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NOUVELLE

Des complexes protéiques
impliqués dans la surveillance
de PARN nucléaire inhibent

la transcription du VIH-1

Kader Salifou, Rosemary Kiernan, Xavier Contreras

VIH-1 et latence, la principale barriére
a I’éradication du virus

La trithérapie anti-VIH-1 (virus de immu-
nodéficience humaine de type 1) a atteint
une certaine maturité. Les combinaisons
de molécules utilisées représentent une
approche thérapeutique tres efficace pour
supprimer la réplication du virus chez les
individus infectés et elle est de mieux en
mieux tolérée par les (=) Voir I’Editorial de

patients. Toutefois, F. Barré-Sinoussi, m/s
n° 6-7, juin-juillet

2018, page 499

malgré ces succes, la
trithérapie ne permet
pas la guérison [1] (=P).

€n effet, bien que la virémie soit réduite
a un taux indétectable, I'arrét de la
thérapie entraine un rebond rapide de
la réplication virale et une progression
de la maladie. Ce rebond s’explique par
la persistance, chez les individus traités,

(=») Voir les Synthéses
de C. Schwartz
etal.,m/sn°2,
février 2010, page 159
et deT. Cherrier et al.,
m/s n° 3, mars 2010,
page 291

de virus compétents
pour la réplication
formant un réservoir
de virus latents [2,
31 (=).

On peut définir
les cellules infectées de facon latente
comme des cellules contenant un provi-
rus compétent pour la réplication, mais
dont le génome ne s’exprime pas [4].

Le réservoir viral s’établit trés tot au
cours de I'infection, avant la sérocon-
version. La majeure partie du réservoir
de VIH-1 est trouvée dans les cellules
mononucléées du sang (peripheral blood
mononuclear cell, PBMC) et notamment
les lymphocytes T CD4". Dans ces cel-
lules, le VIH-1 a pu s’intégrer, mais il
est latent : il est transcriptionnellement
inactif et ne se réplique pas car il n'est
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plus dans un environnement permissif,
ces cellules étant ou devenant quies-
centes. Les cellules contenant un virus
latent sont rares (de I’ordre de 1 pour un
million de lymphocytes T CD4*). Cepen-
dant, le réservoir de virus latent a une
durée de vie trés longue et surtout est
insensible aux trithérapies qui ne ciblent
que le virus en cours de réplication.

Des études ont défini de nombreux
mécanismes impliqués dans I'inactiva-
tion de la transcription du VIH latent.
Notamment, le site d’intégration du
virus et I’absence de facteurs de trans-
cription dans les cellules quiescentes
contribuent fortement a sa latence.

Activer la transcription du virus latent
afin de permettre son élimination est
une des stratégies thérapeutiques envi-
sagées pour éradiquer le VIH. Il est donc
crucial de comprendre les mécanismes
impliqués dans la répression de la trans-
cription du VIH lui permettant de rester
latent dans les cellules qu’il a infectées.

Les facteurs de ’exosome nucléaire
répriment I’expression d’un géne
rapporteur sous contrdle du promoteur
du VIH-1

Une des étapes principales de blocage
de la transcription du VIH-1 dans les
cellules latentes est I’étape de transi-
tion entre initiation et élongation. L'ARN
polymérase entre en pause apres la syn-
thése des premiers nucléotides de I’ARN
messager viral qui forment une structure
en tige-boucle appelée TAR (trans-acti-
vation response element). Nous avons
précédemment montré I'implication de
I’exosome nucléaire dans la répression
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de I'expression du génome viral [5].
L’exosome nucléaire est un complexe
protéique jouant un rdle crucial dans
la maturation des ARN (dont les ARN
ribosomiques) et I’élimination des ARN
aberrants [6]. Nous avions en effet
montré que I'inhibition de I’expression
de sa principale sous-unité cataly-
tiques, RRP6 (ribosomal RNA-processing
protein 6), induisait une forte augmen-
tation de la transcription provenant
d’un promoteur VIH-1. Cette inhibition
résultait de la dégradation de I’ARN viral
naissant par RRP6.

