology, we will assess in future studies the anti-SARS-CoV-2 effect
of resveratrol using organotypic nasal epithelial cultures, which might better reflect the
pathophysiology of SARS-CoV-2 infection compared with the renal epithelial Vero E6
cells. During the revision process of our manuscript, new reports that showed the effect of
resveratrol on SARS-CoV-2 replication became available. Yang etal. reported the inhibition
of SARS-CoV-2 replication by resveratrol, with an EC50 of 4.48 uM, which is in line with
our findings [52]. In a study yet to be published, Ter Ellen and colleagues showed that
resveratrol and the structurally related molecule pterostilbene both inhibited the replication
of SARS-CoV-2, especially in primary human bronchial epithelium cells [53].

Although resveratrol, which displays both antiviral and anti-inflammatory properties,
could be an interesting treatment for Covid-19 patients [54], its use is limited by poor
bicavailability. Multiple strategies have been employed to overcome the poor bioavailabil-
ity of resveratrol in vivo [55], including a soluble formulation of trans-resveratrol [56] and
its administration as a nasal spray [57]. Although administered doses vary widely between
10 mg and 5 g [58], previous pharmacokinetic studies showed that patients receiving a
single 500 mg oral dose of resveratrol might reach an adequate plasma concentration to
promote the pharmacological activities of 71.2 + 424 ng/mL e.g,, 0.31 uM, with a Tmax
of 1.3 h [59]. In addition, nasal administration to expose the lungs to resveratrol reduced
tumor volume and tumor multiplicity by 45% and 27%, respectively, in A/] mice with lung
cancer [60]. In Covid-19 patients hospitalized in emergency units, the use of naso-tracheal
administration of resveratrol might allow for direct delivery of the treatment into the lung
and could provide maximum antiviral and anti-inflammatory efficiency.

In conclusion, further testing is needed to confirm whether resveratrol, either alone
or in combination therapy, could be of use in a clinical setting. Finally, it is important to
note that our results on SARS-CoV-2 inhibition by resveratrol are in vitro data and do not
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indicate that resveratrol can be used to treat Covid-19 until double-blinded clinical assays
have been successfully performed.

5. Conclusions

We confirm the anti-HCoV-229E activity of two compounds, lopinavir /ritonavir and
chloroquine, that have been previously reported to inhibit HCoV-229E replication in vitro.
In addition, we show here the antiviral effect of resveratrol on HCoV-229E and SARS-CoV-
2 replication in vitro. Resveratrol is the most powerful compound to fight HCoV-229E
infection with an EC50 of 4.6 uM, a CC50 of 210 uM and an SI of 45.65. In addition, our
testing for SARS-CoV-2 inhibition shows an anti-viral effect of resveratrol in vitro, which
will be assessed in future studies in organotypic nasal epithelial cultures. This will better
reflect the pathophysiology of Covid-19 infection and might lead to its use in a clinical
setting, either alone or as part of a combined treatment against Covid-19.
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10. Extension de la recherche de traitements
antiviraux ciblant les coronavirus a de
nouvelles molécules.

10.1. Utilisation du modele de screening HCoV-229E pour
I’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
MRCS 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’intérét contre le SARS-CoV-2. Un intérét supplémentaire de cette approche élargie est
d’obtenir des traitements dont le spectre d’action comprend les coronavirus peu pathogéenes, qui
restent une menace pouvant entrainer des complications sévéres chez les patients immunodéprimés
[326]. Cela permet également d’obtenir des traitements dont I'efficacité serait moins affectée par
les mutations des virus, et qui pourrait donc étre utiles contre les différents variants.

10.2. Sélection et évaluation de |'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 cing
molécules, a savoir MBA112, MBA33, MBA27-1, 0S4-1 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 I"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 I'effet anti-HCoV-229E.

La mesure de I'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 a leur faible
cytotoxicité a permis de valider leur évaluation contre le SARS-CoV-2.

10.4. Evaluation de I'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 trés 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 étre des candidats prometteurs dans le traitement de
I'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 I'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,
nspl5 et la sous-unité S2 de la protéine de spicule du SARS-CoV-2 ont montré que cette famille de
composés possédent une tres forte affinité, et sont donc des bons candidats pour I'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 modeles plus proches des conditions cliniques, notamment des cultures
d’épithélium nasal et des modéles animaux.

