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Vpx n’a pas dit son dernier mot

<« HUSH » !

Ghina ChouguiH, Michael Martin!-3, Roy Matkovic!™3, Lucie

Etienne?, Florence Margottin-Goguet!™®

> Plus de 36 millions de personnes sont
infectées par le virus de I"immunodéfi-
cience humaine (VIH), agent causal du
syndrome d’immunodéficience acquise
(sida). €n 2016, le VIH a été responsable
d’un million de déces et 1,8 millions de
personnes ont été nouvellement infec-
tées. Ces chiffres effrayants refletent
en partie le manque de vaccin préventif
et de traitement capable d’éradiquer
le virus de I'organisme, d’ou I'intérét
d’explorer de nouvelles pistes pour com-
battre cette pandémie. Parmi les pistes
de plus en plus explorées, celles offertes
par I’étude des protéines virales dites
auxiliaires suscitent beaucoup d’intérét.
Certaines de ces protéines, également
appelées antagonistes viraux, sont diri-
gées contre des facteurs de défense
cellulaires de I’hote, nommés facteurs de
restriction. Les antagonistes viraux faci-
litent I"échappement du virus a I'immu-
nité antivirale et permettent sa réplica-
tion efficace. Un nouvel exemple illustre
aujourd’hui cette bataille moléculaire
entre cellule et virus : celui du complexe
épigénétique HUSH (human-silencing
hub) contrecarré par la protéine virale X
(ou Vpx).

La protéine virale X favorise

la synthese d’ADN viral en dégradant
SAMHD1

Il existe deux types de VIH, le VIH-1 (issu
de la transmission des virus de chim-
panzé, SlVcpz, ou de gorille, SIVgor, a
I’lhomme) et le VIH-2 (ayant pour origine
le virus du mangabey enfumé, SIVsmm).
Bien qu’ils soient tous deux responsables
du Sida, ces deux virus different par
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leur épidémiologie et leur pathogéni-
cité [1]. Leur équipement en protéines
virales auxiliaires est également diffé-
rent : la lignée virale VIH-2/SIVsmm code
une protéine virale X (Vpx), absente des
VIH-1/SIVepz [2], mais qui a une origine
ancestrale commune avec la protéine Vpr
présente chez tous les lentivirus de pri-
mates. Vpx joue un réle important dans
la pathogenese virale, mais aussi dans
la capacité du virus a infecter certaines
cellules in vitro [3]. Uabsence de Vpx
diminue considérablement la pathogéni-
cité du virus chez les macaques infectés.
Sa présence est en revanche indispen-
sable pour I'infection de cellules myé-
loides (macrophages et cellules dendri-
tiques). Remarquablement, I’étude de
Vpx a eu des retombées importantes et
inattendues sur celle du virus VIH-1. A
I’origine de ces travaux fut la démons-
tration en 2006 de la capacité de Vpx a
augmenter considérablement I'infection
de cellules dendritiques par le virus VIH-
1, un effet baptisé « effet helper » de
Vpx [4]. Plusieurs groupes de recherche,
dont le notre, ont démontré que Vpx
pirate une ubiquitine ligase assemblée
par la culline 4A, via I'adaptateur DCAF1
(DDBI and CUL4-associated factor 1),
laissant penser que Vpx serait capable
de dégrader un facteur cellulaire inhibi-
teur de I’étape de transcription inverse
dans la lignée monocytaire [3, 5]. €n
2011, était identifié SAMHD1 (sterile
alpha motif domain and HD [histidine-
aspartate acid] domain-containing pro-
tein 1), le facteur de restriction dégradé
par Vpx [6]. Depuis, tout semblait dit
du réle de Vpx, la protéine virale qui, en

dégradant SAMHD1, augmente le taux

(=) Voir la Nouvelle de
H. Lahouassa et L. Dra-
ginetal.,m/sn° 11,
novembre 2012, page 909

de nucléotides
et permet ainsi
I’infection [7, 8]
(=).