Plus récemment, dans un manuscrit paru
dans PLOS Pathogens [7], nous avons
caractérisé les protéines associées a
RRP6 et a son principal partenaire, MTR4
(exosome RNA helicase). Nous avons
pu montrer qu’il existe majoritairement
deux complexes de I’exosome nucléaire
bien distincts, contenant chacun RRPé
et MTR4, et caractérisés par la présence
respective des protéines a doigts de
zinc ZCCHC8 (zinc finger CCHC domain-
containing protein 8) et ZFC3H1 (zinc
finger C3H1-type containing). Des expé-
riences d’immunoprécipitation nous ont
permis de montrer que ces protéines
interagissaient physiquement avec I’ARN
polymérase 2. Par immunoprécipitation
de chromatine (ChIP [chromatin immu-
noprecipitation]) et ARN-ChIP, nous
avons également montré que ZFC3H1 et
ZCCHC8 sont associés directement avec
la chromatine du promoteur du VIH, avec
un pic d’intensité prés du point +1 de
transcription, suggérant une implication
dans les étapes précoces de la trans-
cription du virus. €Enfin, il est impor-
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Figure 1. L’inhibition de ZCCHC8 et ZFC3H1 permet d’activer la transcription du VIH-1 latent. Les deux complexes de I’exosome nucléaire contenant

respectivement ZFC3H1 (zinc finger CCHC domain-containing protein 8) et ZCCHC8 (zinc finger C3H1-type containing) sont associés avec I’ARN

polymérase 2 (ARN PII) et répriment la transcription & partir du promoteur du VIH-1 (virus de I'immunodéficience humaine de type 1). Uinhibition

de I'expression de ces facteurs induit une activation de la transcription du virus latent. ARNm : ARN messagers.

tant de souligner que seule la déplé-
tion concomitante des deux protéines
a permis d’activer la transcription du
promoteur VIH-1 a un niveau comparable
a celui des cellules n’exprimant plus
RRP6. €n revanche, I’extinction unique de
ZCCHC8 ou de ZFC3H1 n’a pas eu d’effet
majeur. || existerait donc une compensa-
tion entre les deux protéines pour assurer
la répression transcriptionnelle du VIH-1.
Ces résultats montrent donc I'existence
de deux complexes de I’exosome carac-
térisés respectivement par ZCCHC8 et
ZFC3H1 qui répriment, indépendamment
I"'un de I"autre, la transcription du VIH-
1. Uinteraction physique avec I’ARN
polymérase ainsi que le recrutement
au niveau du point +1 de transcription
suggerent fortement que ces complexes
interviennent dans les étapes précoces
de la transcription du virus.

Les deux complexes majeurs de
I’exosome nucléaire coopérent pour
réprimer le VIH latent

Pour étudier la latence du virus, nous
avons utilisé deux modeéles cellulaires
contenant un génome viral presque com-
plet : des cellules J-Lat dérivées de la
lignée lymphocytaire Jurkat (J-Lat) ; et
des cellules primaires (des lymphocytes
T CD4" isolés d’individus sains) que nous
avons infectées avec des formes modi-
fiées du VIH-1.

Les cellules J-lat sont obtenues par la
transduction de cellules Jurkat avec des
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particules virales contenant un génome
quasi-complet (uniquement dépourvu de
la protéine d’enveloppe et de la protéine
Nef [negative regulatory factor]) et qui
codent également la GFP (green fluores-
cent protein). Uexpression de la GFP dans
ces cellules dépend de la réactivation
transcriptionnelle du virus, comme cela
se produit dans les cellules exprimant le
réservoir viral. Nous avons montré que la
déplétion de MTR4 seule, ou de ZFC3H1 et
ZCCHC8 en association, entratnait acti-
vation de I’expression de la GFP dans un
nombre important de cellules. Couplée a
un traitement des cellules par la trichos-
tatine A (TSA), un inhibiteur d’histones
déacétylases utilisé couramment pour
induire I’activation transcriptionnelle
dans ce systéme, la co-déplétion de
ZFC3H1 et ZCCHC8 entraine une activa-
tion transcriptionnelle plus importante.

Le second modele de latence que nous
avons utilisé a été décrit récemment. ||
est fondé sur I'utilisation de lymphocytes
T CD4* primaires infectés par un vec-
teur VIH-1 modifié qui exprime deux pro-
téines fluorescentes rapportrices, la GFP
et la mCherry (protéine fluorescente rouge
monomérique) [8]. La GFP est exprimée
sous le controle du promoteur du VIH-1
et remplace les genes codant Nef et la
protéine d’enveloppe. Elle permet donc
de suivre I'expression du génome viral.
La protéine mCherry est sous le contrdle
d’un promoteur constitutif indépendant,
€F1-alpha (human elongation factor-1

