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Résumé  
 

Avec plus de 39 millions de personnes infectées à travers le monde, le virus de 

l’immunodéficience humaine de type-1 (VIH-1) est un problème majeur de santé 
publique. Bien que la thérapie antirétrovirale contrôle la réplication virale, améliore la 

santé et prolongent la vie des personnes vivant avec le VIH-1, elle ne permet pas 
d’éradiquer complètement le virus. En effet, celui-ci établit des phases de latence en 

intégrant son génome dans l’ADN cellulaire des cellules cibles, entrainant la formation 
de ce que l’on appelle le réservoir latent du virus. Ce réservoir se situe principalement 

dans les lymphocytes T CD4+, bien qu’on le retrouve également dans les cellules 
myéloïdes, et il constitue le principal obstacle à l’éradication du virus. Il est donc 

impératif de mieux comprendre les facteurs de l’hôte qui régissent non seulement la 
susceptibilité de ces cellules à l’infection et qui contribuent également à la persistance 

du VIH-1. Nous postulons que les micro-ARN (miARN), des petits ARN produits par 
la cellule et qui régulent l’expression génique, jouent un rôle au cours de l’infection 

par le VIH-1.  
 
Dans un premier temps, nous nous sommes concentrés sur le rôle des miARN dans 

l’entrée virale. À l’aide d’un séquençage de nouvelle génération des miARN dans les 
macrophages, nous avons déterminé que le miARN-103, ainsi que son paralogue le 

miARN-107, ciblent l’ARNm du corécepteur CCR5 utilisé par le VIH-1. Nous montrons 
que l’induction de l’expression des miARN-103/107 est régulée par le facteur de 

transcription p53 et rend les macrophages réfractaires à l’entrée du VIH-1. Nous 
observons que le niveau d’expression des miARN-103/107 est enrichi dans les 

macrophages résidant dans les tissus intestinaux de donneurs sains et les 
macrophages alvéolaires des personnes sous thérapie antirétrovirale, ce qui 

contribue vraisemblablement à leur résistance à l’infection par le VIH-1.  
 

Étant donné que les lymphocytes T CD4+ constituent le principal réservoir du VIH-1, 
nous avons ensuite étendu l’étude du miARN-103 dans ces cellules. Récemment, il a 

été montré que la latence virale serait la conséquence de l’infection de lymphocytes 
T CD4+ dans une fenêtre très étroite suite à leur activation. Ces cellules qui 
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transitionnent vers un phénotype mémoire posséderaient des propriétés uniques, 

comme une augmentation temporaire de l’expression du corécepteur viral CCR5, 
ainsi qu’une capacité réduite de transcrire l’ADN proviral intégré. Nos résultats 

montrent que le miARN-103, qui cible également le CCR5 dans les lymphocytes T 
CD4+, participe à la modulation du CCR5 selon l’état d’activation de la cellule et 

contribue indirectement à l’établissement de la latence virale dans ces cellules. De 
plus, nos résultats montrent que les lymphocytes T CD4+ issus d’individus qui 

contrôlent l’infection par le VIH-1 expriment des niveaux réduits d’ARNm de CCR5 
(lorsque comparés à ceux d’individus non-contrôleurs). Cet état étant associé à une 
tendance à la hausse du miARN-103, suggère que le miARN-103 pourrait participer 

au contrôle de l’expression de CCR5 in vivo.  

 
Dans un deuxième temps, nous avons réalisé un séquençage de nouvelle génération 

de l’ARN des lymphocytes T CD4+ infectés. À la suite de cette analyse, nous avons 
déterminé que le miARN-26a participe à la régulation de CD59, une protéine cellulaire 

incorporée dans les virions jouant un rôle clé dans l’activation du complément en 
inhibant la formation du complexe d’attaque membranaire. Au cours de l’infection, ce 

miARN est diminué dans les cellules productivement infectées. Cette diminution est 
associée à une augmentation de CD59 dans les cellules infectées et à la surface des 

virions produits par ces cellules, favorisant leur échappement à la lyse médiée par le 
complément. Nous montrons que l’introduction d’un analogue du miARN-26a dans 

les cellules rend les virions produits par ces dites cellules plus sensibles à la lyse 
médiée par le complément.  
 

En conclusion, les observations et analyses réalisées dans le cadre de cette thèse 
nous aident a ̀mieux comprendre le rôle des miARN dans l’infection et la persistance 

du VIH-1. Ces résultats aident à notre compréhension des facteurs de l’hôte qui 
régissent la susceptibilité de ces cellules à l’infection ainsi que la persistance virale, 

et pourraient aider au développement de stratégies thérapeutiques.  
 

Mots-clés : VIH-1, persistance, latence, miARN, CCR5, CD59, analyse 

transcriptomique 
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Abstract  
 

With more than 39 million people infected in the world, human 

immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) is a major public health problem. Although 
antiretroviral therapy controls viral replication, improves the health, and prolongs the 

lives of people living with HIV-1, it does not completely eradicate the virus. Indeed, 
the virus has established latency phases by integrating its genome into the cellular 

DNA of target cells, leading to the formation of what is called the latent reservoir of 
the virus. This reservoir is located mainly in CD4+ T cells, although it is also found in 

myeloid cells, and it has become the main obstacle to eradication of the virus. It is 
therefore imperative to better understand the host factors that not only govern the 

susceptibility of these cells to infection but also contribute to HIV-1 persistence. We 
postulate that microRNAs (miRNAs), which are small RNAs produced by the cell 

involved in regulation of gene expression, have a role during HIV-1 infection. 
 

First, we focused on the role of miRNAs in viral entry. Using next generation miRNA 
sequencing in macrophages, we determined that miRNA-103, as well as its paralogue 

miRNA-107, target the mRNA of CCR5, the HIV-1 coreceptor. We show that the 
induction of miRNA-103/107 expression is regulated by the transcription factor p53 

and makes macrophages more resistant to HIV-1 entry. We observe that the 
expression level of miRNAs-103/107 is enriched in resident macrophages in intestinal 
tissues of healthy donors and alveolar macrophages of people on antiretroviral 

therapy, which likely contributes to their resistance to infection by HIV-1. 
 

Given that CD4+ T cells constitute the main reservoir of HIV-1, we then extended the 
study of miRNA-103 in these cells. Recently, it has been shown that viral latency is 

the consequence of the infection of CD4+ T cells within a very narrow window 
following their activation. These transitioning to memory T cells are thought to 

possess unique properties, such as a temporary increase in the expression of the viral 
coreceptor CCR5, as well as a reduced capacity to transcribe integrated proviral DNA. 

Our results show that miRNA-103, which also targets CCR5 in CD4+ T cells, 
participates in the modulation of CCR5 depending on the activation state of the cell 
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and indirectly contributes to the establishment of viral latency in these cells. 

Furthermore, our results show that CD4+ T cells from individuals who control HIV-1 
infection express reduced levels of CCR5 mRNA (when compared to those from non-

controller individuals), this being associated to a upward trend in miRNA-103 
expression, suggesting that miRNA-103 may participate in the control of CCR5 

expression in vivo. 
 

Secondly, we carried out next generation RNA sequencing of HIV-1 infected CD4+ T 
cells. Their resulting analyses determined that miRNA-26a participates in the 

regulation of CD59, a cellular protein that is incorporated into virions and has a key 
role in complement activation by inhibiting the formation of the membrane attack 

complex. During infection, this miRNA is decreased in productively infected cells. This 
decrease is associated with an increase in CD59 in infected cells, as well as on the 

surface of virions produced by these cells, favoring their escape from complement-
mediated lysis. We show that introduction of miRNA-26a mimics in cells makes the 

virions produced by these cells more sensitive to complement-mediated lysis. 
 

In conclusion, the observations and analyses developed in this thesis will help us 
better understand the role of miRNAs in HIV-1 infection and persistence. These results 

help in the understanding of host factors that govern the susceptibility of these cells 
to infection as well as viral persistence and could help in the development of 

therapeutic strategies. 
 

Keywords: HIV-1, latency, persistence, miRNA, CCR5, CD59, transcriptomic 

analysis 
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Sigles et abréviations 
 
 
A 
ADCC Cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps 

(Antibody-Dependant Cellular Cytotoxicity) 
ADCML Lyse médiée par le complément dépendante des anticorps 

(Antibody-dependent complement-mediated lysis) 
ADN Acide désoxyribonucléique  
ALVM  Macrophage alveolaire pulmonaire (lung alveolar macrophages) 
APOBEC3 Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like 3 
ARN Acide ribonucléique  
ARNm ARN messager  

 
B 
bNAb Anticorps largement neutralisant (Broadly neutralizing antibody) 
BST-2 Antigène-2 de la moelle épinière stromale (Bone marrow stromal cell 

antigen 2) 
 
C 
CA Capside  
Cas9 CRISPR associated protein 9 
CCR5 Récepteur de chimiokine C-C de type 5 (C-C chemokine receptor 

type 5) 
CCR6 Récepteur de chimiokine C-C de type 6 (C-C chemokine receptor 

type 6) 
CCR7 Récepteur de chimiokine C-C de type 7 (C-C chemokine receptor 

type 7) 
CD   Cluster de différenciation  
CLR Récepteur de lectines de type C (C-type lectin receptors) 
CMH-I Complexe majeur d’histocompatibilité de classe I  
CMH-II Complexe majeur d’histocompatibilité de classe II  
CRF Forme recombinante circulante (Circulating Recombinant Forms) 
CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 
CXCR4 Récepteur de chimiokine C-X-C de type 4 (C-X-C chemokine 

receptor type 4) 
 
D 
DC-Sign Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-

Grabbing Non-integrin 
DGCR8 DiGeorge syndrome Critical Region gene 8 
dNTP Désoxyribonucléotide triphosphate (Deoxyribonucleotide 

triphosphate) 
 

E 
EC Contrôleur élite (Elite controller) 
ECL Extracellular loop 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
Env Glycoprotéines d’enveloppe virale  
EZH2 Enhancer of zeste homolog 2 
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F 
Fc Fragment cristallisable 
FDA Food and Drug Administration 

 
G 
GALT Tissu lymphoïde associé à l’intestin (Gut-Associated Lymphoid 

Tissue) 
gp41 Glycoprotéine d’enveloppe de 41 kDa 
gp120 Glycoprotéine d’enveloppe de 120 kDa 
gp160 Glycoprotéine d’enveloppe de 160 kDa 
GPI Glycophosphatidylinositol 

 
H 
HIHS  Sérum humain inactivé par la chaleur (heat-inactivated human serum) 
HLA Antigène des leucocytes humains (Human Leukocyte Antigen) 
HR1 Heptad repeat 1 
HR2 Heptad repeat 2 

 
I 
ICAM  Molécule d’adhésion intercellulaire (Intercellular adhesion molecule) 
ICL Intracellular loop 
IFITM Interferon-induced transmembrane protein 
IFN Interferon 
INT Intégrase 

 
J 
JAK Janus kinase (Just Another Kinase) 

K 
KIR  Killer-cell immunoglobulin-like receptors 

L 
Lck  Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase 
LFA-1 Lymphocyte function-associated antigen 1 
lncARN Long ARN non-codant (long non-coding RNA) 
LPS Lipopolysaccharides 
LRA Agent d’inversion de la latence (Latency Reversing Agent) 
LTR Long Terminal Repeat 

 
M 
M-Tropique  Tropisme macrophagique 
MA Matrice 
MAC Complexe d’attaque membranaire (Membrane attack complex) 
MDDC Cellules dendritiques dérivées de monocytes (Monocyte-Derived 

Dendritic Cells) 
MDM Macrophages dérivés de monocytes (Monocyte-Derived 

Macrophages) 
Mdm2 Mouse double minute 2 
miARN/miR Micro-ARN 
MIP Protéine inflammatoire des macrophages (macrophage inflammatory 

protein) 
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MPER Membrane-proximal external region 
 
N 
NC  Nucléocapside 
Nef Negative factor 
NF-kB Nuclear factor-kappa B 
NFAT Nuclear Factor of Activated T-cells 
NHS Sérum humain normal (Normal human serum) 
NK Natural Killer 
NLR Récepteurs de type NOD (NOD-like receptor) 
NTB-A NK-T-B antigen 

 
P 
P-TEFb  Positive transcription elongation factor b 
p21 Inhibiteur de kinase dépendant de la cycline 1 (cyclin-dependent 

kinase inhibitor 1) 
p53 Protéine tumorale 53 (tumor protein 53) 
PAMP Motif moléculaire associé aux pathogènes (Pathogen Associated 

Molecular Pattern) 
PBMC Cellules mononuclées du sang périphérique (peripheral blood 

mononuclear cells) 
PCR Réaction en chaîne par polymérase (polymerase chain reaction) 
pDC Cellule dendritique plasmacytoïde 
PR Protéase 
Pré-miARN Précurseur de miARN 
Pri-miARN miARN primaire 
PRR Récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires (Pattern 

recognition receptor) 
Pur-a  Purine-Rich single stranded DNA-binding protein alpha 

 
R 
R5 (tropisme)  Tropisme CCR5 
RANTES Regulated upon activation, normal T cell expressed and presumably 

secreted  
Rev Regulator of virions 
RISC Complexe de silençage induit par l’ARN (RNA-Induced Silencing 

Complex) 
RLR Récepteur de type RIG-I (RIG-I-like receptor) 
RT Reverse transcriptase 

 
S 
SAMHD1  Sterile Alpha Motif and Histidine Aspartate domain-containing 

protein 1 
SERINC Serine incorporator 
siARN Petit ARN interférent (small interfering RNA) 
SIDA Syndrome d’immunodéficience acquise  
SNC Système nerveux central 
STAT Signal transducer and activator of transcription 

 
T 
T CD4+  Lymphocytes T CD4+ / Lymphocytes T auxiliaires 
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T CD8+ Lymphocytes T CD8+ / Lymphocytes T cytotoxiques 
T-Tropique Tropisme lymphocytaires T CD4+ 
T/F Transmitted/Founder 
TAR Thérapie antirétrovirale 
Tat Transactivateur transcriptionnel (Trans-Activator of Transcription) 
TCR Récepteur des lymphocytes T (T cell receptor) 
TLR Récepteur de type Toll (Toll-like receptor) 
TM Transmembranaire 
TNF Facteur de necrose tumorale (Tumor Necrosis Factor) 
TRBP TAR-RNA Binding Protein 
TRIM5a Tripartite Motif containing protein 5 
TRIM32 Tripartite Motif containing protein 32 

 
U 
URF  Forme recombinante unique (Unique recombinant form) 
UTR Région transcrite non traduite (Untranslated Transcribed Region) 

 
V 
Vif  Facteur viral d’infectivité (Virus infectivity factor) 
VIH-1 Virus de l’immunodéficience humaine de type 1 
VIH-2 Virus de l’immunodéficience humaine de type 2 
Vpr Protéine virale R (Viral protein R) 
Vpu Protéine virale U (Viral protein U) 
VSV-G Glycoprotéine G de l’enveloppe du virus de la stomatite vésiculaire 

 
X 
X4 (tropisme)  Tropisme CXCR4 
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1. Généralités sur le VIH-1 
 

1.1. Problématique 
 

Plusieurs années après la découverte du virus par F. Barré-Sinoussi (1), récompensée 
par le prix Nobel de Médecine en 2008, le virus de l’immunodéficience humaine (VIH), 
agent responsable du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), reste un 

problème majeur de santé publique à travers le monde. Selon le dernier rapport de 
l’ONUSIDA en 2022 (https://www.unaids.org/fr), environ 39 millions de personnes 

vivent avec le VIH dans le monde, dont 1,3 millions de nouvelles infections. De plus, 
630 000 nouveaux décès liés à l’infection ont été recensés (40,4 millions de décès 

depuis la découverte du virus). L’apparition des multithérapies antirétrovirales dès 
1996 a contribué à limiter la transmission virale mais également le développement de 

l’infection et l’apparition de la phase SIDA grâce à la diminution de la réplication virale 
jusqu’à un niveau indétectable dans le sérum ou le plasma. Cependant les traitements 

actuellement disponibles ne permettent pas d’éradiquer complètement le virus dont 
le génome demeure intégré dans l’ADN cellulaire des cellules cibles et est capable de 

se répliquer à nouveau dès l’arrêt du traitement (2,3). De plus, des phénomènes de 
résistance à la thérapie sont fréquemment observés.  

 
Malheureusement, parmi les 39 millions de personnes vivant avec le VIH dans le 

monde, seulement 29,8 millions ont accès à la thérapie antirétrovirale d’après 
l’ONUSIDA. Ainsi, bien que le nombre de décès diminue année après année depuis 

l’avènement de la trithérapie, il continue de souligner le problème d’accès au soin et 
au traitement d’une infection dont 95% des nouvelles victimes habitent dans un pays 
à faible revenu, et l’importance de poursuivre les efforts de préventions et 

l’accessibilité des soins et aux traitements. 
 

1.2. Classification du VIH-1 
 

Le VIH appartient à la famille des Retroviridae, à la sous-famille des Orthoretrovirinae 

et au genre Lentivirus. On distingue deux espèces : le VIH-1, responsable de la 

pandémie, et le VIH-2, qui présente 50% d’homologie avec le VIH-1, moins virulent 



 20 

et qui sévit principalement en Afrique de l’Ouest. Le VIH-1 est aujourd’hui classé en 

quatre groupes : le groupe M (pour Major group) découvert en 1983 (1) ; le groupe O 

(pour Outlier group) identifié en 1990 (4) ; le groupe N (pour New group ou non-M, 
non-O) identifié en 1998 (5) et enfin le groupe P (pour Pending the identification of 

further human cases) identifié en 2009 (6). Le groupe M est le plus répandu dans le 

monde, il se retrouve à travers tout le globe et est responsable de la pandémie actuelle 

(95% des cas de SIDA). Le groupe O est plus endémique, et est circonscrit à l’Afrique 
centrale et Afrique de l’Ouest. Les groupes N et P sont rares, et les souches issues 

de ces groupes ont été principalement observées au Cameroun. 
 
Le groupe M comporte 9 sous-types (ou clades) : A, B, C, D, F, G, H, J et K, 

génétiquement distincts et ayant différentes prévalences selon les régions 

géographiques (7). Le sous-type B est principalement retrouvé en Europe et aux 
États-Unis tandis que le sous-type C, qui est le plus important à l’échelle du globe, 

est retrouvé en Afrique du Sud ou en Asie. Les autres sous-types sont essentiellement 
concentrés en Afrique.  

 
Le séquençage complet du génome du VIH-1 a permis l’identification de nombreuses 

formes recombinantes uniques (URF pour Unique Recombiant Forms) ou circulantes 
(CRF pour Circulating Recombinant Forms) correspondant à des recombinaisons 

inter-sous-types de souche appartement à au moins deux sous-types différents (8). 

Lorsque la forme recombinante est retrouvée chez plus de trois individus, on dit 
qu’elle est circulante, sinon, elle est considérée comme unique.  
 

1.3. Structure du VIH-1 
 
Le VIH-1 est un virus enveloppé à ARN, de 80 à 120nm de diamètre (9). Il est constitué 

d’une enveloppe virale formée d’une bicouche phospholipidique empruntée à la 
cellule hôte dans laquelle sont insérés des trimères de glycoprotéines d’enveloppe 

Env (Figure 1).  

 

Chaque glycoprotéine Env est constituée de deux sous-unités : gp120 et gp41 liées 
de façon non covalente. La sous-unité gp41 traverse la bicouche lipidique (protéine 
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transmembranaire) tandis que la sous-unité gp120 est une glycoprotéine de surface 

impliquée dans la liaison au récepteur CD4 (cluster de différenciation 4) et aux 
corécepteurs des cellules cibles (10).  

 
À l’intérieur de la membrane, on retrouve une matrice protéique composée de la 

protéine de matrice p17 (MA) qui entoure la capside virale (CA) et renferme la protéase 
virale p11 (PR). Cette capside est composée majoritairement de la protéine p24 et 

renferme deux molécules d’ARN monocaténaires associées aux nucléoprotéines p7 
et p9, formant la nucléocapside (NC) (11). Elle renferme également les différentes 
enzymes nécessaires à la réplication et la maturation : la transcriptase inverse p66 /51 

(RT), l’intégrase p32 (INT). Enfin, les protéines accessoires Vif, Vpr et Nef sont 
également incorporés dans la particule virale à des degrés différents (12–14) :  Vpr y 

est la protéine la plus abondante tandis que le mécanisme d’incorporation pour Vif et 
Nef, ainsi que leur localisation dans la particule virale, n’est pas totalement élucidé.   

 

 
 
Figure 1 - Structure du virus de l'immunodéficience humaine (VIH-1). 
Le VIH-1 est constitué d’une enveloppe virale empruntée à la cellule hôte, dans laquelle 
on retrouve les trimères de glycoprotéines d’enveloppe Env eux-mêmes constitués de 
deux sous-unités : gp120 et gp41. Sous cette membrane lipidique, on retrouve une 
couche intermédiaire constituée surtout de la protéine de matrice en plus de quelques 
molécules de protéase virale. La capside renferme le génome du virus (sous forme de 
deux molécules d’ARN monocaténaires), des enzymes nécessaires au cycle viral 
(transcriptase inverse et intégrase). L’illustration a été réalisée à l’aide de BioRender.com.  
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1.4. Génome du VIH-1 

 
Le génome du VIH-1 est constitué de deux copies d’ARN simple brin de polarité 

positive d’environ 9,8kb (Figure 2). Sous sa forme intégrée à la cellule cible, il 

comporte à ces extrémités des séquences répétées inversées (Long Terminal Repeat 

ou LTR). La région LTR située à l’extrémité 5’ contient le promoteur ainsi que 

l’ensemble des signaux permettant la régulation positive ou négative de la 

transcription de l’ADN proviral. La région LTR situé à l’extrémité 3’ contient les 
signaux de terminaison de la transcription et de la polyadénylation (9).  

 
Le génome contient les gènes gag, pol et env qui code pour trois poly-protéines Gag, 

Gag-Pol et Env, des précurseurs qui seront par la suite clivés en protéines 
individuelles. Il contient également des séquences additionnelles, présentant des 

cadres de lecture chevauchants, qui codent pour les protéines régulatrices (Tat et 
Rev) ainsi que les protéines accessoires (Vif, Nef, Vpr et Vpu). Ces protéines 

participent, entre autres, dans la régulation de la réplication virale et dans 

l’échappement à la réponse immunitaire (15) (Tableau 1).  

 
Le gène gag code pour un précurseur de 55 kDa (Pr55Gag) qui, suite à un clivage par 

la protéase virale (PR), formera les protéines composant la matrice (MA), la capside 

(CA), la nucléocapside (NC) ainsi que la protéine p6 (16). La transcriptase inverse (RT), 
l’intégrase (INT) et la protéase (PR) dérivent d’un précurseur Gag-Pol Pr160Gag-pol 

généré par un changement de cadre de lecture lors de la traduction par les ribosomes. 
La transcriptase inverse permet la rétro-transcription du génome d’ARN en ADN 

double brin. L’intégrase permet l’intégration de l’ADN viral dans le génome de la 
cellule hôte. Les glycoprotéines d’enveloppe dérivent d’un précurseur gp160 codé 

par le gène env, qui subit un clivage par une endoprotéase cellulaire, la furine, pour 
donner deux fragments : la glycoprotéine de surface (gp120) et la glycoprotéine 

transmembranaire (gp41). Ces deux sous-unités interagissent de manière non 
covalente pour former un complexe trimérique et participent à la liaison aux 

récepteurs de la cellule hôte (10).  
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Figure 2 - Organisation génomique de l’ADN proviral du VIH-1. 
Le génome est constitué d’environ 9800 paires de base. Il comporte à ces extrémités des 
séquences répétées inversées (LTR ou Long Terminal Repeat). Entre les LTR se trouvent 
les trois gènes principaux communs aux rétrovirus appelés gag, pol et env codant 
respectivement pour les protéines structurales, les enzymes virales et les glycoprotéines 
d’enveloppe, ainsi que les gènes tat, rev, vif, nef, vpr, vpu codant les protéines régulatrices 
et les protéines accessoires. L’illustration a été réalisée à l’aide de BioRender.com. 

 
 

Tableau 1 - Les différentes protéines encodées par les gènes du VIH-1. 

Protéines 
de structure 

p17 (MA) Protéine de la matrice 
p24 (CA)) Protéine de la capside 
p7 (NC) Protéine de la nucléocapside 
p6 Permet l’encapsidation de Vpr 
gp120 Permet la liaison avec le récepteur CD4 et le 

corécepteur CCR5/CXCR4 
gp41 Permet la fusion entre la membrane virale et la 

membrane cellulaire 

Enzymes 
virales 

Transcriptase inverse (RT) Permet la conversion de l’ARN viral en ADN double 
brin 

Intégrase (INT) Permet l’intégration de l’ADN viral dans le génome de 
la cellule hôte 

Protéase (PR) Permet la maturation des protéines Gag et Gag-Pol 

Protéines 
régulatrices 

Tat Transactivateur transcriptionnel 
Rev Facilite l’export des ARNm non épissés ou 

partiellement épissés vers le cytoplasme 

Protéines 
accessoires 

Nef (Negative factor) Diminution de l’expression du CD4 et des molécules 
CMH de classe 1 à la surface des cellules infectées  

Vpr (Viral protein R) Favorise le transport du complexe de pré-
intégration dans le noyau 
Bloque les cellules infectées en phase G2 du cycle 
cellulaire (+ forte transcription du virus) 

Vpu (Viral protein U) Diminue l’expression du CD4 dans les cellules 
infectées 
Contrecarre le facteur de restriction BST-2  

Vif (Viral infectivity factor) Neutralise le facteur de restriction APOBEC3G 
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1.5. Structures des glycoprotéines de l’enveloppe du VIH-1 

 

Structure de la gp120  
 

La sous-unité de surface gp120 (environ 500 acides aminés) est constituée de 9 ponts 

disulfures ainsi que de 5 régions avec une forte variabilité (domaines V1-V5) qui sont 

séparées par des régions constantes (C1-C5) (Figure 3) (17). Elle possède également 

un nombre variable de sites de N-glycosylation (entre 20-35) qui contribuent à la 
moitié de sa masse moléculaire (18). Les glycanes protègent partiellement la protéine 

de la reconnaissance par le système immunitaire et sont également indispensables à 
la structure finale de la gp120 (19,20). La sous-unité gp120 peut être également 

modifiée par des O-glycosylations, mais ces modifications sont moins bien 
caractérisées (21).  

 
Les régions V1 et V2 sont les plus variables ce qui favorise l’échappement à la 

réponse immunitaire humorale, néanmoins ces régions ne sont pas essentielles pour 
la réplication virale (10,22). La région V3 (également appelée boucle V3) est constituée 

de 25 à 30 acides aminés, est relativement bien conservée, et joue un rôle majeur 
dans l’entrée virale en interagissant avec les corécepteurs du VIH-1 (23). Ainsi, en 

fonction des mutations présentes dans la boucle V3, le virus pourra interagir avec les 
corécepteurs CCR5 (C-C chemokine receptor type 5)  et/ou CXCR4 (C-X-C 

chemokine receptor type 4) sur lequel nous reviendrons dans la section suivante (24). 

La région V4 (ou boucle V4) participe à la maturation de la glycoprotéine (25). La région 

V5 (ou boucle V5), quant à elle, possède une variabilité plus faible. Les régions 
constantes C1 et C5 interagissent avec la gp41, tandis que les régions C2 à C4 

interagissent avec le CD4 (26).  
 

 
Figure 3 - Représentation schématique de la structure de la gp120 du VIH-1. 
La gp120 est constituée d’environ 495-515 acides aminés, dont la séquence démarre à la 
suite du site de clivage des peptidases qui libèrent le peptide signal (PS) issu du 
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précurseur gp160. La gp120 est constituée de 5 régions variables (V1-V5) qui sont 
séparées par des régions constantes (C1-C5). Les régions variables V1 à V5 sont 
encadrées. Les sites de N-glycosylation sont indiqués (glycanes). L’illustration a été 
réalisée à l’aide de BioRender.com et adaptée de Caffrey, 2011 (27). 

 

Structure de la gp41 
 
La sous-unité transmembranaire gp41 est beaucoup plus conservée que la gp120 et 

est constituée d’environ 345 acides aminés. Elle est divisée en trois domaines : un 
domaine extracellulaire (également appelé ectodomaine), un domaine 

transmembranaire et une queue cytoplasmique (28) (Figure 4).  

 

Le domaine extracellulaire joue un rôle majeur dans la fusion des membranes 
cellulaires et virales. Il est divisé en plusieurs régions. La région N-terminale forme le 

peptide de fusion permettant à la glycoprotéine se trouvant sur la particule virale de 
s’ancrer dans la membrane plasmique de la cellule cible lors de la fusion membranaire 

(29,30). Les domaines HR1 (Heptad Repeat 1) et HR2 (Heptad Repeat 2) sont 

constitués de motifs répétés de 7 acides aminés et ont une structure en hélice alpha. 
L’enroulement des domaines HR1 et HR2 entre eux permet le rapprochement des 

membranes cellulaire et virale (31). Les deux domaines sont reliés entre eux par une 
région immunodominante contenant une boucle hydrophile. Le domaine 

extracellulaire se termine par la région MPER (membrane-proximal external region), 
fortement conservée et qui joue un rôle critique à l’étape de fusion même si son 

fonctionnement n’est pas encore totalement connu (32).  
 

Le domaine transmembranaire est une région hydrophobe, constituée d’une vingtaine 
d’acides aminés, traversant la membrane virale. Cette région participe à l’ancrage des 

glycoprotéines virales au niveau des bicouches lipidiques (33).  
 

La queue cytoplasmique est longue de plus de 150 acides aminés. Elle est constituée 
de trois motifs hydrophobes en hélice ⍺ impliqués dans l’expression de Env à la 

surface des cellules infectées et de son incorporation dans les virions (10).  
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Figure 4 - Représentation schématique de la structure de la gp41 du VIH-1. 
À la suite du site de clivage par la furine, on retrouve le peptide fusion. La gp41 est 
constituée d’un domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire et une queue 
cytoplasmique. Les régions structurales et fonctionnelles du domaine extracellulaire sont 
indiquées par différentes couleurs.  PF : peptide fusion, RPPF : région proximale du 
peptide fusion, HR1 : Heptad Repeat 1, HR2 : Heptad Repeat 2, MPER : membrane-
proximal external region, TM : transmembranaire. L’illustration a été réalisée à l’aide de 
BioRender.com et adaptée de Caffrey, 2011 (27). 

 

1.6. L’entrée virale 

 
Fixation au récepteur CD4 
 

Le récepteur CD4 est une glycoprotéine de 55 kDa appartenant à la superfamille des 

immunoglobulines. Il est structuré en trois parties : une partie extracellulaire 
constituée elle-même de quatre domaines (D1 à D4), d’une partie transmembranaire 

et d’une courte queue cytoplasmique (34). Il est exprimé à la surface de cellules 
immunitaires telles que les lymphocytes T CD4+, les monocytes/macrophages et les 

cellules dendritiques. Il est un ligand des récepteurs CMH-II (Complexe Majeur 
d’Histocompatibilité de classe II) et participe ainsi à la formation du complexe CMH-
peptide-TCR (T Cell Receptor) entre une cellule présentatrice d’antigène et un 

lymphocyte T CD4+ (35). La formation de ce complexe permet le recrutement de la 

tyrosine kinase Lck, qui entraine une cascade de signalisation aboutissant à 
l’activation et la prolifération des lymphocytes T CD4+ (36,37).  