Vpx réveille des virus VIH-1 latents

en dégradant HUSH

Quelques données éparses de la littéra-
ture nous ont cependant amenés a nous
interroger sur un role de Vpx indépendant
de son activité vis-a-vis de SAMHD1. A la
suite d’un crible protéomique a grande
échelle, qui permet de quantifier le pro-
téome de la cellule dans différentes
conditions (stratégie SILAC, pour stable-
isotope labeling by amino acids in cell
culture, associée a la spectrométrie de
masse en tandem), nous avons décou-
vert que Vpx était capable de dégrader
TASOR (transgene activation supressor).
TASOR a tres vite suscité notre enthou-
siasme car elle avait été sélectionnée
lors d’un crible de recherche de facteurs
inhibiteurs du VIH. Par la suite, TASOR
fut identifiée comme un membre du
complexe HUSH (human-silencing hub),
comprenant également MPP8 (M-phase
phosphoprotein 8) et la périphiline.
HUSH réprime I’expression des genes
via le recrutement de I’histone méthyl
transférase SETDB1 (SET domain-bifur-
cated 1), ce qui conduit & la propagation
de marques épigénétiques répressives
de type tri-méthylation sur la lysine 9
de Ihistone 3 (H3K9me3) sur les génes
adjacents [9, 10]. La répression s’ef-
fectue sur des genes cellulaires, des
rétrovirus endogénes et des rétrotrans-
posons de type Line-1 (long interspersed
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Figure 1. Réle du complexe HUSH dans la transcription des VIH. €n infectant sa cellule cible, les VIH-1 (virus d’immunodéficience humain-1) et 2
intégrent leur génome dans celui de la cellule hdte. Le complexe HUSH (human-silencing hub) constitué de TASOR [transgene activation supres-
sor]., MPP8 [M-phase phosphoprotein 8] et périphiline) recrute MORC2 (MORC family CW-type zinc finger 2) et I’histone méthyl transférase SETDB1
(SET domain-bifurcated 1) sur le génome proviral et sur les génes cellulaires et induit la triméthylation sur la lysine 9 de I'histone H3 (H3K9me3).
€n propageant ainsi les marques H3K9me3, HUSH entraine la compaction de la chromatine et réprime I’expression des genes. La transcription du
génome viral présent dans cette chromatine dense est alors inhibée. Il est donc possible que le complexe HUSH joue un réle important dans I’éta-
blissement de la latence du VIH. La protéine virale x (Vpx) du VIH-2/SIVsmm (virus du mangabey enfumé, SIVsmm) induit la dégradation de HUSH
d’une maniere indépendante bien qu’identique mécanistiquement a celle de SAMHD1, c’est-a-dire en recrutant le complexe DCAF1-Cul4A-DDB1
(DDBI and CUL4-associated factor 1). Ce mécanisme d’antagonisme de HUSH est ancien et présente une spécificité hote-virus typique de conflits
entre un facteur de restriction et un antagoniste viral. Vpx permet ainsi la réactivation de 'expression virale et, trés probablement, I’expression

d’autres éléments exogenes et de genes cellulaires réprimés par HUSH.

nuclear elements). Alors que Vpx induit
la dégradation de TASOR et de MPP8 de
fagon interdépendante, nous avons pu
montrer que la diminution de I’expres-
sion de la périphiline était probable-
ment un événement secondaire a la
dégradation du complexe TASOR-MPP8
[11]. Lutilisation de mutants de Vpx a
permis de conclure que la dégradation
de HUSH dépendait de I'ubiquitine ligase
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Cul4A-DDBIPCAFL tout comme celle de
SAMHD1 [11, 12]. Cependant, les deux
événements peuvent étre distingués sur
le plan génétique [11].

Compte tenu du role de HUSH dans la
répression épigénétique, nous avons
utilisé un modele de latence du virus
VIH-1 pour étudier I'effet de I"antago-
nisme de HUSH sur I’expression virale.
Dans ce systeme, le virus (alors appelé

provirus) est intégré dans le génome de
la cellule, mais reste a I’état silencieux
ou latent, c’est-a-dire qu’il ne s’exprime
pas. Nous avons alors montré que Vpx,
en interagissant avec le complexe HUSH
et en le dégradant, induit une perte des
marques répressives H3K9me3 sur le
transgene viral et induit son expression
[11]. Vpx permet aussi I’expression de
genes cellulaires sous la dépendance



du complexe HUSH, suggérant que Vpx
modifie globalement le paysage épigé-
nétique de la cellule [11].

HUSH est-il un nouveau facteur

de restriction ?