alpha) ; elle permet de sélectionner les
cellules infectées. Les cellules infectées
latentes n’expriment donc que la protéine
mCherry, alors que les cellules infectées
de fagon productive expriment les deux
protéines fluorescentes mCherry et GFP. |l
est ainsi possible de les différencier par
une analyse en cytométrie de flux. Les cel-
lules n’exprimant que la protéine mCherry
(donc latentes) ont ainsi été triées puis
incubées en présence de vecteurs lentivi-
raux exprimant des shRNA (short hairpin
RNA) qui inhibent I’expression de MTR4 ou
celles de ZFC3H1 et ZCCHCS. Linhibition de
I’expression de ces facteurs s’est accom-
pagnée de I’apparition de cellules double-
ment positives (pour la GFP et la protéine
mCherry) traduisant une activation de la
transcription du génome viral dans une
partie de la population latente.
’ensemble de nos travaux montre donc
I’existence de deux complexes distincts
de I’exosome nucléaire qui répriment la
transcription du VIH-1 (Figure 1, partie
gauche). Uinhibition de ces complexes
contribue a ré-activer le virus latent qui
est la barriére principale a I’éradication
du VIH-1 (Figure 1, partie droite). Ces
travaux s’inscrivent dans Ioptique d’une
meilleure compréhension des méca-
nismes de latence pour ouvrir la voie a
de nouvelles pistes thérapeutiques qui
pourraient conduire a I’éradication du
VIH-1 chez les patients infectés. ¢
Nuclear RNA surveillance complexes
control HIV-1 transcription
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Le cholestérol cellulaire,
un régulateur important
de la douleur inflammatoire

Patrick Delmas?, Francoise Padillal, Corinne Poilbout?

> Le cholestérol est probablement la
molécule dont le nom est le plus familier
du grand public. Il a été découvert au
i€ siecle par Frangois Poulletier de La
Salle dans des calculs biliaires (d’ot son
nom, chole- [bile] et stereos [solide]),
mais c’est surtout pour son implication
comme facteur de risque dans les mala-
dies cardio-vasculaires qu’il est connu.
L'on sait moins que c’est un précurseur
de nombreuses molécules de I’organisme
et un composant majeur des membranes
cellulaires animales.

Dans I’étude que nous avons publiée
[1], nous montrons que le cholestérol
membranaire joue un réle important
dans la régulation du message nociceptif
et de la douleur inflammatoire, et qu’il
pourrait bien trouver une réhabilitation,
comme antalgique topique.

Bon ou mauvais cholestérol ? Portrait-
robot

Le cholestérol est un lipide de la
famille des stérols ; c’est une molécule
amphiphile, avec une partie hydro-
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phile (ou téte polaire) et une partie
hydrophobe (ou apolaire). Il est pré-
sent dans la totalité des tissus des
vertébrés, en particulier dans le foie,
le cerveau et la moelle épiniere. Il
est en grande partie d’origine endo-
gene, environ 70 %, avec une synthése
essentiellement hépatique ; la part
exogeéne étant issue de I’alimentation.
C’est le foie qui est chargé de son éli-
mination, d’ou une nécessaire double
circulation dans le corps, par voie san-
guine. De par sa nature globalement
hydrophobe, le cholestérol est inso-
luble dans le sang ; il est donc associé
a des lipoprotéines pour son transport.
Ces lipoprotéines sont classées selon
leur densité : les LDL (low-density
lipoprotein) emportent le cholestérol
du foie vers les tissus périphériques
et peuvent, en cas d’exces, former des
plagues athérosclérotiques ; les HDL
(high-density lipoprotein) permettent
le transport centripéte du cholestérol
vers le foie pour son élimination [2].
C’est par simplification que I"on parle

donc de bon ou mauvais cholestérol,
pour les taux sanguins de HDL vs LDL.

Le cholestérol dans les membranes
cellulaires

Le cholestérol est impliqué dans la syn-
these de nombreuses molécules sté-
roidiennes [3]: les sels biliaires qui
sont des dérivés polaires du cholestérol ;
les hormones stéroidiennes sexuelles,
comme la progestérone, la testostérone
et les cestrogenes ; les glucocorticoides
(cortisone, cortisol) ; et les minéralo-
corticoides (aldostérone). Toutes ces
molécules ont pour précurseur le cho-
lestérol. Il en va de méme de la vitamine
D. Le cholestérol est donc un élément
fondamental pour de nombreuses fonc-
tions de régulation hormonale et du
métabolisme.

La majorité du cholestérol est cependant
cellulaire : il se trouve dans les mem-
branes plasmiques ou il représente 30
a 45 % des lipides. Grdce a ses proprié-
tés amphiphiles, le cholestérol s’insere
dans la bicouche lipidique des mem-
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