Cette étude a fait I'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, 0S4-1 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=1.16uM), by 58% with LIJ2P40 (EC50=12.3uM), and by 60% with MBA28 (EC50=0.39uM).
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-0C43, 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 HIN1 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, Besangon, 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 (Besancon, 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-4AMCR 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
IC50.0rg) 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 IC50.0rg).

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, 0S4-1, MBA108-1,
MBA33, MBA152, 5¢, 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
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Among these ten small molecules tested, five, MBA112, MBA33, MBA27-1, 0S4-1 and MBA108-1,
show high cytotoxicity on MRC5 cells with a CC50 of 27.6 uM, 0.51 uM, 12.0 uM, 0.17 uM and 38.1
UM respectively (Figure 1A, Table 2). In addition, two molecules MBA152 and 5c display moderate
cytotoxicity with a CC50 of 97.1 uM and 76.0 uM 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
UM, 125.9 uM, and 1016.1 uM respectively (Figure 1C, Table 3), and were further tested.
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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, 0S4-1 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 (uM)
MBA112 355
MBA33 394
MBA27-1 22.5
054-1 8.0
MBA108-1 34.4

MBA 152 108.3

5c 89.0

Table 3. EC50, CC50 and Sl for the three drugs tested for HCoV-229E replication in MRC5 cells.

Drug tested CC50 (pM) EC50 (uM) |
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 uM 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 1uM (Figure 2, Table 3). The drug LIJ2P40 showed a
higher EC50 at 12.32 uM, 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 S, 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 100uM (Figure 3). Both MBA140 and LIJ2P40 showed a low toxicity at concentrations below
100uM, 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 (200uM) 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 200uM with an EC90 and EC50 of 116 uM and 77.3 puM,
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 200uM with an EC50 of 9.98 uM (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.
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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 Sl for the 3 drugs tested for SARS-CoV-2 replication in VeroE6 cells.

Drug tested CC50 (pMm) EC50 (uM) Sl
MBA 140 176.1 48.3 3.64
LJ2P40 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 uM, a CC50 of 1016 uM, and
a Sl above 1000. While their Sl 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 uM) and efficiency starting at low doses (EC50=1.64 and 12.32
UM, 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 uM, respectively. The testing of MBA140 however showed moderate cytotoxicity, with a CC50 of
118.5 pM. A small increase in viability at the highest concentration was globally observed for
MBA28, compared to 100 uM. 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 uM in vitro (EC50= 77.3 uM). 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 uM (EC50= 9.98 uM). We observed only very limited anti-
SARS-CoV-2 activity of MBA140 (EC=48.3 uM). 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 (M), 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 M
of SARS- and MERS-CoV, by the presence of hydrophobic regions. The disruption of M 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 uM, a CC50 of 1016.1 uM, and a Sl 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 I'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 I'état d’activation des cellules infectées,
par mesure de l'activation d’Akt, en fonction des traitements utilisés. Nous avons confirmé
I'importance de Nef dans I'activation cellulaire et |a réactivation virale.

11.1.1. Cibler les réservoirs de latence virale

Les réservoirs de latence représentent le principal obstacle a la guérison compléete du VIH [202,365—
367]. Bien que lI'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 maniére 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 Pl 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 naifs de traitement.

Nous avons observé que les inhibiteurs de protéases pouvaient bloquer I'activation d'Akt et inhiber
la réactivation virale a partir de cellules monocytoides U1 infectées de fagon 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 Iutilisation des IP
de maniere plus systématique. Cependant, les Pl entrainent des effets secondaires adverses plus
fréquents que d’autres classes de traitement, notamment les inhibiteurs de I'intégrase, et entrainent
une apparition plus fréquente de résistances conduisant a 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 I’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 Pl par rapport aux NNRTI semble donc bien due a une réduction du
nombre de cellules contenant un ADN proviral intégré.

L'utilisation d’inhibiteurs de I'intégrase permet de réduire de maniére I'établissement des réservoirs
de latence virale [369]. L’ajout de cette classe de molécules aux traitements cART a remplacé
I'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
I’établissement de nouveaux réservoirs suite a la réactivation virale. L’utilisation de Pl 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 Pl pourrait participer a la stratégie de « block and lock »
et ainsi réduire le réservoir du VIH, en particulier dans les cellules myéloides. Les Pl peuvent étre
associés a des traitements épigénétiques, notamment des inhibiteurs de Tat, permettant le silence
transcriptionnel du provirus, en réduisant également I'activation cellulaire globale.