 
Le CD4 est le récepteur majeur du VIH-1. Le contact entre le CD4 et la gp120 a lieu 

dans une zone conservée qui est dépourvue de glycosylation. L’interaction fait 
intervenir 26 acides aminés de la gp120 et 22 acides aminés du CD4 (38). Parmi ceux-

ci, deux acides aminés du domaine D1 sont particulièrement importants : une 
phénylalanine en position 43 (Phe43) et une arginine en position 59 (Arg59), qui 

interagissent tous les deux avec les domaines C3-C4 de la gp120 (39). La 
phénylalanine en position 43 est impliquée dans environ 23% des contacts possibles 

entre la gp120 et le CD4. 
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La liaison de la gp120 avec le récepteur CD4 entraine le passage d’une conformation 
fermée du trimère à une conformation ouverte. Ce réarrangement, qui permet 

l’exposition de la boucle V3, joue un rôle critique pour l’étape suivante, la fixation au 
corécepteur.  

 

Fixation aux corécepteurs CCR5/CXCR4 
 

La liaison avec le récepteur CD4 n’est pas suffisante pour permettre l’entrée du VIH-
1 dans la cellule cible : une seconde interaction avec un corécepteur est nécessaire. 

Il existe deux corécepteurs majeurs impliqués dans l’entrée du VIH-1 : le récepteur 
CCR5 (40,41) ainsi que le récepteur CXCR4 (42). CCR5 et CXCR4 sont des récepteurs 

aux chimiokines qui appartiennent à la superfamille des récepteurs à 7 domaines 
transmembranaires couplés aux protéines G. Ils participent à la transmission du signal 

du milieu extracellulaire vers l’intérieur des cellules (43). D’une longueur totale de 340 
à 370 acides aminés, les récepteurs sont constitués d’un domaine N-terminal 

extracellulaire et d’une queue C-terminale intracellulaire, reliés entre eux par 7 hélices 
alpha transmembranaires hydrophobes (TM1-TM7) qui sont elles-mêmes connectées 

par trois boucles intracellulaires (ICL1-3, pour intracellular loop) et trois boucles 

extracellulaires (ECL1-3, pour extracellular loop) (44) (Figure 5).  

 
Les chimiokines sont des molécules de faible poids moléculaire impliquées de 

nombreuses fonctions homéostatiques et inflammatoires (45). Elles sont séparées en 
4 groupes en fonction du nombre et de la position des deux premières cystéines à 

leur extrémité N-terminale. Parmi ces groupes, on y retrouve notamment la famille CC 
(les ligands du CCR5), dont les deux premiers résidus cystéine sont adjacents, ainsi 

que la famille CXC (les ligands du CXCR4) dans laquelle les deux cystéines sont 
séparées par un acide aminé non conservé (d’où leur nom CXC) (46). 

 
Les glycoprotéines d’enveloppe du VIH-1 interagissent avec les récepteurs aux 

chimiokines par l’intermédiaire de la boucle V3 de la gp120. L’extrémité de la boucle 
V3 de la gp120 interagit avec ECL2 tandis que la base de la boucle V3, qui relie le 

cœur de la gp120 à l’extrémité de la V3, interagit avec le domaine N-terminal de CCR5 
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(47). Le choix de corécepteur utilisé par le VIH-1 (CCR5 ou CXCR4) est déterminé par 

la séquence de la boucle V3 de la gp120 : ainsi, la présence d’acides aminés chargés 
positivement en position 11, 24, 25 dans V3 entraine l’utilisation du corécepteur 

CXCR4, tandis qu’à l’inverse, la présence d’acides aminés moins chargés 
positivement permet l’interaction avec les résidus non chargés du CCR5 (47).  

 

 
Figure 5 - Représentation schématique d’un récepteur des chimiokines. 
Les récepteurs CCR5 ou CXR4 sont constitués d’un domaine N-terminal extracellulaire et 
d’un domaine C-terminal intracellulaire. Les deux domaines sont reliés entre eux par 7 
domaines transmembranaires (TM1-TM7) connectés par trois boucles intracellulaires 
(ICL1-3) et trois boucles extracellulaires (ECL1-3). TM : transmembranaire, ICL : 
intracellular loop, ECL : extracellular loop. L’illustration a été réalisée à l’aide de 
BioRender.com et adaptée de Neumann et al., 2014 (48). 
 

La liaison entre la gp120 et le récepteur CD4 provoque un changement structurel de 

la gp120 dans une conformation ouverte, notamment grâce au déplacement de la 
région V1/V2 (49,50). Ce changement de conformation permet l’exposition de la 

boucle V3 et entraine l’exposition du site de liaison au corécepteur CCR5 ou CXCR4 

(51) (Figure 6). 
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Figure 6 - Représentation schématique de l’attachement au CD4 et au corécepteur. 
La liaison au CD4 entraine un changement de conformation de la gp120, qui passe dans 
une conformation ouverte, et qui permet l’exposition de la boucle V3. Ce réarrangement 
permet la liaison entre la gp120 et le corécepteur (CCR5 ou CXCR4) utilisé par le VIH-1. 
L’illustration a été réalisée à l’aide de BioRender.com. 

 
La fusion virale 
 

Après l’interaction avec le corécepteur, le trimère de gp41 est exposé hors de la 
gp120, ce qui permet l’insertion du peptide de fusion, composés de résidus 

hydrophobes, dans la membrane de la cellule cible (52). À la suite de cet ancrage, les 
régions HR1 et HR2 de chaque sous-unité de gp41 s’unissent pour former un 

complexe à 6 hélices (6HB) (31,53). Ce complexe permet le rapprochement des 

membranes virales et cellulaires et la formation d’un pore de fusion (Figure 7). 

  

 
Figure 7 - Représentation schématique du processus de fusion virale du VIH-1. 
La liaison au corécepteur entraine un nouveau changement conformationnel qui entraine 
l’exposition de la gp41 et l’insertion du peptide de fusion dans la membrane de la cellule 
cible. Les domaines HR2 complémentaires aux domaines HR1 de la gp41 se rapprochent 
et forment une structure à 6 hélices qui permet le rapprochement des membranes 
cellulaire et virale et la formation d’un pore de fusion. L’illustration a été réalisée à l’aide 
de BioRender.com. 

 
 

1.7. Tropisme cellulaire 

 

Le tropisme du virus peut tout d’abord être défini selon sa cible cellulaire privilégiée 

(54) (Figure 8). Ainsi, un virus capable d’infecter uniquement des lymphocytes T CD4+ 

est défini comme T-tropique et a généralement besoin d’une grande quantité de CD4 
à la surface de la cellule cible pour pouvoir l’infecter. Les lymphocytes T CD4+ 

(également appelés lymphocytes auxiliaires) sont des cellules immunitaires qui, à la 
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suite de leur rencontre avec un antigène, vont s’activer, proliférer et produire des 

cytokines qui vont à leur tour activer les autres cellules immunitaires (55,56). En 
d’autres termes, les lymphocytes T CD4+ contrôlent et régulent la réponse 

immunitaire. Le VIH-1 peut infecter les lymphocytes T CD4+ activés (57). En revanche, 
les lymphocytes T CD4+ naïfs (avant la reconnaissance par un antigène) sont peu 

susceptibles à l’infection par le VIH-1 (58,59), tandis que les lymphocytes T CD4+ 
mémoires (spécifiques à l’antigène qu’ils ont rencontré) peuvent être infectés, mais 

dépendant de leur stade de différenciation, ont un environnement cellulaire peu 
propice à la transcription des gènes du VIH-1 (60–62), comme nous l’aborderons plus 
tard. À l’inverse, le virus capable d’infecter les macrophages est un virus M-tropique, 

caractérisé par la capacité d’infecter sa cellule cible y compris si le niveau de CD4 à 
sa surface est faible (63). Les macrophages sont des cellules impliquées dans la 

détection et la phagocytose. Nous aurons l’occasion d’y revenir plus tard, mais les 
macrophages sont une population très hétérogène, qui se reflète notamment dans 

leur morphologie (64,65). Ces cellules peuvent également présenter l’antigène aux 
lymphocytes T et amorcer la réaction inflammatoire en libérant de nombreuses 

cytokines (IL-1, IL-6, TNF-⍺) qui peuvent activer d’autres cellules immunitaires (66).  

 
Le tropisme peut également se référer à l’utilisation préférentielle d’un des deux 

corécepteurs (CCR5 ou CXCR4) (Figure 8).  Les souches dit de « tropisme R5 » 

utilisent le CCR5 pour entrer dans la cellule cible. Les virus responsables de la 

transmission virale, appelé virus T/F (Transmitted/Founder) ont un tropisme R5 

(67,68). Le corécepteur CCR5 est présent à surface des lymphocytes T CD4+ à des 
niveaux d’expression variable selon le stade de différenciation de la cellule. Les 

lymphocytes T CD4+ naïfs expriment très peu le CCR5, mais ce dernier est exprimé 
sur les lymphocytes T CD4+ activés ou mémoires. Plus précisément, le CCR5 est plus 
fortement exprimé dans les lymphocytes T CD4+ activés qui transitent vers un 

phénotype mémoire (69), ce sujet sera développé plus en détail par la suite. Le 
corécepteur CCR5 est également exprimé à la surface des macrophages, des cellules 

dendritiques et les cellules microgliales. 
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Les souches dites de « tropisme X4 » qui utilisent préférentiellement le corécepteur 

CXCR4 retrouvé sur les lymphocytes T CD4+ naïfs, peuvent émerger plus tard dans 
l’infection et sont souvent associés à une progression beaucoup plus rapide de la 

maladie (70). Ceci est aussi le cas des souches dites de tropisme R5/X4 (utilisant les 
deux corécepteurs). 

 
Figure 8 - Représentation graphique des différents tropismes du VIH-1. 
Les virus à tropisme R5 sont responsables de la transmission virale et persistent durant 
l’infection par le VIH-1. Ils infectent principalement les lymphocytes T CD4+ (T-tropique) 
ainsi que les macrophages (M-tropique) selon que ces virus ont la capacité d’infecter des 
cellules exprimant de haut niveau de CD4 (cellules T) ou de bas niveau de CD4 
(macrophages). Ces virus peuvent évoluer vers un tropisme double R5/X4 ou un tropisme 
X4. Le tropisme X4 peut apparaitre au cours des phases tardives de l’infection. 
Contrairement aux virus à tropisme R5, les virus à tropismes X4 peuvent infecter les 
cellules T CD4+ naïves qui expriment CXCR4. L’illustration a été réalisée à l’aide de 
BioRender.com et adaptée de Esté & Telenti, 2007 (54). 

 

1.8. Cycle de réplication du VIH-1 

 

Phase précoce du cycle de réplication virale 
 

Le cycle de réplication virale se déroule en plusieurs étapes (Figure 9). Dans un 

premier temps, le virus se fixe à la surface de la cellule cible grâce à l’interaction de 

la glycoprotéine virale gp120 avec le récepteur cellulaire CD4. L’attachement du virion 
à la cellule cible peut également être non spécifique, par exemple via une interaction 

avec l’intégrine ⍺4β7 des lymphocytes T CD4+ du tissus lymphoïde associé au tube 

digestif ou encore la lectine DC-SIGN des cellules dendritiques, qui favorise la 
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migration du virus vers les ganglions lymphatiques et l’interaction avec les 

lymphocytes T CD4+ présents (71–73). Comme décrit précédemment, la fixation avec 
le CD4 entraîne un changement conformationnel de la gp120, permettant l’exposition 

des sites de fixation aux CCR5 et/ou CXCR4. L’interaction de la gp120 avec l’un des 
corécepteurs induit à son tour un changement de conformation de la glycoprotéine 

transmembranaire gp41 permettant l’insertion du peptide de fusion dans la 
membrane de la cellule hôte, puis la fusion des membranes cellulaire et virale. Après 

l’entrée virale dans la cellule cible, la capside virale est libérée dans le cytoplasme où 
a lieu la décapsidation et la libération des deux molécules d’ARN, de la transcriptase 
inverse et de l’intégrase (74). Les molécules d’ARN viral simple brin sont alors rétro-

transcrites en ADN double brin grâce à l’action de la transcriptase inverse (75). Les 
protéines virales de la capside, de la matrice, de la nucléocapside, l’intégrase et Vpr 

ainsi que d’autres facteurs cellulaires restent associés à l’ADN viral bicaténaire, 
formant le complexe de pré-intégration (PIC) qui est adressé au noyau par 

l’intermédiaire des pores nucléaires (76). L’ADN viral est intégré dans l’ADN cellulaire 
grâce à l’action de l’intégrase, préférentiellement dans les régions actives de la 

chromatine, donnant naissance à un provirus. Le virus peut rester intégré pendant 
plusieurs années dans l’ADN hôte sous cette forme, l'activation de la transcription 

des gènes viraux étant souvent liée à l'état d'activation de la cellule hôte.  
 

La phase tardive du cycle de réplication virale 
 
Une fois l’ADN proviral transcrit, les différents ARN messagers viraux sont exportés 

dans le cytoplasme pour être traduits en protéines en utilisant les machineries 
transcriptionnelle et traductionnelle de la cellule hôte (ribosomes, ARNt…). Dans un 

premier temps, seuls les ARN messagers viraux multi-épissés codant pour les 
protéines régulatrices Tat et Rev, ainsi que pour la protéine accessoire Nef, sont 

exportés dans le cytoplasme, puis traduits en protéines (77). La transactivation au 
niveau de régions du LTR viral par la protéine Tat et de son cofacteur cellulaire P-

TEFb (transcription elongation factor  b) permet d’augmenter l’efficacité de la 

transcription virale, conduisant à la production des ARN non-épissés (c’est-à-dire 
l’ARN viral génomique et les ARN messagers codant pour Gag et Gag-Pol) et mono-

épissés (ARN messager codant pour les glycoprotéines virales/Vpu, Vpr et Vif) (78). 
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La protéine Rev participe au transport de ces ARN non-épissés/mono-épissés dans 

le cytoplasme. Dans le cytoplasme, la traduction des gènes gag et gag-pol conduit à 

la synthèse des deux précurseurs polyprotéiques Gag et Gag-Pol. À la suite de 
l’interaction des protéines Gag dans des régions riches en cholestérol de la 
membrane plasmique, les protéines néosynthétisées s’assemblent avec l’ARN viral 

pour éventuellement faire partie du processus de bourgeonnement viral. Le clivage 
de ces précurseurs polyprotéiques Gag, Gag-Pol par la protéase virale lors de la 

maturation de la particule virale donne alors naissance aux protéines de la matrice, 
de la capside, aux enzymes virales transcriptase inverse, intégrase et protéase, 

respectivement (79). D’autre part, le précurseur des glycoprotéines virales, gp160, est 
quant à lui traduit au niveau du réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi où il 

est glycosylé et clivé par l’endoprotéase cellulaire furine, pour donner les trimères 
d’hétérodimères gp120/gp41, associés de façon non covalente et qui seront 

enchâssés dans la membrane plasmique de la cellule infectée. Les glycoprotéines 
sont éventuellement incorporées lors du bourgeonnement viral à la membrane 

plasmique, et les virus sont relargués dans le milieu extracellulaire (80). La maturation 
des virions se poursuit après relargage pour donner naissance à des particules virales 

infectieuses.  
 

 



 34 

Figure 9 - Cycle de réplication du VIH-1. 
Après la fusion de l'enveloppe virale avec la membrane plasmique de la cellule cible, le 
génome viral et les enzymes sont libérés dans le cytoplasme. Les molécules d’ARN viral 
simple brin sont alors rétro-transcrites en ADN double brin grâce à l’action de la 
transcriptase inverse. L’ADN bicaténaire néosynthétisé est alors adressé au noyau, puis 
intégré dans l’ADN cellulaire grâce à l’action de l’intégrase, donnant naissance à un 
provirus. Une fois l’ADN proviral transcrit, les différents ARN messagers viraux sont 
exportés dans le cytoplasme pour être traduits en protéines en utilisant les machineries 
transcriptionnelle et traductionnelle de la cellule hôte. L'association de ces protéines 
virales et de l'ARN viral permet de former de nouvelles particules virales immatures qui 
bourgeonnent à la membrane plasmique puis sont relarguées dans le milieu 
extracellulaire. La maturation se poursuit après relargage pour donner naissance à des 
particules virales infectieuses. Chaque étape du cycle de réplicatif du VIH-1 peut-être la 
cible de molécules antivirales qui sont représentées dans un rectangle bleu. L’illustration 
a été réalisée à l’aide de BioRender.com. 

 

1.9. La thérapie antirétrovirale 

 
Généralités  
 
Bien que le VIH-1 a été découvert en 1981, il a fallu attendre 1987 pour que le premier 

agent antirétroviral (AZT, Zidovudine) soit approuvé par la Food and Drug 

Administration (FDA) (81). Aujourd’hui, il existe plus de 30 molécules antirétrovirales 

disponibles qui peuvent être divisées en 6 classes distinctes selon leur capacité à 

inhiber les différentes étapes du cycle de réplication du virus (Figure 9) : (1) les 

inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse, (2) les inhibiteurs non-
nucléosidiques de la transcriptase inverse, (3) les inhibiteurs d’intégrase, (4) les 

inhibiteurs de protéase, (5) les inhibiteurs de fusion, et (6) les antagonistes du 
corécepteur CCR5 (82). Plus tard dans cette section, nous allons nous concentrer sur 

ces deux dernières catégories d’inhibiteurs.  
 
L’utilisation d’un seul agent antiviral (la monothérapie) n’est pas efficace et est 

fréquemment associée à l’apparition de formes résistantes du virus (83). Ceci est dû 
à la haute capacité de la rétrotranscriptase virale à introduire des mutations dans 

l’ADN proviral, sur laquelle nous reviendrons plus tard. Ainsi, depuis 1997, la 
trithérapie antirétrovirale (également appelé HAART pour Highly Active AntiRetroviral 

Therapy) qui combine 3 agents antirétroviraux, est devenue la norme de soins utilisée 

contre l’infection par le VIH-1 (84). Bien que l’avènement de la trithérapie rétrovirale 

ait considérablement amélioré la qualité et la durée de vie des personnes vivants avec 
le VIH-1, elle est malgré tout associée à de nombreux inconvénients, notamment les 
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effets secondaires variés (85), mais également son coût élevé. De plus, ce traitement 

ne permet pas l’éradication du virus, car le VIH-1 établit des phases de latence en 
s’intégrant dans le génome de sa cellule hôte, comme nous allons le voir dans une 

des prochaines sections. Ainsi, l’arrêt de la prise des médicaments se traduit par un 
rebond de production virale après quelques semaines. 

 

Inhibiteurs d’attachement ou post-attachement à CD4 
 

Le développement d’inhibiteurs d’entrée du VIH-1 a été réalisé assez rapidement. Les 
premières tentatives se sont focalisées sur le développement de molécules de CD4 

recombinantes solubles (sCD4). Il s’agit de molécules délétées des domaines 
intracellulaire et cytoplasmique du CD4 mais qui maintiennent leur capacité à lier la 

gp120 (86). Ces molécules ont été très efficaces in vitro mais elles n’ont pas donné 

de résultats convaincants en clinique (87). D’autres molécules, de nature non 
peptidique, ont également été développées pour inhiber l’interaction CD4/gp120. Les 
inhibiteurs Temsavir (BMS-626529) et sa prodrogue Fostemsavir sont des molécules 

qui se lient au niveau du domaine externe de la gp120 et empêchent l’interaction 
Env/CD4 (88). De plus, ils stabilisent également la glycoprotéine dans une 

conformation « fermée » qui est préférentiellement ciblée par plusieurs anticorps 
largement neutralisants (bNAbs).  D’autres stratégies, ciblant le CD4 à la place de la 

gp120, ont également été développées. L’anticorps Ibalizumab est un anticorps 
monoclonal humanisé IgG4 dirigé contre le second domaine extracellulaire du CD4 

(89). Bien que certains virus aient développé une résistance à cette drogue, 
l’Ibalizumab est approuvé par la FDA depuis 2018 et est utilisé en association avec 

d’autres médicaments antirétroviraux.   
 

Inhibiteurs d’attachement à CCR5 
 
Le rôle majeur du CCR5 dans la pathogénèse du VIH-1 a été mis en évidence par la 

présence d’une délétion de 32 paires de bases dans le gène codant pour CCR5 
(CCR5Δ32) chez certains patients (90). Cette délétion induit un codon stop prématuré 

amenant éventuellement à une protéine tronquée et la rétention de la protéine mutée 
dans le réticulum endoplasmique. La protéine n’est ainsi pas exprimée à la surface 
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cellulaire (91). Les personnes homozygotes pour la délétion (1% de la population 

caucasienne) possèdent une forte résistance naturelle au VIH-1 tandis que les 
personnes hétérozygotes pour cette délétion (10-15% de la population caucasienne) 

progressent beaucoup moins rapidement vers le stade SIDA (92). Cette découverte a 
évidemment amené de nombreuses équipes à développer des approches pour 

contrer l’interaction de la gp120 avec le CCR5.  
 

Plusieurs inhibiteurs allostériques, des molécules non peptidiques de faible poids 
moléculaire, ont été développés (TAK779, Aplaviroc, Vicriviroc, Maraviroc) parmi ces 
approches. Parmi toutes les molécules, le Maraviroc est le seul antagoniste de CCR5 

actuellement utilisé pour le traitement du VIH-1 (44). Il est utilisé en thérapie chez des 
patients infectés par des souches uniquement à tropisme R5. Le Maraviroc est un 

inhibiteur qui interagit dans une cavité au sein des 7 domaines transmembranaires de 
CCR5, le stabilisant dans une conformation inactive. Sous cette forme, l’affinité du 

CCR5 pour la gp120 est fortement diminuée. Toutefois, des souches R5 résistantes 
au Maraviroc sont apparues à la suite du traitement (93). Cette résistance peut être 

liée à la capacité du virus à se lier à des conformations du CCR5 auxquelles le 
Maraviroc ne peut se fixer.  

 

Inhibiteurs d’attachement à CXCR4 
 

Plusieurs inhibiteurs dirigés contre CXCR4 ont également été découverts, tels que 
AMD3100, AMD070 ou AMD3465 (94–96). Cependant, ces inhibiteurs entrainent une 

forte toxicité et peuvent présenter une activité antivirale faible in vitro, si bien qu’aucun 

inhibiteur de CXCR4 n’a encore été approuvé par la FDA pour inhiber l’infection par 
le VIH-1 (97). 

 

1.10. Pathogénèse du VIH-1 

 
Il existe trois modes de transmission du VIH : par voie sexuelle (la plus fréquente, elle 

représente 80% des nouvelles infections dans le monde), par voie sanguine et enfin 
par transmission mère-enfant (materno-foetale, périnatale ou par allaitement) dont 

l’incidence a fortement diminué ces dernières années (98). À la suite de la 
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contamination, l’infection par le VIH évolue selon trois phases distinctes (Figure 10). 

Le suivi des marqueurs virologiques et immunitaires permet de définir le stade de 
l’infection.  

 
La primo-infection survient directement après la transmission du virus et s’étale sur 

une période de 2 à quelques semaines (99,100). Cette phase peut être 
asymptomatique ou engendrer des signes cliniques de type syndrome grippal ou 

mononucléosique. Après une courte période (7 à 10 jours) durant laquelle le virus 
reste indétectable dans le plasma (on parle de phase d’éclipse), un pic de virémie dû 

à une réplication très intense du virus est détecté, entraînant une diminution rapide 
mais transitoire des lymphocytes T CD4+ (101). Le virus se dissémine alors dans les 

organes lymphoïdes secondaires (ganglions lymphatiques, rate, tissus lymphoïdes 
associés à la muqueuse intestinale). En réponse à la dissémination virale, se met 
progressivement en place une réponse immunitaire (lymphocytes T CD4+ et CD8+ et 

anticorps neutralisants) entrainant une diminution de la charge virale. Au cours de 
cette phase, le risque de transmission du virus est particulièrement élevé, du fait de 

l’importante virémie.  
 

À environ 2 à 3 mois post-infection, la phase asymptomatique ou phase chronique se 
met en place avec une stabilisation de la charge virale plasmatique à un niveau plus 

ou moins élevé. Il s’agit d’une période longue (entre 5 à 10 ans) au cours de laquelle 
la réplication continue du virus contribue à diminuer de façon constante le taux de 

lymphocytes T CD4+ dans le sang (102).  
 

L’accélération de la déplétion des lymphocytes T CD4+ annonce la phase SIDA ou 
phase symptomatique (103). A ce stade, l’épuisement du système immunitaire ne 

permet plus la régénération des lymphocytes T CD4+ et une augmentation de la 
virémie survient. L’effondrement des défenses immunitaires (le nombre de 

lymphocytes T CD4+ descend sous le seuil de 200 cellules/mm3) favorise l’apparition 
de maladies opportunistes pouvant entrainer, en absence de traitement, le décès du 

patient. 
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Figure 10 - Marqueurs de la progression de l’infection du VIH-1. 
La progression de l’infection est caractérisée par trois phases. Dans la phase aiguë (ou 
primo-infection), la charge virale augmente rapidement puis chute grâce au 
développement de la réponse immune spécifique, notamment T cytotoxique. Dans la 
phase de latence clinique (ou phase asymptomatique), la charge virale, le niveau 
d’anticorps et le nombre de cellules CD8+ restent relativement constants, contrairement 
au nombre de cellules CD4+ qui diminue progressivement. Lorsque la phase SIDA est 
atteinte, le nombre de cellules CD4+ est très faible, les niveaux d’anticorps et de cellules 
CD8+ chutent tandis que la charge virale augmente. L’effondrement des défenses 
immunitaires favorise l’apparition de maladies opportunistes pouvant éventuellement 
entrainer le décès du patient. L’illustration a été réalisée à l’aide de BioRender.com et a 
été adaptée de Grossman et al., 2006 (102). 

 

Certains individus, appelés contrôleurs élites (ECs, elite controllers), sont 

naturellement capable de combattre l’infection par le VIH-1. Ces individus possèdent 
une charge virale indétectable (ARN VIH < 50 copies/mL) en absence de thérapies 

antirétrovirales. Ces individus ne progressent pas vers le stade SIDA et maintiennent 
leur seuil de lymphocytes T CD4+ à un niveau plus ou moins constant (104). Certains 

ECs peuvent contrôler l’infection sans aucun traitement pendant de très nombreuses 
années.  
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2. Réponse immunitaire à l’infection 
 

2.1. Réponse intrinsèque  

 
À la suite de l’infection par le VIH-1, les cellules de l’hôte vont rapidement se mettre 

à exprimer (ou expriment déjà) des molécules, appelées facteurs de restriction, qui 
inhibent la réplication du virus à diverses étapes du cycle réplicatif (105). Ils 

fournissent une ligne de défense initiale contre l’infection, précédant souvent les 
réponses antivirales innées. Il existe de nombreux facteurs de restriction différents, 

ainsi, dans cette section, nous allons nous concentrer sur certains facteurs parmi les 

plus caractérisés (Figure 11).  

 
Les protéines APOBEC3F/G (Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic 

polypeptide-like 3) catalysent la désamination des désoxynucléotides cytosine (C) en 

uracile (U). Elles s’associent aux protéines virales et à l’ARN entrainant leur 
encapsidation dans les virions naissants (106). Dans les cellules nouvellement 

infectées, APOBEC3F/G induit des hypermutations au niveau de l’ADN proviral, ce 
qui affecte son intégrité génétique (107,108). Les protéines APOBEC3F/G inhibent 

également la synthèse de l’ADNc viral en empêchant la translocation de la 
transcriptase inverse le long de l'ARN viral (109).  

 
La protéine SAMHD1 (Sterile Alpha Motif and Histidine Aspartate domain-containing 

protein 1) est une protéine qui favorise la diminution des niveaux de désoxynucléotide 

triphosphate (dNTPs) dans les cellules ce qui inhibe la rétrotranscription de l’ARN viral 
en ADNc. Elle joue un rôle important dans la résistance relative des cellules myéloides 

à l’infection par le VIH-1 (110), toutefois, son rôle dans les lymphocytes T CD4+ est 

plus nuancé. En effet, à la suite de l’activation de ces cellules, SAMHD1 est 
phosphorylée et perd son activité antivirale. La phosphorylation de SAMHD1 peut être 

augmentée par les cytokines régulant la prolifération homéostatique des lymphocytes 
T CD4+, telles que l’IL-2, l’IL-7 ou encore l’IL-15 (111,112). Ainsi, la quantité de dNTPs 

disponible dans les lymphocytes T CD4+ activés est largement suffisante pour assurer 
la rétrotranscription. La protéine SAMHD1, sous une forme non phosphorylée, 
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participe en revanche à l’inhibition de la réplication du VIH-1 dans les lymphocytes T 

CD4+ au repos (113). Il a également été montré que SAMHD1 supprime les réponses 
immunitaires innées aux infections virales en inhibant l’activation du facteur nucléaire 

κB (NF-κB) et l’induction de l’interféron de type I (IFN-I) (114).  
 

La protéine BST-2 (Bone marrow stromal cell antigen 2 ) est une protéine membranaire 
induite par l’IFN-I qui inhibe la libération des particules virales du VIH-1 à partir des 

cellules infectées (115,116). Les virions sont retenus à la surface des cellules, puis 
sont internalisés et dégradés dans les lysosomes cellulaires. La protéine BST-2 

exerce une activité antirétrovirale contre une variété de virus enveloppés (117–119).  
 

Les protéines IFITM 1 à 3 (Interferon-induced transmembrane protein) sont des 

protéines transmembranaires qui se colocalisent (en particulier IFITM3) avec les 
protéines structurelles des virions en développement, ce qui entraine leur 

incorporation dans les particules virales naissantes lors du processus de 
bourgeonnement (120). Cette incorporation entraine une diminution de l’infectiosité 

des particules virales naissantes selon un mécanisme qui n’est pas encore totalement 
défini. Une étude a montré que les interactions entre IFITM3 et Env inhibaient le 

clivage protéolytique du précurseur des glycoprotéines virales gp160, entrainant une 
diminution de la quantité de gp120/gp41 (121), mais ce résultat doit être nuancé car 
d’autres études n’ont pas observé de changement dans le niveau d’incorporation des 

glycoprotéines virales dû aux IFITMs (122).  
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Figure 11 - Mode d’action des facteurs de restriction BST-2, SAMHD1, APOBEC3F/G 
et IFITMs. 
(1) La protéine BST-2 (Tetherin) inhibe la libération des particules virales à partir des 
cellules infectées et entraine leur internalisation et dégradation. Son action est contrée par 
la protéine Vpu. (2) SAMHD1 hydrolyse les désoxynucléotides triphosphates (dNTPs) en 
désoxynucléosides (dNs) et en triphosphate inorganique (iPPP). Ce mécanisme favorise 
la diminution des niveaux en dNTPs dans les cellules ce qui inhibe la synthèse de l’ADNc 
viral. Son action entraine également une diminution de la synthèse d’interféron (IFN) et 
inhibe l’activation de NF-κB. (3) Les protéines IFITMs sont incorporées dans les particules 
virales naissantes lors du processus de bourgeonnement ce qui entraine une diminution 
de leur infectiosité. (4) APOBEC3F/G catalyse la désamination des désoxynucléotides 
cytosine (dC) en uracile (dU). Ce phénomène induit des hypermutations au niveau de 
l’ADN proviral. APOBEC3F/G inhibe également la synthèse de l’ADNc viral. Son action est 
contrée par la protéine Vif.  L’illustration a été réalisée à l’aide de BioRender.com et a été 
adaptée de Colomer-Lluch et al., 2018 (123).  

