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Le Virus de l’Immunodéficience Humaine

• Responsable du SIDA

• 36,7 millions de personnes vivent avec le VIH

• 35 millions de morts

• 21,7 millions de personnes sous ARV 

• 1 unique cas recensé de guérison 

à Pas de traitement perme9ant la guérison
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L’infec(on au VIH au cours du temps
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Début de l’infec.on
à Augmenta5on de la charge virale 

L’infec*on au VIH au cours du temps

D’après Smith, MD, at Los Angeles, CA: April 25, 2016, IAS-USA 
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La stratégie de guérison

SHOCK KILL

ART

D’après Deeks, S. G. HIV: Shock and kill. 487, 439 (2012). 
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Phase d’ini6a6on



CNRIUT 2019 14

I- Introduc*on II- Résultats Expérimentaux III- Conclusion  

La transcription du VIH-1

Phase d’ini6a6on Phase d’élonga6on
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La latence virale dans les cellules microgliales

Etablissement de la latence

Le Douce et al., 2014
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La latence virale dans les cellules microgliales

dynamically regulated at physiological conditions. 7SK snRNA
and HEXIM1 inhibit Cdk9 activity in an inactive HEXIM1/7SK/
P-TEFb complex (7–10). We show here that CTIP2 associates
with the inactive HEXIM1/7SK/P-TEFb complex, which is dis-
tinct from the previously described CTIP2-associated complex
containing chromatin-modifying enzymes (19). Our genome-
wide comparison of Cdk9- and CTIP2-sensitive cellular genes is
consistent with CTIP2 being a P-TEFb–repressive component.
Mechanistically, we observed that RNA Pol II Serine 2 phos-
phorylation levels increase in CTIP2-knockdown cells. In addition,
in vitro kinase assays identified CTIP2 as a direct inhibitor of
Cdk9 enzymatic activity. Based on these observations, we pro-
pose that, when associated with HEXIM1/7SK/P-TEFb, CTIP2
significantly represses Cdk9 kinase activity and thus contributes
to the inhibition of P-TEFb function. Interestingly, the presence
of the 7SK snRNA is crucial for recruiting CTIP2 to P-TEFb.
CTIP2 is able to bind the 7SK snRNA in vitro and in vivo, sug-
gesting a direct interaction between both components. The 7SK
snRNA has been shown to have at least two major functions in
gene expression regulation: it negatively regulates P-TEFb activity
and it acts as a negative regulator of the architectural transcription
factor HMGA1 (31–34). However, whether CTIP2 impacts other
7SK-including complexes such as the 7SK/hnRNP (K, A1/A2, or
Q1/R) complexes (35) remains under question. Recently, mul-
tifunctional HIV-1 Tat-associated P-TEFb complexes were
identified. Tatcom2 includes the 7SK snRNA, LARP7 but not
HEXIM1, and Tatcom1 includes MLL-fusion partners and the
PAF1 complex (12). Preliminary results suggest that CTIP2 may
associate with PAF1 and LARP7 (Fig. S7). However, decipher-
ing the influence of Tat expression on the CTIP2/7SK/HEXIM1
complex and defining the impact of CTIP2 on the Tat-associated
complexes will need more investigations. Interestingly, CTIP2
and HMGA1 both associate with the loop 2 region of 7SK RNA.
Moreover, preliminary data suggest that CTIP2 collaborates with
HMGA1 to inhibit HIV-1 gene transcription and the viral rep-
lication. Because we have also observed that endogenous CTIP2
represses the Tat/P-TEFb–mediated transactivation of the HIV-1
promoter (Fig. 1E), the repressive activity of CTIP2 and HMGA1
on this P-TEFb–sensitive promoter is now attested. In addition,
this control of P-TEFb might contribute to the persistence of the
latently infected HIV-1 reservoirs by counteracting the major
viral reactivation events. Although ∼50% of the cellular genes
were similarly modified upon CTIP2 overexpression or 7SK
knockdown, the remaining half showed an inverse correlation.