Ces stratégies ciblent principalement les lymphocytes T CD4+ et les cellules myéloides, 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 a I’étude de ce type d’échantillons (biopsies post-
mortem principalement) ne permettent pas de connaitre I'impact des différentes thérapies sur ces
réservoirs [371].

11.1.2. Role de Nef et potentiel thérapeutique

Nous avons montré que les inhibiteurs de protéase réduisent I’activation d’Akt par Nef, ainsi que la
réactivation virale a partir de cellules infectées de maniére latente. Nous avons montré que
I'interaction directe entre Nef et Akt entraine I'activation des voies NFkB et du CD28RE. Cette
activation est liée aux radeaux lipidiques et entraine I'augmentation de la production d’IL-2. Nous
avons montré que I'augmentation de I'expression d’Akt et son activation par phosphorylation par
I'action de Nef peuvent étre 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]. A 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 fagon chronique ont été décrites précédemment [374-376]. Dans
les cellules U1 traitées au TNF, on observe a la fois une activation du NF-kB et une réactivation du
VIH-1 a partir de la latence [208,376].
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NFkB est le facteur de transcription nécessaire a l'initiation de la transcription virale. L'activation par
Nef, par le biais des différentes voies de signalisations activées et en particulier par 'activation d’Akt,
de la production de NFkB par la cellule est un point important de la réactivation virale. Le ciblage de
Nef dans le cadre de stratégies thérapeutiques pourrait augmenter I'efficacité des traitements. Dans
le cadre d’une stratégie de réactivation (« shock and kill »), I'utilisation de Nef en complément des
LRA pourrait permettre une augmentation de I'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,
I'utilisation d’antagonistes de Nef serait complémentaire du ciblage du promoteur, afin de garantir
I'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 compléte des
fonctions de Nef [377].

11.1.3. Role central d’Akt

Nous avons montré l'effet de l'infection par le VIH sur l'activation cellulaire, par le biais de
I'activation d’Akt. Cette protéine cellulaire joue un role central dans le métabolisme cellulaire,
notamment dans la survie [318]. L'augmentation de I'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 a la survie des cellules infectées. La voie de signalisation PI3K/Akt
régule notamment I'apoptose et la prolifération cellulaire. Le ciblage de cette voie de signalisation
fait I'objet d’un intérét particulier dans le cadre du cancer [378]. L’activation d’Akt inhibe I'apoptose
et favorise la prolifération cellulaire, ce qui dans le cadre de I'infection par le VIH, favorise la survie
des cellules infectées et I'établissement des réservoirs de latence virale. L'inhibition de I'apoptose
est nécessaire a la survie de la cellule lors de la phase de réplication active du virus. L'activation
d’Akt semble également jouer un réle important dans la réactivation virale, notamment par
I"activation de NFkB [185].

Le rdle central d’Akt dans le métabolisme cellulaire et son réle important dans la pathogénicité de
I'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 I'activation d’Akt réduirait I'’établissement des nouveaux réservoirs de
latence virale. Cet effet pourrait étre 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
I'inhibition de I'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 étre limité par I'effet anti-réactivation de l'inhibition d’Akt. Les différents réservoirs
viraux ne sont pas impactés de la méme maniére, avec une résistance des macrophages a |'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 a I'expansion du réservoir.

11.1.4. Développement de traitements a 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 a 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 contréle de l'infection. Des
effets secondaires parfois importants, notamment avec les inhibiteurs de protéase, sont constatés
chez les patients, de méme que l'apparition de résistance au traitement, pouvant conduire a un
échec thérapeutique[316]. Ces traitements doivent également faire I'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 Il et lll, 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 I'objet de plusieurs essais cliniques de phase Il et lll
destinés a montrer leur efficacité comme traitement a 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 méme maniere que I'utilisation d’un
traitement cART classique [383].

Récemment, I'lbalizumab 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 I'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 séveres 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 I'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 a des stratégies de dépistage importantes, semble réduire le nombre de
contaminations[388]. Plusieurs études ont montré I'efficacité des traitements PrEP pour la réduction
de la transmission de I'infection [196,389,390]. Ces études ont également montré I'absence d’effets
adverses séveres. Les cellules myéloides étant une cible principale des souches de VIH-1
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macrophages-tropiques apres une exposition au VIH, les études futures devront évaluer I'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 a ARNm ciblant le VIH. Plusieurs candidats
vaccins ont été développés ces derniéres années, avec un essai clinique de phase | démarrant en
septembre 2021 (NCT05001373). Cet essai clinique porte sur deux ARNm, devant permettre
I'induction de réponse cellulaire des lymphocytes B pour I'obtention d’anticorps neutralisants.