 

2.2. Réponse innée 

 
L’identification de pathogènes par les cellules de l’immunité innée se fait par des 

récepteurs (appelés PRRs pour Pattern Recognition Receptor), qui ont la capacité à 

reconnaitre des motifs moléculaires caractéristiques des micro-organismes (appelés 
PAMPs pour Pathogen Associated Molecular Patterns). Parmi les PRRs, on retrouve 

les récepteurs de type Toll (TLR), les récepteurs de type NOD (NLR), les récepteurs 

de lectines de type C (CLR), les récepteurs de type RIG-I (RLR), ou encore les 
capteurs d’ADN cytosolique (124,125). La famille des récepteurs de type Toll (TLR) 
joue un rôle important dans la reconnaissance des structures moléculaires du VIH-1 

par diverses cellules du système immunitaire suite à l’infection (126). Le premier lien 
entre le VIH-1 et les PRRs a été établi en 2004, dans une étude montrant que l’ARN 

simple brin riche en guanine-uridine du VIH-1 peut-être reconnu par TLR7/8 et 
stimuler les cellules dendritiques et les macrophages à sécréter de l’interféron alpha 

(IFN-⍺) et d’autres cytokines pro-inflammatoires (127). La production de ces cytokines 

va jouer un rôle dans l’activation de la réponse immunitaire et l’arrêt de la réplication 

virale, cependant il est plausible que l'intensité et l'ampleur de cette cascade puissent 
également contribuer en partie à l'immunopathologie associée à la maladie précoce 

du VIH-1.  
 

Au cours de l’infection par le VIH-1, les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC), 
qui expriment une vaste gamme de PRRs, jouent un rôle dans l’activation de la 
réponse immunitaire (128,129). En effet, ces cellules sont les principales cellules 
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productrices d’IFN-I dans la réponse immunitaire (130). En réponse à l’infection par 

le VIH-1, l’IFN-I est rapidement sécrété et va se lier à son récepteur à la surface de la 
cellule cible. L’engagement avec le récepteur aboutit à une cascade de signalisation 

(de type JAK-STAT) qui permettra l’induction de différents facteurs de restriction 
(APOBEC3G, IFITMs, BST-2, SAMHD1, TRIM5⍺…) (131). Cependant, bien que 

plusieurs études aient montré l’importance de l’IFN-I dans le contrôle de la charge 

virale et la limite de la transmission (132), une réponse soutenue à l’IFN-I peut devenir 
néfaste, car elle contribue à augmenter la réponse inflammatoire et la diminution du 
nombre de lymphocytes T CD4+ (133).  

 
Le système du complément est également un effecteur principal de l’immunité innée. 

Il se compose d’environ 30 protéines solubles et peut être activé par trois voies 

distinctes : la voie classique, la voie des lectines, et la voie alternative (134) (Figure 

12). La voie classique est celle sur laquelle nous allons nous focaliser dans cette 

section. Les composants de cette voie sont désignés par un C et un numéro. Cette 
voie peut être activée par l’intermédiaire d’un complexe anticorps/antigène se fixant 
sur le complexe C1. Cette interaction va activer certaines sous-unités du complexe, 

menant au clivage des composants C2 et C4 en deux fragments chacun : les 
fragments C4a et C2b, qui seront libérés dans l’environnement et les fragments C4b 

et C2a. Ces derniers vont s’associer pour former la C3 convertase classique 
(C4bC2a), une enzyme qui clive le composant C3 en C3a et C3b (135,136). Toutes les 

voies du complément finissent par mener à la formation d’une C3 convertase (Figure 

12). Par la suite, le fragment C3a est libéré dans l’environnement tandis que le 

fragment C3b s’associe avec C4b et C2a pour former la C5 convertase (C4bC2aC3b), 
une enzyme qui clive le composant C5 en C5a et C5b (135,136). Cette étape marque 

la fin de la cascade du complément spécifique à la voie classique. La seconde partie 
de la cascade du complément, qui sera abordée plus en détail dans le chapitre 

suivant, permet la formation du complexe d’attaque membranaire (MAC), le produit 
final des trois voies d’activation du complément. Le MAC forme un pore lytique dans 

la membrane de la cellule infectée ou du virion, détruisant l’intégrité de la membrane 
et entrainant la lyse de la cellule ou de l’agent pathogène étranger.  
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Le rôle du complément dans la pathogénèse du VIH-1 a de multiples facettes. 

L’activation de la voie classique par des anticorps spécifiques anti-VIH-1 se produit 
lors de leur liaison aux particules virales entrainant la lyse des virions (137). Cette lyse 

peut se développer rapidement au cours de l’infection et est notamment efficace au 
cours de la phase aiguë (138). De plus, les glycoprotéines de surface du VIH-1, gp41 

et gp120, améliorent encore plus l'activation du complément médiée par les 
anticorps, car ces glycoprotéines peuvent lier directement des composantes du 

complément (139,140). Cependant, il a également été montré que le complément peut 
améliorer la réplication virale. En effet, le dépôt de produits d’activation du 
complément (tels que le fragment C3 ou C5a) sur les virions du VIH-1 facilite 

l’interaction avec les monocytes/macrophages ou les cellules dendritiques qui 
expriment des récepteurs du complément à leur surface (141,142). De plus, le VIH-1 

en circulation échappe souvent à la lyse médiée par le complément en partie dû à des 
régulateurs de l’activation de complément de l’hôte qui sont détourné par le virus à 

son avantage, comme nous allons l’aborder plus loin.  

 
 
Figure 12 - Mode d’action du complément. 
Le système de complément peut être activé par trois voies distinctes : la voie classique, 
la voie des lectines, et la voie alternative. (1) La voie classique est activée par la molécule 
C1 qui interagit avec un complexe antigène/anticorps ou directement avec l’agent 
pathogène. (2) La voie des lectines est indépendante des anticorps. Elle est activée 
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lorsque la lectine liant le mannose (MBL, mannose-binding lectin) se lie aux molécules de 
mannose sur les parois cellulaires bactériennes, fongiques ou des virus. (3) La voie 
alternative est activée lorsque les composantes des surfaces des cellules microbiennes 
clivent de petites quantités de C3. Les 3 voies d'activation convergent en une voie finale 
commune, qui passe par une cascade d’activation impliquant notamment la convertase 
C3 clivant C3 en C3a et C3b ainsi que la convertase C5 clivant C5 en C5a et C5b. Cette 
cascade d’activation entraine l’opsonisation de l’agent pathogène, le recrutement des 
cellules immunitaires innées ainsi que la formation du complexe d’attaque membranaire 
(MAC) ce qui aboutit à la lyse de l’agent pathogène.  L’illustration a été réalisée à l’aide de 
BioRender.com. 

 

2.3. Réponse cellulaire 

 
Les lymphocytes T CD8+ (ou lymphocytes T cytotoxiques) jouent un rôle au cours de 
l’infection par le VIH-1. Au cours de la phase aiguë ils vont rapidement progresser en 

nombre, permettant de contrôler la réplication virale, du moins pendant un certain 
temps (143). La lyse des cellules infectées par les lymphocytes T CD8+ est 

principalement médiée par la perforine, une protéine qui entraine la formation de 
pores dans la membrane de la cellule infectée, et les granzymes, des protéases à 

sérine, capables de pénétrer par les pores afin d’induire l’apoptose (144) (Figure 13). 

Cependant une minorité de lymphocytes T CD8+ utilisent une voie alternative où le 

ligand Fas exprimé sur les lymphocytes T CD8+ activés par l’antigène déclenche 
l’apoptose dans les cellules cibles qui expriment le récepteur Fas (145). Les 

lymphocytes T CD8+ spécifiques du VIH-1 produisent également des chimiokines qui 

peuvent inhiber la réplication du VIH-1, comme MIP-1alpha (MIP-1⍺), MIP-1beta 

(MIP-1β) et RANTES, par concurrence ou régulation à la baisse du CCR5 (146).  
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Figure 13 - Mode d’action des lymphocytes T CD8+ au cours d’une infection par le 
VIH-1. 
(1) Les lymphocytes T CD8+ initient l'apoptose par la sécrétion de perforines et de 
granzymes, deux types de protéines cytotoxiques. Les perforines sont des protéines 
cytolytiques qui forment des pores dans la membrane cellulaire des cellules ciblées. Les 
lymphocytes T CD8+ utilisent ces pores pour diriger la libération de granzymes, une classe 
de protéases sérine qui entraine l’apoptose. (2) Les lymphocytes T CD8+ peuvent 
également induire l'apoptose par le biais d'interactions ligand Fas-Fas. Chaque fois que 
le ligand Fas (FasL) se lie au récepteur Fas sur les cellules ciblées, une série de molécules 
de signalisation initie l'apoptose. (3) Les lymphocytes T CD8+ peuvent libérer des 
chimiokines affectant la réplication virale. L’illustration a été réalisée à l’aide de 
BioRender.com et a été adaptée de Perdomo-Celis et al., 2019  (147). 

 

Les cellules tueuses naturelles (NK pour Natural Killer) peuvent être considérées 

comme une composante à l’interface des immunités innée et adaptative. 
Contrairement aux lymphocytes T CD8+, les cellules NK sont des lymphocytes 

granulaires qui n’expriment pas de récepteur spécifique à l’antigène. Leur cytotoxicité 
est activée dès lors que la cible n’exprime pas de molécules complémentaires aux 
récepteurs KIR (Killer-cell immunoglobulin-like receptors) (148). Les récepteurs KIR 

interagissent avec les molécules CMH-I (Complexe Majeur d’Histocompatibilité de 

classe I), et peuvent faire la distinction entre les variantes alléliques du CMH-I, ce qui 
leur permet de détecter les cellules infectées par un virus qui a développé des 

stratégies pour réguler le CMH-I à la baisse afin d’échapper aux lymphocytes T CD8+. 
Au cours d’une infection par le VIH-1, les cellules NK interviennent de différentes 

façons. Notamment, les cellules NK peuvent être activées par des stimuli dépendants 
des anticorps et entrainer la cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des 

anticorps (ADCC pour antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) sur les cellules 
infectées (149). Les cellules NK peuvent également provoquer la lyse des cellules 

infectées à l’aide de granules cytolytiques composées de perforine et granzyme, 
comme mentionné plus haut (150). Il a également été montré que les cellules NK 

produisent de grandes quantités de β-chimokines (CCL3, CCL4 et CCL5) qui sont des 
ligands naturels pour le CCR5, inhibant ainsi l’entrée virale (151). 

 

2.4. Réponse humorale 

 
À la suite de l’infection par le VIH-1, une réponse humorale est rapidement mise en 

place (152). Dans un premier temps, il y a une réponse spécifique non neutralisante: 
les anticorps dirigés contre la gp41 apparaissent en premier (13 jours en moyenne, 
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suite à l’infection), suivi d’anticorps dirigés contre la gp120 (27 jours en moyenne, 

suite à l’infection) (153). Bien que ces anticorps apparaissent très tôt, ils ne possèdent 
aucun pouvoir de neutralisation (154). Cependant, ces anticorps peuvent contribuer 

à l’activité antivirale via le récepteur au fragment constant Fc des anticorps et 
entrainer l’activation du complément ou encore l’ADCC que nous avons mentionné 

précédemment (155).  
 

Dans un second temps, environ 3 mois après la séroconversion, une réponse 
autologue neutralisante se met en place chez la majorité des individus infectés par le 
VIH-1 (156). Ces anticorps ont un spectre d’activité neutralisante relativement étroit : 

ils sont généralement dirigés contre le variant autologue responsable de l’infection et 
ne neutralisent peu ou pas les souches hétérologues (157). Ces anticorps ciblent des 

régions hautement variables des glycoprotéines de l’enveloppe (principalement au 
niveau des boucles V1/V2 et de la boucle V3), ce qui explique leur spécificité étroite 

(158–160). Ils ne protègent pas contre la progression vers le stade SIDA mais exercent 
une pression de sélection aboutissant à l’échappement rapide du virus (161,162), que 

nous aborderons dans la section qui suit.  
 

Enfin, environ 10 à 25% des individus infectés développent des anticorps largement 
neutralisants (bNAbs, broadly neutralizing antibodies), également appelés anticorps à 

large spectre, après plusieurs années d’infection. Ces anticorps ciblent des épitopes 

très conservés et sont capables de neutraliser une grande variété de souches du VIH-

1 (163) (Tableau 2). L’apparition tardive de ces anticorps suggère qu’une stimulation 

prolongée par les antigènes viraux est nécessaire pour leur développement (153). En 
outre, plusieurs études ont montré que la détection des anticorps largement 

neutralisants était souvent associée à une virémie élevée, ce qui suggère qu’une forte 
réplication du virus est nécessaire pour favoriser leur apparition (164,165). De plus, il 
a également été montré que les co-infections ou surinfections favorisent la production 

de ces anticorps, notamment lorsque les souches impactées sont de sous-types 
différents (166,167). Les anticorps largement neutralisants peuvent être classés en 

deux catégories : les anticorps de première génération (avant 2009) et les anticorps 

de nouvelle génération (Tableau 2). En effet, les données collectées ont permis 
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d’identifier qu’une petite fraction des individus infectés développant des anticorps 

largement neutralisants (environ 1%), appelés neutralisateurs élites, développent des 
anticorps capables de neutraliser la très grande majorité des virus circulants et avec 

des titres encore plus élevés (168,169). La découverte de ces sujets neutralisateurs 
élites, associée au développement des nouvelles technologies, a ainsi permis 

l’isolation d’une nouvelle génération d’anticorps monoclonaux neutralisants, 
beaucoup plus puissants et avec un spectre d’activité plus large (170–172). Dans 

notre étude, nous avons utilisé l’anticorps PGT121, un puissant anticorps de 
deuxième génération, qui cible la région V3 de la gp120 (173).  
 
Tableau 2 - Récapitulatif des anticorps largement neutralisants existants ainsi que la région de 

leurs épitopes dans les glycoprotéines virales. 

 Boucle V1/V2 Boucle V3 Site de liaison 
au CD4 

Interface 
gp120/gp41 

MPER 

 
1ère 

génération 
d’anticorps 
largement 

neutralisants 
 

 447-52D 
2G12 

b12  2F5 
4E10 

Z13E1 

Nouvelle 
génération 
d’anticorps 
largement 

neutralisants 

PG9 
PG16 

PGT141-145 
CH01-04 

PGDM1400 
CAP256-
VRC26.25 

VRC38 
PCT64 

PGT121 
PGT126 
PGT128 
PGT135 
10-1074 

PCDN-33A 
PGDM12 
PGDM21 
VRC29.03 
BF520.1 
VRC41 
BG18 
DH270 

VRC01 
3BNC117 

PGV04 
8ANC131 

CH103 
CH235 

N6 
IOMA 
N49 

PGT151-158 
8ANC195 

35022 
N123-

VRC34.01 
ACS202 

10E6 
DH511 
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3. Mécanismes d’évasion à la réponse immunitaire 
 

3.1. Les protéines accessoires  

 
Le VIH-1 s’est adapté à la réponse immunitaire décrite précédemment et possède 

plusieurs protéines accessoires qui lui permettent de contrer cette réponse.  
 

La protéine virale Vif (23 kDa) est exprimée tard dans le cycle de réplication virale. Elle 
joue un rôle important dans l’infection puisque son absence altère la réplication virale 

dans des modèles d’infection in vivo (174). Vif a pour fonction de contrer le facteur de 

restriction APOBEC3G et agit à la fois en altérant la traduction de l’ARNm 
d’APOBEC3G, mais également en accélérant sa dégradation post-traductionnelle par 

le protéasome, diminuant son incorporation dans la particule virale (175). La protéine 
Vif a également d’autres fonctions plus secondaires comme l’arrêt du cycle cellulaire 

en phase G2/M (176) ou encore l’inhibition de l’interféron (177).  
 
La protéine virale Vpu (16 kDa) est produite à partir d’un ARNm bicistronique codant 

également pour Env. Elle a pour fonction principale de contrer le facteur de restriction 
BST-2. Au cours de l’infection, BST-2 est intercepté par Vpu dans le système 

vésiculaire, ce qui entraine sa séquestration dans les endosomes puis sa dégradation 
(178). Vpu peut également interagir directement avec BST-2 à la surface cellulaire 

pour empêcher son incorporation dans les virions bourgeonnants. Elle participe 
également à l’augmentation de l’infectivité des virions par la dégradation du récepteur 

CD4 (179). La protéine Vpu possède également d’autres fonctions secondaires. Par 
exemple, elle est capable de contrer les réponses antivirales sollicitées par NF-κB 

(180), de contribuer à l’évasion de la réponse immunitaire adaptative en diminuant les 
ligands de récepteurs activateurs des cellules NK (NTB-A) et des cellules T CD8+ 

(HLA-C) (181,182), ou encore de bloquer la transmigration lymphocytaire vers les 
tissus, notamment en ciblant le récepteur CCR7 (183).  

 
La protéine Nef (27 kDa) est produite précocement dans le cycle de réplication virale. 

Conjointement avec Vpu, la protéine virale Nef diminue le niveau de CD4 à la surface 
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des cellules infectées (l’effet médié par Nef est plus drastique que l’effet médié par 

Vpu) (179). La diminution rapide et constante de l’expression de CD4 à la surface 
cellulaire permet de limiter la surinfection des cellules et contribue ainsi à l’évasion 

immunitaire du virus, notamment en protégeant les cellules infectées de l’ADCC (dû 
aux changements conformationnels affectant la fixation des anticorps) (184). Elle 

permet également une régulation négative des facteurs de restriction SERINC3 et 
SERINC5 afin d’améliorer l’infectivité virale (185). La protéine Nef induit également la 

diminution de l’expression du CMH-I (types HLA-A et HLA-B) à la surface des cellules 
infectées, ce qui permet de protéger ces cellules de la réponse des lymphocytes T 
CD8+ (186). De plus, Nef perturbe également la présentation antigénique médiée par 

le CMH-II par une double stratégie qui comprend une réduction des niveaux de 

surface cellulaire des molécules CMH-II matures chargées de peptides et une 
régulation à la hausse des molécules CMH-II immatures (187).  

 
Le rôle de la protéine Vpr (14 kDa) est beaucoup moins défini. Cependant, sa 

présence améliore la réplication du VIH-1 dans les macrophages primaires et les 
cellules dendritiques par des mécanismes qui ne sont pas totalement élucidés, mais 

qui inclut une réduction de l’induction de l’IFN et une augmentation du niveau 
d’expression d’Env (188,189). De plus, la protéine Vpr est également responsable de 

l’arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M (190). 
 

3.2. La diversité génétique 

 

Comme décrit précédemment, la diversité génétique du VIH-1 est illustrée par les 
nombreux sous-types ou formes recombinantes qui circulent à l’échelle mondiale. 

Cependant, on retrouve aussi cette diversité génétique au sein d’un individu infecté 
étant donné la présence du grand nombre de variants du virus : en effet, pour désigner 
la population virale au sein d’un individu infecté, on utilise le terme de quasi-espèce 

virale. Cette diversité génétique s’explique par des phénomènes liés à l’hôte, mais 

également par des propriétés intrinsèques au VIH-1 (Figure 14).  
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Les phénomènes liés à l’hôte se traduisent essentiellement par la très forte sélection 

exercée par le système immunitaire tel que mentionné brièvement plus haut. En effet, 
la région codante env est particulièrement variable, et comme nous l’avons vu, les 

glycoprotéines d’enveloppe sont la cible des anticorps neutralisants générés par le 
système immunitaire en réponse à l’infection. Ainsi, sous la pression de sélection par 

les anticorps neutralisants, les virus qui possèdent des mutations leur conférant une 
résistance aux anticorps vont émerger (156).  

 
À cela, s’ajoute des propriétés intrinsèques au virus. La transcriptase inverse du VIH-

1 étant dépourvue d’activité correctrice 3’-5’ exonucléase, son taux d’erreur est très 
important entrainant un taux de mutation élevé (191). De plus, des recombinaisons 

peuvent se produire à la suite de la co-infection d’une même cellule par deux virus 
génétiquement distincts (192). Enfin, le taux de réplication du VIH-1 est très élevé : la 

production de nouvelles particules virales peut aller jusqu’à 109 virus par jour et par 
individu (193). Ces paramètres combinés génèrent une grande variabilité génétique.  
 

 
Figure 14 - Les différents mécanismes de diversité du VIH-1. 
La diversité génétique du VIH-1 est le résultat de plusieurs facteurs : un taux de mutation 
élevé introduit par la transcriptase inverse, des recombinaisons lors d’une co-infection 
d’une même cellule par deux virus génétiquement distincts, et un taux de réplication du 
virus très élevé. A ceci, s’ajoute la pression de sélection exercée par la réponse 
immunitaire, qui favorise l’émergence de variants résistants aux anticorps. L’illustration a 
été réalisée à l’aide de BioRender.com. 

 

3.3. Incorporation de protéines de l’hôte dans l’enveloppe virale 

 
Généralités 
 
Au cours du processus de bourgeonnement, le VIH-1 détourne de nombreuses 

protéines de l’hôte présentes à la surface de la cellule afin de les incorporer dans son 
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enveloppe ; ceci est souvent fait dans l’optique de contrer la réponse immunitaire. Ici, 

nous allons passer en revue certaines de ces protéines les plus importantes.  
 

L’incorporation des molécules du CMH-I et du CMH-II dans l’enveloppe virale est bien 
établie. Le niveau des molécules de CMH retrouvé sur les virions peut varier en 

fonction du type de cellule infectée, de la souche virale, et de la variabilité des 
donneurs mais étonnamment la quantité de molécules de CMH est plus élevée que 

celle des glycoprotéines virales. La présence des molécules du CMH accentuent 
l’infectivité du virus, notamment en améliorant la liaison avec CD4 (194).  
 

Le VIH-1 incorpore également les molécules d’adhésion intercellulaire (ICAM, 
Intercellular Adhesion Molecule) dans son enveloppe virale, notamment ICAM-1 (195). 

ICAM-1 est le ligand apparenté de LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen 1). 

L’interaction ICAM-1 et LFA-1 est importante dans l’activation des lymphocytes T, 

leur migration et, dans le contexte d’une infection par le VIH-1, lors de la formation de 
syncytia. Ce phénomène cytopathique se caractérise par de multiples fusions 

cellulaires qui conduit à la formation d’une cellule multinucléée géante qui libère de 
très nombreux virions suite à sa lyse (196). L’incorporation des ICAMs dans 

l’enveloppe virale favorise les interactions avec LFA-1, et donc l’infection. 
 
Le VIH-1 incorpore également dans son enveloppe de nombreuses protéines 

activatrices ou régulatrices du système du complément : CD46, CD55 et CD59 

(Figure 12) (197,198). Ces protéines permettent aux virions d’être protégés de la lyse 

médiée par le complément. En effet, CD46 agit comme un inactivateur de C3b et C4b 
(199), tandis que CD55 prévient la formation des C3 et C5 convertases (200). Mais 

dans le contexte de notre étude, nous allons particulièrement nous intéresser à la 
protéine CD59, également appelé MAC-Inhibitory Protein ou protectin, qui comme 

son nom l’indique, contrôle la formation du complexe d’attaque membranaire (MAC).   

 

La protéine CD59 
 

CD59 (cluster de différenciation 59) est une protéine ancrée au GPI 
(glycophosphatidylinositol) d’approximativement 20 kDa, qui est présente à la surface 
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d’une grande variété de cellules (leucocytes, érythrocytes, cellules épithéliales et 

endothéliales…). Elle contient huit sites potentiels d’O-glycosylation et un site de N-
glycosylation dont le rôle est controversé (201). En effet, des études suggèrent que 

l’élimination ou la modification des N-glycanes élimine ses propriétés inhibitrices du 
complément (202,203), tandis que d’autres études ont montré l’inverse (204). CD59 

est le principal inhibiteur du MAC chez l’humain et peut également influencer la 
capacité de la prolifération des lymphocytes T et leur capacité à produire des 

cytokines (205).  
 
Le MAC est un assemblage multimoléculaire composé de plusieurs protéines du 

complément (C5 à C9) (206). Au cours de la cascade d’activation du complément, la 

protéine C5b (illustrée dans la précédente Figure 12) va former un complexe avec les 

protéines C6 et C7. À la suite de la formation du complexe C5b-C7, un site de liaison 
est exposé sur C7, ce qui permet au MAC en cours de formation de lier les 

membranes cellulaires. Par la suite, C8 ainsi que plusieurs protéines C9 sont 
incorporées dans le complexe ce qui permet la formation d’un pore fonctionnel à 

travers la bicouche permettant l’assemblage complet du MAC et la lyse cellulaire. La 
protéine CD59 empêche la lyse en se liant aux protéines C8 ou C9, interférant ainsi 

avec l’assemblage final du MAC (Figure 15).  

 

 
Figure 15 - Formation du MAC et mode d’action de CD59. 
Le complexe d’attaque membranaire (MAC) est constitué de plusieurs protéines du 
complément (C5 à C9). Au stade d’assemblage C5b-7, un site de liaison est exposé sur 
C7 ce qui permet au MAC en croissance de lier les membranes cellulaires. La liaison de 
C8 permet la création du complexe C5b-C8 au niveau de la membrane cellulaire. Par la 
suite, plusieurs protéines C9 sont incorporées au complexe, ce qui va entrainer la 
formation d’un pore fonctionnel à travers la membrane cellulaire. Le complexe C5b-C9 
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constitue la forme finale et fonctionnelle du MAC. La protéine CD59 interfère avec 
l’assemblage final du MAC en interagissant avec C8 (au niveau de sa sous-unité a) et les 
protéines C9 (au niveau du fragment C9b) ce qui perturbe leur incorporation au complexe 
C5b-7. L’illustration a été réalisée à l’aide de BioRender.com et a été adaptée de 
Doorduijn et al., 2020  (207). 

 

Dans le contexte d’une infection par le VIH-1, il a été clairement montré que le virus 
incorpore et détourne la protéine CD59 pour se protéger de la lyse médiée par le 

complément dépendante des anticorps (ADCML) (198). De même, la présence de 
CD59 protège également les cellules infectées de l’ADCML en présence de sérum de 

patients infectés par le VIH-1 (208). De plus, il a également été montré que le blocage 
de la fonction biologique de CD59 restaure la sensibilité des virions et des cellules 

infectées à l’ADCML, que ce soit par des anticorps non-neutralisants ou neutralisants 
(209,210), confirmant le rôle important du détournement de CD59 dans les 

mécanismes d’évasion de la réponse immunitaire mis en place par le virus. 
 

3.4. L’établissement de la latence 

 

Comme nous l’avons annoncé précédemment, la thérapie antirétrovirale ne permet 
pas d’éliminer complètement le virus. En effet, au cours de son cycle de réplication 

virale, le VIH-1 établit des phases de latence, ce qui correspond à un état d’infection 
réversible où les cellules infectées contiennent de l’ADN proviral intégré mais ne 

produisent pas de particules virales. Ainsi, ces cellules ne peuvent pas être détectées 
par le système immunitaire et survivent à la thérapie antirétrovirale. Tout arrêt du 

traitement entraine donc un rebond de la charge virale plasmatique quelques 
semaines suivant l’interruption.  

 
La latence s’établit très tôt au cours de l’infection par le VIH-1. En effet, l’initiation de 

la thérapie antirétrovirale dans les 10 jours qui suivent l’infection n’est pas suffisante 
pour empêcher l’établissement des réservoirs (211,212). La latence peut s’établir 

selon deux modalités différentes. La première, dite latence pré-intégrative, survient 
avant l’intégration de l’ADN viral dans le génome de la cellule hôte. Elle est surtout 

présente dans les cellules T CD4+ naïves, mais son impact dans la persistance à long 
terme du virus est mineur (213). La deuxième, dite latence post-intégrative, est plus 
importante et survient lorsque l’expression des gènes viraux est réprimée après 
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l’intégration de l’ADN viral dans le génome de la cellule hôte. Une fois la latence 

établie, des mécanismes assurant le maintien de celle-ci vont entrer en jeu. Ces 
mécanismes reposent essentiellement sur l’organisation de la chromatine. Ainsi, 

l’hétérochromatine, qui est une forme compacte et condensée, empêche les facteurs 
transcriptionnels d’accéder à l’ADN du promoteur pour initier la transcription des 

gènes, contrairement à l’euchromatine, qui est une forme plus relâchée (214). Le 
passage d’une forme à l’autre est assuré par des modifications épigénétiques. Par 

exemple, la forme compacte est associée à plusieurs modifications (acétylation, 
méthylation, phosphorylation, ubiquitinylation, ou sumoylation) des histones (histones 
H3 et H4) (215). La latence peut également être maintenue à l’aide de mécanismes 

non-épigénétiques : par exemple, la séquestration dans le cytoplasme de facteurs de 
transcription inductibles tel que le facteur P-TEFb (216).  

 
Le réservoir latent est le principal obstacle à l’éradication du VIH-1. Plusieurs facteurs 

biologiques influencent la persistance de ces cellules, tel que leur localisation 
anatomique, leur susceptibilité à l’infection et leur état d’activation, ainsi que leur 

durée de vie. Ces points font l’objet d’une première partie dans une revue de 
littérature présentée dans le chapitre suivant.  

 
Les microARN (miARN) jouent également un rôle dans la persistance du VIH-1. Ces 

ARN non codants, d’une vingtaine de nucléotides, contrôlent l’expression génique au 
niveau post-transcriptionnel via un mécanisme très similaire à l’interférence par l’ARN. 

Dans la deuxième partie du prochain chapitre, nous reviendrons plus en détail sur la 
biogénèse et le fonctionnement des miARN. De plus, nous proposerons une synthèse 

de la littérature concernant le rôle des miARN dans l’infection par le VIH-1. Dans ce 
contexte, nous discuterons de plusieurs miARN et de leur implication dans les 

différentes étapes du cycle de réplication du VIH-1, allant de l’entrée virale à la 
traduction des gènes du virus. Nous aborderons également plusieurs exemples de 
miARN qui favorisent le maintien de la latence dans les lymphocytes T CD4+ ou les 

monocytes/macrophages. Enfin, nous aborderons dans une dernière section quelles 
seraient les stratégies thérapeutiques basées sur les miARN qui pourraient être mises 

en place afin de contrer l’établissement d’une infection latente.  
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4. Latence virale et rôle des miARN dans l’infection par 
le VIH-1 (revue de littérature) 

 

 

Contexte : Cette section correspond à une revue de littérature intitulée « Des petits 

ARN qui voient grand : les microARN et la persistance du VIH-1 » par Nicolas Bellini, 
Robert Lodge et Éric A. Cohen.  

