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>La constitution de réservoirs pour le VIH-1 inté-
gré de maniére latente s’établit tres précocement
au cours de I'infection et constitue un obstacle
majeur a son éradication. Celle-ci n’est ainsi
envisageable que si une purge de ces réser-
voirs est associée a une multithérapie active.
Confrontée a I'absence d’une vaccination effi-
cace contre le VIH-1, qui constitue toujours un
important défi pour les immunologistes, la gué-
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rison des malades passera par le développement
de stratégies originales qui devront tenir compte
a la fois des phénomenes de latence virale et de
réplication chronique, mais aussi de I’existence
de sanctuaires tissulaires. <

Lintroduction de la multithérapie active (HAART, highly active anti-
retroviral treatment) avait auguré des lendemains meilleurs pour
les personnes infectées par le VIH-1 (virus de I'immunodéficience
humaine) dans la mesure ot I’éradication du virus était sérieusement
envisagée. Malheureusement, il est vite apparu que le VIH-1 subsis-
tait a I’état latent dans des cellules réservoirs, le rendant inaccessible
au systeme immunitaire et aux nombreuses associations de drogues
antivirales. Les phénomenes de virémie résiduelle, ainsi que les
rebonds de la virémie lors de Iinterruption de la multithérapie active,
sont @ mettre en relation avec la possible réactivation du virus intégré
sous forme latente. Une compréhension fine de ces mécanismes per-
mettra la mise au point de stratégies originales de purge de réservoirs
qui, associées a un renforcement de la HAART, entretiennent a nouveau
I’espoir d’éradiquer le VIH-1 et ainsi de juguler cette pandémie. U'exis-
tence de réservoirs viraux a donc de profondes implications en termes
de stratégies thérapeutiques, mais d’autres éléments sont a prendre
en compte pour se débarrasser du virus. Ainsi, la présence de cellules
infectées dans des lieux inaccessibles (dénommés sanctuaires) aux
drogues actuellement utilisées et I’existence de cellules infectées de
maniere chronique seront a prendre en considération en vue de déve-
lopper des stratégies thérapeutiques efficaces.

La réactivation du VIH-1
La réactivation du provirus intégré a Iétat latent est induite par de

nombreux facteurs, incluant des cytokines (interleukine (IL)-1pB,
IL-6 et TNF-al, tumor necrosis factor), des anticorps (anti-CD3)
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et des agents mitoge-
nes (PMA, phorbol 12-
myristate 13-acetate
et prostratine) [1].
Dans les lymphocytes T,
et tres probablement dans les cellules microgliales, ces

stimulus externes induisent des voies de signalisation
cellulaire qui activent des facteurs de transcription
comme NF-kB, AP1 et NF-AT (Figure 1). Ces facteurs
peuvent alors se fixer sur des régions spécifiques, loca-
lisées dans le LTR (long terminal repeat) et recruter
les différents acteurs intervenant dans I'ouverture de
la chromatine, donnant ainsi "accés a la machinerie
transcriptionnelle de base et aux facteurs généraux de
la transcription. Parmi les acteurs recrutés, il y a des
protéines a activité acétyltransférase qui modifient
post-traductionnellement les histones H3 et H4 du

La partie | de cet article est parue dans le numéro de février 2010 de Médecine/
Sciences [31].
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nucléosome nucl et ainsi réorganisent la structure chromatinienne au
niveau du site d’initiation de la transcription. Le facteur NF-kB inter-
vient aussi au niveau de I’élongation assurée par ’ARN polymérase II
en recrutant notamment le complexe P-TEFb (positive transcription
elongation factor b). Cette phase précoce de la transcription aboutit
a I’élaboration de nombreux ARN multi-épissés qui, une fois traduits,
donnent naissance aux protéines régulatrices Nef, Rev et Tat. Une fois
Tat présente, la transcription du virus est activée avec une élongation
tres efficace par recrutement du complexe P-TEFb, mais aussi par
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une intervention au niveau de I'initiation de la trans-
cription. La meilleure activité de "ARN polymérase Il
s’explique en partie par le recrutement de facteurs qui
remodelent la chromatine, comme le complexe SWI/SNF
qui est ATP-dépendant. Ces facteurs agissent ainsi en
altérant les relations entre ADN et histones, favorisant
le glissement de ces dernieres le long de I’ADN et donc
facilitant I’élongation assurée par "ARN polyméra-
sell [2, 3]. Le résultat de cette phase tardive de la