Les facteurs de restriction sont des
facteurs de défense cellulaires qui pro-
tégent la cellule de Iinfection par les
virus, avant méme la mise en place de
la réponse interféron du systeme immu-
nitaire. Ils répondent a une liste plus ou
moins stricte de critéres : effet anti-
viral, expression constitutive (éven-
tuellement stimulée par I'interféron)
non cantonnée aux cellules de I'immu-
nité, présence de signatures d’un conflit
génétique (sélection positive, duplica-
tion, indels, etc.) résultant de la coé-
volution virus-hote, antagonisme par
une protéine du virus. ensemble de ces
points sont illustrés par les facteurs de
restriction tétherine/BST-2 (bone mar-
row stromal cell antigen 2), APOBEC3G
(apolipoprotein B mRNA editing enzyme
catalytic subunit 3G) et SAMHDI, res-
pectivement contrecarrés par les pro-
téines virales Vpu, Vif (viral infectivity
factor) et Vpx. Cependant, certains
facteurs de restriction ne remplissent
pas I’ensemble des critéres ; c’est le cas
des SERINC3 (serine incorporator 3) et 5
qui ne comportent pas de signature de
sélection positive bien qu’elles soient
inactivées par la protéine virale Nef
(negative regulatory factor).

La dégradation de HUSH par Vpx favorise
I’expression virale et, en particulier,
permet de réactiver I’expression de virus
VIH-1 latents (Figure 1). Ueffet antiviral
de HUSH est également illustré par sa
capacité a réprimer les rétroéléments
de type Line-1 [9]. Par ailleurs, notre
approche combinant des analyses phy-
logénétiques et fonctionnelles a mon-
tré que la protéine Vpr de certaines
lignées lentivirales est aussi capable
de contrecarrer HUSH et que I'antago-
nisme de HUSH par Vpx ou Vpr présente
une spécificité hote-virus typique de
conflits entre un facteur de restriction
et un antagoniste viral. Par exemple,
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au sein de la seule lignée des virus
de singe vert africain (SIVagm : afri-
can green monkey), les virus de diffé-
rentes especes (Vervet, Sabeus et Gri-
vet) présentent des activités différentes
d’inhibition du complexe HUSH humain,
suggérant que I'interface virus-hote a
évolué rapidement au cours du temps
(« course a I’armement ») [13]. Comme
HUSH réprime aussi les rétroéléments,
la contribution respective des virus et
des rétroéléments dans I’évolution de
HUSH reste a définir. Pour I’instant, nous
avons pu tracer I’action antagoniste de
HUSH chez des lentivirus trés divergents,
comme celui du virus du cercopitheque
de I’Hoest (SIVIst), suggérant que cette
fonction est une fonction ancestrale des
lentivirus de primates.

Uensemble de ces arguments positionne
HUSH en tant que facteur de restriction
qui forme avec tétherine/BST-2, APO-
BEC3G, SAMHD1 et SERINC3/5, le « club
des cing » facteurs contrecarrés par des
protéines auxiliaires lentivirales.

Antagonisme de HUSH : une spécificité
du VIH-2, absente du VIH-1 ?

Le VIH-2 est moins pathogénique que le
VIH-1. Il se transmet moins bien et, en
conséquence, est moins répandu que le
VIH-1. La charge virale en ARN du VIH-2
dans le plasma est faible comparée a
celle du VIH-1 alors que les charges
pro-virales associées aux deux virus
semblent comparables, ce qui souléeve
I’hypothése d’une répression post-inté-
grative dans le cas du VIH-2 [1]. Ceci
peut paraitre surprenant au regard de
la capacité du VIH-2 a contrecarrer
HUSH et SAMHDI via Vpx. On pourrait
méme se demander si les antagonismes
de HUSH et SAMHDI offrent vraiment
un avantage au virus ! Sachant que
I’infection par le VIH-2 se caractérise
par un meilleur contréle immunitaire,
on peut des lors imaginer que la dégra-
dation de plusieurs facteurs cellulaires
augmente la vulnérabilité du VIH-2 a
la détection par le systeme immuni-
taire de son hote. Cependant, cette
hypothése semble peu probable étant

donné que le virus SIVsmm, a "origine
du VIH-2 et ciblant les mémes facteurs
de restriction, se réplique efficacement
dans son hote naturel sans provoquer
de Sida et ce, bien que sa charge en ARN
viral soit similaire voire plus élevée que
celle observée chez les patients VIH-1.
Par ailleurs, les analyses évolutives et
fonctionnelles sur les lentivirus de pri-
mates ont montré que I'action antago-
niste de SAMHD1 a été majoritairement
conservée au cours de I’évolution et qu’il
confeére ainsi globalement un avantage
aux lentivirus [14]. Nos premiers résul-
tats sur I’évolution et I"importance de
I"action antagoniste des lentivirus de
primates sur HUSH vont également dans
ce sens, mais restent encore a carac-
tériser.