 

Statut de la revue : Cette revue a été publiée dans la revue Virologie, Volume 26, 

numéro 1 (Janvier-Février 2022).  
 

Contribution détaillée de chacun des auteurs : Ma contribution personnelle à cette 

revue est de 70%. J’ai participé tout d’abord à la structure de la revue. J’ai rédigé les 

premières versions des sections suivantes de la revue : « introduction », « les 
réservoirs et la latence virale », « les miARN : un rôle dans l’établissement de la 

latence virale dans - les lymphocytes T CD4+ », « - dans les 
macrophages/monocytes », « les miARN pour maintenir ou contrer la latence » ainsi 

que « conclusion ». Enfin, j’ai réalisé l’intégralité des figures illustrant la revue.  
Robert Lodge a participé à la structure de la revue et à l’écriture des sections 

suivantes : « les miARN et leur rôle dans l’infection par le VIH-1 » ainsi que « l’entrée, 
une étape du cycle viral modulée par les miARN ». Il a contribué à la révision des 

textes et des figures. 
Éric A. Cohen a participé à la structure de la revue ainsi qu’à la complétion, correction 

et relecture de l’ensemble de la revue.  
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Résumé : La thérapie antirétrovirale (TAR) inhibe la réplication du VIH-1 mais n’est 

pas curative. Pendant la TAR, le génome intégré du VIH-1 persiste principalement 

dans les lymphocytes T mémoires CD4+ ainsi que dans d’autres cellules immunitaires, 
notamment les cellules myéloïdes comme les macrophages. La majorité de ces 

cellules ne produisent pas de particules virales infectieuses et constituent le réservoir 
latent. D’importants progrès ont été réalisés dans l’identification des facteurs qui 

contribuent à l’établissement et au maintien du réservoir latent qui demeure le 
principal obstacle à l’éradication du VIH-1. Dans cette revue, nous mettrons en relief 

le rôle des microARN dans le développement des réservoirs viraux vu que ceux-ci 
sont d’importants modulateurs de l’expression génique, ciblant des facteurs de 

transcription ainsi que d’autres effecteurs nécessaires à l’infection productive du VIH-
1. Certains microARN ciblent même directement les transcrits viraux. Nous 
soulignerons les grandes questions en suspens sur la participation active des 

microARN de l’hôte aux mécanismes de persistance virale et notamment ceux 
régissant la latence virale. Finalement, compte tenu des stratégies actuelles qui ne 

permettent toujours pas de réduire efficacement les réservoirs viraux, les perspectives 
quant à l’utilisation des microARN comme approche pour contrer la persistance des 

réservoirs latents seront discutées. 
 

4.1. Introduction 

 

Le développement de la thérapie antirétrovirale (TAR) combinée pour la suppression 
de la réplication du virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) représente 

une avancée remarquable de la médecine moderne. Bien que ces traitements 
améliorent la santé et prolongent la vie des personnes vivant avec le VIH-1, la TAR 

n’est pas curative. L’incapacité des traitements actuels d’éradiquer l’infection découle 
des propriétés du virus à persister dans plusieurs types de cellules et tissus (217). À 

l’arrêt des traitements, la virémie rebondit rapidement, entraînant une morbidité et une 
mortalité accélérées soulignant la nécessité d’un traitement continu durant la vie de 

la personne infectée. Un des modes de persistance est celui établi dans les 
lymphocytes T CD4+ mémoires qui hébergent des formes intégrées latentes du 
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génome viral qui sont compétentes pour la réplication virale. Sous cette forme, le virus 

n’est pas affecté par les médicaments antirétroviraux ou les réponses immunitaires, 
formant ainsi un réservoir latent (218). Toutefois, si la cellule hôte est activée par un 

stimulus d’activation, la latence peut être inversée et la cellule peut commencer à 
produire de nouvelles particules virales infectieuses se traduisant par un rebond de la 

virémie en cas d’interruption du traitement (218,219). Bien que les lymphocytes T 
CD4+ mémoires représentent le réservoir latent du VIH-1 le mieux caractérisé, de plus 

en plus de données suggèrent que d’autres cellules à longue durée de vie comme 
certains types de macrophages tissulaires favorisent la persistance virale et 
contribuent au rebond de virémie lors d’une interruption de traitement (220).  Il est 

donc impératif de mieux comprendre les mécanismes permettant l’établissement de 
ces réservoirs et notamment les facteurs de l’hôte qui régissent la susceptibilité de 

ces cellules à l’infection et la latence virale. L’identification et la caractérisation du rôle 
de ces facteurs cellulaires dans la persistance virale sont des prérequis nécessaires 

afin d’informer et guider le développement d’approches thérapeutiques destinées à 
éliminer ou du moins contrôler les réservoirs viraux qui persistent en présence de 

TAR. 
 

Dans cette revue, nous ferons une synthèse des progrès récents dans l’étude des 
mécanismes permettant l’établissement et la persistance des réservoirs viraux dans 

les lymphocytes T mémoires et les macrophages en mettant en relief le rôle des 
microARN (miARN) codés par ces cellules dans ces processus. Nous noterons 

également les propriétés de régulation de l’expression génique des miARN qui 
demeurent peu définis et soulignerons les questions qui sont toujours en suspens. 

Finalement, nous mettrons en avant comment l’étude et l’utilisation de ces miARN 
pourraient mener à de nouvelles approches innovantes pour contrer l’établissement 

et la persistance de ces réservoirs viraux. 
 

4.2. Les réservoirs et la latence virale 

 

Le VIH-1 est un rétrovirus appartenant au genre des lentivirus. Les rétrovirus ont la 
particularité de convertir leur information génétique sous forme de deux molécules 
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d’ARN simple brin en un ADN proviral double brin à travers un processus de 

transcription inverse (221). Par ailleurs, leur cycle d’infection productif passe par 
l’intégration de l’ADN proviral dans le génome de la cellule hôte par l’action de 

l’intégrase virale (222). La latence virale est la capacité d’un virus pathogène de 
persister à l’état dormant dans une cellule hôte, c’est-à-dire sans production de 

nouveaux virions. La latence du VIH-1 peut-être sous deux formes. La première, dite 
latence pré-intégrative, survient avant l’intégration de l’ADN dans le génome de la 

cellule hôte ; cependant sa contribution à la persistance virale est très minoritaire. Au 
contraire, la latence post-intégrative représente le mécanisme majoritaire qui 
contribue à la persistance du VIH-1. La suppression de la transcription du VIH-1 

contribue fortement à l’établissement et au maintien de la latence post-intégrative. 
Parmi les facteurs qui modulent cette transcription, citons d’abord l’organisation de 

la chromatine dont un état compact par l’introduction de modifications épigénétiques, 
inhibe la transcription des gènes (223). En effet, l’initiation de la transcription des 

gènes viraux nécessite un accès au promoteur viral par des régulateurs 
transcriptionnels cellulaires clés, tels que NF-κB (Nuclear Factor kappa-B) ou 

NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells) (224). Le VIH-1 code également le 

transactivateur Tat (Trans-Activator of Transcription), qui interagit avec plusieurs 

facteurs d’élongation transcriptionnelle cellulaires, incluant pTEFb (Positive 

Transcription Elongation Factor b), afin de stimuler la transcription des gènes viraux 

(225). L’établissement d’une infection latente par le VIH-1 dans une population 

cellulaire contribue à la formation du réservoir viral (Figure 16).  
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Figure 16 - Le réservoir latent du VIH-1 est présent dans de nombreux tissus et types 
cellulaires. 
(A) Les lymphocytes T CD4+ trouvés entre autres dans le sang périphérique sont la 
principale source du réservoir du VIH-1. Les tissus lymphoïdes, comme le tissu lymphoïde 
associé à l’intestin (GALT), ainsi que le système nerveux central (SNC), dû à la présence 
de cellules myéloïdes à durée de vie très longue (microglies et macrophages), agissent 
aussi comme réservoirs viraux. De plus, des tissus tels que les reins, les poumons, le tissu 
adipeux, le tractus génital, peuvent également contenir des cellules hébergeant un 
provirus latent. (B) Les tissus qui agissent comme réservoirs contiennent des cellules qui 
peuvent héberger des virus latents : majoritairement des lymphocytes T CD4+ (sang et 
tissus lymphoïdes), mais aussi les macrophages (poumons, cerveau, tractus génital). Ces 
nombreuses cellules aux propriétés uniques contribuent à la persistance du VIH-1 en 
présence de TAR.  

 
L’un des réservoirs principaux du VIH-1 se trouve dans les lymphocytes T 

CD4+ mémoires, principalement les cellules mémoires centrales et mémoires 
transitionnelles (219). De plus, les lymphocytes mémoires T CD4+ CCR6+ (C-C motif 

Chemokine Receptor 6) contiennent de fortes quantités de virus intégrés par rapport 

aux lymphocytes mémoires T CD4+ CCR6- (226). Ces cellules, ayant la capacité de 
migrer vers les ganglions et l’intestin, pourraient contribuer à l’infection et à la 

persistance du VIH-1 dans ces sites privilégiés. Bien que l’on ne sache toujours pas 
précisément comment le virus établit une latence dans les lymphocytes T CD4+, l’une 

des hypothèses actuelles postule que l’infection latente découlerait de l’infection de 
lymphocytes T CD4+ activés (214). L’infection entraînerait dans la majorité des cas 

une mort cellulaire rapide suite aux effets cytopathiques du virus, mais une minorité 
d’entre elles pourraient survivre et revenir vers un état mémoire au repos. Le résultat 

serait une forme silencieuse du génome viral dans une cellule à longue durée de vie 

(Figure 17A). Plus récemment, Shan et al. ont avancé une autre hypothèse suggérant 

que la latence découlerait de l’infection de lymphocytes T CD4+ dans un délai très 
bref suite à leur activation (69). Ces cellules seraient caractérisées par une expression 

accrue du corécepteur CCR5 (C-C motif Chemokine Receptor 5) facilitant l’entrée du 

virus, et dans un même temps, un environnement peu propice à l’expression des 

gènes du VIH-1, favorisant une infection latente (Figure 17B). Une dernière hypothèse 

serait l’infection directe des lymphocytes T CD4+ au repos, malgré leur incapacité à 
produire des particules infectieuses due à la présence de nombreux facteurs de 

restriction qui bloquent des étapes précises du cycle de réplication virale (213) (Figure 

17C). 
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Figure 17 - Établissement d’une infection latente dans les lymphocytes T CD4+. 
(A) Les lymphocytes T CD4+ au repos sont peu sensibles à l’infection par le VIH-1 dû à de 
nombreux facteurs de restriction. Cependant, à la suite d’une activation, les cellules 
deviennent particulièrement susceptibles à l’infection. À la suite de cette infection, la 
majorité des cellules T CD4+ vont être détruites, dû en partie aux effets cytopathiques du 
virus. Cependant, certaines cellules survivent et reviennent à un état de repos. Le résultat 
est une forme silencieuse du génome viral dans une cellule à longue durée de vie. (B) 
L’expression du corécepteur CCR5 varie entre les différents états des lymphocytes T 
CD4+ à la suite de leur activation. Ainsi, il existe une population de cellules dans un état 
de « transition » (ni activée, ni mémoire) qui expriment fortement le CCR5, mais qui 
présentent un environnement peu favorable à l’expression des gènes du VIH-1 : ceci 
favorise une infection latente. (C) L’infection directe des cellules au repos peut se faire de 
différentes façons : (a) par contact cellule-cellule avec des lymphocytes T CD4+ activés et 
infectés, (b) par une infection directe du virus « libre », (c) par contact cellule-cellule avec 
des cellules présentatrices d’antigène qui ont internalisé le virus.  

 
Bien que le réservoir viral dans les lymphocytes T CD4+ soit le plus étudié, la 

comparaison des séquences entre virus latents dans les lymphocytes et les virus 
nouvellement produits suite à l’interruption de la TAR suggère très fortement 

l’existence d’un réservoir viral dans d’autres types cellulaires (227). Compte tenu de 
leur durée de vie pouvant s’échelonner de mois à des années, de leur capacité unique 

à résister aux effets cytopathiques du VIH-1 et à la destruction induite par les 
lymphocytes T CD8+ et les cellules NK (Natural Killer) (228), les macrophages seraient 

également un réservoir viral pendant le traitement antirétroviral (229) (Figure 16B). 

Cependant, les macrophages dérivés de monocytes ainsi que les autres 

macrophages spécialisés de différents tissus du corps (intestin, cerveau, foie, urètre, 



 61 

ganglions lymphatiques) varient dans leur permissivité au virus, à la fois selon leur 

origine, leurs particularités environnementales et leur état d’activation (230–232). Par 
exemple, lors de la différenciation des monocytes en macrophages, ces cellules 

deviennent plus susceptibles à l’infection par le VIH-1 et contribueraient ainsi à la 
propagation du virus (233) ; cependant leur existence est relativement courte. En 

revanche, certaines populations de macrophages tissulaires spécialisés se 
renouvellent et ont une longue durée de vie (232). Quoique certains macrophages 

tissulaires sont résistants au VIH-1 (par exemple, les macrophages du tissu lymphoïde 
intestinal (GALT, Gut-Associated Lymphoid Tissue)) (234), les macrophages 

alvéolaires du poumon sont permissifs à l’infection (235). De plus, l’ARN du VIH-1 est 
présent dans les macrophages du vagin (230) et récemment, une étude a mis en 

évidence la présence de provirus intégrés dans les macrophages urétraux, indiquant 
un réservoir potentiel dans ces tissus (236). Le système nerveux central (SNC) est 

également un réservoir tissulaire important. Le VIH-1 atteint le SNC dès la primo-
infection grâce au passage de cellules infectées à travers la barrière hémato-

encéphalique. Dans le SNC, le VIH-1 persiste dans les macrophages résidents 

comme les cellules microgliales et les macrophages périvasculaires (237) (Figure 

16B). 

 

Il est difficile de mesurer précisément le réservoir du VIH-1 car il n’existe pas de 
marqueur cellulaire qui distingue les cellules infectées latentes des cellules non 

infectées, d’autant plus que le nombre de cellules infectées latentes est très faible : 
la fréquence des cellules latentes compétentes pour la réplication est estimée à 

environ 0,1-10 unités infectieuses par millions de lymphocytes T CD4+ au repos chez 
la plupart des personnes sous TAR (238,239). L’une des stratégies les plus étudiées 

ces dernières années pour réduire le réservoir est connue sous le nom « réactivation 
et élimination (shock and kill) » et propose dans un premier temps de réactiver le 

réservoir viral à l’aide de molécules inversant la latence dans le but d’exprimer des 
antigènes viraux. Par exemple, l’utilisation d’inhibiteurs de l’histone désacétylase 

(HDAC) perturbe l’activité désacétylase à proximité du LTR (Long Terminal Repeat) du 

VIH-1, favorisant l’expression des gènes viraux (240). Les agonistes de la protéine 
kinase C (PKC), quant à eux, stimulent la voie NF-κB ainsi que l’expression des gènes 
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du VIH-1 (241). Dans un deuxième temps, cette stratégie propose de stimuler le 

système immunitaire pour induire la clairance des cellules réactivées, le tout en 
présence de TAR pour limiter l’infection subséquente de cellules susceptibles au VIH-

1 (242). Cependant, malgré des résultats prometteurs in vitro, cette stratégie n’a pour 
le moment pas pu réduire efficacement le réservoir chez les individus infectés dans le 

cadre d’essais cliniques (243). Une réactivation virale inefficace ainsi qu’une 
résistance des cellules latentes aux effets cytotoxiques des lymphocytes T 

CD8+ expliquent entre autres ces résultats in vivo (244). Ceci confirme la nécessité de 

développer de nouvelles approches alternatives, dont fait partie la stratégie « bloquer 
et verrouiller (block and lock) ». En effet, contrairement à la stratégie décrite 

précédemment, celle-ci consisterait à induire une latence profonde de façon 

permanente en ciblant différents facteurs transcriptionnels (245). Dans cette stratégie, 
l’utilisation des miARN peut être envisagée afin de maintenir le VIH-1 dans une latence 

profonde. 
 

4.3. Les miARN et leur rôle dans l’infection par le VIH-1 

 

Les miARN sont de petits ARN régulateurs d’environs 20-22 nucléotides dont 
l’appariement à un ARN messager (ARNm) cible conduit à une répression de la 

traduction ou à sa dégradation (246) (Figure 18). Jusqu’à 60 % des gènes humains 

seraient régulés par les miARN (247), qui ciblent à la fois plusieurs fonctions cellulaires 

et familles de gènes. C’est le cas, par exemple, de la condensation de la chromatine, 
des mécanismes épigénétiques (248) et de la réponse immunitaire (249), tous 
pertinents dans l’établissement et le maintien de la latence virale. En effet, ces petits 

ARN régulateurs sont impliqués dans l’hématopoïèse des lignées lymphoïdes et 
myéloïdes, dans leur différenciation ainsi que dans leur activation (250,251). D’autre 

part, la modulation de la réponse immunitaire innée implique de nombreux miARN : 
par exemple, les miARN-146 et miARN-155 sont parmi les premiers miARN identifiés 

à la suite d’une stimulation par les récepteurs de type Toll (Toll-Like Receptors, TLRs) 

ou des cytokines pro-inflammatoires (252). Cependant l’expression de plusieurs 
miARN est contrôlée par de puissantes voies activatrices immunitaires, telle que la 
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voie NF-κB et les conséquences de cette activation ont un lien direct avec la réponse 

antivirale cellulaire (253). 
 

 
Figure 18 - Biogenèse des miARN. 
Les miARN sont transcrits par une ARN polymérase de type II/III sous la forme de longs 
précurseurs tige-boucle appelés miARN primaires (pri-miARN). La première étape de 
maturation se déroule au sein du noyau où le pri-miARN est pris en charge par 
l’endoribonucléase de type III Drosha et son cofacteur DGCR8 (DiGeorge syndrome 
Critical Region gene 8). Un clivage permet de libérer le précurseur de miARN (pré-miARN), 
d’environ 60 à 70 nucléotides, caractérisé par la présence d’une structure en tigeboucle 
et d’une extrémité protubérante en 3’. Par la suite, les pré-miARN sont transportés de 
manière active depuis le noyau vers le cytosol par l’Exportine 5. Le pré-miARN est alors 
clivé par un complexe enzymatique comprenant un membre de la famille de la 
ribonuclease III Dicer et TRBP (TAR-RNA Binding Protein). Dicer reconnaît et clive l’ARN 
double-brin proche de la structure boucle du pré-miARN, ce qui libère un miARN mature, 
aux extrémités 3’ cohésives, appelé « duplex miARN/miARN* », avec un brin guide et un 
brin passager. Le complexe multiprotéique RISC (RNA-Induced Silencing Complex), 
composé principalement d’une des quatre protéines Argonaute présente chez l’humain, 
va sélectionner un brin du duplex (le brin guide), et dégrader le brin opposé (le brin 
passager). Finalement, le miARN sélectionné va servir de guide pour cibler un ARNm. 
Deux voies de suppression sont alors possibles, soit un clivage de l’ARNm cible si la 
complémentarité avec le miARN est parfaite, soit une répression de la traduction, associée 
éventuellement à une dégradation de l’ARNm, dans le cas où la complémentarité entre 
miARN et ARNm est imparfaite. 

 
Le rôle régulateur des miARN dans les processus cellulaires a un impact sur la 

réplication des virus, ceux-ci étant reconnus pour détourner les machineries 
cellulaires à leur profit. Par exemple, le miARN-122 se lie à la région 5’ du génome du 

virus de l’hépatite C (VHC), favorisant sa réplication virale (254). Des essais pré-
cliniques montrent que l’inhibition de ce miARN entraîne une forte diminution de la 

réplication du VHC (255). Il n’est donc pas surprenant que la réplication du VIH soit 
également affectée par les miARN, d’autant plus que les cellules ont élaboré des 
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réponses antivirales, parmi lesquelles les miARN jouent un rôle effecteur important 

(Figure 19). Ainsi, certains miARN semblent avantager la réplication du VIH-1, 

notamment en ciblant des facteurs qui restreignent la réplication virale. Par exemple, 

le miARN-148, en ciblant les ARNm du HLA-C (Human Leukocyte Antigen-C), 

diminuerait l’expression de cette molécule et un polymorphisme du HLA-C 
empêchant cette interaction est associé à un contrôle de la virémie chez l’hôte 

infecté (256). Les miARN-181 (257) et miARN-124a (258) ciblent SAMHD1 (SAM and 
HD Domain containing deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase 1) et p21, 

respectivement, qui sont des régulateurs des niveaux de déoxynucléosides 

triphosphates cellulaires et ainsi des inhibiteurs de la transcription inverse (Figure 19). 

Le miARN-34a cible l’expression de TASK (TWIK-related Acid Sensitive 

K+ channel), un constituant de canaux potassiques qui inhibe la protéine virale Vpu 

(Viral protein U) (258). Enfin, dans certains cas, le VIH-1 induit des miARN qui 

compromettent la réponse immunitaire : la protéine virale Vpu induit l’expression des 
miARN-34c, -93, -381 et -500a qui réduisent les peroxisomes cellulaires, des 

plateformes de signalisation de la réponse immunitaire innée (259). Ces effets 
favorisent une meilleure réplication virale. D’autres miARN induits par le VIH-1 sont 

associés à sa pathogenèse, par exemple lors de maladies neurocognitives, mais leurs 
mécanismes d’action ne sont pas bien définis (260). 

 
Jusqu’à maintenant, la grande majorité des miARN identifiés comme étant impliqués 

dans la réplication du VIH-1 le sont du fait de leur effet antiviral. D’abord, plusieurs de 
ces miARN sont liés à la modulation de la réponse immunitaire innée. Parmi ceux-ci, 

notons les miARN-29, -125b, -149 et -223 (250). Il est remarquable que le miARN-29 
cible directement l’ARN du VIH-1, possiblement au niveau des régions codantes (par 

exemple, pour nef (negative regulatory factor) (261)), quoique tous ciblent l’ARN viral 

au niveau du LTR (262) (Figure 19). Une autre catégorie de miARN antiviraux est les 

modulateurs de facteurs cellulaires nécessaires à l’achèvement du cycle viral (les 
HDFs, HIV-Dependency Factors). On y retrouve le miARN-155, qui, comme nous 

allons l’aborder dans la section suivante, se trouve à être un modulateur important de 

la latence virale dans les lymphocytes et les macrophages. 
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4.4. Rôle des miARN dans l’établissement de la latence (cellules T CD4+)                     

 
Au-delà de leurs rôles au cours de l’infection par le VIH1, les miARN interviennent 

aussi dans l’établissement de la latence virale (263). Comme décrit précédemment, 
les lymphocytes T CD4+ au repos ne produisent pas de particules virales infectieuses 

; cependant l’ADN proviral peut être retrouvé dans ces cellules, suggérant la présence 
d’un réservoir latent. Les mécanismes menant à cette latence ne sont pas totalement 

compris mais les miARN cellulaires, en inhibant la réplication du virus, sont impliqués 
dans ce phénomène. Parmi eux, le miARN-155 joue un rôle central dans 

l’établissement de la latence du VIH-1. Notamment, ce miARN cible le facteur 
TRIM32 (Tripartite Motif containing 32), une ubiquitine ligase E3 qui active NF-κB 

favorisant ainsi la transcription du VIH-1 dans le modèle lymphocytaire de latence 

post-intégration J-lat (264) (Figure 19). Lorsque les niveaux de TRIM32 sont réduits, 

une réactivation plus faible du virus latent a été observée et inversement, lorsque 
TRIM32 est surexprimé, une activation virale accrue est détectée. 

 
En plus du miARN-155, d’autres miARN ont également un rôle dans la latence du VIH-

1, en modulant des facteurs cellulaires dans les lymphocytes T CD4+ au repos et 
activés. En effet, la cycline T1, qui a un rôle important dans la transactivation induite 

par Tat, est augmentée lors de l’activation des lymphocytes T CD4+. Cette 
augmentation est due à une diminution du miARN-27b dans les cellules 

activées (265). Les miARN peuvent également inhiber fortement la production du VIH-
1 en réprimant l’expression des gènes du virus. Par exemple, un groupe de miARN 

comprenant les miARN-28, -125b, -150, -223 et -382 sont considérablement enrichis 
dans les lymphocytes T CD4+ au repos (par rapport aux cellules activées) (266). Ces 

miARN ciblent l’extrémité 3’ de l’ARN du VIH-1 (3’UTR, la région non traduite 
commune à tous les ARNm du VIH-1) empêchant ainsi la traduction des gènes du 

VIH-1 et la production de nouvelles particules infectieuses. L’utilisation d’inhibiteurs 
spécifiques de ces miARN augmente la production virale dans les lymphocytes T 

CD4+ au repos, illustrant le rôle de ces miARN dans le maintien de la latence dans ces 
cellules (266). 
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Finalement, quelques miARN ont un effet positif sur la réplication du VIH-1 dans les 

lymphocytes T CD4+. Ainsi, Chiang et al. ont rapporté que le miARN-132 réactive le 

VIH-1 latent et augmente la réplication du virus dans les lymphocytes (267). Il est 
possible que cette hausse de la réplication virale soit due à la réduction du régulateur 
transcriptionnel MeCP2 (Methyl-CpG-binding protein 2), mais le lien définitif reste à 

établir (268). Enfin, les miARN-34a, -182 et -217 inhibent l’expression de la Sirtuine 1 

(SIRT1), une déacétylase, qui aboutit à une activité accrue de NF-κB favorisant la 

réplication du VIH-1 (269–271) (Figure 19). 

 

4.5. Rôle des miARN dans l’établissement de la latence 

(macrophages/monocytes) 

 

Le réservoir viral latent dans les macrophages/monocytes est moins caractérisé que 
celui des lymphocytes T CD4+ (229), bien qu’il existe plusieurs indications que les 

miARN jouent un rôle dans son établissement. Par exemple, dans les macrophages 
activés, le miARN-155 cible les ARNm de plusieurs protéines cellulaires impliquées 

dans la biogenèse et le transport nucléaire du complexe de pré-intégration : ADAM10 
(A Disintegrin And Metalloprotease domain 10), TNPO3 (Transportin 3), Nup153 

(Nucleoporin 153) et LEDGF/p75 (Lens Epithelium-Derived Growth Factor). Ces 

protéines sont nécessaires à l’intégration de l’ADN proviral dans le génome de 

l’hôte (272) (Figure 19). 

 

Bien que les monocytes puissent être infectés par le VIH1, ils sont réfractaires à sa 
réplication (229). En effet, cette restriction peut être surmontée au cours de la 

différenciation en macrophages (MDMs, Monocyte-Derived Macrophages) (273) ou 
en cellules dendritiques (MDDCs, Monocyte-Derived Dendritic Cells) (274). Dans ce 

sens, Shen et al. ont montré que l’expression de Pur-a (Purine-Rich single stranded 

DNA-binding protein alpha) une protéine de liaison à l’ADN et à l’ARN, connue pour 

favoriser la transactivation induite par Tat, est altérée dans les monocytes. L’étude en 
question montre que son 3’UTR est la cible d’un groupe de miARN (incluant les 

miARN-15a/b, -16, -20a, -93 et -106b) qui sont augmentés dans les monocytes par 
rapport aux MDDCs. Les monocytes traités avec des inhibiteurs (antagomirs) de ces 
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miARN sont plus susceptibles à l’infection, tandis que les MDDCs traités avec les 

analogues de ces miARN sont plus résistantes à l’infection par le VIH-1 (275). De plus, 
Wang et al. ont montré que les monocytes expriment des niveaux élevés des miARN-

28, -125b, -150, -223 et -382, qui correspondent aux miARN qui inhibent la réplication 
du VIH-1 dans les lymphocytes T CD4+ au repos décrits précédemment. La 

diminution de ces miARN dans les monocytes a amélioré l’infection par le VIH-1, 
suggérant que ces miARN participent à la non-permissivité des monocytes à 

l’infection productive par le VIH-1 (262). 
 

S’il est donc désormais fort probable que les miARN ont un rôle dans l’établissement 
de la latence du VIH-1 (par exemple par l’intermédiaire de la suppression de facteurs 

de transcription) et dans le maintien de la latence du VIH-1 (par exemple en ciblant 
directement les ARN viraux), très peu d’études comparatives du profil global 

d’expression des miARN entre cellules infectées et cellules latentes ont jusqu’ici été 
réalisées quel que soit le type cellulaire. Dans ce sens, Yang et al. ont montré une 

régulation différente de plusieurs miARN impliqués dans la signalisation cellulaire, 

l’apoptose et la réorganisation du cytosquelette (210). Cependant, cette étude porte 
sur une lignée cellulaire de type lymphocytaire modélisant la latence du VIH-1, en 

raison de la difficulté d’obtenir un modèle de latence de lymphocytes T 
CD4+ primaires. Des études plus approfondies basées sur des cellules primaires T 
CD4+ issues d’un réservoir de patient sous TAR, par exemple, ou des MDMs sont 

donc nécessaires. L’utilisation de vecteurs lentiviraux bi-cistroniques développés 
récemment afin de permettre la séparation de cellules infectées productivement de 

cellules infectées de manière latente serait dans ce sens utile pour répondre à cette 
question dans un contexte plus physiologique (276). 

 

4.6. L’entrée, une étape du cycle viral modulée par les miARN 

 
Bien que la latence du VIH-1 soit une caractéristique intimement liée à l’établissement 

du réservoir viral, il demeure que cibler d’autres étapes du cycle d’infection peut avoir 
des conséquences directes sur la constitution du réservoir, son importance et ses 

attributs. Par exemple, intervenir au niveau des premières étapes du cycle viral, c’est-
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à-dire au point de la reconnaissance par le virus de ses récepteurs CD4 et CCR5 ou 

CXCR4 (C-X-C motif Chemokine Receptor 4) à la surface cellulaire limiterait 

l’implantation de nouveaux réservoirs dans des tissus connexes susceptibles, à la 
suite d’une réactivation virale. Cette stratégie est validée par la reconstitution d’un 
système immunitaire chez un individu infecté composé de cellules n’exprimant pas 

CCR5 et ainsi résistantes à l’infection suite à une transplantation de cellules souches 
provenant d’un donneur homozygote pour une forme mutante de CCR5, 

CCR5∆32 (277). Comprendre comment l’expression du récepteur principal viral (CD4) 

et de ses corécepteurs (CCR5/CXCR4) est modulée par les miARN a le potentiel 
d’ouvrir de précieuses pistes à ce sujet. 

 
L’expression du récepteur CD4 à la surface des cellules diminue suite à la 

différenciation des monocytes du sang en macrophages (278). En effet, la liaison de 
CD4 avec le complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMHII) est une étape 

qui déclenche cette différenciation (279). Il est remarquable que bien que les 
monocytes expriment fortement le CD4, ils sont peu infectables par le VIH-1 (280) ; 

ceci est dû à la présence de facteurs de restriction cellulaires (262,281), dont les 
miARN tels que décrits précédemment (262,278). De plus, l’activation des 

macrophages par des cytokines réduit l’expression de CD4 (282,283) et donc leur 
susceptibilité au VIH-1 (63). 
 