This subset of genes was identified as activated by CTIP2, but
repressed by 7SK RNA. These genes are likely regulated by
CTIP2 in a Cdk9-independent manner. D’Orso and Frankel
showed the recruitment of the inactive P-TEFb complex to the
Sp1 binding sites of the HIV-1 promoter (13). However, no
mechanistic evidence was provided on the way of this recruitment.
Because CTIP2 is anchored to the Sp1 region via an association
with Sp1 and LSD1 proteins (27, 36), CTIP2 may constitute a
platform for the recruitment of inactive P-TEFb to the HIV-1
promoter. Together with AIDS, hypertrophic cardiomyopathy is
a well-described P-TEFb–dependent pathology (for review, see
refs. 20 and 21). Upon HCM, the overexpression of the β-myosin
heavy chain induces an increase of the size of the sarcomeres and
a pathological thickening of the heart muscle. This final target
gene expression is controlled by multiple pathways, all contrib-
uting to HCM (20). Our results suggest that CTIP2 contributes
to the control of the MAPK, the Ca2+/Calmodulin, the NF-κB/
NFAT, and the PI3K/AkT pathways. In addition, we show that
CTIP2 inhibits the expression of the β-myosin heavy chain
(MYH7) consistently with the repression of Cdk9 activity. More-
over, the CTIP2-mediated anchorage of an inactive P-TEFb
complex at the MYH7 promoter further argues for the presence
of the inactive P-TEFb complex at promoters of P-TEFb sensi-
tive genes. In fact, a recent study by Ji et al. has demonstrated
the assembly of 7SK RNA-containing complexes at gene pro-
moters (37). Taken together, our results suggest that CTIP2 is a
potent inhibitor of P-TEFb function in two of the best chara-
terized P-TEFb sensitive pathologies: HCM and AIDS. As a part
of the 7SK/HEXIM1/P-TEFb complex, CTIP2 controls P-TEFb–
sensitive gene expression and thereby may constitute a pharma-
ceutical target for fighting P-TEFb–dependent pathologies.

Materials and Methods
Cell Culture. The human microglial cell line (provided by M. Tardieu, Paris,
France) (38) and HEK293T cell lines were maintained in Dulbecco’s modified
Eagle medium (DMEM) containing 10% (vol/vol) FCS and 100 U/mL penicillin/
streptomycin.

Coimmunoprecipitation Assays and Antibodies. Two days posttransfection,
immunoprecipitations were performed using the standard technique with
M2 anti-FLAG (Sigma), anti-Hexim1 (Abcam), or anti-CyclinT1 (Santa Cruz)
antibodies overnight at 4 °C with or without RNase or HMBA treatments.
Finally, the immunoprecipitated complexes were processed for SDS/PAGE
and Western blot analysis, real time quantitative PCR (qRT-PCR), or RT-
PCR assay. Proteins were detected in Western blot analyses using anti-
bodies directed against the FLAG epitope (M2 mouse monoclonal from
Sigma), CyclinT1 and Cdk9 (Santa Cruz), and CTIP2, Brd4, and HEXIM1
proteins (Abcam).

Gel Filtration Experiments. The 3 mg of microglial cellular nuclear extracts
were concentrated by using a Microcon YM-10 Centrifugal Filter Unit (3,000
Nominal Molecular Weight Limit) and separated by gel filtration on a
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Fig. 6. CTIP2 binds to the MYH7 gene promoter region. (A) Cells were sub-
jected to chromatin immumoprecipitation experiments with the indicated
antibodies. The associated promoter region of the MYH7 gene was quantified
by Q-PCR. Enrichments are presented as % of input. (B) Cells transfected with
the control FLAG-pcDNA3 or the FLAG-CTIP2 plasmids were subjected to
chromatin immumoprecipitation experiments with the indicated antibodies 48
h posttransfection. The associated promoter, the −1,000 bp, the −2,000 bp, and
the +2,000 bp regions of the MYH7 gene were quantified by Q-PCR. Fold
enrichments are presented relative to the enrichments observed in the control
condition. Results are representative of at least three independent experiments.