On pourrait alors penser que le VIH-2,
contrairement a de nombreux virus
simiens, est un virus mal adapté a son
hote, induisant une activation immuni-
taire importante qui serait responsable
du contréle de la charge virale, mas-
quant ainsi I’effet de inactivation des
facteurs de restriction.

HUSH et les réservoirs viraux
Uéradication des virus VIH-1 et VIH-2 se
heurte a un obstacle important : la per-
sistance du virus dans des cellules dites
« réservoirs » de I'organisme en dépit de
la prise de traitements antirétroviraux
tres efficaces. Dées 'arrét du traitement,
ces mémes virus redeviennent actifs et
virulents. Si le complexe HUSH s’avére
jouer un réle critique dans la latence
virale, le cibler pourrait représenter une
perspective intéressante dans un cadre
thérapeutique. €nfin, I'action antago-
niste de Vpx sur le complexe HUSH nous
ameéne a considérer le phénomeéne de
latence sous un angle différent : il nous
semble que la répression épigénétique
pourrait s’apparenter a une défense
immunitaire intrinséque de la cellule
dont le virus doit se débarrasser pour
se répliquer. Ainsi, il se pourrait que les
réservoirs viraux du VIH résultent de la
réponse immunitaire de I’hote. ¢

Noise from Vpx: “HUSH”!
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Les chitinases, témoins
de la radiation des mammiferes

placentaires

Frédéric Delsuc!, Christopher A. Emerling®?,

Michael W. Nachman?

> Les mammiferes placentaires, auxquels
nous appartenons en tant qu’espece possé-
dant un placenta, ont longtemps vécu dans
I’ombre des dinosaures lorsque ces derniers
dominaient la terre au cours du Crétacé.
La paléontologie nous apprend ainsi, via
I’étude des fossiles, que les mammiferes
ayant cGtoyé les dinosaures étaient relati-
vement petits et étaient trés majoritaire-
ment insectivores, comme 'attestent leurs
dents qui présentent de multiples cuspides
pointues adaptées a la consommation d’in-
sectes [1]. Apres extinction soudaine de la
grande majorité des lignées de dinosaures
— les dinosaures a plumes, que I'on appelle
oiseaux, étant encore parmi nous ! — il y
a 66 millions d’années, les mammiféres
placentaires se sont diversifiés rapidement
en occupant les niches écologiques laissées
vacantes. Cette radiation évolutive spec-
taculaire, étayée par le registre fossile, a
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donné naissance a de nombreux groupes qui
ont adopté une diversité de régimes alimen-
taires, notamment carnivores et herbivores,
a partir d’ancétres qui étaient insectivores.
Les fossiles ne sont pas les seuls indices
témoignant de I’histoire évolutive des
organismes. Les génomes des especes
actuelles constituent également
des archives que "on peut consulter
aujourd’hui pour reconstruire I’évolution
des mammiferes placentaires. Il est en
effet probable que cette radiation évo-
lutive majeure a laissé son empreinte
dans les génomes, notamment en termes
d’adaptation a de nouveaux régimes ali-
mentaires. Ainsi dés 1971, Charles Jeu-
niaux [2] avait émis I’hypothése que les
mammiféres auraient pu hériter d’un
ancétre vertébré insectivore de chiti-
nases gastro-intestinales permettant de
dégrader la chitine, qui constitue la cara-
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pace des insectes. Ils les auraient ensuite
perdues en s’adaptant a des régimes non
insectivores. Des études moléculaires ont,
par la suite, réussi a isoler une chitinase
acide (CHIA ou AMCase, pour acidic mam-
malian chitinase) qui est exprimée dans
le tractus gastro-intestinal des mam-
miferes, suggérant ainsi un rdle de cette
enzyme dans la digestion de la chitine [3].
€n I’absence de chitine dans le régime ali-
mentaire, les pressions de sélection sur le
gene CHIA sont reldchées. Uaccumulation
de mutations déléteres, telles que des
insertions/délétions causant un décalage
du cadre de lecture, et/ou des muta-
tions nucléotidiques qui conduisent a des
codons stop prématurés, entraine la perte
de fonction du gene, qui devient alors un
pseudogene. Une récente étude réalisée
sur les primates a ainsi mis en évidence la
présence de plusieurs pseudogenes CHIA
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