En triant les macrophages productivement infectés par le VIH-1 des autres cellules 
avoisinantes, nous avons ainsi pu déterminer que l’infection par le VIH-1 conduit à 

une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires qui modifient substantiellement le 
répertoire de miARN exprimés par les macrophages (284). Plus particulièrement, 

parmi ces cytokines, le facteur de nécrose tumorale (Tumor Necrosis Factor, TNF-α) 

augmente l’expression des miARN-221/222, des miARN régulés par NF-κB, qui 
modulent à la baisse le récepteur CD4 dans les cellules avoisinantes. Dans ces 

mêmes cellules, l’interleukine-1β (IL-1β) accroît l’expression des miARN-103/107, 
deux miARN régulés par p53 (TP53, Tumor Protein 53), diminuant ainsi le niveau de 

corécepteur CCR5 (285) (Figure 19). Parallèlement, l’expression de CD4 est régulée 

par le miARN-222 (286) et celle de CXCR4 par le miARN-146 (287) dans les 



 69 

lymphocytes. En affectant l’entrée virale, ces miARN ne sont-ils pas indirectement 

des facteurs limitants pour l’établissement de réservoirs viraux ? 
 

Les états d’activation et de différenciation ont aussi un impact sur l’expression de 
CCR5 dans les lymphocytes. En effet, Shan et al. ont observé une augmentation de 

CCR5 lors de la période de transition d’état activé/effecteur vers celui de lymphocyte 
mémoire, permettant au VIH-1 d’infecter et de compléter son cycle jusqu’à 

l’intégration (69). Cependant, ces cellules étant peu actives au niveau transcriptionnel, 
ces étapes aboutiraient à une latence et à l’établissement d’un réservoir viral. Étant 

donné que les miARN-103/107 ciblent le CCR5, il serait intéressant de déterminer si 
ces miARN sont modulés dans ce contexte. La voie de signalisation p53 est 

reconfigurée lors de l’établissement de la latence virale dans les lymphocytes (288), 
or cette voie est impliquée dans l’expression des miARN-103/107 dans les 

macrophages (285). Le rôle d’autres modulateurs de CCR5, tel que le long ARN non-
codant (lncARN) CCR5AS (CCR5 Anti-Sense RNA), qui protège l’ARNm de CCR5 de 

la dégradation induite par la protéine Raly, reste aussi à être déterminé (289). 
 

 
Figure 19 - Les miARN cellulaires peuvent moduler l’infectivité et la réplication du 
VIH-1. 
L’infection par le VIH-1 peut être directement affectée par des miARN cellulaires qui 
peuvent cibler le virus à différentes étapes de son cycle de réplication. La majorité des 
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miARN identifiés à ce jour ont un effet antiviral et inhibent la réplication du VIH-1 (indiqués 
en bleu). Quelques miARN identifiés récemment peuvent favoriser l’infection par le VIH-1 
(indiqués en vert). Les cibles des miARN sont entre parenthèses. 

 

4.7. Les miARN pour maintenir ou contrer la latence 

 

Jusqu’à présent, aucun médicament ne s’est avéré efficace in vivo pour réduire le 

réservoir latent. Basé sur leurs propriétés, les miARN pourraient être utilisés en tant 
que nouveaux composés capables de contrôler l’établissement et le maintien de la 

latence à l’aide de différentes approches (Figure 20). 

 

Comme discuté précédemment, il est tout d’abord possible d’induire les miARN par 
des facteurs cellulaires, notamment les cytokines. Ainsi, entraîner une augmentation 

des miARN ciblant des facteurs de dépendance du VIH-1 (miARN-16, -132, -34c) ou 
des miARN ciblant l’ARN viral (miARN-29a, -92a), contribuerait à maintenir le réservoir 

dans une latence profonde (Figure 20A). Cependant, l’efficacité et la pertinence 

physiologiques des effets induits par les miARN sur la réplication du VIH-1 restent un 

domaine encore en cours d’étude et sujet à certaines controverses. En effet, on peut 
se demander quel est le nombre de copies de miARN cellulaires nécessaire pour 

exercer un effet sur la réplication du VIH-1. Il est également important de mentionner 
que le réservoir latent se trouve dans différents types cellulaires et les effets des 

miARN peuvent être différents dans différents types de cellules. Il est probable qu’une 
surexpression de miARN induirait une certaine toxicité étant donné l’éventail de cibles 

modulées par un seul miARN (290) ; par ailleurs un excès de miARN pourrait être 
détecté par des senseurs à ARN capables de déclencher des réponses pro-
inflammatoires (291). Bien que certains résultats soient potentiellement prometteurs, 

des études plus approfondies concernant l’induction des miARN à l’aide de différents 
facteurs sont donc nécessaires. 

 
L’utilisation de miARN « artificiels » permettrait en partie de contourner ce problème. 

Les miARN artificiels sont des molécules alternatives conçues pour imiter les tiges-
boucles des miARN primaires (pri-miARN) endogènes dans lesquelles le duplex de 

miARN-miARN* est remplacé par des séquences conçues pour réprimer le gène 
souhaité (292). Le pri-miARN conserve ainsi toutes les caractéristiques d’un miARN 
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endogène. Le miARN artificiel peut être introduit dans une cellule cible choisie par 

l’entremise d’un vecteur viral (293). Leur utilisation est très efficace par rapport aux 
méthodes de suppression génique et permet notamment une meilleure spécificité. 

Cette stratégie pourrait par exemple être utilisée pour réduire le niveau d’expression 
du corécepteur CCR5 dans les cellules cibles et ainsi limiter leur susceptibilité à 

l’infection par le VIH-1 (Figure 20B). 

 

Récemment, López-Huertas et al. ont identifié de nouveaux miARN impliqués dans la 
persistance du VIH-1 à l’aide d’un séquençage de dernière génération (NGS, Next-

Generation Sequencing) (294). Ils les ont par la suite utilisés dans une approche pour 

inverser la latence virale en utilisant comme modèle les lymphocytes T CD4+ aux 

repos traités avec le ligand de chimiokine 19 (CCL19, Chemokine C-C motif Ligand 

19) ou l’interleukine-7 (IL-7). Cependant, la modulation de ces miARN n’a pas été 
efficace pour réactiver le VIH-1. Il est donc possible que l’efficacité des miARN pour 

réactiver le VIH-1 varie selon le modèle de latence utilisé. 
 

Finalement, les miARN pourraient être exploités en combinaison avec d’autres agents 
d’inversion de la latence (LRAs, Latency Reversing Agents) quoiqu’aucune étude sur 

ce sujet n’ait pour le moment été réalisée (Figure 20C). Les LRAs se sont avérés 

efficaces pour induire la transcription du VIH-1 in vitro, mais leur efficacité pour 

diminuer la taille du réservoir latent chez les patients sous traitement est très 
limitée (295). Ceci soutient l’hypothèse qu’il n’existe probablement pas de molécule 
unique qui permettra de réduire les réservoirs, mais plutôt une combinaison de 

plusieurs classes de molécules différentes, incluant possiblement les miARN. 
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Figure 20 - Stratégies potentielles basées sur l’utilisation des miARN pour contrôler 
ou éradiquer les réservoirs du VIH-1. 
(A) Les miARN peuvent être utilisés afin de cibler des facteurs de transcription ou les 
transcrits du VIH-1, aboutissant à un réservoir viral complètement dormant. (B) Les miARN 
peuvent être utilisés afin de diminuer le niveau d’expression du corécepteur CCR5 à la 
surface des cellules cibles. La diminution du CCR5 inhibe très fortement l’infection par le 
VIH-1, ce qui limite l’implantation de réservoir et à terme conduit à une réduction du 
réservoir. (C) Les miARN peuvent être également utilisés en combinaison avec un agent 
d’inversion de la latence afin d’améliorer l’efficacité de la réactivation des cellules latentes. 
La réactivation entraîne la synthèse de protéines du VIH-1 ainsi que la production de 
particules virales infectieuses. Ces étapes se font en présence de thérapie antirétrovirale 
(TAR) pour inhiber la dissémination virale. Les cellules réactivées seront, dans un second 
temps, éliminées par le système immunitaire (lymphocytes T CD8+ et NK), entraînant ainsi 
une réduction du réservoir. 

 

4.8. Conclusion 

 

Au cours des dernières années, de nombreuses études ont confirmé le rôle des 

miARN dans la pathogenèse de nombreuses maladies, incluant les maladies 
infectieuses. Le nombre de miARN associés à la latence du VIH-1 augmente de plus 

en plus, et la manipulation de ces miARN représente une approche potentielle pour, 
par exemple, réactiver le VIH-1 ou limiter la susceptibilité des cellules à l’infection. 

Cependant, les études actuellement disponibles montrent que les effets de ces 
miARN varient selon le modèle cellulaire utilisé. Des études plus approfondies sont 

donc nécessaires, notamment sur les différents modèles de latence basés sur des 
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lymphocytes T CD4+ ou macrophages primaires. Il est fort probable que les miARN 

seuls ne suffiront pas à réactiver complètement le VIH-1, mais que leur association 
avec d’autres molécules soit bénéfique. Si la réactivation directe du VIH-1 pour 

réduire la taille du réservoir viral demeure un concept expérimental dont les bénéfices 
restent à prouver, les miARN pourraient en revanche servir pour contrer d’autres 

étapes du cycle de réplication du VIH-1, notamment l’entrée virale. Ceci permettrait 
de compromettre directement l’infection par le VIH-1 et indirectement l’établissement 

de réservoirs latents. Grâce aux nombreux progrès technologiques des dernières 
années, les miARN pourraient donc ouvrir la voie au développement de nouvelles 
approches thérapeutiques efficaces pour contrôler ou éradiquer les réservoirs latents 

du VIH-1, améliorant ainsi l’espérance et la qualité de vie de millions d’individus vivant 
avec le VIH-1 dans le monde aujourd’hui. 
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Hypothèses et objectifs de la thèse 
 
Cette thèse est composée de trois parties, sous forme d’articles scientifiques, qui 

visent à mieux comprendre le rôle des miARN au cours de l’infection par le VIH-1. La 
grande majorité de nos expériences ont été réalisées ex vivo dans des cellules 

primaires (macrophages et lymphocytes T CD4+) prélevées du sang de participants 

volontaires. 
 

1ère partie : La première partie est consacrée à la découverte d’une nouvelle cible et 

fonction d’un miARN, le miARN-103, dans le cadre de l’infection par le VIH-1 : cette 

nouvelle cible étant le corécepteur CCR5, le miARN-103 affecte donc l’entrée virale. 
Cette partie a été réalisée dans les macrophages dérivés de monocytes humains 

(MDMs) et s’est accompagnée de la mise en place au laboratoire d’une méthode de 
PCR quantitative en temps-réel (RT-qPCR) ultra-sensible afin de détecter et quantifier 

les miARN. 
 

2ème partie : La deuxième partie est consacrée à l’étude du rôle du miARN-103 dans 

les lymphocytes T CD4+ au cours d’une infection par le VIH-1. Notre hypothèse était 

que le miARN-103, en régulant CCR5, participe à l’établissement de la latence dans 
une sous-population de lymphocytes T CD4+ ayant pour caractéristique une 
augmentation transitoire du CCR5, ainsi qu’une capacité réduite de transcrire l’ADN 

proviral intégré. Dans cette partie, nous avons également étudié le rôle du miARN-
103 dans les cellules issues d’individus vivants avec le VIH-1 (virémique ou EC). 

 

3ème partie : La dernière partie est consacrée à l’identification de nouveaux miARN 

jouant un rôle dans l’infection par le VIH-1. Pour cela, nous avons réalisé une étude 
de l’expression globale des ARN dans des lymphocytes T CD4+ infectés ou non par 

le VIH-1, à l’aide d’une première analyse ARN-seq consacrée aux miARN et d’une 
seconde analyse ARN-seq consacrée aux ARN messagers (ARNm). Le croisement de 

ces données par bio-informatique nous a permis d’identifier plusieurs miARN régulés 
au cours de l’infection. Notamment, nous avons identifié le miARN-26a, qui participe 

à la régulation de CD59 et joue un rôle dans l’activation du complément.   
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Chapitre 3 : Manuscrit #1 
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Découverte d’une nouvelle cible du miARN-103  

 

Contexte : Les macrophages sont des cellules immunitaires très hétérogènes dont la 

sensibilité à l’infection par le VIH-1 est très variable en fonction de leur origine, 
localisation tissulaire, ou encore de leur profil de polarisation. Les macrophages 

infectés par le VIH-1 sont plus résistants aux effets cytopathiques médiés par le virus 
et ne sont pas significativement épuisés in vivo par opposition aux lymphocytes 

T CD4+. Ces cellules participent donc à la propagation virale ainsi qu'à l'établissement 

et à la persistance de réservoirs viraux. Comme nous l’avons vu dans le chapitre 
précédent, les miARN cellulaires jouent un rôle important dans la modulation de la 

sensibilité des MDMs au VIH-1. Nous avons donc examiné le profil d'expression de 
plus de 400 miARN dans les MDMs productivement infectées, non infectées 

productivement, et non infectées. Parmi ces miARN, nous avons identifié les miARN-
103 et miARN-107 comme deux régulateurs négatifs potentiels de CCR5. 

 

Objectif : Basé sur l’hypothèse qu’il existe encore des miARN non identifiés 

impliqués dans l’infection par le VIH-1, les objectifs de cette étude étaient :  

• Approfondir l’analyse bio-informatique du profil d’expression des miARN 

mentionné plus haut ; identification de la modulation des miARN-103/107 dans 
les cellules non infectées productivement par le VIH-1.  

• Valider que les miARN-103/107 régulent négativement le CCR5 dans les 

macrophages et étudier leurs effets sur l’entrée virale. 

• Déterminer comment les miARN-103/107 sont régulés dans les macrophages. 

• Analyser le niveau d’expression des miARN-103/107 dans les macrophages 

résidant dans les tissus intestinaux de donneurs sains et les macrophages 
alvéolaires des personnes sous thérapie antirétrovirale. Ceci peut permettre de 
déterminer si ces miARN participent à la résistance relative de ces cellules à 

l’infection par le VIH-1.  
 

Statut de l’article : Cet article a été publié dans la revue mBio en septembre 2020.  
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Résumé graphique :  

 



 79 

Article N°1 
 

 

 
 

Interleukin-1b Triggers p53-Mediated Downmodulation of 
CCR5 and HIV-1 Entry in Macrophages through MicroRNAs 103 

and 107  
 

Robert Lodgea, Nicolas Bellinia, Mélanie Laportea, Syim Salahuddinb,c, Jean-
Pierre Routyc,d,e, Petronela Ancutaf,g, Cecilia T. Costiniukc,h,i, Mohammad-Ali 
Jenabianb,g,i, Éric A. Cohena,g * 
 

aLaboratory of Human Retrovirology, Institut de Recherches Cliniques de Montréal, 
Montreal, Quebec, Canada  
bDepartment of Biological Sciences, Université du Québec a ̀Montréal, Montreal, 
Quebec, Canada 
cResearch Institute of the McGill University Health Centre, Montreal, Quebec, 
Canada 
dDivision of Hematology, Department of Medicine, McGill University Health Centre, 
Montreal, Quebec, Canada  
eChronic Viral Illness Service, Department of Medicine, McGill University Health 
Centre, Montreal, Quebec, Canada  
fCentre de Recherche du Centre Hospitalier de l’Université de Montréal, Montreal, 
Quebec, Canada  
gDepartment of Microbiology, Infectiology and Immunology, Faculty of Medicine, 
Université de Montréal, Montreal, Quebec, Canada  
hDivision of Infectious Diseases, Department of Medicine, McGill University Health 
Centre, Montreal, Quebec, Canada 
iDepartment of Microbiology and Immunology, Faculty of Medicine, McGill 
University, Montreal, Quebec, Canada  
 
 
*Corresponding author. 
 
 
Correspondence:   

Éric A. Cohen 
Institut de recherches cliniques de Montréal (IRCM) 
110 Pine Avenue West, Montreal, Quebec,  
Canada, H2W 1R7 
Tel: 514-987-5804 
Email: eric.cohen@ircm.qc.ca  

 



 80 

Article N°1 
 
 

Abstract: Macrophages are a target of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) 

and may serve as a viral reservoir during antiretroviral therapy (ART). Their 
susceptibility to HIV-1 infection is subject to variations from permissiveness to 

resistance depending on their origin, tissue localization, and polarization profile. This 
is in part due to the expression of regulatory microRNAs. Here, we identify two 

microRNA paralogs, microRNA 103 (miRNA-103) and miRNA-107, as regulators of 
CCR5 expression that are upregulated in noninfected bystander cells of HIV-1-

infected-monocyte-derived macrophage (MDM) cultures. Transfection of microRNA 
103 mimics in MDMs reduced CCR5 expression levels and inhibited CCR5-

dependent HIV-1 entry, whereas the corresponding antagomirs enhanced virus 
spread in HIV-infected MDMs. Treatment of MDMs with interleukin-1β (IL-1β) 

enhanced microRNA 103 expression, a condition that we found contributed to the 
reduction of CCR5 mRNA in IL-1β-exposed MDMs. Interestingly, we show that the 

induction of miRNAs-103/107 expression is part of a tumor suppressor p53 response 
triggered by secreted IL-1β that renders macrophages refractory to HIV-1 entry. In a 

more physiological context, the levels of microRNAs 103 and 107 were found enriched 
in tissue-resident colon macrophages of healthy donors and alveolar macrophages of 
individuals under antiretroviral therapy, conceivably contributing to their relative 

resistance to HIV-1 infection. Overall, these findings highlight the role of p53 in 
enforcing proinflammatory antiviral responses in macrophages, at least in part, 

through miRNAs-103/107-mediated downmodulation of CCR5 expression and HIV-1 
entry. 

 

Importance: Macrophages are heterogeneous immune cells that display varying 

susceptibilities to HIV-1 infection, in part due to the expression of small noncoding 
microRNAs involved in the posttranscriptional regulation of gene expression and 

silencing. Here, we identify microRNAs 103 and 107 as important p53-regulated 
effectors of the antiviral response triggered by the proinflammatory cytokine IL-1β in 

macrophages. These microRNAs, which are enriched in colon macrophages of 
healthy donors and alveolar macrophages of HIV-infected individuals under 
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antiretroviral therapy, act as inhibitors of HIV-1 entry through their capacity to 

downregulate the CCR5 coreceptor. These results highlight the important role played 
by miRNAs-103/107 in modulating CCR5 expression and HIV-1 entry in 

macrophages. They further underscore a distinct function of the tumor suppressor 
p53 in enforcing proinflammatory antiviral responses in macrophages, thus providing 

insight into a cellular pathway that could be targeted to limit the establishment of viral 
reservoirs in these cells. 

 

Introduction 
 

In addition to CD4, the primary receptor of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-
1), chemokine receptors are essential coreceptors for virus entry. Among these 

chemokine receptors, CCR5 serves as a major coreceptor for HIV-1 (1, 2). Variation 
in its expression impacts disease outcomes after HIV-1 infection (3), and its reduction 

at the cell surface, such as that resulting from a 32-bp deletion in the CCR5 gene, 

entails resistance to HIV-1 infection (4). As a matter of fact, the degree of CCR5 
surface expression influences various facets of HIV pathogenesis, such as 

transmission and virus burden, but also the efficiency of CCR5 blockers and entry 
inhibitors in treatments as well as virus neutralization by HIV-1-specific antibodies 

(Abs) (3). 
 

Macrophages are increasingly recognized as an important cellular target of HIV/simian 
immunodeficiency virus (SIV) infection at different stages of disease (5-10). Although 
they express several chemokine receptors, CCR5 is the main coreceptor used by HIV-

1 to infect these myeloid cells (11). Given their life span ranging from months to years 
and their unique ability to resist HIV-1 cytopathic effects and CD8+ T cell-mediated 

killing, macrophages have been proposed to be an important sanctuary for HIV-1 and 
a potential viral reservoir during antiretroviral therapy (ART) (12-14). While HIV-1 

infection has been demonstrated in lymphoid as well as nonlymphoid tissues, tissue-
resident macrophages display different susceptibilities to productive HIV-1 infection 

(14). For instance, whereas productive infection has been observed in vaginal (15), 
penile urethral (16, 17), and, to a weaker degree, lung alveolar (18-21) macrophages, 

intestinal macrophages reveal significant resistance to HIV-1 infection (22, 23), thus 
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indicating that the origin and activation status of tissue-resident macrophages as well 

as local environmental signals influence their susceptibility to HIV-1 infection. Indeed, 
the nonpermissiveness of intestinal macrophages is in part due to reduced expression 

levels of CD4 and CCR5 (22). Reduced cell surface CD4 and CCR5 expression levels 
are also observed in HIV-1-resistant monocyte-derived macrophages (MDMs) that are 

activated by cytokines such as tumor necrosis factor alpha (TNF-α) or interferon 
gamma (IFN-γ) (24-27). Nevertheless, other cytokine-induced antiviral factors such as 

SAMHD1, APOBEC3G, TRIM5α, TRIM22, and BST2/tetherin also contribute to restrict 
HIV-1 infection in activated macrophages to various degrees (28). A comprehensive 
understanding of host factors and signals modulating the susceptibility of 

macrophages to HIV-1 infection is likely to provide important insight into cellular 
pathways that could be targeted to limit the establishment and persistence of viral 

reservoirs in macrophages. 
 

MicroRNAs have been shown to play a key role in modulating the susceptibility of HIV 
target cells to HIV-1 infection (29). The 3′ untranslated region (UTR) of HIV-1 

transcripts is targeted by microRNA 28 (miRNA-28), miRNA-125b, miRNA-150, 
miRNA-223, and miRNA-382, which are reduced during monocyte-to-macrophage 

differentiation (30). Among these microRNAs, miRNA-28, miRNA-150, miRNA-223, 
and miRNA-382 are induced in IFN-α-activated, HIV-resistant MDMs (28). miRNA-155 

targets the HIV dependency factors ADAM10, TNPO3, NUP153, and LEDGF/p75 in 
Toll-like receptor 3 (TLR3) ligand-treated MDMs (31). Importantly, microRNAs and 

other regulatory RNAs modulate viral entry. Kulkarni et al. (32) recently showed that 
the antisense long noncoding RNA (lncRNA) CCR5AS inhibits CCR5 mRNA 

degradation mediated by the RNA-binding protein RALY in CD4+ T cells. We 
previously reported that TNF-α-induced miRNA-221 and miRNA-222 target CD4 

mRNAs in MDMs (24). Thus, variations in CCR5AS and miRNAs-221/222 lead to 
differences in CCR5 and CD4 expression, respectively, directly impacting viral entry. 
 

Following comprehensive analyses of transcriptome sequencing (RNAseq) microRNA 
expression profiles in HIV-1-infected MDMs, HIV-1-exposed but noninfected 

bystander MDMs, and virus-unexposed control MDMs (24), we identified two closely 
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related p53-regulated microRNAs, miRNA-103 and miRNA-107, as negative 

regulators of CCR5, which are enhanced in bystander cells. Functional analyses of 
miRNA-103 reveal that it is induced by interleukin-1β (IL-1β) and modulates MDM 

permissiveness to HIV-1 by inhibiting viral entry via CCR5 downregulation. 
Importantly, we found that miRNA-103 and miRNA-107 are upregulated in colon 

macrophages as well as in macrophages recovered by bronchoalveolar lavage (BAL) 
from HIV-infected individuals under ART, thus highlighting the role of these 

microRNAs in regulating HIV-1 entry in these tissue-resident macrophages. 
 

Results 
 

CCR5 mRNA is a target of miRNA-103 and miRNA-107 in MDMs. 
 
In order to identify new microRNAs that modulate the susceptibility of macrophages 

to HIV infection, we screened a microRNA expression database that we previously 
generated by RNAseq deep sequencing of uninfected MDMs as well as productively 

infected (green fluorescent protein-positive [GFP+]) and bystander (GFP-negative 
[GFP−]) MDMs infected with a GFP reporter virus (24). As performed previously, we 

limited our screen to the 30 most highly expressed microRNAs that were upregulated 

in bystander macrophages after 6 days of HIV-1 infection (see Table S1 in the 

supplemental material) but slightly expanded our search to include those with less 
striking increases. Using this approach, we found that microRNA 103 

(log2 = 0.31; P = 0.065; ranked 23rd) was enhanced in GFP-negative MDMs. miRNA-
103 was selected given that a closely related microRNA, miRNA-107, was also slightly 

upregulated in bystanders (log2 = 0.19), although it was not among the 30 most highly 
expressed microRNAs (ranked 87th out of 414). Indeed, we confirmed that miRNA-

107 was expressed (∼400 molecules/cell) about 5-fold less than miRNA-103 (∼2,000 

molecules/cell) in uninfected MDMs by serial dilution quantitative PCR (qPCR). 
Interestingly, an ensuing search for the most relevant targets of miRNA-103 and 

miRNA-107 using the Targetscan database (www.targetscan.org) revealed that the 
HIV-1 entry coreceptor CCR5 contains a potential miRNAs-103/107 target site in its 

3′ UTR (Figure 1A). To test CCR5 as a potential target for miRNAs-103/107, we first 

validated whether the 3′ UTR of CCR5 could be a target of both miRNA-103 and 

http://www.targetscan.org/
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miRNA-107 in a reporter assay in which mRNA of the 3′ UTR of CCR5 fused to that 

of firefly luciferase (F-Luc) is expressed in either control-, miRNA-103 mimic-, or 
miRNA-107 mimic-transfected HEK293T cells. The presence of the miRNA-103 or 

miRNA-107 mimic significantly reduced Luc expression, and this was not observed in 

cells expressing a CCR5 3′ UTR mutated in the seed sequence (Figure 1B). The 

enhanced expression of both miRNA-103 and miRNA-107 in bystander MDMs was 
validated by sensitive two-tailed reverse transcription-qPCR (qRT-PCR) (33) in GFP-

sorted MDMs obtained from 3 to 7 donors at either 36 h or 6 days of HIV-1 infection 

(Figure 1C). Accordingly, we determined that CCR5 mRNAs levels were significantly 

reduced in GFP-negative bystander MDMs compared to uninfected cells (Figure 1C).  
 

 
 

Figure 1 - MiRNA-103 and miRNA-107 are enhanced and CCR5 is downregulated in 
bystander MDMs. 
(A) Nucleotide sequences of miRNA-103 and miRNA-107 showing the matching seed 
sequence nucleotides recognized in the CCR5 mRNA 3′ UTR. The nucleotides changed 
in the mutated version used in the target validation assay are in red. The single G/C 
substitution in miRNA-103 compared to miRNA-107 is shown in green. The CCR5 
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nucleotide sequence is from GenBank accession number NM_000579. (B) Target 
validation assay in wild-type (WT) or mutant firefly luciferase (F-Luc)-CCR5-3′-UTR-
transfected HEK293T cells treated with either control, miRNA-103, or miRNA-107 mimics. 
Results are plotted as mean F-Luc activities (relative light units [RLUs]) standardized to 
the control Renilla Luc activity ± standard deviations (SD). Statistical significance was 
determined using Student’s t test (n = 4 technical replicates). (C) miRNA-103, miRNA-107, 
and CCR5 expression levels were determined in sorted macrophages derived from 3 to 7 
blood donors by real-time qPCR. Bars shown are the mean fold changes compared to 
mock cells (n = 3 to 7 blood donors; Wilcoxon matched-pairs signed-rank test). 
 

Finally, the expression of CCR5 was also monitored directly in MDMs transfected with 
mimics or antagomirs for miRNA-103 (7 to 8 donors) or miRNA-107 (4 to 6 donors), 

respectively, and compared to that of the controls (Figure 2). A >2-fold reduction in 

CCR5 mRNA and an ∼2-fold reduction in CCR5 cell surface expression were 

observed in either miRNA-103 or miRNA-107 mimic-transfected cells. Interestingly, 

no significant difference in CCR5 mRNA or cell surface expression was detected in 
either miRNA-103 or miRNA-107 antagomir-transfected MDMs and control cells, 

suggesting that at steady state, these microRNAs do not limit CCR5 expression 

(Figure 2). 

 

 
 

Figure 2 - Effect of transfected miRNA-103 or miRNA-107 mimics, or antagomirs, on 
CCR5 expression in MDMs. 
MDMs from 4 to 8 blood donors were transfected with either the indicated controls, 
mimics, or antagomirs and processed accordingly. (A) CCR5 and CD4 mRNA levels were 
quantified by real-time qPCR in control, miRNA-103 mimic-transfected, or miRNA-103 
antagomir-transfected MDMs and compared to those in control-transfected cells. Bars 
are the mean fold changes compared to the control (n = 4 to 8 blood donors; Wilcoxon 
matched-pairs signed-rank test). (B) Surface CCR5 was measured by flow cytometry in 
control, miRNA-103 mimic-transfected, or miRNA-103 antagomir-transfected MDMs, and 
the geometric mean fluorescence intensity (MFI) was calculated relative to control-
transfected cells. Bars are the mean relative MFIs (n = 7 blood donors; Wilcoxon matched-
pairs signed-rank test). (C) CCR5 and CD4 mRNA levels were quantified by real-time 
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qPCR in control, miRNA-107 mimic-transfected, or miRNA-107 antagomir-transfected 
MDMs and compared to those in control-transfected cells. Bars are the mean fold 
changes compared to the control (n = 4 blood donors; Wilcoxon matched-pairs signed-
rank test). (D) Surface CCR5 was measured by flow cytometry in control-, miRNA-107 
mimic-, or miRNA-107 antagomir-transfected MDMs, and the MFI was calculated relative 
to control-transfected cells. Bars are the mean relative MFIs (n = 6 blood donors; Wilcoxon 
matched-pairs signed-rank test). (E) Representative flow cytometry data for MDMs from 
one blood donor shown in panels B and D. Additional surface expression levels (MFIs) for 
CD4 and CXCR4 are also shown. ISO, isotype control. 

 

MiRNA-103 mimics restrict HIV replication in macrophages by targeting CCR5-

mediated viral entry 

 

Since variation in CCR5 levels impacts the susceptibility of macrophages to HIV-1 
(34), we tested if miRNA-103-mediated CCR5 decline affects HIV-1 infection. We 

focused mostly on miRNA-103 given its high levels in macrophages compared to 
miRNA-107. We compared Luc activities in MDMs infected with single-round Luc 

reporter viruses coated with either HIV-1 ADA Env (CCR5-tropic) or vesicular 

stomatitis virus G (VSV-G) (CD4/CCR5-independent) glycoproteins (Figure 3A). The 

transfection of miRNA-103 mimics significantly inhibited Luc activity in MDMs 

infected with HIV-1(ADA Env) but not in those infected with HIV-1(VSV-G) (Figure 3A). 