loop1

loop2

loop3

loop4

7SK RNA

Fig. 7. Model for CTIP2-mediated repression of P-TEFb target genes. Bound
to target promoters, CTIP2 interacts with HEXIM1 and the 7SK snRNA to re-
press P-TEFb kinase activity and thus the expression of P-TEFb–sensitive genes.

Cherrier et al. PNAS | July 30, 2013 | vol. 110 | no. 31 | 12659
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Cherrier et al., 2013Le Douce et al., 2014
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CTIP2 et la sumoyla*on

I. Hendriks et al., 2016
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Étude de l’influence de la sumoyla;on sur l’expression du VIH-1

Essais luciférase
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Étude de l’influence de la sumoyla*on sur l’expression du VIH-1
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Figure 8. L’inhibition d’UBC9 par l’acide tannique permet l’augmentation de l’activité 
du promoteur viral LTR en phase d’initiation et d’élongation de la transcription.  
 

(A,B) Des cellules microgliales ont été transfectées avec le vecteur rapporteur LTR-Luc et le vecteur rapporteur 

CMV-Luc en présence ou non de Flag-Tat. Les cellules ont été traitées avec 10µM d’acide tannique. 48h après 

traitement, l'expression de la Firefly luciférase est quantifiée par mesure de son activité enzymatique selon le 

protocole « Dual-Glo essais luciférase » (Promega). L’activité luciférase Firefly (activité du LTR) est ensuite 

normalisée par rapport à la luciférase de Renilla puis par rapport à la luminescence du contrôle pCDNA3 fixée à 

1. Au moins trois expériences indépendantes, chacune réalisée en triplicat, nous ont permis d’effectuer un test 

statistique de Student afin de déterminer la significativité des effets observés (non significatif : NS ; p-valeur <0,05 

* ; p-valeur <0,01 ** ; p-valeur <0,001 ***). (C) Afin de tester la cytotoxicité du traitement, des tests MTT ont 

été réalisés. La viabilité cellulaire a été déterminée par comparaison avec le contrôle positif (cellules microgliales 

non traitées) et un contrôle négatif (cytotoxique) qui correspond à un traitement des cellules avec du DMSO pur. 

Après 48h de traitement les cellules sont mises en présence du réactif MTT jusqu’à ce qu’une coloration 

apparaisse, puis l’absorbance à 550 nm est mesurée.  
 

	
 

Figure 9. Baisse de la stabilité de la protéine Tat lorsqu’UBC9 est surexprimé.  
 

(A) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec les vecteurs d’expression codant pour Flag-Tat et UBC9 en 

dose croissante (quantité relative 1, 3, 7). Les protéines Tat, UBC9 et β-actine (contrôle de dépôt) sont 

immunodétectées par western blot avec des anticorps anti-Flag (Sigma-Aldrich ; F3165 ; 1/10000), anti-UBC9 

(BD Bioscience ; 610749 ; 1/5000) et anti-β-actine (Sigma-Aldrich ; A5441 ; 1/10000). (B) L’intensité des 

immunomarquages de Tat a été quantifiée à l’aide du logiciel ImageJ et présentée après normalisation à la quantité 

de β-actine. (C) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec Flag-Tat et UBC9 (quantité du puits 7, panel A). 

Après extraction des ARN, une RT-qPCR été réalisée à l’aide de primers ciblant l’ARNm de Tat.  
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Figure 8. L’inhibition d’UBC9 par l’acide tannique permet l’augmentation de l’activité 
du promoteur viral LTR en phase d’initiation et d’élongation de la transcription.  
 