< Figure 1. La réactivation de I’expression du VIH-1 intégré de maniére latente. 1. Remodelage de la chromatine : suite & une stimulation cellulaire (via

TNFoL par exemple) initiant la voie de signalisation qui met en jeu le complexe transactivateur hétérodimérique p50-p65 (activité NF-kB), le dimére est

transloqué dans le noyau ou il se fixe sur le promoteur viral. Ce faisant, il permet le recrutement des complexes protéiques qui vont permettre I'ouverture

de la chromatine (recrutement des histones, acétyl-transférases CBP/P300 et PCAF par exemple). 2. Phase précoce de la transcription, Tat indépendante :

cette phase est sous la dépendance des facteurs de transcription cellulaires et aboutit a la formation d’ARN multi-épissés codant pour les protéines virales

de régulation incluant Tat. 3. Phase tardive de la transcription, Tat dépendante : cette phase résulte de I'action du facteur transactivateur Tat qui recrute

le complexe P-TEFb & partir d’un pool inactif (associé a la protéine HEXIM 1, hexamethylene bis-acetamide inducible 1, et a ’ARN 7SK), au niveau de la

région TAR. Cette phase permet la synthése des ARN mono et non épissés codant pour les protéines virales nécessaires a sa production. Quelques exemples

de molécules, @ méme de réactiver "expression du virus et donc utilisables en vue d’une stratégie de purge des réservoirs, sont représentés en rouge :

activateurs de la voie de la signalisation cellulaire menant a NF-«B (prostatin), inhibiteurs des histones déacétylases (HDACI) et activateurs du complexe

P-TEFb (HMBA, hexaméthyléne bisacétamide).

transcription Tat-dépendante est la genese d’ARN mono ou
non épissés dont la traduction engendre les protéines de
structure et les enzymes nécessaires pour reconstituer de
nouvelles particules infectieuses.

La séquestration et/ou la dégradation des facteurs activa-
teurs évoqués plus haut et impliqués dans la réactivation
de Iexpression du VIH-1 contribuent donc au maintien de
la latence virale. C’est ainsi que le géne MURRI (mouse
U2afl-rsl region) code pour une protéine impliquée dans
la séquestration cytoplasmique de NF-KB. Son mécanisme
d’action passe par un effet sur le facteur KB dont I’inte-
raction physique avec NF-KB conduit a une séquestration
de ce dernier dans le cytoplasme. La protéine MURRI agit
en inhibant la dégradation de kB via la voie du protéasome
et, par conséquent, contribue a empécher la réactivation
de I'expression du VIH-1 et favorise donc le maintien de la
latence virale [4].