We observed no significant difference in Luc signals of MDMs infected with VSV-G-
coated virus between control and mimic-transfected cells, suggesting that miRNA-

103 mimics primarily affect CCR5-dependent viral entry. Consistent with the lack of 
an effect of miRNA-103 on CCR5 at steady state, transfection of miRNA-103 

antagomirs did not impact CCR5-dependent viral entry. In order to investigate if either 
miRNA-103 or miRNA-107 influenced steps other than entry in MDMs, mimic-treated 

macrophages were infected with either CXCR4-tropic (Figures 3B and 3C) or Env-

negative (Figure 3D) HIV-1 that was VSV-G pseudotyped, thus limiting the analysis to 

a single round of infection. Similar levels of virus, as measured by an HIV-1 p24 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), were detected in control and mimic-

treated cell supernatants (Supnts) (Figures 3B and 3D), and no change in the 

infectivity of the resulting CXCR4-tropic viruses was detected in TZM-bl reporter cells 

(Figure 3C). These results, combined with those obtained with VSV-G-pseudotyped 

HIV particles, indicate that miRNA-103 and miRNA-107 do not target any other steps 

in HIV-1 replication besides CCR5-mediated entry in MDMs. To further assess the 
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influence of miRNA-103 on HIV-1 replication kinetics in MDMs, we monitored viral 

spread in macrophages infected with a GFP-expressing virus (3 donors) (Figure 3E). 

In all cases, transfection of miRNA-103 mimics prior to the initial HIV-1 input reduced 

the frequency of GFP-expressing MDMs over 3 weeks (Figure 3E). Interestingly, 

transfection of miRNA-103 antagomirs in this experimental setting enhanced the 

spread of HIV-1 infection in MDMs from all 3 donors, culminating in an additional (1.3- 

to 3-fold) increase in GFP-expressing MDMs after 3 weeks (Figure 3E). 

 

 
 

Figure 3 - Effect of transfected miRNA-103 mimics or antagomirs on HIV-1 infection 
in MDMs. 
(A) MDMs isolated from 4 blood donors were treated with the indicated mimics or 
antagomirs, or controls, and infected with HIV-1 Env (ADA)- or VSV-G-pseudotyped 
luciferase-encoding HIV-1, and F-Luc activity was determined in the lysates 48 h following 
infection. RLUs were normalized to the value for F-Luc obtained in the VSV-G-
pseudotyped virus-infected cells. Mean relative F-Luc activities ± SD are shown (n = 4 
blood donors; Student’s t test). ns, not significant. (B) MDMs from 6 blood donors 
(represented by different symbols) were transfected with either controls or the indicated 
mimics and infected with VSV-G-pseudotyped CXCR4-tropic NL4-3. The level of HIV-1 
released into the supernatant was determined after 4 days of infection by an ELISA for 
HIV-1 p24 (n = 6 blood donors; Student’s t test). (C) The infectivity of the released viruses 
in panel B was measured by determining F-Luc activity in infected TZM-bl reporter cells 
(n = 6 blood donors; Student’s t test). (D) Same as for panel B except that a VSV-G-
pseudotyped NL4-3ΔEnv virus was used. (E) MDMs from 3 donors were transfected with 
either the control, the miRNA-103 antagomir, or the miRNA-103 mimic and infected with 
GFP-expressing HIV-1. The percentage of GFP-positive cells was determined at the 
indicated time points. 

 

HIV-1-infected MDMs produce miRNA-103-enhancing cytokines. 
 

The activity of the miRNA-103 antagomirs on HIV-1 infection kinetics led us to 
hypothesize that spreading HIV-1 infection might induce the secretion of soluble 

factors in MDM cultures. These factors would induce an upregulation of miRNA-103 
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expression levels functionally blockable by antagomirs. Indeed, such levels are not 

obtained in uninfected MDMs (Figure 2) or in single-round infections (Figure 3A), 

reminiscent of our previous observations on the targeting of the CD4 receptor by 

miRNA-221 and miRNA-222 (24). We thus examined the effect of virus-cleared 
supernatants of 3-day HIV-infected macrophage cultures on the expression of 

miRNA-103 and CCR5 in naive MDMs (4 donors) (Figure 4A). Macrophages treated 

with these conditioned supernatants expressed significantly reduced levels of CCR5 

mRNA and, accordingly, 2-fold-increased miRNA-103 expression (Figure 4A). As 

expected, supernatant-treated MDMs also showed reduced levels of CD4 mRNA and 

enhanced miRNA-222 (24). In order to identify possible secreted factors required for 
increased miRNA-103 expression, a panel of cytokines and macrophage activators 

was tested for miRNA-103 (5 donors) and CCR5 mRNA (5 donors) levels 

(Figures 4B and 4C). Although most tested factors enhanced miRNA-103, the 

strongest increase observed was that by lipopolysaccharide (LPS) or IL-1β treatment, 
which also resulted in the greatest reduction of CCR5 mRNA in MDMs 

(Figures 4B and 4C). Transfection of miRNA-103 antagomirs significantly (3 donors) 

increased CCR5 (but not control CD4) mRNA in either LPS-, IL-1β-, or supernatant-

treated, but not in IFN-γ- or IFN-⍺-treated, MDMs. This suggests that the decrease in 

CCR5 mRNA triggered by IL-1β or LPS, an inducer of IL-1β (35, 36), is at least in part 
due to miRNA-103, although antagomirs have a transfection efficiency close to 60% 

(24). We also determined by ELISAs that IL-1β is secreted in HIV-1-infected 

macrophage cultures (Figure 4D), a finding consistent with miRNA-103 and miRNA-

107 accumulation in bystander MDMs. 
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Figure 4 - Macrophage activation by IL-1β reduces CCR5 expression and enhances 
miRNA-103. 
(A) Virus-cleared supernatants from infected macrophages were added to new MDM 
cultures (n = 4 blood donors; Wilcoxon matched-pairs signed-rank test) for 48 h, and the 
levels of CCR5 mRNA, CD4 mRNA, miRNA-103, and miRNA-222 were determined by real-
time qPCR. Bars represent the mean fold changes compared to mock (untreated) cells. 
(B) MDMs derived from different blood donors (n = 5; Wilcoxon matched-pairs signed-
rank test) were treated with the indicated MDM activators for 48 h, and miRNA-103 
expression was measured by real-time qPCR. Bars represent the mean fold changes 
compared to mock (untreated) cells. (C) CCR5 mRNA levels were measured by real-time 
qPCR in the same samples as the ones described above for panel B. Bars represent the 
mean fold changes compared to mock (untreated) cells. (D) MDMs from 3 blood donors 
were infected with HIV-1, and the levels of IL-1β released into the supernatants were 
compared to that of uninfected cells at the indicated time points by an ELISA. Shown are 
picograms per milliliter ± SD of IL-1β. See also Figure S1. 

 

Finally, to directly establish the role of IL-1β in modulating CCR5 expression via 
miRNA-103 in the context of HIV-1 infection, we pretreated MDMs with the 

supernatant alone or in the presence of either neutralizing anti-IL-1β, anti-TNF-⍺, or a 

combination of both antibodies (Abs). Neutralizing TNF-⍺ was used given that TNF-⍺ 

decreases CD4 and CD4-mediated HIV-1 entry via miRNAs-221/222 (24). These cells 

were then infected with the single-cycle luciferase reporter viruses (Figure 3A). As 

expected, the CCR5 HIV-1 Env-tropic luciferase viruses poorly infected supernatant-
treated macrophages; however, this inhibition was partly alleviated by the presence 

of neutralizing anti-IL-1β or anti-TNF-⍺ Ab (Figure 5). Treatment of the supernatant 

with both Abs further restored the susceptibility of MDMs to CCR5 HIV-1 Env-tropic 
virus infection, thus underlining the antiviral impact of IL-1β and TNF-⍺. No effect was 

observed using CD4/CCR5-independent VSV-G-coated viruses, strongly suggesting 
that the supernatant containing IL-1β was inhibiting viral entry in part by decreasing 
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the mRNA levels of CCR5 (Figure 5A). We further confirmed this by measuring the 

levels of miRNA-103 in MDMs treated with the supernatant with or without the 
neutralizing Abs; indeed, a decrease in miRNA-103 was detected specifically in anti-

IL-1β Ab-treated cells (Figure S2). These results support a role of IL-1β in the 

induction of miRNA-103 and the downregulation of CCR5 during HIV-1 infection of 

MDMs, yet other factors secreted into the supernatant, such as IFN-⍺ (37) (Figure 4 

and Figure S1), RANTES, macrophage inflammatory protein 1⍺ (MIP-1⍺), and MIP-1β 

(38), are also likely to contribute to the reduced levels of CCR5 (at both the mRNA and 

surface protein levels) in supernatant-exposed cells.   

 
 

Figure 5 - IL-1β and/or TNF-⍺ secreted into HIV-1-infected MDM supernatants 
inhibits CCR5/CD4-dependent HIV-1 infection of macrophages. 
The virus-cleared supernatant from infected macrophages was added to new MDM 
cultures from 3 blood donors, prior to infection with the indicated F-Luc-encoding viruses 
(pseudotyped with VSV-G [A] or HIV-1 Env ADA [B]), and F-Luc activity in the cell lysates 
was measured. In some cases, the conditioned supernatant was treated with either control 
goat anti-human IgGs (Cntrl Abs), neutralizing anti-TNF-⍺, neutralizing anti-IL-1β, or both 
neutralizing antibodies. Mean F-Luc activities ± SD are shown (n = 3 blood donors; 
Student’s t test). See also Figure S2.  

 

IL-1β restricts HIV-1 entry in MDMs by p53-induced miRNA-103. 
 
IL-1β has been reported to activate p53-dependent pathways (39), and both miRNA-

103 and miRNA-107 have been shown to be upmodulated by p53 (40-42). Since 

miRNA-103 and miRNA-107 are upregulated in bystander MDMs (Figure 1), we 

confirmed that p53 mRNA is also enhanced in these cells (Figure 6A) following either 

36 h or 6 days of HIV-1 infection. Furthermore, Nutlin-3, an MDM2 antagonist and p53 
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pathway activator (43), increased miRNA-103 levels in treated MDMs, leading to a 

decrease in CCR5 mRNA (Figure 6B), thus validating the regulation of miRNA-103 by 

p53. We confirmed the enhanced activity of p53 in either IL-1β- or Nutlin-treated 

MDMs by showing an increase of p21, a well-established p53-regulated protein, in 

these cells, which was inhibited by the p53 inhibitor Pifithrin (Figure 6C). Importantly, 

supernatant treatment enhanced p53 mRNA in MDMs, and this increase was 

completely abolished by neutralizing anti-IL-1β Abs (Figure 6D).  

 
 

 
 

Figure 6 - IL-1β-triggered p53 activity modulates CCR5 mRNA and miRNA-103 levels. 
(A) Expression of p53 mRNA was determined in sorted macrophages derived from 3 blood 
donors by real-time qPCR. Bars shown are the mean fold changes compared to mock 
cells (n = 3 blood donors; Wilcoxon matched-pairs signed-rank test). (B) Different 
concentrations of the MDM2 antagonist Nutlin-3 were added to MDMs (3 different blood 
donors), and its effect on CCR5 mRNA and miRNA-103 levels was determined by real-
time qPCR. Shown are the mean fold changes ± SD compared to mock cells (n = 3 blood 
donors; Student’s t test). (C) Control, IL-1β-treated, or Nutlin-treated MDMs were then 
exposed to Pifithrin (or the vehicle) for 24 h and lysed, and the p53-driven enhanced 
expression of p21 was determined by Western blotting. Data shown are derived from 
MDMs of one blood donor (n = 2 blood donors). (D) The conditioned supernatant from 
infected macrophages was added to new MDM cultures from 4 blood donors. In some 
cases, the conditioned supernatant was treated with either control goat anti-human IgGs 
(Cntrl Abs), neutralizing anti-TNF-α, neutralizing anti-IL-1β, or both neutralizing antibodies. 
The level of p53 mRNA was then measured by real-time qPCR. Bars represent the mean 
fold changes compared to mock (untreated) cells (n = 4 blood donors; Wilcoxon matched-
pairs signed-rank test).  
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To specifically test the effect of the IL-1β-mediated induction of miRNA-103 on HIV-

1 entry in MDMs, we used the Blam-Vpr fusion assay (44). Compared to VSV-G-
pseudotyped control viruses, the fusion step of HIV-1 CCR5-tropic Env-coated viral 

particles was strongly inhibited by either IL-1β or Nutlin-3. Importantly, these 
inhibitory effects were substantially abolished by treatment with miRNA-103 

antagomirs (Figure 7), indicating that inhibition of viral entry by IL-1β in macrophages 

involves p53-regulated miRNA-103 and, most likely, miRNA-107. 

 

 
Figure 7 - IL-1β triggers p53-mediated inhibition of CCR5-dependent HIV-1 entry in 
macrophages through miRNA-103. 
MDMs derived from different blood donors (n = 3) were treated with the indicated reagents 
for 48 h and then left untreated or additionally treated with miRNA-103 antagomirs. (A) 
Macrophages were then infected with either the VSV-G- or HIV-Env (ADA)-pseudotyped 
Blam-Vpr-containing viruses. Bars represent mean viral fusion efficiencies compared to 
VSV-G-pseudotyped virus fusion in control-treated cells (“fusion index”). Statistics were 
calculated by Wilcoxon matched-pairs signed-rank tests. (B) Data from a representative 
experiment (numbers represent percentages of Alexa Fluor 405-positive cells). N.I., 
noninfected control. 

 

HIV-resistant tissue-resident macrophages express high levels of miRNAs-103/107. 
 

To ascertain a more physiological sense of miRNAs-103/107 in tissue-resident 
macrophages, we examined the levels of miRNA-103, miRNA-107, and p53 mRNA in 

colon macrophages obtained from healthy donors (24) as well as in lung alveolar 
macrophages (ALVMs) recovered from either HIV-negative or HIV-infected individuals 

under long-term antiretroviral therapy (>9 years) (45, 46) and compared their 
expression levels to those in blood monocytes obtained from the same individuals. 
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First, as we previously described for the CD4-targeting miRNA-221 (24), miRNAs-

103/107 and p53 mRNA were greatly upregulated in colon macrophages (3 donors) 

(Figure 8A), thus potentially contributing to the resistance of these cells to HIV-1 

infection (22, 23). In alveolar macrophages, which were isolated as described in the 

legend of Figure 8B, the levels of miRNAs-103/107, p53 mRNA, as well as miRNA-

222 were slightly increased, compared to those in blood monocytes, in HIV-1-

negative participants (n = 2 donors) (Figure 8C) but were highly upregulated in 

aviremic HIV-infected individuals (n = 5 donors) (Figure 8C), suggesting that in the 

latter context, local environmental inflammatory signals may drive ALVMs to an 

antiviral state that likely limits HIV-1 entry and infection via the upregulation of 
microRNAs, including miRNAs-103/107 and miRNAs-221/222. 
 

 
 
Figure 8 - HIV-resistant tissue-resident macrophages express high levels of 
miRNAs-103/107. 
(A) Myeloid cells were sorted from matched sigmoid intestine biopsy specimens and blood 
of 3 HIV-negative study participants. The expression levels of miRNA-103, miRNA-107, 
and p53 mRNA in blood and colon myeloid cells were determined by real-time qPCR and 
normalized to the levels in blood myeloid cells (n = 3 donors, represented by different 
colors). (B) Fluorescence-activated cell sorting (FACS) strategy (steps 1 to 5) to obtain 
lung alveolar macrophages (ALVMs). DAPI, 4′,6-diamidino-2-phenylindole. SSC-A, side 
scatter (area); FSC-A, forward scatter (area); FSC-H, forward scatter (height). (C) ALVMs 
and blood monocytes were obtained from 5 HIV-positive (under ART) or 2 HIV-negative 
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individuals, and the levels of p53 mRNA, miRNA-222, miRNA-103, and miRNA-107 were 
determined by real-time qPCR. RNA levels of ALVMs were normalized to that of the blood 
monocytes (n = 2 or 5 donors, represented by different colors). In all cases, bars represent 
the mean fold changes compared to the levels in blood myeloid cells. P values for fold 
changes are all <0.01 (**) compared to blood myeloid cells, from Wilcoxon matched-pairs 
signed-rank tests. Each dot represents a participant. 

 

Discussion 
 
Levels of chemokine receptor CCR5 expression have a central role in determining the 

risk of HIV-1 acquisition and disease progression (3). Deciphering the multiple facets 
of regulation that condition CCR5 expression in HIV-1 target cells is therefore needed 

to better understand the influence of CCR5 on the outcome of HIV-1 infection and for 
advancing the development of CCR5-targeted therapies. In this study, we took 

advantage of a previous profiling of microRNAs differentially expressed in HIV-1-
infected and virus-exposed noninfected MDMs that had identified miRNA-221 and 

miRNA-222 as modulators of CD4 expression (24), to search for microRNAs 
regulating CCR5 expression in macrophages. Indeed, the levels of CCR5 mRNA in 

virus-exposed, noninfected bystander MDMs were downregulated, leading us to 
focus on upregulated microRNAs in these cells that would potentially target the 3′ 

UTR of CCR5 and limit HIV-1 entry. 
 
Among the microRNAs that were upregulated in bystander MDMs, two closely related 

microRNAs, miRNA-103 and miRNA-107, were identified as modulators of CCR5 
expression. These two paralogs reside on different human chromosomes and are 

encoded within introns in the genes that encode pantothenate kinase (PANK) 
enzymes that are essential for the biosynthesis of coenzyme A (47). The expression 

of miRNAs-103/107 has been shown to regulate systemic glucose metabolism and 
insulin sensitivity (48) and has been associated with many types of cancers, including 

colorectal cancers (49, 50). Our data reveal that miRNAs-103/107 upregulation in 
MDMs significantly reduces CCR5 mRNA and surface protein expression levels and 

as a result downregulates HIV-1 entry. Despite being able to target the expression of 
multiple host proteins involved in cell growth, motility, and adhesion (CDK6, P130, 

LATS2, DAPK, KLF4, and Axin) (42, 49, 50), survival (LRP) (41), and carbohydrate and 
fatty acid metabolism (caveolin-1) (47, 48, 51), the expression of miRNAs-103/107 
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mimics had no detectable effects on VSV-G-pseudotyped HIV-1 infection or on late 

stages of the virus replication cycle that govern the production of infectious virus 
particles. These findings demonstrate that in the context of macrophages, these 

microRNAs impact specifically HIV-1 entry by interfering with Env-mediated viral 
fusion via CCR5. Interestingly, although miRNAs-103/107 antagomirs had no effect 

on CCR5 expression in uninfected MDMs, these antagomirs alleviated CCR5 
downregulation under conditions in which the expression of miRNAs-103/107 was 

induced by cytokine treatment, notably IL-1β. This observation is reminiscent of the 
disrupting effect of miRNAs-221/222 antagomirs on TNF-⍺-mediated CD4 

downregulation via miRNAs-221/222 upregulation (24). Taking this into account, the 
presence of miRNAs-103/107 antagomirs in the context of HIV-infected MDMs was 

shown to significantly enhance the spread of HIV-1 infection, validating that miRNAs-
103/107 expression levels are increased in noninfected bystander cells, thus making 

them refractory to HIV-1 infection. 
 

Infection of MDMs with HIV-1 in vitro results in the upregulation and constitutive 

secretion of IL-1β in culture supernatants (52). Our data demonstrate that the release 
of IL-1β by infected macrophages induces an upregulation of miRNA-103 in MDMs 

treated with a conditioned supernatant, a state that leads to a reduction of CCR5 
mRNA levels. Although the exposure of MDMs to other cytokines reported to inhibit 

HIV-1 replication in macrophages, such as IFN-γ (27) and IFN-⍺ (53, 54), 
downregulated CCR5 mRNA, this reduction was not affected by miRNA-103 

antagomirs, thus excluding a direct role of miRNA-103 in IFN-γ- or IFN-⍺-mediated 

downmodulation of CCR5 expression levels. However, the addition of the miRNA-103 
antagomirs did not result in a complete recovery of CCR5 levels in conditioned 

supernatant- or IL-1β-treated MDMs, suggesting that other factors/cytokines 
participate in CCR5 modulation through an independent process. IL-1β binding to IL-

1β receptor 1 was reported to stimulate HIV-1 transcription through a mechanism 
independent of the activation of NF-κB (55). However, it was also shown that IL-1β 

can inhibit HIV-1 entry by downregulating the CD4 receptor at the transcriptional level 
(24, 36). Taken together, our results further extend these findings and provide direct 

evidence that IL-1β can also inhibit HIV entry by disrupting HIV-1 Env-mediated fusion 
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by triggering miRNAs-103/107-directed downmodulation of CCR5 mRNAs. That 

being said, it is important to note that innate immune activation of macrophages 
occurs beyond IL-1β and affects a broad array of transcriptional factors that can affect 

viral restriction at different stages of the virus replication cycle. Indeed, a recent paper 
by Covino et al. (56) shows how the activation of an NF-κB/miRNA-155 regulatory 

network upon the neutralization of CCL2 contributes to the restriction of HIV-1 
replication in macrophages at postentry steps, notably through APOBEC3A. 

 
Previous reports have shown that miRNAs-103/107 expression is regulated by p53 
(40-42). Furthermore, besides its tumor suppressor function, p53 has been found to 

modulate the macrophage response to environmental challenges and regulate 
proinflammatory gene responses in these cells (57-59). Thus, our finding that the 

regulation of CCR5 expression by IL-1β is at least in part triggered by p53-modulated 

microRNAs reinforces the notion that p53 plays a key role in integrating environmental 
signals and, more specifically, an inflammatory signal triggered by IL-1β and 
highlights how the resulting p53-modulated response impacts the permissiveness of 

macrophages to HIV-1 infection. Indeed, we show that p53 mRNA is enhanced in 
sorted bystander MDMs and that treatment of macrophages with the p53 stabilizer 

Nutlin-3 leads to inhibition of HIV-1 fusion through enhanced expression of miRNAs-
103/107 and reduction of CCR5 expression. Given the multifunctional nature of p53, 

it is conceivable that other steps of the HIV-1 replicative cycle, downstream of viral 
entry, may also be affected upon p53 stabilization and activation. Indeed, we recently 

showed that downmodulation of MDM2, the E3 ubiquitin ligase responsible for p53 
degradation, impairs early HIV-1 postentry steps in macrophages (60), suggesting 

that p53 activation is restrictive for HIV-1 infection in MDMs. In that regard, the p53-
dependent increase of p21 in macrophages was shown to enhance the antiviral form 

of SAMHD1, a restriction factor that disrupts the production of HIV-1 cDNA (61). 
Overall, our current results and previous findings on miRNAs-221/222 (62) underscore 

a sophisticated antiviral response triggered by the proinflammatory cytokines IL-1β 
and TNF-⍺ in MDMs that impedes HIV-1 entry via p53- and NF-κB-regulated 

microRNAs targeting CCR5 and CD4 expression. 
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The great variation in the HIV-1 susceptibility of macrophages is due to their different 

activation levels, origins, and tissue localizations (63). Indeed, several antiviral 
restriction factors are enhanced in activated MDMs and target various steps of the 

viral replicative cycle. Macrophages directly isolated from different tissues also show 
remarkable differences in their susceptibility to HIV-1 infection, with intestinal 

macrophages displaying nonpermissiveness to HIV-1 infection because of a 
downregulation of CD4 and CCR5 (15, 22). Interestingly, our results reveal that 

besides expressing important levels of CD4-targeting miRNAs-221/222, these cells 
express significant quantities of miRNA-103 and miRNA-107 that could also 
contribute to their resistance to HIV infection. Furthermore, our data show that lung 

alveolar macrophages express high levels of miRNAs-103/107, miRNA-222, and p53 
mRNA in the context of HIV-1-infected individuals undergoing ART. These levels are 

strikingly higher than those found in HIV-1-negative participants, suggesting that 
these tissue-resident macrophages in ART-treated individuals might be in an 

activated state refractory to HIV-1 infection. Whether downregulation of CD4 and 
CCR5 expression by miRNAs-221/222 and miRNAs-103/107, respectively, 

represents one of the barriers for seeding the HIV-1 reservoir in these cells, perhaps 
explaining the varying occurrence and the low frequency of alveolar macrophages 

harboring proviral DNA in virally suppressed HIV-1-infected individuals (19, 46), 
awaits further studies. 

 
In conclusion, we have identified miRNA-103 and miRNA-107 as important p53-

regulated effectors of the antiviral response triggered by the proinflammatory cytokine 

IL-1β, as summarized in Figure 9. These microRNAs act as inhibitors of HIV-1 entry 

through their capacity to downregulate the CCR5 coreceptor. These findings raise the 
possibility that p53-activating drugs, many of which are currently in clinical trials, may 

have unforeseen effects on macrophage susceptibility to HIV-1 infection, thus 
influencing the establishment of an HIV-1 reservoir in these cells. 

 



 98 

 
 
Figure 9 - Model summarizing how miRNA-103 and miRNA-107 target CCR5 mRNA, 
leading to less CCR5-mediated HIV-1 entry in macrophages. 
The exposure of macrophages to the proinflammatory cytokine IL-1β (blue dots) triggers 
the expression of p53 (red dots). The resulting p53 response activates a set of p53-
regulated genes, including miRNA-103 and miRNA-107 (yellow), which target CCR5 
mRNAs (green) and downregulate their levels, presumably by inducing their degradation. 
The ensuing reduction of CCR5 expression at the cell surface (broken blue arrow and light 
green CCR5) limits HIV-1 entry and influences the permissiveness of macrophages to HIV-
1 infection. This model highlights miRNA-103 and miRNA-107 as important p53-regulated 
effectors of the antiviral response triggered by the proinflammatory cytokine IL-1β in 
macrophages. 

 

Materials and methods 
 
Study subjects 

Peripheral blood samples were obtained from HIV- and hepatitis C virus (HCV)-
seronegative adults (of either gender) or HIV-seropositive adults under suppressive 

ART in the case of human lung alveolar macrophages. Research protocols for the use 
of HIV-seronegative human blood cells were approved by the Research Ethics Review 

Board of the Institut de Recherches Cliniques de Montréal (IRCM). The study using 
sigmoid intestine biopsy specimens and blood from adult participants received 

approval from the Institutional Review Boards of the McGill University Health Centre 
and the Centre de Recherche du Centre Hospitalier de l’Université de Montréal (CR-

CHUM) (64). The study using human lung alveolar macrophages and blood from 
participants received approval from the Institutional Review Boards of the McGill 

University Health Centre, the CR-CHUM, and the Université du Québec à Montréal 
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(UQAM). All participants had given written informed consent, and all studies were 

performed in compliance with the Declaration of Helsinki. 
 

Plasmid constructs, CCR5 3′-UTR validation assay, and microRNA mimics and 

antagomirs 

The NL4-3 (65), NL4-3ΔEnv (66), NL4-3Env−Luc+Vpr+ (67), Blam-Vpr (44), SVCMV-
VSV-G (62), SVIII-ADA-Env (68), NL4-3-ADA-IRES-GFP, and NL4-3Env−Vpr− (24) 

constructs were previously described. For the miR-REPORT system, the plasmid 
pGL4.70Actin1.2(8) (69), encoding Renilla luciferase under the control of the actin 

promoter, was used instead of pMIR-REPORT-β-gal. In order to generate pMIR-

REPORT-CCR5-Luc, blunt-end Pfu PCR was performed on cDNA of pooled primary 
peripheral blood lymphocytes (PBLs) using primers 5′CCR5UTR and 3′CCR5UTR 

(see Table S2 in the supplemental material), and the fragment equivalent to the full 

CCR5 3′ UTR was inserted into the SacI and blunted HindIII sites of pMIR-REPORT-

Luc. Site-directed mutagenesis of the 3′ UTR of CCR5 was performed by 2-step 

overlap PCR using primers CCR5mutFwd and CCR5mutRev (Table S2) and cloned 

into pMIR-REPORT using the same strategy in order to generate pMIR-REPORT-
CCR5mutLuc (in which the miRNAs-103/107 target sequence ATGCTGC is mutated 

to ATAAAAC). The 3′-UTR CCR5 target validation assay was performed as previously 
described (24) using pMIR-REPORT-CCR5-Luc or pMIR-REPORT-CCR5mut-Luc 

and the Dual-Glo luciferase assay system (Promega) on a GloMax luminometer 
(Promega). For absolute qRT-PCR analyses of miRNA-103 and miRNA-107, primers 

miR-103C-FWD and miR-103C-REV or primers miR-107C-FWD and miR-107C-REV 
were annealed and directly inserted into the EcoRI and BamHI sites of pEGFP-N1 to 

create pMIR-103 and pMIR-107, respectively. The miRNA-103-3p (catalog number 
YM00470828), miRNA-107 (catalog number YM00470827), and miRNA-222 (catalog 

number 472196-001) miRCURY locked nucleic acid (LNA) mimics or the miRNA-103-
3p (catalog number YI04107448) and miRNA-107 (catalog number YI04109094) 

antagomirs were purchased from Qiagen (Exiqon). Nontargeting control RNAs were 
obtained from Dharmacon/GE Healthcare (siGENOME nontargeting 2, catalog 

number D-001210-02-20) or Ambion/Thermo Fisher Scientific (catalog number 
AM16104). 
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Antibodies, flow cytometry, and chemicals used 

Antibodies used for flow cytometry assays were anti-human J418F1 or HEK/1/85a 

CCR5, 3.9 CD11c, 12G5 CXCR4, and OKT4 CD4 (all peridinin chlorophyll protein 
[PerCP]-Cy5.5); 3.9 CD11c-phycoerythrin (PE)-Cy7, M5E2 CD14-Pacific Blue, and 

3G8 CD16-allophycocyanin (APC)-Cy7 were used with the corresponding isotype 
controls (BioLegend). The Live/Dead fixable dead-cell stain kits were obtained from 

Life Technologies/Invitrogen. The following specific antibodies used to isolate colon 
myeloid cells were all from BioLegend: 9C4 CD326-Brilliant Violet 650 (BV650), 

RPAT8 CD8-PerCP-Cy5.5, HIB19 CD19-PerCP-Cy5.5, G10F5 CD66b-PerCP-Cy5.5, 
UCHT1 CD3-Alexa Fluor 700 or -Pacific Blue, and L243 HLA-DR-BV785. The specific 

antibodies used to isolate human alveolar macrophages were HI30 CD45-PE-Cy7, 
19.2 CD206-PE, and 7-239 CD169-Brilliant Blue 515 (BB515) (all from BD 
Biosciences); OKT3 CD3-PE and HCD14 CD14-BV421 (both from BioLegend) were 

also used to isolate blood myeloid cells. Preparation of cells for flow cytometry and 
protein expression analyses was performed as previously described (24). The MDM2 

inhibitor Nutlin-3 (Sigma) and the p53 inhibitor Pifithrin-α (EMD-Millipore) were used 
at 500 nM and 10 μM, respectively, unless mentioned otherwise, for 48 h. 

 

MDM isolation, activation, and transfection and HIV-1 production and infection 

MDMs were obtained from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and 
characterized as previously described (24). MDM activation was induced by 48 h of 

treatment with the following reagents: LPS (100 ng/ml; Sigma), TNF-⍺ (10 ng/ml; 

BioLegend), IL-6 (10 ng/ml; BioLegend), IFN-⍺ (100 U/ml; PBL Interferon Source), IFN-

γ (20 ng/ml; Peprotech), and IL-1β (10 ng/ml; BioLegend). Transfection of MDMs with 
either Exiqon microRNA LNA mimics or inhibitors (antagomirs) was performed using 

Lipofectamine RNAiMax (Invitrogen) as previously described (24). Following a 72-h 
incubation, cells were harvested for qRT-PCR or flow cytometry analyses. In some 

cases, a second transfection was performed. Viruses were produced and titers were 
determined as previously described (24), using the TZM-bl reporter cell line (70). 