(A,B) Des cellules microgliales ont été transfectées avec le vecteur rapporteur LTR-Luc et le vecteur rapporteur 

CMV-Luc en présence ou non de Flag-Tat. Les cellules ont été traitées avec 10µM d’acide tannique. 48h après 

traitement, l'expression de la Firefly luciférase est quantifiée par mesure de son activité enzymatique selon le 

protocole « Dual-Glo essais luciférase » (Promega). L’activité luciférase Firefly (activité du LTR) est ensuite 

normalisée par rapport à la luciférase de Renilla puis par rapport à la luminescence du contrôle pCDNA3 fixée à 

1. Au moins trois expériences indépendantes, chacune réalisée en triplicat, nous ont permis d’effectuer un test 

statistique de Student afin de déterminer la significativité des effets observés (non significatif : NS ; p-valeur <0,05 

* ; p-valeur <0,01 ** ; p-valeur <0,001 ***). (C) Afin de tester la cytotoxicité du traitement, des tests MTT ont 

été réalisés. La viabilité cellulaire a été déterminée par comparaison avec le contrôle positif (cellules microgliales 

non traitées) et un contrôle négatif (cytotoxique) qui correspond à un traitement des cellules avec du DMSO pur. 

Après 48h de traitement les cellules sont mises en présence du réactif MTT jusqu’à ce qu’une coloration 

apparaisse, puis l’absorbance à 550 nm est mesurée.  
 

	
 

Figure 9. Baisse de la stabilité de la protéine Tat lorsqu’UBC9 est surexprimé.  
 

(A) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec les vecteurs d’expression codant pour Flag-Tat et UBC9 en 

dose croissante (quantité relative 1, 3, 7). Les protéines Tat, UBC9 et β-actine (contrôle de dépôt) sont 

immunodétectées par western blot avec des anticorps anti-Flag (Sigma-Aldrich ; F3165 ; 1/10000), anti-UBC9 

(BD Bioscience ; 610749 ; 1/5000) et anti-β-actine (Sigma-Aldrich ; A5441 ; 1/10000). (B) L’intensité des 

immunomarquages de Tat a été quantifiée à l’aide du logiciel ImageJ et présentée après normalisation à la quantité 

de β-actine. (C) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec Flag-Tat et UBC9 (quantité du puits 7, panel A). 

Après extraction des ARN, une RT-qPCR été réalisée à l’aide de primers ciblant l’ARNm de Tat.  
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Figure 8. L’inhibition d’UBC9 par l’acide tannique permet l’augmentation de l’activité 
du promoteur viral LTR en phase d’initiation et d’élongation de la transcription.  
 

(A,B) Des cellules microgliales ont été transfectées avec le vecteur rapporteur LTR-Luc et le vecteur rapporteur 

CMV-Luc en présence ou non de Flag-Tat. Les cellules ont été traitées avec 10µM d’acide tannique. 48h après 

traitement, l'expression de la Firefly luciférase est quantifiée par mesure de son activité enzymatique selon le 

protocole « Dual-Glo essais luciférase » (Promega). L’activité luciférase Firefly (activité du LTR) est ensuite 

normalisée par rapport à la luciférase de Renilla puis par rapport à la luminescence du contrôle pCDNA3 fixée à 

1. Au moins trois expériences indépendantes, chacune réalisée en triplicat, nous ont permis d’effectuer un test 

statistique de Student afin de déterminer la significativité des effets observés (non significatif : NS ; p-valeur <0,05 

* ; p-valeur <0,01 ** ; p-valeur <0,001 ***). (C) Afin de tester la cytotoxicité du traitement, des tests MTT ont 

été réalisés. La viabilité cellulaire a été déterminée par comparaison avec le contrôle positif (cellules microgliales 

non traitées) et un contrôle négatif (cytotoxique) qui correspond à un traitement des cellules avec du DMSO pur. 