Depuis quelques années, des mécanismes post-transcrip-
tionnels sont mis @ jour et contribuent au maintien de
la latence virale en empéchant la réactivation du virus.
Leur importance découle de la découverte d’une nouvelle
modalité de I'expression des génes: I'interférence ARN.
Limportance des microARN (miARN, petits ARN de 19-25
nucléotides) dans la régulation de I’expression génique
du virus a déja été montrée [5]. Certains miARN ont ainsi
été incriminés dans la régulation de I'expression du VIH-1
via la régulation de I'expression du géne codant pour PCAF
(p300/CREB-binding protein associated factor). Cette
protéine, qui possede une activité acétyl-transférase, a
été impliquée dans 'activation de la transcription du VIH-
1 par suite d’'une levée de la répression chromatinienne
s’exercant au niveau de la région promotrice du VIH-1 [6,
7]. Par ailleurs, il a été récemment montré, par toute une
série d’élégantes expériences, qu'une combinaison de plu-
sieurs miARN cellulaires était impliquée dans le maintien
de la latence du VIH-1 dans des cellules T CD4" au repos. Ce
mécanisme s’avere trés important dans la mesure ou, mal-
gré tous les blocages s’exercant au niveau transcriptionnel,
des ARNm viraux ont quand méme pu étre mis en évidence
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[8]. Des ARN multi-épissés capables de générer les protéines de régula-
tion du VIH-1Tat et Rev ont notamment été découverts. La premiére de ces
protéines (Tat) est un puissant transactivateur impliqué dans Pinitiation
et surtout Iélongation assurée par I’ARN polymérase Il, et la deuxieme
(Rev) intervient dans Iexportation des ARN viraux dans le cytoplasme. Les
auteurs, en mettant en évidence des miARN capables de cibler les rares
ARN messagers viraux synthétisés, ont découvert un nouveau mécanisme
assurant le maintien de la latence virale, rajoutant ainsi un niveau a la
complexité des mécanismes mis en jeu. Un ciblage par siARN des ARN mes-
sagers codant pour les enzymes impliqués dans la voie des miARN ouvre
ainsi de nouvelles perspectives thérapeutiques en vue de réactiver le VIH-1
dans le cadre d’une stratégie de purge des réservoirs [9].

Le probléme posé par la découverte d’une virémie résiduelle

Malgré une observance stricte du traitement pendant de nombreuses
années, le virus est a nouveau détectable a I'arrét du traitement, mettant
ainsi a mal les prédictions des premiers modéles, basés sur la demi-vie
des différents types cellulaires infectés, qui annongaient une éradication
compléte du virus au bout de trois années de traitement [10]. Deux théo-
ries sont proposées pour expliquer cette persistance virale a long terme,
malgré une thérapie bien conduite et bien suivie. La premiére stipule que
I’affection liée au VIH-1 est une infection chronique avec une réplication,
certes résiduelle, et donc difficilement détectable, mais continue chez les
patients bénéficiant par ailleurs de la thérapie antirétrovirale (théorie de
I’infection chronique). La deuxiéme fait appel a la notion de latence virale
qui est définie par la persistance du virus dans une cellule hdte qui n’est
pas productive et, de ce fait, non accessible aux mécanismes de défense de
I’organisme ainsi qu’aux drogues ayant une action antivirale (théorie de la
latence). ’hypothése de la latence virale s’est rapidement imposée mais les
investigations nécessaires pour confirmer celle-ci tardaient a venir. Certains
virologistes ont signalé cet état de fait, et ce a juste titre, étant donné
I’importance des orientations en termes de recherche et de mise en place
de stratégies thérapeutiques qui en découlent. Ils pointaient notamment
du doigt les insuffisances techniques qui ne permettaient pas de mettre en
évidence une réplication résiduelle chronique du virus (la limite de détection
étant alors de 50 copies/ml). De fait, la mise au point de nouvelles techni-
ques de RT-PCR ultrasensibles (capables de détecter de 1 a 5 copies/ml)
combinées a des techniques d’ultracentrifugation du plasma sanguin,
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a permis de détecter une virémie résiduelle [11-13]. Le pro-
bléme de I'origine de cette virémie résiduelle était a nouveau
au centre des débats, et les tenants d’une réplication rési-
duelle chronique a nouveau sur le devant de la scene. Tou-
tefois, des données récentes obtenues dans le laboratoire de
R.F.Siliciano plaident en faveur de 'existence des réservoirs
viraux latents [14]. Ces résultats se fondent sur une analyse
phylogénétique des ARN viraux détectés dans le plasma et
dans les cellules infectées qui a permis de discriminer I’hypo-
thése la plus plausible (latence versus réplication chronique)
[15]. Il faut cependant ajouter que les études précédentes
concernaient surtout les lymphocytes TCD4* qui, bien que
constituant 'une des cibles privilégiées du VIH-1, ne sont
pas les seules. 'une des autres cibles majeures de ce virus
est constituée par la lignée des monocytes-macrophages,
pour laquelle les choses sont moins évidentes. Tout d’abord,
il convient de noter qu’un deuxiéme réservoir latent pour le
VIH-1, qui pourrait étre les cellules monocytes-macrophages,
a été mis en évidence chez certains patients sous traitement.
€n effet, la virémie résiduelle chez ces derniers serait due en
partie a des virions dont les séquences difféerent notablement
de celles des virions trouvés dans les lymphocytes TCD4",
suggérant fortement I'existence d’un réservoir différent
[15]. Par ailleurs, des analyses phylogénétiques réalisées
sur des virus isolés a partir de monocytes et de lymphocytes
infectés chez des patients sous traitement ont montré une
diversité génétique plus grande dans les monocytes, suggé-
rant fortement qu’au moins une fraction de la population de
monocytes serait le siege d’une infection persistante de type
chronique [16].