Unless otherwise indicated, macrophages were infected with HIV-1 at a multiplicity of 
infection (MOI) of 1. 
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SDS-PAGE and Western immunoblot analyses 

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) of 

macrophage lysates and immunoblotting were performed as previously described (71) 
using rabbit anti-human 12D1 p21 (1/500; NEB/Cell Signaling) or mouse anti-

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (BioLegend) diluted 1/200. 
 

Analysis of HIV-1 infection or fusion in MDMs, preparation of conditioned 

supernatants, and IL-1β measurement 

MDMs were transfected with either control RNA, mimics, or antagomirs and cultured 
for 72 h in 12-well plates. Cells were then infected with NL4-3-ADA-IRES-GFP virus 

at an MOI of 1, washed, and incubated for 2 weeks. Macrophages and their 
supernatants were harvested at the indicated time points, and viral spread was 

assessed by analyzing the percentage of cells expressing GFP by flow cytometry. For 
infected MDM conditioned supernatants, the supernatant was harvested at 48 h 

postinfection, ultracentrifuged on 20% sucrose cushions to clear it of virus particles, 
and then added (diluted 1/20) to new MDM cultures. Briefly, the conditioned 

supernatant was either left untreated, treated for 20 min at 37°C with neutralizing goat 
anti-human TNF-α or IL-1β monoclonal Abs (mAbs) (1 μg/ml; R&D Systems, 

Cedarlane) or control anti-human IgGs (1 μg/ml; Molecular Probes, Invitrogen), and 
added to macrophages 48 h prior to RNA extraction, the addition of antagomirs, or 
infection with VSV-G- or HIV-1 ADA-pseudotyped luciferase-encoding viruses. In the 

latter case, macrophages were lysed following 48 h of infection, and luciferase activity 
was determined. Virus production was assessed in some experiments by HIV-1 p24 

ELISAs, and the infectivity of released virus was evaluated in TZM-bl reporter cells as 
described previously (24). Viral fusion was measured using the Blam-Vpr assay (44) 

as described previously (24). IL-1β in the supernatants from either control uninfected 
or infected MDMs was measured using an IL-1β ELISA Legend Max kit (BioLegend). 

 

RNA extraction, reverse transcription, and real-time qPCR analyses 

Total cellular RNAs were extracted using RNeasy RNA extraction columns (Qiagen) 
according to the manufacturer’s instructions and stored at −80°C. For the isolation of 
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infected (GFP+) and bystander (GFP−) macrophage populations, MDMs infected with 

NL4-3-ADA-IRES-GFP viruses (MOI of 1) were sorted using an Influx cell sorter (BD 
Biosciences), and GFP+ and GFP− cells were directly recovered in RLT lysis buffer as 

previously described (24). In the case of microRNAs, cDNAs were obtained by using 
two-tailed qRT-PCR (33); briefly, 100 to 300 ng of total RNAs was reversed transcribed 

using SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen) with poly(dT) and specific loop 
primers for the appropriate microRNAs. For qRT-PCR, cDNA and appropriate primers 

(Table S2) were added to SYBR green select master mix (Applied Biosystems) in 96-

well plates and run on a ViiA96 thermocycler (Thermo Fisher Scientific). GAPDH was 

used as a loading control, and ΔΔCTvariations were calculated. For microRNA 
absolute quantitation, primers were designed according to methods described 

previously by Balcells et al. (72), and standardized dilutions of pMIR103 or pMIR107 
were used as a reference to compute microRNA copy numbers. Particular attention 

was noted on melt curve analyses to obtain optimal conditions. 
 

Comparative expression of miRNAs-103/107 and p53 mRNA in myeloid cells 

isolated from PBMCs or the colon 

Myeloid cells from either peripheral blood or sigmoid colon biopsy specimens were 
isolated from 3 adult HIV-negative donors, as previously described (23, 24). Cells 

stained with a cocktail of Abs were suspended in phosphate-buffered saline (PBS) 
with 5% fetal bovine serum (FBS) and 25 mmol/liter HEPES buffer, and the myeloid 

cell-enriched fraction with a CD326− CD8− CD19− CD66b− CD3− HLA-DRhigh phenotype 
was sorted on a BD-FACS Aria III instrument (BD Biosciences). The viability dye 

Live/Dead fixable aqua dead-cell stain kit (Invitrogen) was used to exclude dead cells. 
Sorted cells were lysed in RLT lysis buffer (Promega), and RNA was extracted for real-

time qPCR. 
 

Comparative expression of miRNAs-103/107, miRNA-222, and p53 mRNA in 

blood monocytes or ALVMs 

Individuals were recruited at the McGill University Health Centre and the CR-CHUM 
(Montreal, Canada). Bronchoalveolar lavage (BAL) specimens were collected from 2 

HIV-negative individuals and 5 HIV-positive individuals under suppressive ART 
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(undetectable plasma viral load and CD4 count higher than 350 cells/mm3) for at least 

3 years and without any respiratory symptoms or active infections and processed as 
previously described (45). Matched peripheral blood was also collected from the 

participants, and CD14+ blood monocytes were isolated using an Influx cell sorter and 
recovered directly in RLT lysis buffer (Qiagen). BAL fluid cells were first washed and 

resuspended in a solution containing PBS–5% FBS–25 mM HEPES (pH 7.4), FcR 
blocked, and stained with a cocktail of Abs, and cells with the CD45+ CD206+ CD169+ 

phenotype were sorted. Live/Dead viability dye (Invitrogen) was used to exclude dead 
cells. Sorted cells were lysed in RLT lysis buffer, and RNA was extracted for mRNA 
or microRNA qRT-PCR. 

 
 

Statistics 

Statistical analyses were performed using the nonparametric Wilcoxon matched-pairs 

signed-rank test or Student’s t test. Statistical significance is indicated in the figures 

(*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001). 
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Table S2 - Oligonucleotides used in this study 

MicroRNA Base mean average Fold change GFP-neg./MOCK
hsa-miR-22-3p 1102115 0.93
hsa-miR-21-5p 845068 0.69
hsa-let-7f-5p 582709 1.12

hsa-miR-191-5p 505295 1.17
hsa-miR-146a-5p 389172 1.23

hsa-let-7a-5p 369882 1.30
hsa-miR-26a-5p 317539 0.99

hsa-miR-181a-5p 292114 1.13
hsa-miR-378a-3p 229967 1.07

hsa-let-7g-5p 149606 1.13
hsa-miR-146b-5p 139136 1.11
hsa-miR-222-3p 113630 1.82
hsa-miR-16-5p 113246 0.85

hsa-miR-30e-5p 96842 0.86
hsa-miR-142-5p 84684 0.62
hsa-miR-221-3p 75292 1.52
hsa-miR-26b-5p 71962 0.98
hsa-miR-423-3p 63087 1.69
hsa-miR-98-5p 61522 1.07

hsa-miR-186-5p 58768 1.08
hsa-miR-30d-5p 56068 0.98
hsa-miR-92a-3p 51372 1.07

hsa-miR-103a-3p 50807 1.24
hsa-miR-28-3p 43526 1.32
hsa-let-7d-5p 43158 1.32
hsa-let-7i-5p 40527 1.06

hsa-miR-342-3p 40451 1.43
hsa-miR-155-5p 39152 1.90
hsa-miR-29a-3p 34874 0.73
hsa-miR-30c-5p 32893 1.04

Table	S1:	List	of	30	highest	expressed	microRNAs	in	MDMs	(based	on	data	from	ref.	24)

MiR-103	is	shown	in	red.	MiR-107	was	ranked	87	out	of	the	414	microRNAs	studied.	MiR-221	and	222,	that	
target	the	mRNA	of	the	CD4	receptor,	are	highlighted	in	green.
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Figure S1 

 

Table S2 - Oligonucleotides used in this study. 
NAME   OLIGONUCLEOTIDE        PURPOSE 
 
5'CCR5-UTR  TACAAGAGCTCTTGTGACACGGACTCAAGTGG    LucCCR5-3'UTR 
3'CCR5-UTR  TACAAACGCGTTTATTTTAGAAGGTGTTTTTTATTAGATG   LucCCR5-3'UTR 
CCR5mutFwd  CTGAAAAACTAAGCTTACAGCTGCCCAGTG    Seed mutations 
CCR5mutRev  CACTGGGCAGCTGTAAGCTTAGTTTTTCAG    Seed mutations 
miR-222-3p-L  CAGATGTATCAAGCTCTCCAGGTACAGTTGGTACCTGACTCCACGCACCCAG qPCR 
miR-222-3p-5'  CAGATGTATCAAGCTCTCCAGGTACAGT     qPCR 
miR-222-3p-3’ GGAGCTACATCTGGCTACTGGGT      RT loop 
miR-103-3p-5'  ACAATGTCAAGCTCTCCAGGTACAGT      qPCR 
miR-103-3p-3'  GGAGCAGCATTGTACAGGGCT      qPCR 
miR-103-3p-L TACAATGTCAAGCTCTCCAGGTACAGTTGGTACCTGACTCCACGCTCATAG  RT loop 
miR-107-5’  ACAATGGCTAGCTATGCAGGTACAG      qPCR 
miR-107-3’  GGAGCAGCATTGTACAGGGCT       qPCR 
miR-107-L  TACAATGGCTAGCTATGCAGGTACAGTTGGTACCTGACTCTTGTTTGATAG RT loop 
gapdh-5'  GCCATCAATGACCCCTTCAT        qPCR 
gapdh-3'  TTGACGGTGCCATGGAATTT        qPCR 
cd4-F   GTCCCTTTTAGGCACTTGCTTCT       qPCR 
cd4-R   TCTTTCCCTGAGTGGCTGCT        qPCR 
ccr5-F   CAAAAAGAAGGTCTTCATTACACC      qPCR 
ccr5-R   CCTGTGCCTCTTCTTCTCATTTCG      qPCR 
p53-F   GCCCAACAACACCAGCTCCT        qPCR 
p53-R   CCTGGGCATCCTTGAGTTCC        qPCR 
p21-F (A)  TCCTCATCCCGTGTTCTCCT        qPCR 
p21-R (A)  ACAAGTGGGGAGGAGGAAGT       qPCR 
miR-103C FWD  AATTCAGCAGCATTGTACAGGGCTATGAAAAAAG    pMIR103 
miR-103C REV  GATCCTTTTTTCATAGCCCTGTACAATGCTGCTG    pMIR103 
miR-107C FWD  AATTCAGCAGCATTGTACAGGGCTATCAAAAAAG    pMIR107 
miR-107C REV  GATCCTTTTTTGATAGCCCTGTACAATGCTGCTG    pMIR107 
miR-103/107-5'  CGCAGAGCAGCATTGTACAG       qPCR (absolute) 
miR-103-3p-3'  GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTCATAG      qPCR (absolute) 
miR-107-3’  GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTGATAG      qPCR (absolute) 
miR-103 mimic AGCAGCATTGTACAGGGCTATGA 
miR-107 mimic AGCAGCATTGTACAGGGCTATCA 
miR-103 antag. GCCCTGTACAATGCTGCT 
miR-107 antag. GATAGCCCTGTACAATG 
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Figure S1 - MiRNA-103 antagomirs counteract IL-1β-driven CCR5 reduction, related 
to Figure 4. 
MDMs from 3 blood donors were treated with conditioned medium (Fig. 4A) or the 
indicated MDM activators (Fig. 4B and 4C) and then transfected with either control or 
miRNA-103 antagomirs. CCR5 or CD4 mRNA expression levels were measured by real-
time qPCR. Bars represent the mean fold changes compared to mock (untreated) cells 
(n = 3 blood donors; Wilcoxon matched-pairs signed-rank test). 
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Figure S2 - IL-1β secreted into HIV-1-infected MDM supernatants enhances miRNA-
103 in MDMs, related to Figure 5. 
The conditioned supernatant from infected macrophages was added to new MDM 
cultures from 4 blood donors. In some cases, the conditioned supernatant was treated 
with either control goat anti-human IgGs (cntrl Abs), neutralizing anti-TNF-α, neutralizing 
anti-IL-1β, or both neutralizing antibodies. miRNA-103 and miRNA-222 expression levels 
were then measured by real-time qPCR. Bars represent the mean fold changes compared 
to mock (untreated) cells (n = 4 blood donors; Wilcoxon matched-pairs signed-rank test). 
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Chapitre 4 : Manuscrit #2 
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Rôle du miARN-103 dans les lymphocytes T CD4+  
 

 

Contexte : Comment la latence s’établit dans les cellules infectées, en particulier 

dans les lymphocytes T CD4+, est une question qui n’est pas encore totalement 
expliquée. Récemment, une étude montre que la latence virale s’établirait lors de 

l’infection de lymphocytes T CD4+ dans une fenêtre très étroite suite à leur activation. 
Ces cellules posséderaient des propriétés uniques, comme une augmentation 
temporaire de l’expression du corécepteur viral CCR5, ainsi qu’un environnement 

cellulaire peu favorable à la transcription des gènes du VIH-1. Partant de ce constat, 

nous avons émis l’hypothèse que le miARN-103, dont nous avons découvert qu’il 

cible l’ARNm du CCR5, pourrait contribuer à moduler le niveau d’expression de CCR5 
au cours de la transition des lymphocytes T CD4+ d’un phénotype activé vers un 

phénotype mémoire. Cette contribution du miARN-103 dans l’expression de CCR5 
impacterait l’entrée du VIH-1, et par conséquence, l’établissement d’une infection 

latente dans ces cellules.  
 

Objectif : Notre objectif était tout d’abord de confirmer que le CCR5 est une cible du 

miARN-103 dans les lymphocytes T CD4+ ainsi que d’approfondir la régulation de ce 

miARN. Par la suite, nous avons voulu déterminer quel serait l’impact d’une 
augmentation du miARN-103 sur l’entrée du VIH-1 dans ces cellules, et plus 

particulièrement, l’impact sur la fréquence de cellules latentes. Enfin, notre dernier 
objectif était d’approfondir la relation entre le CCR5 et le miARN-103 in vivo, chez 

l’humain. Pour cela, nous avons cherché à savoir si le contrôle de l’infection (en 

absence de traitement) par les contrôleurs élites (ECs) se traduisait par une 
augmentation du miARN-103 chez ces individus.  

 

Statut de l’article : Cet article a été publié dans la revue iScience en septembre 2022.  

 

Contribution détaillée de chacun des auteurs : Ma contribution personnelle à cet 

article est de 80%. J’ai réalisé toutes les expériences présentées dans cet article, et 
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j’ai effectué toutes les analyses de données, participé à la majorité de l’écriture de 

l’article, et j’ai réalisé l’ensemble des figures.  
Robert Lodge et Tram Pham ont assisté à l’analyse des données ainsi qu’à l’écriture 

de l’article. Jaspreet Jain et Thomas Murooka ont participé à la caractérisation du 
système de vecteur VIH-1 à double fluorescence, qui a été fourni par Alon 

Herschhorn. Cécile Tremblay et Nicole Bernard ont supervisé le recrutement des 
participants contrôlant l’infection du VIH-1 en absence de traitement. Jean-Pierre 

Routy a supervisé le recrutement des participants vivants avec le VIH-1 et notamment 
fournis les échantillons provenant de sujet virémique. Éric A. Cohen a supervisé 
chaque étape de cette étude, a participé à l’écriture du manuscrit et a obtenu le 

financement.    
 

Résumé graphique :  
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Article N°2 
 

Summary 
 
Activated-to-memory transitioning CD4+ T cells display elevated expression of the 

HIV-1 co-receptor CCR5 and are more prone to HIV-1 latent infection. Here, we show 
that p53-regulated miRNA-103 downmodulates CCR5 levels in CD4+ T lymphocytes. 

We reveal that miRNA-103 mimics, as well as Nutlin-3, an inhibitor of Mdm2-mediated 
p53 degradation, decrease CCR5-dependent HIV-1 infection. Using a dual-reporter 
virus, we subsequently validate that in transitioning CD4+ T cells, Nutlin-3 treatment 

decreases the frequency of both productively and latently infected cells via 
upregulation of miRNA-103. Importantly, we provide evidence that CD4+ T cells from 

HIV-1 elite controllers express less CCR5 than those from antiretroviral therapy-naïve 
progressors, an effect linked to a significant increase in miRNA-103 levels. By 

contributing to the control of CCR5 expression in CD4+ T cells, miRNA-103 is likely to 
play a key role in countering the establishment of latent HIV-1 reservoirs in vivo. 

 

Introduction 
 

The development of combined antiretroviral therapy (ART) for the suppression of 
human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1) replication represents a remarkable 

achievement of modern medicine. However, although these treatments improve the 
health and prolong the life of those infected, they do not eradicate the virus and 
therefore must be taken for life. HIV-1 can establish latent infection by integrating 

replication-competent proviral DNA into the genome of specific host target cells, 
ultimately leading to the formation of a latent reservoir (Chun et al., 1997a; Wong 

et al., 1997). These HIV-1 latent reservoirs, which escape elimination by the host 
immune system or antiviral drugs, represent the primary obstacle to an HIV-1 cure as 

they drive the resurgence of the infection once ART is interrupted. 
 

One of the best characterized latent HIV-1 reservoirs is found in resting memory 
CD4+ T cells (Chomont et al., 2009; Chun et al., 1997a, 1997b; Finzi et al., 
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1997; Wong et al., 1997), and appears to be seeded at very early stages of infection 

as was demonstrated in non-human primate models (Whitney et al., 2014, 2018). The 
mechanisms responsible for the establishment of HIV-1 latency in memory 

CD4+ T cells are not fully elucidated. Latently infected cells are rare in vivo and appear 
to arise when activated CD4+ T cells become infected and survive long enough to 

revert back to a long-lived resting memory stage, which is nonpermissive for viral 
gene expression (Sengupta and Siliciano, 2018). An alternative model proposes that 

HIV-1 latency is directly established in resting CD4+ T cells, following interaction with 
dendritic cells and/or the action of specific chemokines (Chavez et al., 2015; Evans 

et al., 2013; Saleh et al., 2007). More recently, it was shown that latent infection could 
also arise from the infection of CD4+ T subsets that are transitioning from an activated 

to a memory stage (Shan et al., 2017). These transitioning CD4+ T cells were found to 
have a unique combination of characteristics: first, they display a transient 

upregulation of the virus co-receptor C-C chemokine receptor 5 (CCR5) expression, 
allowing for HIV-1 entry and infection, and second, they exhibit a cellular environment 

poorly conducive for active HIV-1 provirus transcription. Indeed, ex vivo studies of 

HIV-1 infection of CD4+ T cells transitioning from an activated to a memory stage 
revealed the establishment of largely latent infection in these cells (Shan et al., 2017). 

In this context, a comprehensive understanding of host factors and signals that 
modulate CD4+ T cell susceptibility to latent HIV-1 infection is likely to provide 
important information about cellular pathways that could be countered to limit the 

establishment of latent infection in these cells. 
 

MicroRNAs (miRNAs) are small single-stranded non-coding RNA molecules 
(containing about 22 nucleotides) found in plants, mammals, and even viruses, that 

are involved in RNA silencing and post-transcriptional regulation of gene expression 
(Hammond, 2015). They can be delivered to neighboring cells via exosomes, which 

are found to contain large quantities of miRNAs (Nahand et al., 2020). MiRNAs 
function by base pairing with complementary sequences within target mRNAs, 

primarily in the 3′ untranslated region (UTR). As a consequence, targeted mRNAs are 
silenced by one or more mechanisms, including mRNA cleavage and blocking the 

translation of the mRNA by ribosomes (O’Brien et al., 2018). Increasing evidence 
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indicate that miRNAs play a key role in regulating the susceptibility of target cells to 

HIV-1 infection and persistence (Balasubramaniam et al., 2018). Indeed, several 
miRNAs that target the 3′ UTR of HIV-1 transcripts have been identified, such as 

miRNA-29a and miRNA-223 (Ahluwalia et al., 2008; Huang et al., 2007). MiRNAs 
appear also to promote HIV-1 infection by targeting factors that restrict viral 

replication. For instance, miRNA-181 modulates the expression of SAMHD1, a cellular 
regulator of deoxynucleoside triphosphate levels and a strong inhibitor of reverse 

transcription (Riess et al., 2017). Importantly, miRNAs are also found to promote the 
establishment and maintenance of provirus latency by targeting directly or indirectly 
host transcription factors that are essential for HIV-1 gene expression (Chiang et al., 

2012; Shen et al., 2012; Triboulet et al., 2007). Hence, TRIM32, an E3 ubiquitin ligase 
that activates NF-κB to promote HIV-1 transcription, is targeted by miRNA-155, 

therefore limiting long terminal repeat (LTR)-driven gene expression (Ruelas et al., 
2015). MiRNAs can also modulate HIV-1 entry into host target cells. Indeed, miRNAs-

221/222 inhibit HIV-1 infection by downregulating the HIV-1 receptor CD4 in 
lymphocytes (Orecchini et al., 2014) as well as in macrophages (Lodge et al., 2017). 

More recently, we provided evidence that interleukin (IL)-1β induces a 
downmodulation of CCR5 expression and HIV-1 entry in macrophages through a p53-

mediated process involving miRNA-103 (Lodge et al., 2020). Lastly, differences in 
miRNA expression profiles in HIV-1, hepatitis B virus (HBV), or hepatitis C virus (HCV)-

infected individuals, as well as co-infected individuals or HIV-1-infected elite 
controllers suggest that miRNAs could be used as biomarkers for the risk of disease 

progression (Moghoofei et al., 2018; Yousefpouran et al., 2020). 
 

Here, we investigated the role of the p53-regulated miRNA-103 in the regulation of 
CCR5 expression following the activation of CD4+ T lymphocytes and examined its 

impact on the susceptibility of activated-to-memory transitioning cells to HIV-1 latent 
infection. Our findings reveal that miRNA-103 contributes to the downregulation of 
CCR5 expression in CD4+ T cells progressing to a resting memory phenotype. We 

also show that the extent of CCR5 control by miRNA-103 is determined by the levels 
of p53 in CD4+T cells progressing to a resting memory stage. Indeed, we provide 

evidence that the pharmacological stabilization of p53 limits both productive and 
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latent infections of CD4+ T lymphocytes by reducing CCR5 expression levels via 

miRNA-103. Importantly, we show that CD4+ T cells from elite controllers (ECs) 
display significantly reduced expression of CCR5 compared to ART-naïve 

progressors, a condition that is associated with a statistically meaningful increase in 
miRNA-103 expression. Overall, these results highlight the role of p53-regulated 

miRNA-103 in the regulation of CCR5 expression in CD4+ T cells and underscore how 
the modulation of miRNA-103 could conceivably affect the establishment of HIV-1 

latency in these cells. 
 
Results 
 
P53-modulated miRNA-103 regulates CCR5 mRNA levels in CD4+ T lymphocytes 

progressing to a resting memory phenotype 

 

Having recently reported that miRNA-103 downregulates CCR5 mRNA levels in 
macrophages (Lodge et al., 2020), we first sought to directly determine if miRNA-103 

mimics could regulate CCR5 mRNA levels in CD4+ T cells. To this end, we used the 
CD4+ C10/MJ T cell line that expresses low, yet detectable levels of endogenous 

CCR5 protein at the cell surface (Majka et al., 2000) (Figure 1A). Transfection of 

miRNA-103 mimics significantly decreased the degree of CCR5 mRNA expression 

when compared to control (approximately 60%, p = 0.0022), but did not impact 

CXCR4 mRNA levels (Figure 1B). Consistently, infection of C10/MJ cells with firefly 

Luciferase (F-Luc)-expressing single-round HIV-1-reporter viruses, either 
pseudotyped with HIV-1 ADA-Env (CCR5-dependent entry) or vesicular stomatitis 

virus G (VSV-G) glycoprotein (CCR5-independent entry) revealed that HIV-1 ADA-Env-
coated virus infection was significantly reduced (approximately 75%, p = 0.0022) by 

miRNA-103 mimic treatment as compared to control (Figure 1C). In contrast, no 

difference in viral infection efficiency was detected with VSV-G-coated viruses, thus 

excluding potential effects of miRNA-103 on post-entry steps up to provirus 
expression. These results indicate that miRNA-103 can downregulate CCR5 

expression in CD4+ T cells and inhibit CCR5-dependent HIV-1 entry. 
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Figure 1 - MiRNA-103 downregulates CCR5 mRNA levels in CCR5-expressing 
CD4+ T cells. 
(A) CCR5 surface expression was measured in C10/MJ cells by flow cytometry.  
(B) CCR5 and CXCR4 mRNA levels were evaluated in miRNA-103 mimic or control-
transfected C10/MJ cells. Shown is the mean fold change (n = 3) compared to control 
transfected C10/MJ cells (in gray). Error bars represent SEM. Statistical significance was 
determined by the nonparametric Mann-Whitney test, values: **p < 0.01.		
(C) F-Luc activity was evaluated, as a measure of viral entry, in lysates of either HIV-1 
ADA-Env or VSV-G-pseudotyped NL4-3-Luc+Vpr+-infected C10/MJ cells previously 
transfected with either controls or miRNA-103 mimics. Error bars represent 
SEM. Statistical significance was determined by the nonparametric Mann-Whitney test, 
values: **p < 0.01. 

 

To examine the role of miRNA-103 in regulating CCR5 expression during the transition 

of CD4+ T cells from an activated to a memory phenotype, we first validated if CCR5 
expression was modulated during this transition in our culture conditions. Thus, the 

levels of CCR5 at the surface of either primary resting CD4+T cells (D0, or “day 0”) or 
CD4+ T cells activated for 4 days with anti-CD3/anti-CD28 antibodies (day 4) or at 

different time-points following the removal of antibodies (“relaxation”, day 7-day 21) 

were measured by flow cytometry (Figures S1A and 2A) As previously shown (Shan 

et al., 2017), our results reveal that resting CD4+ T cells weakly express CCR5 (with 
<10% cells being CCR5-positive). However, co-receptor expression increases 

transiently in activated-to-memory transitioning lymphocytes with a peak of >30% of 
cells expressing CCR5 after 7 days of “relaxation” post-activation (day 11) 

(Figures 2A and 2B). These observations were further confirmed at the mRNA level 

as we detected a parallel transient increase of CCR5 mRNA in activated-to-memory 
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transitioning CD4+ T cells. Following a peak at day 11, a progressive decrease of 

CCR5 mRNA levels was observed as cells were progressing to a resting phenotype 

(Figure 2C). This modulation of CCR5 was specific as the levels of cell-surface 

CXCR4 remained unchanged during this transition despite the progressive decrease 

of the CD25 activation marker (Figures S1B and S1C). 

 

 
Figure 2 - MiRNA-103 modulates CCR5 expression in primary activated-to-memory 
transitioning CD4+ T cells. 
(A and B) Cell-surface CCR5 expression was measured by flow cytometry and compared 
in resting, activated, and relaxed CD4+ T cells obtained from healthy blood donors. In (B), 
data represent results obtained from cells of six different blood donors (2♀/4♂). Error 
bars represent +/− SEM. Statistical significance was determined by the nonparametric 
Kruskal Wallis test, values: **p < 0.01, ***p < 0.001.  
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(C) CCR5 mRNA levels in resting, activated and relaxed CD4+ T cells (n = 6, 2♀/4♂) were 
measured by real-time qPCR. Shown are the mean fold changes compared to resting cells 
(in gray). Error bars represent SEM. Statistical significance was determined by the 
nonparametric Kruskal Wallis test, values: **p < 0.01, ***p < 0.001.  
(D) MiRNA-103 and p53 mRNA levels in activated and relaxed CD4+ T cells (n = 6, 2♀/4♂) 
were measured by real-time qPCR. Shown are the mean fold changes compared to 
activated cells (in gray). Error bars represent SEM. Statistical significance was determined 
by the nonparametric Kruskal Wallis test, values: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 
0.0001. 
(E and F) Transitioning primary CD4+ T cells (D11, “day 11”) were transfected with FAM-
labeled miRNA-103 inhibitor (purple) or control inhibitor (gray). In (E), mean fluorescence 
intensity (MFI) of cell surface CCR5 was measured and compared to the control inhibitor-
transfected cells 48h after the transfection. Shown are data from a representative donor. 
In (F), compiled data from the cells of five different blood donors (3♀/2♂) showing CCR5 
expression relative to that of control inhibitor-transfected cells. Error bars represent 
SEM. Statistical significance was determined by the nonparametric Mann-Whitney’s test, 
values: **p < 0.01. See also Figure S1. 

 

Recently, we and others reported that miRNA-103 is regulated by the tumor 
suppressor p53 in Interleukin (IL)-1β treated macrophages as well as in a human 

colorectal carcinoma cell model (Leslie et al., 2018; Lodge et al., 2020). Therefore, we 
tested if miRNA-103 and p53 mRNA levels varied in parallel with the changes in CCR5 

expression from day 4 (activated) to day 21. Interestingly, we found that the level of 
miRNA-103 expression varies slightly between day 4 and day 11 (2.5-fold, p = 0.0412 

at day 11) but shows a strong increase starting at day 15 (2.9-fold, p = 0.0072 to 4.5-

fold, p < 0.00001 between day 15 and day 21) (Figure 2D, left panel). These 

observations correlate with p53 mRNA levels, which also start to significantly increase 

at day 15 (2.9-fold, p = 0.0386) (Figure 2D, right panel). These results suggest that 

miRNA-103 expression levels following activation (day 4) are not sufficient to counter 
the increase in CCR5 observed, and further indicate that miRNA-103 is implicated in 

the downregulation of CCR5 that is observed between day 11 and day 21 

(Figures 2A-2C). As a decrease in CCR5 expression in transitioning primary 

CD4+ T cells was detectable between day 11 and day 15 (Figures 2A-2C), we 

assessed the role of miRNA-103 in this down-modulation by transfecting primary 

CD4+ T cells with an inhibitor (antagomir) of miRNA-103 at the peak of CCR5 

expression (day 11). As shown in Figures 2E and 2F, transfection of the miRNA-103 

inhibitor abolished the decrease of CCR5 expression with transfected cells displaying 
a significantly higher level of CCR5 at the surface (approximately 3.4-fold, p = 0.0079) 

relative to control cells. Overall, these results provide evidence that endogenous 
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miRNA-103 downregulates the expression of CCR5 in primary CD4+ T cells 

progressing to a resting memory phenotype. 
 
Stabilization of p53 leads to less CCR5 in primary CD4+ T cells through miRNA-103 

upregulation 

 
We then investigated the role and the modulation of p53 in CD4+ T cells by comparing 
the level of p53 mRNA in resting CD4+ T lymphocytes to that in cells at different stages 

post-activation. We show that p53 mRNA was strongly expressed in resting 
CD4+ lymphocytes as compared to activated or activated-to-memory transitioning 

CD4+ T cells (at day 11), which, indeed, displayed reduced p53 mRNA levels by 

approximately 80% (p = 0.0004) and 60% (p = 0.0479) (Figure 3A). 