Après 48h de traitement les cellules sont mises en présence du réactif MTT jusqu’à ce qu’une coloration 

apparaisse, puis l’absorbance à 550 nm est mesurée.  
 

	
 

Figure 9. Baisse de la stabilité de la protéine Tat lorsqu’UBC9 est surexprimé.  
 

(A) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec les vecteurs d’expression codant pour Flag-Tat et UBC9 en 

dose croissante (quantité relative 1, 3, 7). Les protéines Tat, UBC9 et β-actine (contrôle de dépôt) sont 

immunodétectées par western blot avec des anticorps anti-Flag (Sigma-Aldrich ; F3165 ; 1/10000), anti-UBC9 

(BD Bioscience ; 610749 ; 1/5000) et anti-β-actine (Sigma-Aldrich ; A5441 ; 1/10000). (B) L’intensité des 

immunomarquages de Tat a été quantifiée à l’aide du logiciel ImageJ et présentée après normalisation à la quantité 

de β-actine. (C) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec Flag-Tat et UBC9 (quantité du puits 7, panel A). 

Après extraction des ARN, une RT-qPCR été réalisée à l’aide de primers ciblant l’ARNm de Tat.  
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Figure 8. L’inhibition d’UBC9 par l’acide tannique permet l’augmentation de l’activité 
du promoteur viral LTR en phase d’initiation et d’élongation de la transcription.  
 

(A,B) Des cellules microgliales ont été transfectées avec le vecteur rapporteur LTR-Luc et le vecteur rapporteur 

CMV-Luc en présence ou non de Flag-Tat. Les cellules ont été traitées avec 10µM d’acide tannique. 48h après 

traitement, l'expression de la Firefly luciférase est quantifiée par mesure de son activité enzymatique selon le 

protocole « Dual-Glo essais luciférase » (Promega). L’activité luciférase Firefly (activité du LTR) est ensuite 

normalisée par rapport à la luciférase de Renilla puis par rapport à la luminescence du contrôle pCDNA3 fixée à 

1. Au moins trois expériences indépendantes, chacune réalisée en triplicat, nous ont permis d’effectuer un test 

statistique de Student afin de déterminer la significativité des effets observés (non significatif : NS ; p-valeur <0,05 

* ; p-valeur <0,01 ** ; p-valeur <0,001 ***). (C) Afin de tester la cytotoxicité du traitement, des tests MTT ont 

été réalisés. La viabilité cellulaire a été déterminée par comparaison avec le contrôle positif (cellules microgliales 

non traitées) et un contrôle négatif (cytotoxique) qui correspond à un traitement des cellules avec du DMSO pur. 

Après 48h de traitement les cellules sont mises en présence du réactif MTT jusqu’à ce qu’une coloration 

apparaisse, puis l’absorbance à 550 nm est mesurée.  
 

	
 

Figure 9. Baisse de la stabilité de la protéine Tat lorsqu’UBC9 est surexprimé.  
 

(A) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec les vecteurs d’expression codant pour Flag-Tat et UBC9 en 

dose croissante (quantité relative 1, 3, 7). Les protéines Tat, UBC9 et β-actine (contrôle de dépôt) sont 

immunodétectées par western blot avec des anticorps anti-Flag (Sigma-Aldrich ; F3165 ; 1/10000), anti-UBC9 

(BD Bioscience ; 610749 ; 1/5000) et anti-β-actine (Sigma-Aldrich ; A5441 ; 1/10000). (B) L’intensité des 

immunomarquages de Tat a été quantifiée à l’aide du logiciel ImageJ et présentée après normalisation à la quantité 

de β-actine. (C) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec Flag-Tat et UBC9 (quantité du puits 7, panel A). 

Après extraction des ARN, une RT-qPCR été réalisée à l’aide de primers ciblant l’ARNm de Tat.  
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Figure 8. L’inhibition d’UBC9 par l’acide tannique permet l’augmentation de l’activité 
du promoteur viral LTR en phase d’initiation et d’élongation de la transcription.  
 