Le débat sur I'origine de la virémie résiduelle n’est bien siir
pas clos et il n'est pas exclu que les deux théories soient
valables en fonction du type cellulaire ciblé par le virus
et que les différents cas de figure puissent exister, avec
notamment la coexistence de cellules infectées de maniere
latente et chronique.

Perspectives thérapeutiques

Il apparait aujourd’hui que le maintien d’une virémie rési-
duelle et les phénomenes de rebond a I’arrét du traitement
antiviral sont, en partie, dus a I'existence de réservoirs
(Encadré) dans lesquels le virus peut s’intégrer de maniére
latente. Il s’avére également que des cellules infectées
ayant une réplication chronique, dite cryptique, persistent
dans I’organisme. Par ailleurs, I"existence de sanctuaires (ou
réservoirs tissulaires) (€ncadré), peu ou pas accessibles aux
drogues actuellement utilisées, constitue une autre barriere
thérapeutique qui nécessite la mise au point de nouvelles
drogues antivirales [17]. De plus, de nombreux inhibiteurs
de la transcriptase inverse sont inefficaces dans les macro-
phages infectés et de nombreux inhibiteurs des protéases
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ont une efficacité bien moindre dans ces mémes cellules que dans les lym-
phocytes T [18]. Finalement, on décrit de plus en plus souvent I’émergence
de virus multirésistants chez des patients bénéficiant d’'une multithérapie
active. Toutes ces constatations ont de profondes implications sur un
plan thérapeutique dans I'optique d’éradiquer le virus des patients. Les
efforts visant a renforcer la multithérapie active doivent se poursuivre
et accent étre mis sur I’élaboration de molécules ayant une action sur
d’autres étapes du cycle, les étapes actuellement ciblées étant I’entrée,
I’intégration et la maturation du virus. Ainsi, la transcription du VIH-1
constitue une cible privilégiée [19] et la protéine Tat joue un rdle central.
Par ailleurs, des molécules ciblant les facteurs cellulaires impliqués dans
P’activation cellulaire [20] sont potentiellement trés intéressantes, car
elles permettront de s’affranchir des problemes liés a I’émergence de virus
résistant a ces drogues. Des protéines isolées chez le millepertuis [21], qui
appartiennent a la famille des protéines Ding [22], répriment fortement la
transcription du VIH-1 et constituent ainsi de bons candidats.

Un autre axe de recherche, impliquant les techniques de chimie, devra étre
développé : il permettra de modifier les molécules existantes ou d’en élabo-
rer de nouvelles qui puissent accéder aux sanctuaires (comme traverser la
barriére hémato-encéphalique), mais aussi d’améliorer leur efficacité pour
I’ensemble des types cellulaires infectés (les macrophages notamment).
Une purge des réservoirs devra étre associée a un renforcement de la mul-
tithérapie si 'objectif a atteindre est I’éradication du virus des patients
infectés. U'idée est d’utiliser des drogues capables de réactiver le VIH-1
intégré de maniére latente et d’y associer une HAART tres active détrui-
sant les virions alors produits [23]. De nombreuses drogues ont ainsi été
caractérisées pour leurs propriétés réactivatrices qui incluent des stimulus
physiologiques (IL6, IL7, TNFaL, etc.), des dérivés d’ester du phorbol, des
inhibiteurs des histones déacétylases et des activateurs du complexe P-
TEFb [24-26]. Les essais cliniques réalisés a ce jour, en vue de purger les
réservoirs, n’ont pas donné satisfaction, ou ont méme échoué. Ainsi, un
premier essai clinique prometteur avec I'acide valproique [27], un inhi-
biteur des histones déacétylases, a été invalidé ultérieurement [28]. Un
activateur du complexe P-TEFb est actuellement en cours d’essai clinique.
Cette molécule est tres intéressante car, outre le fait qu’elle réactive le
virus latent, son effet inhibiteur sur I’expression du récepteur CD4 prévien-
drait la réinfection des cellules [29].