11.1.6. Perspectives

Malgré les progres réalisés dans les traitements cART et les traitements préventifs, il n’existe
toujours pas de traitement curatif efficace, c’est-a-dire permettant une guérison définitive. Plusieurs
stratégies possibles pour I'obtention d’'une guérison fonctionnelle sont débattues et testées,
correspondants aux stratégies « shock and kill » et « block and lock ». Ces deux stratégies se
heurtent a des difficultés, notamment dans I’'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 linterférence
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 I'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 a la bryostatin-1, induit
également la réactivation [394]. La bryostatine-1, associée au panobinostat ou a la romidepsin
semble induire la réactivation [395]. Le 5-azadC, associé au panobinostat ou a 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 a
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 co(t, grace a la possibilité d’une évaluation rapide
de I'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 a
conduit a ne conserver que trois d’entre eux. Ces trois traitements ont été testés pour leur capacité
a 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 étre des candidats pour
I'inhibition des bétacoronavirus [340]. Nous avons testé ces trois molécules pour leur capacité a
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 a l'inhibition de la
réplication observée précédemment, a 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 congus pour cibler le SARS-CoV-2 peut permettre
d’obtenir une meilleure efficacité. Une sélection des molécules a tester doit étre 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
bétacoronavirus (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 I'infection par SARS-CoV-2.

11.2.3. Limitations et voies d’amélioration

Ameélioration du pré-screening.

Une amélioration possible de notre méthode de test des molécules est une augmentation de la
robustesse de notre présélection, basée sur I'inhibition du HCoV-229E. L'utilisation systématique
d’une évaluation de la toxicité des molécules dans les différents modeles cellulaires (MRC5, Vero,
Vero E6), associée a une mesure de l'inhibition de plusieurs coronavirus humains, permettrait de
mieux tester I'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 I'identification plus rapide des
molécules d’intérét, et de potentiellement cibler des analogues ou dérivés de ces molécules.
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Limitations liées aux modeéles cellulaires utilisés.

Les modeles cellulaires utilisés souffrent des limitations habituelles des modeles in vitro, qui ne
reproduisent pas fidelement I'ensemble des processus interagissant in vivo. En particulier, ces
modeles 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 modeéle expérimental plus complexe, incluant des cellules
immunitaires, produirait probablement des résultats plus facilement transposables. De plus,
I'utilisation de reconstitutions d’épithéliums bronchiques, incluant I'ensemble des couches
cellulaires et capable de production de mucus, permet également une restitution plus fidéle 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 '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 I'acide valproique, sont similaires a ceux obtenus par d’autres équipes [321].

Depuis I'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 Ia
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 I'objet d’essais cliniques de phase lll, 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

Parallelement a 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, déja
expérimenté dans le traitement des cancers, a fait I'objet d’'une attention médiatique particuliere,
s’agissant du premier déploiement a 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 I'Université d’Oxford associée a AstraZeneca, et par I'Institut de
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recherche Gamaleia d’épidémiologie et de microbiologie. Des vaccins a ARNm, codants pour la
protéine S du SARS-CoV-2, ont été développés par Moderna et par BioNTech.

Les vaccins a ARN ont I'avantage d’étre plus immunogenes que les vaccins protéiques, en réduisant
le risque de réaction adverse [398]. Cependant, des contraintes logistiques importantes,
particulierement les conditions de stockage a -80°C pour conserver la stabilité du vaccin, rend leur
déploiement plus complexe, voire tres difficile dans les pays en voie de développement.