(A,B) Des cellules microgliales ont été transfectées avec le vecteur rapporteur LTR-Luc et le vecteur rapporteur 

CMV-Luc en présence ou non de Flag-Tat. Les cellules ont été traitées avec 10µM d’acide tannique. 48h après 

traitement, l'expression de la Firefly luciférase est quantifiée par mesure de son activité enzymatique selon le 

protocole « Dual-Glo essais luciférase » (Promega). L’activité luciférase Firefly (activité du LTR) est ensuite 

normalisée par rapport à la luciférase de Renilla puis par rapport à la luminescence du contrôle pCDNA3 fixée à 

1. Au moins trois expériences indépendantes, chacune réalisée en triplicat, nous ont permis d’effectuer un test 

statistique de Student afin de déterminer la significativité des effets observés (non significatif : NS ; p-valeur <0,05 

* ; p-valeur <0,01 ** ; p-valeur <0,001 ***). (C) Afin de tester la cytotoxicité du traitement, des tests MTT ont 

été réalisés. La viabilité cellulaire a été déterminée par comparaison avec le contrôle positif (cellules microgliales 

non traitées) et un contrôle négatif (cytotoxique) qui correspond à un traitement des cellules avec du DMSO pur. 

Après 48h de traitement les cellules sont mises en présence du réactif MTT jusqu’à ce qu’une coloration 

apparaisse, puis l’absorbance à 550 nm est mesurée.  
 

	
 

Figure 9. Baisse de la stabilité de la protéine Tat lorsqu’UBC9 est surexprimé.  
 

(A) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec les vecteurs d’expression codant pour Flag-Tat et UBC9 en 

dose croissante (quantité relative 1, 3, 7). Les protéines Tat, UBC9 et β-actine (contrôle de dépôt) sont 

immunodétectées par western blot avec des anticorps anti-Flag (Sigma-Aldrich ; F3165 ; 1/10000), anti-UBC9 

(BD Bioscience ; 610749 ; 1/5000) et anti-β-actine (Sigma-Aldrich ; A5441 ; 1/10000). (B) L’intensité des 

immunomarquages de Tat a été quantifiée à l’aide du logiciel ImageJ et présentée après normalisation à la quantité 

de β-actine. (C) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec Flag-Tat et UBC9 (quantité du puits 7, panel A). 

Après extraction des ARN, une RT-qPCR été réalisée à l’aide de primers ciblant l’ARNm de Tat.  
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Figure 8. L’inhibition d’UBC9 par l’acide tannique permet l’augmentation de l’activité 
du promoteur viral LTR en phase d’initiation et d’élongation de la transcription.  
 

(A,B) Des cellules microgliales ont été transfectées avec le vecteur rapporteur LTR-Luc et le vecteur rapporteur 

CMV-Luc en présence ou non de Flag-Tat. Les cellules ont été traitées avec 10µM d’acide tannique. 48h après 

traitement, l'expression de la Firefly luciférase est quantifiée par mesure de son activité enzymatique selon le 

protocole « Dual-Glo essais luciférase » (Promega). L’activité luciférase Firefly (activité du LTR) est ensuite 

normalisée par rapport à la luciférase de Renilla puis par rapport à la luminescence du contrôle pCDNA3 fixée à 

1. Au moins trois expériences indépendantes, chacune réalisée en triplicat, nous ont permis d’effectuer un test 

statistique de Student afin de déterminer la significativité des effets observés (non significatif : NS ; p-valeur <0,05 

* ; p-valeur <0,01 ** ; p-valeur <0,001 ***). (C) Afin de tester la cytotoxicité du traitement, des tests MTT ont 

été réalisés. La viabilité cellulaire a été déterminée par comparaison avec le contrôle positif (cellules microgliales 

non traitées) et un contrôle négatif (cytotoxique) qui correspond à un traitement des cellules avec du DMSO pur. 