Conclusion

Méme si nous n’avons pas encore un tableau complet des processus mis en
jeu dans la latence virale, les implications thérapeutiques de notre com-
préhension actuelle de la formation des réservoirs latents sont importantes
en vue de traiter les patients infectés par le VIH-1. Une purge des cellules
réservoirs, combinée a une thérapie antivirale trés active (HAART), pourrait
permettre d’éradiquer les virus des patients infectés ou, a défaut, de dimi-
nuer considérablement leur quantité, de telle sorte que la réplication virale
ne soit plus suffisante pour entrafner une virémie résiduelle détectable ou
les rebonds de celle-ci en cas d’arrét du traitement antiviral.

A défaut d’un traitement préventif efficace, des traitements curatifs,
combinant une purge des réservoirs et un renforcement des multithérapies
qui cibleraient toutes les cellules infectées (chronique et/ou sanctuaire),



entretiennent I"espoir d’aboutir a une guérison compléte
des patients infectés, et cela méme si la possibilité d’éradi-
quer totalement le virus semble difficile a I’heure actuelle.
Lexistence de patients infectés mais dont la maladie ne
progresse pas (HIV controllers) témoigne en ce sens. Ces
patients vivent en effet avec le virus dont I’expression est
suffisamment restreinte pour ne pas progresser vers la
maladie du Sida [30]. ¢

Définition des notions de réservoir, sanctuaire
et compartiment

Un réservoir pour un agent infectieux est une structure qui
abrite cet agent, mais sans que I'infection par celui-ci ne
provoque de dysfonctionnement grave. Un réservoir est
donc @ méme de transmettre 'agent a d’autres structures.
Une structure désigne un organisme, un organe, un tissu
ou une cellule. Dans le cas présent, le concept de réservoir
pour le VIH-1 s’applique a des cellules infectées, soit de
maniére latente, soit de maniere chronique.

Un sanctuaire est une structure difficilement accessible
aux cellules du systeme immunitaire et/ou aux drogues uti-
lisées dans le cadre d’une thérapie contre un agent infec-
tieux. En abritant des cellules infectées, réservoirs ou non,
ces sanctuaires constituent un obstacle a I’élimination
de ces derniéres. Ainsi, la barriere hémato-encéphalique
constitue un obstacle pour de nombreuses drogues qui ne
peuvent pas la traverser et sont donc empéchées d’agir sur
les cellules infectées. Une derniére notion a clarifier est
celle de compartiment qui découle des deux notions précé-
dentes. On nomme ainsi des sites autonomes de réplication
virale (un réservoir ou une cellule abritée dans un sanc-
tuaire) qui peuvent étre mis en évidence par des analyses
de phylogénie moléculaire.

SUMMARY

Molecular basis of HIV-1 latency

Part Il: HIV-1 reactivation and therapeutic implications
The latent HIV-1reservoirs established early during infection
present a major obstacle for virus eradication. Complete
eradication of the virus from infected patients may require
a purge of the reservoirs. Since the development of a HIV-
1 vaccine is not achieved, and therefore remains a major
challenge for the immunologists, future direction towards
an effective curative therapy for HIV-1 infection will rely on
the development of original therapeutic strategies which
take into account latency, chronic replication and accessi-
bility to tissue-sanctuary. ¢
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