11.2.6. Nouveaux traitements

Dans le méme temps, la progression de la pandémie a entrainé I'apparition de nombreux variants du
SARS-CoV-2. Ces variants, présentant principalement des mutations au niveau de la protéine S,
possedent une infectivité variable, incluant des variants hautement virulents [294]. Le déploiement
de stratégies vaccinales a grande échelle devrait réduire I'urgence sanitaire mais la forte infectivité
de certains variants maintient la nécessité de trouver des traitements curatifs

Etant donné la nature mutagene des protéines de I'enveloppe, en particulier la protéine S, le ciblage
de protéines nécessaires a 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’intérét pour obtenir la meilleure efficacité.
Cette modélisation serait la premiere étape d’une stratégie de développement de nouveaux
traitements. La deuxieme étape consiste a tester les molécules sélectionnées in vitro, pour leur
toxicité et leur effet antiviral. Les molécules sélectionnées aprés cette étape seront testées sur des
épithéliums bronchiques ou nasaux humains, avant de passer par une étape critique de test dans un
modele animal pré-clinique. Ce modeéle animal permet d’évaluer I'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 I'éfficacité et
I"'absence de toxicité d’un traitement, les phases d’essais cliniques pourront étre réalisées, selon les
protocoles appropriés.



12. Conclusions

L'augmentation de la fréquence de I'émergence de nouveaux virus, notamment des zoonoses, nous
met face a 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 espéces 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 pathogénes viraux
préservés [399,400]. La hausse des températures dans la zone Arctique Russe semble corrélée a
|"augmentation du nombre de cas d’infection par le virus de I'encéphalite a 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 pathogénes pour 'lhomme
peut permettre 'identification de cibles prioritaires pour les virus issus de la méme famille, comme
par exemple le ciblage des protéases des coronavirus.

Le ciblage par les molécules thérapeutiques de protéines spécifiques du virus permet d’augmenter
I'efficacité du traitement et d’éviter les effets secondaires défavorables (effets off-target). Le choix
de protéines nécessaires a 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 méme entre les espéces proches [402]. Cela permettrait de réduire
I’échappement du virus aux thérapies.

Le ciblage des protéases virales semble constituer un choix thérapeutique intéressant. Nous avons
montré que I’'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 I'émergence d’un nouveau pathogéne viral. Nous
pourrions inclure dans cette approche une définition des cibles moléculaires d’intérét associée a une
validation in silico des interactions avec les traitements potentiels, permettant un pré-screening des
classes de molécules a tester. Le coeur de cette approche systématique serait I'évaluation parallele
de la toxicité cellulaire des molécules et de leur efficacité in vitro. Cette évaluation de |'efficacité
pourrait étre réalisée dans un premier temps sur des virus de la méme 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 derniéres années, en lien avec la
baisse globale de la biodiversité et le changement climatique, nous a mis face a de nombreux virus
émergents. Il est a prévoir que I'apparition de nouvelles maladies émergentes, notamment liées a
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des pathogenes viraux, n'est pas terminée et que le développement de nouvelles approches
thérapeutiques curatives et préventives n’en est qu’a son début.
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Résumé : Les virus sont des pathogénes cellulaires,
responsables de maladies chez différentes espéces animales,
incluant I’Homme. La transmission d’un virus pathogéne d’un
animal a I’Homme entraine [’émergence de zoonoses,
maladies  infecticuses réguliérement responsables de
pandémies. Parmi les virus responsables de pandémies, le VIH
continue, par ’absence de traitement curatif, de constituer une
menace globale pour la sant¢é humaine. Plus récemment,
I’émergence de pandémies liées a différents coronavirus a
montré que cette famille de virus présente un risque pour
I’homme. La recherche de nouveaux traitements antiviraux est
nécessaire pour faire face a I’émergence de ces pathogenes
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 quantifi¢ la
présence du provirus dans les cellules T CD4+ et dans les
monocytes de patients sous traitement antirétroviraux
combinés. Nous avons évalué I’effet des différentes classes de
traitements sur la taille des réservoirs de latence et sur la
réactivation. Nous avons également testé I’effet de la protéine
virale Nef sur la réactivation, ainsi que I’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 I’action des inhibiteurs de protéases. La
réactivation induite par la protéine virale Nef est également
bloquée par ces traitements. Les cellules infectées de maniére
latente présentent également une augmentation de ’activation
de la voie de signalisation Akt. La protéine virale Nef induit
également une augmentation de [’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 test¢ de nouvelles molécules (n=10),
principalement dérivées de I’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 1’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
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Abstract :

diseases in different animal species, including humans. The

Viruses are cellular pathogens, responsible for

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
of  HCoV-229E SARS-CoV-2

coronaviruses.For targeting HIV-1 latency and reactivation,

replication and
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

Reactivation of latent provirus is also inhibited by the action

cells and in monocytes/macrophages.

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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