Après 48h de traitement les cellules sont mises en présence du réactif MTT jusqu’à ce qu’une coloration 

apparaisse, puis l’absorbance à 550 nm est mesurée.  
 

	
 

Figure 9. Baisse de la stabilité de la protéine Tat lorsqu’UBC9 est surexprimé.  
 

(A) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec les vecteurs d’expression codant pour Flag-Tat et UBC9 en 

dose croissante (quantité relative 1, 3, 7). Les protéines Tat, UBC9 et β-actine (contrôle de dépôt) sont 

immunodétectées par western blot avec des anticorps anti-Flag (Sigma-Aldrich ; F3165 ; 1/10000), anti-UBC9 

(BD Bioscience ; 610749 ; 1/5000) et anti-β-actine (Sigma-Aldrich ; A5441 ; 1/10000). (B) L’intensité des 

immunomarquages de Tat a été quantifiée à l’aide du logiciel ImageJ et présentée après normalisation à la quantité 

de β-actine. (C) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec Flag-Tat et UBC9 (quantité du puits 7, panel A). 

Après extraction des ARN, une RT-qPCR été réalisée à l’aide de primers ciblant l’ARNm de Tat.  
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Figure	7	:	Influence	de	la	surexpression	d’UBC9	sur	la	stabilité	de	la	protéine	Tat	en	(A)	western	blot.	Quantification	des	bandes	
du	western	blot	et	(C)	PCR	sur	l’ARNm	Tat	en	présence	ou	non	d’UBC9.
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Figure 8. L’inhibition d’UBC9 par l’acide tannique permet l’augmentation de l’activité 
du promoteur viral LTR en phase d’initiation et d’élongation de la transcription.  
 

(A,B) Des cellules microgliales ont été transfectées avec le vecteur rapporteur LTR-Luc et le vecteur rapporteur 

CMV-Luc en présence ou non de Flag-Tat. Les cellules ont été traitées avec 10µM d’acide tannique. 48h après 

traitement, l'expression de la Firefly luciférase est quantifiée par mesure de son activité enzymatique selon le 

protocole « Dual-Glo essais luciférase » (Promega). L’activité luciférase Firefly (activité du LTR) est ensuite 

normalisée par rapport à la luciférase de Renilla puis par rapport à la luminescence du contrôle pCDNA3 fixée à 

1. Au moins trois expériences indépendantes, chacune réalisée en triplicat, nous ont permis d’effectuer un test 

statistique de Student afin de déterminer la significativité des effets observés (non significatif : NS ; p-valeur <0,05 

* ; p-valeur <0,01 ** ; p-valeur <0,001 ***). (C) Afin de tester la cytotoxicité du traitement, des tests MTT ont 

été réalisés. La viabilité cellulaire a été déterminée par comparaison avec le contrôle positif (cellules microgliales 

non traitées) et un contrôle négatif (cytotoxique) qui correspond à un traitement des cellules avec du DMSO pur. 

Après 48h de traitement les cellules sont mises en présence du réactif MTT jusqu’à ce qu’une coloration 

apparaisse, puis l’absorbance à 550 nm est mesurée.  
 

	
 

Figure 9. Baisse de la stabilité de la protéine Tat lorsqu’UBC9 est surexprimé.  
 

(A) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec les vecteurs d’expression codant pour Flag-Tat et UBC9 en 

dose croissante (quantité relative 1, 3, 7). Les protéines Tat, UBC9 et β-actine (contrôle de dépôt) sont 

immunodétectées par western blot avec des anticorps anti-Flag (Sigma-Aldrich ; F3165 ; 1/10000), anti-UBC9 

(BD Bioscience ; 610749 ; 1/5000) et anti-β-actine (Sigma-Aldrich ; A5441 ; 1/10000). (B) L’intensité des 

immunomarquages de Tat a été quantifiée à l’aide du logiciel ImageJ et présentée après normalisation à la quantité 

de β-actine. (C) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec Flag-Tat et UBC9 (quantité du puits 7, panel A). 

Après extraction des ARN, une RT-qPCR été réalisée à l’aide de primers ciblant l’ARNm de Tat.  

Impact	d’UBC9	sur	l’activité	du	promoteur	viral

9

I	- Introduction

A- Généralités	sur	le	VIH
B- Latence	virale
C- La	voie	Sumo	et	le	VIH

II	- Résultats

A- Etude	fonctionnelle

1- Surexpression	
2- Déplétion
3- Inhibition

B- Etude	biochimique	

1- WB	Surexpression
2- WB	Déplétion	
3- Immunoprécipitation
4- Microscopie	

III- Conclusion

Conclusion : Inhibition UBC9 à augmentation de l’activité du promoteur viral en

phase d’initiation et d’élongation

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

2

1 2

Ac
tiv
ité

	lu
cif
ér
as
e		
re
la
tiv
e

AT - +
Tat - -

A B

0

10

20

30

40

50

60

70

1 3 4

Ac
tiv
ité

	lu
cif
ér
as
e	r
el
at
ive

Tat - +											+

AT - - +

C

***

***

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Contrôle	positif Contrôle	négatif AT	10	uM	48h AT	10	uM	24h

Vi
ab
ili
té
	ce

llu
la
ire

	(T
es
t	M

TT
)	

NS

Impact	d’UBC9	sur	la	protéine	Tat

WB

1        2        3       4                5       6        7      

Tat - - - - + + +

UBC9 - -

Tat

Actine

UBC9

A C

10

B

Conclusion	: Surexpression	UBC9	à diminution	de	l’expression	de	la	protéine	Tat	sans	

effet	transcriptionnel

0

2

4

6

8

10

12

14

16

5 6 7

Ex
pr
es
sio

n	
re
la
tiv
e	d

e	
Ta
t		
pa
r	r
ap
po
rt	
à	l
'a
cit
neI	- Introduction

A- Généralités	sur	le	VIH
B- Latence	virale
C- La	voie	Sumo	et	le	VIH

II	- Résultats

A- Etude	fonctionnelle

1- Surexpression	
2- Déplétion
3- Inhibition

B- Etude	biochimique	

1- WB	Surexpression
2- WB	Déplétion	
3- Immunoprécipitation
4- Microscopie	

III- Conclusion

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

Tat Tat + UBC9

AR
N

m
 Ta

t r
el

at
if à

 G
AP

D
H

Figure	7	:	Influence	de	la	surexpression	d’UBC9	sur	la	stabilité	de	la	protéine	Tat	en	(A)	western	blot.	Quantification	des	bandes	
du	western	blot	et	(C)	PCR	sur	l’ARNm	Tat	en	présence	ou	non	d’UBC9.

C

Inhibi+on Sumoyla+on

B

Enzyme de sumoylation

Enzyme de sumoylation Enzyme de sumoylation Inhibiteur de 
sumoylation



CNRIUT 2019 24

I- Introduc*on II- Résultats Expérimentaux III- Conclusion  

Conclusion et perspec*ves 

Conclusion : 

• La sumoylation réprime l’expression du VIH-1

• Certains inhibiteurs de la sumoylation permettent de rétablir l’expression du VIH-1

Perspectives : 

• Tester d’autres inhibiteurs dans le cadre de la stratégie « Shock and Kill » 

• Tester les inhibiteurs sur les modèles de cellules infectées latentes 

• Tester les inhibiteurs sur du sang de patients VIH-1 + et traités
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Réac0ver le VIH pour mieux

l’éliminer de l’organisme : un

pas vers la guérison ?

Jeanne Van Assche
EA 7292 - DHPI  - Equipe VIH 
IUT Louis Pasteur – Université de Strasbourg
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