 

 
Figure 3 - Stabilization of p53 leads to a downregulation of CCR5 in activated 
CD4+ T cells through miRNA-103 upregulation. 
(A) p53 mRNA levels in resting (day 0), activated (day 4) and activated-to-memory (day 11) 
CD4+ T cells were measured by real-time qPCR. Shown are the mean fold changes in p53 
mRNA expression compared to resting cells (n = 6, 2♀/4♂). Error bars represent 
SEM. Statistical significance was determined by the nonparametric Kruskal Wallis 
test, values: *p < 0.05, ***p < 0.001.  
(B) Different concentrations of the Mdm2 antagonist Nutlin-3 were added to activated 
primary CD4+ T cells (n = 5 donors, 2♀/3♂) and the effect of Nutlin-3 on p21 mRNA, 
miRNA-103, and CCR5 mRNA was determined by real-time qPCR. Shown are the mean 
fold changes in expression compared to vehicle (DMSO)-treated cells. Error bars 
represent SEM. Statistical significance was determined by the nonparametric Kruskal 
Wallis test, values: **p < 0.01, ***p < 0.0001.  
(C) Different concentrations of Nutlin-3 were added to primary CD4+ T cells and the effect 
of Nutlin-3 on the surface expression of CCR5 and CXCR4 was determined by flow 
cytometry. Shown are data from a representative donor. See also Figure S2.  



 129 

To investigate whether the low levels of p53 in activated and activated-to-memory 

transitioning CD4+T cells impact miRNA-103 expression in these cellular stages, we 
treated activated primary CD4+ T cells for 24h with different concentrations of Nutlin-

3, a Mdm2 inhibitor that stabilizes the p53 protein (Vassilev et al., 2004). Treatment 
with Nutlin-3 did not significantly affect cell viability, except at higher concentrations 

(20μM, 66.7% viability, p = 0.0011) (Figure S2A). Interestingly, cell treatment with 

15μM of Nutlin-3 significantly increased miRNA-103 (2.7-fold, p = 0.0070), a condition 

that was linked to a decrease in CCR5 mRNA level by 60% (p = 0.0028) in these cells 

(Figure 3B). The effectiveness of the Nutlin-3 treatment on p53 stabilization was 

validated by the detection of a significant increase in expression of the p53-target 

gene, p21 (Figure 3B). As expected, p53 mRNA levels were not affected by Nutlin-3, 

which inhibits Mdm2-triggered p53 protein degradation but not p53 transcription 

(Figure S2B). Consistent with the upregulation of miRNA-103 expression upon Nutlin-

3 treatment, we also observed a reduction in the frequency of cell-surface CCR5 
positive-cells within 24h, using flow cytometry (12.5% CCR5+ with vehicle as 

compared to 9.9 and 9.1% CCR5+ with 10 and 15μM Nutlin-3, respectively) 

(Figure 3C). Importantly, we did not observe any significant effect of Nutlin-3 

treatment on CXCR4 surface expression (Figure 3C). Together, these results indicate 

that miRNA-103 is also regulated by p53 in CD4+ T lymphocytes and that Nutlin-3-

mediated stabilization of p53 leads to a reduction in the frequency of cells expressing 
CCR5. They also support the notion that p53 expression (or lack thereof) in activated 

CD4+ T lymphocytes transitioning to a resting memory phenotype likely impacts the 
control exerted by miRNA-103 on CCR5 expression. 

 

Activated-to-memory transitioning CD4+ T cells are more susceptible to human 

immunodeficiency virus type-1 latent infection 

 

Although CD4+ T cells that are transitioning from an activated stage to a resting 

memory phenotype express CCR5 and are susceptible to HIV-1 infection, their overall 
cellular environment is reported to not be conducive to HIV-1 gene expression, thus 

favoring the establishment of latent infection (Shan et al., 2017). To further validate 
these observations, we used the dual-fluorescent HIV-1 reporter vector, HI.fate, that 
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encodes for the E2-Crimson gene under the control of the HIV-1 LTR, and the 

ZsGreen gene, under the control of an EF1-α promoter (Figure 4A). This virus reporter 

system can distinguish infected cells where HIV-1 expression is active (both E2-

Crimson and ZsGreen-positive) from those that remain silent (only ZsGreen-positive), 
thus allowing for the analysis of latently or productively HIV-1 infected cells at a single 

cell level (Ratnapriya et al., 2021). Indeed, we show that upon the activation of HI.fate 
infected cells with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies, the frequency of latently 

infected CD4+ T cells was reduced and a concomitant increase in the frequency of 

productively infected cells was detected (Figures S3A and S3B). Additionally, 

productively infected cells, which are predicted to express Vpu, were found to display 
downregulation of its cellular targets, CD4 and BST2, a condition not observed in 

uninfected or latently infected cells (Figure S3C). 

 

 
Figure 4 - Activated-to-memory transitioning CD4+ T cells are more susceptible to 
latent infection. 
(A) Genomic organization of the HI.fate dual reporter virus and schematic depiction of 
HI.fate-infected cell populations detected by flow cytometry. Productively infected cells 
are E2-Crimson+, while latently infected cells are ZsGreen+ and E2-Crimson-. Adapted 
from (Dahabieh et al., 2013).  
(B-D) Primary CD4+ T cells were infected with HI.fate-JRFL-Env viruses at different time 
points post-activation and E2-Crimson and ZsGreen expression analyzed by flow 
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cytometry two days after infection. In (C), data shown were obtained from cells of seven 
different blood donors (5♀/2♂). Error bars represent SEM. Statistical significance was 
determined by the nonparametric Kruskal Wallis test, values: *p < 0.05, **p < 0.01. In (D), 
relative frequencies of latently and productively infected cells as shown in Panel C are 
expressed as ratios of latent over productive infections. Error bars represent SEM. See 
also Figure S3.  

 
Using this system, we analyzed the establishment of latently and productively HIV-1 

infected cell populations upon the infection of activated CD4+ T cells or during their 
transition to a resting phenotype. Our data reveal that HIV-1 infection was overall 

comparable on day 11 (with a mean of ∼5.2% infection, n = 7, “activated-to-

memory”), as compared to that on day 4 (mean of ∼4.3% infection, n = 7, “activated 

cells”) despite significant differences in the expression levels of CCR5 in these two 

cell populations (Figures 2, 4B and 4C, left panel). Interestingly, activated-to-

memory transitioning cells showed a higher frequency of latent infection (2% of 
productively infected versus 3.2% of latently infected), when compared to activated 

infected cells (compare 3.1% productively infected to 1.2% latently infected 

(Figure 4C, right panel)). In contrast, cells on day 18 were largely refractory to 

infection despite expressing CCR5 at levels comparable to that on activated 

CD4+ T cells (day 4) (Figures 2 and 4C). This phenotype most likely reflects the 

multiple post-entry blocks reported in T cells with a resting phenotype (Baldauf et al., 

2012). Taken together (Figure 4D), these results provide additional evidence that 

CD4+ T cells transitioning from an activated to a memory phenotype are more prone 
to latent HIV-1 infection. 

 

Nutlin-3 decreases CD4+ T cell susceptibility to human immunodeficiency virus type-

1 infection by inducing miRNA-103-mediated downregulation of CCR5 

 

Given that we observed different levels of latent HIV-1 infection in CD4+ T cells 
depending on their transitioning phenotype, we investigated the impact of p53-

regulated miRNA-103 on the establishment of latent and productive HIV-1 infections 
in post-activated CD4+ T cells. To this end, we infected Nutlin-3-pre-treated (15μM 

for 24h) CD4+ T cells with the HI.fate HIV-1 reporter virus pseudotyped with either 
HIV-1 JRFL-Env glycoproteins (CCR5-dependent HIV-1 entry) or VSV-G (CCR5-

independent HIV-1 entry) for 48h (Figure 5A). When compared to control (DMSO), 
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Nutlin-3 decreased the frequency of both productive and latent populations by 50% 

in the context of CCR5-dependent HIV-1 infection (p = 0.0286) but not in the case of 

VSV-G-mediated entry (Figures 5B and 5C). Moreover, real-time qPCR analysis of 

infected cells revealed that CCR5 mRNA was reduced in Nutlin-3-treated cells which 

also had higher levels of miRNA-103 (Figure 5D). These results suggest that Nutlin-3 

specifically impacts the entry of CCR5-tropic HIV-1 viruses by inducing miRNA-103-
mediated CCR5 downregulation. To further establish this link, we took advantage of 

a highly sensitive Nano-Luciferase (NanoLuc) virus reporter system (Schmidt et al., 
2020). Activated CD4+ T cells were treated with Nutlin-3 in the presence of a miRNA-

103 inhibitor or a control inhibitor and then infected with JRFL-Env or VSV-G-coated 
NanoLuc HIV-1 viruses (NL4.3-NanoLuc+-JRFL or NL4.3-NanoLuc+-VSV-G) 

(Figure 5A). As previously shown, treatment with Nutlin-3 reduced CCR5-dependent 

HIV-1 infection by approximately 10-fold (p = 0.0042), while having no significant 

impact on VSV-G-mediated, CCR5-independent viral entry (Figure 5E). Importantly, 

the presence of a miRNA-103 inhibitor completely negated the Nutlin-3 inhibitory 

effect on CCR5-dependent HIV-1 infection. Taken together, these results 
demonstrate that Nutlin-3 can limit HIV-1 entry and infection in transitioning 

CD4+ T cells by decreasing CCR5 expression through a process that involves miRNA-
103. 
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Figure 5 - Nutlin-3 treatment decreases the susceptibility of transitioning 
CD4+ T cells to HIV-1 infection by downregulating CCR5 expression through miRNA-
103 upregulation. 
(A) Experimental design of Nutlin-3 treatment and HIV-1 infection. 
(B and C) Primary CD4+ T cells were activated for 4 days, treated with DMSO or Nutlin-3 
(15μM) for 24h, and then infected for 2 days with HI.fate viruses expressing either the HIV-
1 JRFL-Env or VSV-G. The frequencies of productively and latently infected cells were 
determined by flow cytometry based on E2-Crimson and ZsGreen expression. In (B), 
shown are data from a representative donor. In (C), data were obtained from cells of four 
different blood donors (2♀/2♂). Shown are the mean fold changes normalized to vehicle 
(DMSO)-treated cells. Error bars represent SEM. Statistical significance was determined 
by the nonparametric Kruskal Wallis test, values: *p < 0.05.  
(D) Total RNAs from infected cells previously treated with vehicle (DMSO) or Nutlin-3 were 
extracted and expression of CCR5 mRNA, miRNA-103, and CXCR4 mRNA were analyzed 
by real-time qPCR. Shown are the mean fold changes compared to vehicle-treated 
infected cells. Error bars represent SEM. Statistical significance was determined by the 
nonparametric Kruskal Wallis test, values: *p < 0.05, **p < 0.01. 
(E) Primary CD4+ T cells were activated for 4 days, transfected with the miRNA-103 
inhibitor or control inhibitor, treated with vehicle (DMSO) or Nutlin-3 (N) at 15μM for 24h, 
and then infected with NL4.3-NanoLuc+ virus pseudotyped with HIV-1 JRFL-Env or VSV-
G. Bald particles (without any viral glycoproteins) were also used as a control. Nano-
Luciferase activity was measured in cell lysates after 30h of infection. Shown are the 
results obtained from four different blood donors (2♀/2♂). Error bars represent 
SEM. Statistical significance was determined by the nonparametric Kruskal Wallis 
test, values: **p < 0.01. 
 

MiRNA-103 expression is inversely correlated with the levels of CCR5 mRNA in 

CD4+ T cells in vivo 
 
In view of our data showing that CCR5 expression is regulated by miRNA-103, we 

investigated whether such a relationship could be observed in HIV-1-infected 
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individuals that control or not HIV-1 infection (Deeks and Walker, 2007; Jiang et al., 

2020; Okulicz et al., 2009). We measured the levels of miRNA-103 and CCR5 mRNA 
in CD4+ T lymphocytes isolated from ART-naïve progressors or in untreated 

individuals living with HIV-1 who can control the infection by maintaining an 

undetectable viral load, the so-called elite controllers (ECs) (Table 1).  

 
Table 1 - Clinical data of HIV-1 infected individuals included in the study. 

 
 Elite controllers (EC) ART-naïve progressors 

Number of participants  12 6 

Number of males/females 8/4 5/1 

Age in years*,#  42 (26-57) 35 (24 - 60) 

Duration of infection (year)*,#  10.5 (2 - 29) < 0.5 

CD4 counts (cells/µL of 
blood)*,# 735 (260 - 1080) 565 (510 - 810) 

CD8 counts (cells/µl of 
blood)*,# 760 (260 - 1590) 1435 (1050- 3832) 

Viral loads (copies/mL of 
plasma)*,#  < 50 145 557  

(34 276 - 248 677) 

Years of undetectable viral 
load (EC)*,#  6 (1 - 20) N/A 

* Median with range; # at sample acquisition; N/A: not applicable 

 
We observed that CD4+ T cells from HIV-1 ECs (n = 12) expressed significantly less 

CCR5 mRNA (5-fold, p = 0.0008) than those from ART-naïve progressors (n = 6). This 
decrease in CCR5 mRNA was accompanied by a pronounced increase in miRNA-103 

expression in CD4+T cells obtained from ECs (1.9-fold, p = 0.0047) as compared to 

those from ART-naïve progressors (Figure 6A). To assess whatever viral replication 

may have impacted the overall expression of miRNAs, we analyzed the level of 
miRNA-103 and CCR5 mRNA in healthy individuals. To this end, we found that the 

inverse relationship between miRNA-103 and CCR5 in HIV-1 infected individuals 

(Figure 6A) was also observed in healthy persons (r = −0.48, p = 0.0109), further 
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strengthening the notion of the modulation of CCR5 by miRNA-103 (Figure 6B). In 

contrast, no correlation was observed between small nuclear RNA (snRNA)-U6 and 
CCR5 mRNA expression (r = −0.03). Overall, these results indicate that the extent of 

miRNA-103 expression is inversely correlated with the level of CCR5 mRNA in 
CD4+ T cells of HIV-1-infected individuals and further suggest that miRNA-103 may 

be a host factor contributing to the differential CCR5 expression observed among 
HIV-1 ECs and ART-naïve progressors. 
 

 
Figure 6 - Analyses of miRNA-103 and CCR5 mRNA expression levels in CD4+ T cells 
isolated from HIV-1-infected and healthy individuals. 
(A) CD4+ T cells from ART-naïve progressors (P) and elite controllers (EC) were isolated 
from PBMCs by negative selection. Following total RNA extraction, the expression of 
miRNA-103 and CCR5 mRNA in CD4+ T lymphocytes from EC (n = 12) and P (n = 6) were 
determined by real-time qPCR. Shown are expression levels (in fold change) relative to 
the mean of ART-naïve progressors (which was set to 1). Error bars represent +/− 
SEM. Statistical significance was determined by the nonparametric Mann-Whitney test, 
values: **p < 0.01, ***p < 0.001. See also Table 1. 
(B) The inclusion of healthy individuals (n = 6, 3♀/3♂, purple dots) in the analysis as 
shown in (A) demonstrates a negative correlation between miRNA-103 expression and 
CCR5 mRNA levels in CD4+ T cells, as determined by Pearson r test, values: *p < 0.05. As 
controls, snRNA-U6 and CCR5 mRNA levels in these cells were compared by the Pearson 
r test.  
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Discussion  
 
Levels of CCR5 expression on CD4+ T cells influence not only the susceptibility to 
HIV-1 infection and, ultimately, the establishment of latent viral reservoirs, but also 

the preservation of highly functional CD4+T lymphocyte populations for HIV-1 control 
(Lederman et al., 2006). Indeed, so far, cases of sterilizing cure have been achieved 

in patients that received allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) 
from donors homozygous for the CCR5-Δ32 deletion, which impairs surface 

expression of the CCR5 receptor and therefore confers resistance to infection (Gupta 
et al., 2019, 2020; Hütter et al., 2009). Furthermore, highly functional HIV-1-specific 

CD4+ T cells of ECs were found less susceptible to HIV-1 entry owing to a negative 
regulation of the CCR5 co-receptor, a characteristic that appears to protect these 

cells from depletion and promote HIV-1 control (Claireaux et al., 2022; Gonzalo-Gil 
et al., 2019; Meijerink et al., 2014). Thus, understanding how CCR5 is regulated in 

CD4+ T cells is essential for the development of CCR5-targeted therapies aimed at 
reducing the establishment of latent viral reservoirs and achieving a functional HIV-1 

cure. 
 

In this study, we provide evidence that miRNA-103, a miRNA regulated by p53, exerts 
a control on CCR5 mRNA levels in CD4+ T cells. We further show that the 

downregulation of p53 following CD4+ T lymphocyte activation and the resulting 
downregulation of miRNA-103 contributes to CCR5 upregulation in activated-to-
memory transitioning CD4+ T cells, a population that is particularly prone to HIV-1 

latent infection. These results extend our previous findings in HIV-1-infected 
macrophages where we identified miRNA-103 and its paralog miRNA-107 as 

important p53-regulated effectors of the antiviral response triggered by the 
proinflammatory cytokine IL-1β, which downregulates CCR5 and renders 

macrophages refractory to HIV-1 entry (Lodge et al., 2020). As miRNA abundance 
relative to target mRNAs as well as the outcome of miRNA-mediated repression can 

vary in different cell types or under different cellular conditions (Dexheimer and 
Cochella, 2020), these results highlight a conservation of miRNA-103 targeting and 

repressing functions toward CCR5 expression in distinct immune cell types. 
Interestingly, miRNA-103 is not the only miRNA reported to modulate CCR5 mRNA 
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expression. MiRNA-1224 was found to stimulate a −1 ribosomal frameshift in the 

CCR5 mRNA sequence by forming a triplex RNA structure, which directs translating 
ribosomes to slip back one base and encounter a premature termination codon, thus 

leading to an unstable truncated form of CCR5 (Belew et al., 2014). A long non-coding 
RNA, CCR5AS, which is associated with HIV-1 disease outcome, also contributes to 

the post-transcriptional regulation of CCR5 mRNAs by protecting these from 
degradation induced by Raly proteins (Kulkarni et al., 2019). It has also been shown 

that the level of CCR5 in CD4+ T cells can be controlled by the cyclic adenosine 
monophosphate (cAMP)-dependent signaling pathway, and more specifically by the 
CREB1 transcription factor (Banerjee et al., 2011). Interestingly, our data reveal that 

although p53 mRNA levels decrease in activated CD4+ T cells (day 4) and activated-
to-memory transitioning CD4+ T cells (day 11) as compared to resting T cells 

(Figure 3A), there is not an important fluctuation in the levels of miRNA-103 and p53 

mRNA in the initial period after activation where CCR5 expression levels are 

increasing. This suggests that the levels of miRNA-103 during this period are not 

sufficient to counter the increase in CCR5 observed (Figure 2). Therefore, while 

miRNA-103 appears not directly involved in the upregulation of CCR5 that takes place 
following activation, the lack of sufficient up-modulation during that period (day 4 to 

day 11) is likely to facilitate CCR5 upregulation. Indeed, T cell activation has been 
shown to induce the demethylation of cis regions of CCR5, a process that 

conceivably contributes to CCR5 expression upregulation (Gornalusse et al., 2015). 

As CCR5 levels vary widely across T cell subsets, it is more than likely that this 
regulation is the result of several of these mechanisms acting together. Thus, miRNA-

103 is part of the multiple mechanisms regulating CCR5 mRNA levels and variations 
in its abundance during the transition of CD4+ T cells from an activated stage to a 

resting memory phenotype influence their susceptibility to HIV-1 infection. 
 

Our results confirm and extend the results of Shan and colleagues (Shan et al., 2017) 
showing that activated-to-memory transitioning CD4+ T cells are more prone to latent 

HIV-1 infection. Using a dual-reporter virus that distinguishes between productively 
and latently infected cells (Battivelli et al., 2018; Lopez et al., 2022; Ratnapriya et al., 
2021), we show that the frequency of latent cells increases in activated-to-memory 
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transitioning CD4+ T cells, which, indeed, display a transient increase in CCR5 

expression. The mechanism involved in the gradual increase in CCR5 expression 
following the activation of the TCR with anti-CD3/CD28 antibodies appears partially 

linked to a decrease in the levels of p53 mRNA. These findings are consistent with 
results in mice showing that TCR signaling results in early termination of p53 protein 

expression by decreasing p53 mRNA as well as strong transcriptional induction of the 
p53-regulating E3 ubiquitin ligase, Mdm2. Down modulation of p53 in response to 

antigen stimulation is, indeed, a critical step for the proliferation of antigen-specific 
T cells in mice (Watanabe et al., 2014). This decrease in p53 mRNA levels following 
CD4+ T cell activation and its sustained low levels in activated-to-memory 

transitioning CD4+ T cells as compared to resting cells support the notion that the 
control exerted by p53-regulated miRNA-103 on CCR5 mRNA levels is drastically 

reduced and not effective after CD4+ T cell activation. Interestingly, however, miRNA-
103 levels and control over CCR5 expression are gradually re-established as 

CD4+ T cells further progress to a resting memory phenotype. In line with the reported 
p53 mRNA decrease and Mdm2 upregulation after TCR signaling (Watanabe et al., 

2014), pharmacological stabilization of the p53 protein by Nutlin-3, an inhibitor of 
Mdm2, resulted in an increase of miRNA-103 and a decrease of CCR5, which reduced 

HIV-1 entry and in consequence, viral infection. Importantly, the effect of Nutlin-3 was 
alleviated by the presence of miRNA-103 inhibitors demonstrating the involvement of 

this miRNA. Taken together, our results indicate that upregulating miRNA-103 by 
stabilizing p53 limits the levels of CCR5 expression after CD4+ T cell activation, a 

condition that dampens viral entry and the establishment of HIV-1 latent infection. 
These findings afford a sound scientific rationale for considering p53-activating drugs, 

which are currently tested in cancer clinical trials (Khurana and Shafer, 2019), as 
agents to limit the establishment of viral reservoirs in both T cells and macrophages 

in HIV-1 cure strategies. 
 
Several studies have shown that PBMCs from ECs have a miRNA repertoire that is 

distinct from that of HIV-1 ART-naïve progressors, and such a difference may in part 
explain the control of viral infection in ECs (Witwer et al., 2012; Reynoso et al., 

2014; Ayala-Suárez et al., 2020). In this context, we assessed the levels of miRNA-
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103 and CCR5 mRNA in CD4+ T cells from ECs and ART-naïve progressors and found 

that CCR5 mRNA in CD4+ T cells obtained from ECs was significantly decreased 
when compared to that in CD4+ T cells from ART-naïve progressors, in line with 

recently published results (Claireaux et al., 2022; Gonzalo-Gil et al., 2019; Meijerink 
et al., 2014). Thus, in addition to displaying specific immune signatures (Krishnan 

et al., 2014; Nguyen et al., 2019), ECs could also control HIV-1 infection by limiting 
CCR5 expression levels, particularly in HIV-1-specific CD4+ T cells, via multiple 

mechanisms, a characteristic that results in decreased susceptibility to viral infection 
and depletion (Claireaux et al., 2022). Protection of highly functional CD4+ T cells in 
HIV-1 controllers may be sufficient to sustain a fully adaptive antiviral response and 

thus viral control. The upregulation in miRNA-103 expression that we observe in 
CD4+T cells from ECs suggests that this miRNA contributes to CCR5 downregulation 

in HIV-1 controllers although the mechanism is not exclusive given that multiple 
transcriptional and post-transcriptional mechanisms regulate CCR5 expression and 

accumulation at the cell surface (Brelot and Chakrabarti, 2018). Nevertheless, 
pathways that enhance miRNA-103 have been reported to be upregulated in 

CD4+ T cells from ECs as compared to ART-naïve progressors. Indeed, increased p21 
mRNA and protein in CD4+T cells from the EC group suggest that the p53 pathway is 

more active in CD4+ T cells from these individuals and may explain the enhancement 
of p53-regulated miRNA-103 that we observe (Chen et al., 2011). Thus, the analysis 

of miRNA-103 and p53 in a larger cohort of ECs is, therefore, warranted to further 
assess the role of p53-regulated miRNA-103 in the modulation of CCR5 expression 

in these patients. Previous meta-analyses of genetic studies showed a genome-wide 
significant association between the CCR5 locus and viral load, highlighting the impact 

of CCR5 expression limitation on HIV-1 replication and control (McLaren et al., 2015). 
Indeed, it has been shown that PBMCs from ART-naïve progressors may have less 

total miRNAs than cells from ECs (Ayala-Suárez et al., 2020). As well, viral infection 
can have an impact on miRNA expression (Bennasser et al., 2005; Triboulet et al., 
2007) as viral proteins such as Tat and Vpr have been reported to act as RNA silencing 

suppressors (Casey Klockow et al., 2013; Cojo et al., 2017). However, the fact that 
the negative correlation between miRNA-103 and CCR5 was also observed with 
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healthy individuals supports the idea that this relationship is independent of plasma 

viral loads. 
 

In conclusion, our study identifies miRNA-103 as a post-transcriptional negative 
regulator of CCR5 expression and HIV-1 entry in CD4+ T cells. We also provide 

evidence that the upregulation of this miRNA may limit the establishment of latent 
HIV-1 infection in CD4+ T cells. Lastly, we document that low-level CCR5 mRNA in 

HIV-1 ECs is associated with an enhancement of miRNA-103 expression. Given the 
central role played by CCR5 inactivation or downregulation in the natural control of 
HIV-1 infection (Tebas et al., 2021; Zeidan et al., 2021), strategies aimed at enhancing 

the expression of miRNA-103 might represent a promising complementary approach 
toward achieving a functional HIV-1 cure. 

 

STAR★Methods 
 

Key resources tables 

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER 
Antibodies 
Mouse anti-human CD3 BioLegend Cat #300438 
Mouse anti-human CD28 BioLegend Cat #302934 
Mouse anti-human CCR5 (BV421) BioLegend Cat #359118 
Mouse anti-human CD4 (APC) BioLegend Cat #317416 
Mouse anti-human CD4 (PE/Cy7) BioLegend Cat #317414 
Mouse anti-human BST2 (PE) BioLegend Cat #348406 
Mouse anti-human CD3 (Pacific 
Blue) BioLegend Cat #300330 

Mouse anti-human CD25 (PE) BioLegend Cat #302606 
Mouse anti-human CD69 (PE) BioLegend Cat #310906 
Mouse anti-human HLA-DR (PE) BioLegend Cat #307606 
Mouse anti-human CXCR4 (PerCp 
Cy5.5) BioLegend Cat #306516 

Bacterial and Virus Strains 

HIV: HI.fate 
Obtained from Dr. A. Herschhorn 
(Ratnapriya et al., 2021)   N/A 

HIV: pNL4.3-Env-Vpr+Luc+ 
Obtained from Dr. N.R.Landau  
(Connor et al., 1995)  N/A 

HIV: pNL4.3-Env-NanoLuc+ 
Obtained from Dr. P.Bieniasz  
(Schmidt et al., 2020)  N/A 

Biological samples 
Healthy individuals (PBMCs) Informed volunters N/A 
Elite controllers (PBMCs) Informed volunters N/A 
ART-naïve progressors (PBMCs) Informed volunters N/A 
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Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins 
Interleukin-2 Peprotech Cat #200-02-100UG 
Interleukin-7 Abcam Cat #73201 
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) MP Biomedicals Cat #191418 
Nutlin-3 Sigma Aldrich Cat #N6287 
Raltegravir Santa Cruz Biotechnology Cat # sc-364600 
Critical Commercial Assays 
Fixable violet dead cell stain kit ThermoFisher Cat #L34963 
SuperScript II Reverse 
Transcriptase ThermoFisher Cat #18064-014 

RNaseOUT Recombinant 
Ribonuclease Inhibitor ThermoFisher Cat #10777-019 
RNeasy Mini plus kit Qiagen Sciences Cat #74136 
Human CD4+ isolation kit Mitenyi Biotec Cat #130-096-533 
Dead Cell Removal kit Mitenyi Biotec Cat #130-090-101 
Powerup Sybergreen Mastermix Applied Biosystems Cat #A25741 
Lipofectamine™ 3000 ThermoFisher Cat # L3000001 
Human T Cell Nucleofector Kit Lonza Cat #VPA-1002 
Luciferase Assay System Promega Cat #E1501 
Nano-Glo® Luciferase Assay 
System Promega Cat #N1110 

Experimental Models: Cell Lines 
Human : HEK293T ATCC Cat #CRL-3216 
Human : CEM.NKR-CCR5 NIH AIDS Reagent Program Cat #ARP-4376 
Human : C10/MJ NIH AIDS Reagent Program Cat #ARP-4407 
Oligonucleotides 
Primers See Table S1 N/A 
Mimic miRNA-103: 
AGCAGCAUUGUACAGGGCUAU
GA 

Qiagen/Exiqon Cat #339173 
YM00470828-ADB 

Control mimic: 
UCACCGGGUGUAAAUCAGCUU
G 

Qiagen/Exiqon Cat #339173 
YM00479902-ADB 

miRNA-103 inhibitor: 
GCCCTGTACAATGCTGCT Qiagen/Exiqon Cat #339121    

YI04107448-ADC 

Control inhibitor: 
TAACACCGTCTATACGCCCA Qiagen/Exiqon 

Cat 
#339126YI00199006-
ADC 

Recombinant DNA 

psvIIIenv-JRFL 
Obtained from Dr. P.Clapham 
(Peters et al., 2004)  N/A 

psvIIIenv-ADA 
Obtained from Dr. J.Sodroski  
(Sullivan et al., 1995)  N/A 

psvCMV-VSV-G 
Obtained from Dr. D.Ory and Dr. 
R. Mulligan (Lodge et al., 1997)  N/A 

Software and Algorithms 

FACS Diva BD Biosciences 
https://www.bdbioscienc
es.com 

FlowJo (Version 10) TreeStar https://www.flowjo.com 
Biorender Biorender https://biorender.com/ 

Prism (Version 8) GraphPad https://www.graphpad.c
om 
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Human subjects 

Peripheral blood samples and leukaphereses were obtained from HIV and HCV 

seronegative adults (of either sex). Untreated progressor (n = 6) were treatment-naïve 

adults with viral load (VL) > 30 000 copies of HIV RNA per mL (c/mL) of plasma. Elite 
controllers (n = 12) were treatment-naïve adults, tested for HIV-1 viral load every 6 

months and having VL < 50 copies of HIV RNA per mL (c/ml) of plasma (Deeks and 
Walker, 2007). ECs were enrolled in the Canadian Cohort of HIV Infected Slow 

Progressors. ART-naïve progressor PBMCs were obtained from the primary infection 
cohort of the FRQ-S AIDS and Infectious Diseases Research Network. The sex, age, 

and all clinical information of these individuals are summarized in Table 1. 
All participants had given written informed consent in accordance with the Declaration 

of Helsinki under research protocols approved by the research ethics review board of 
the Institut de recherches cliniques de Montréal (IRCM). 
 

Cell lines 

HEK-293T (obtained from ATCC) were maintained at 37°C under 5% CO2 in 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM (Wisent) supplemented with 10% FBS.  
CEM-NKR-CCR5 and C10/MJ (obtained from NIH AIDS reagent program) were 

maintained at 37°C under 5% CO2 in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 
medium (Wisent) supplemented with 10% FBS.  

 

Preparation of activated, activated-to-memory transitioning, and resting 

memory CD4+ T cells  

CD4+ T cells were isolated from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of 
healthy donors by negative depletion using the human CD4+ Isolation Kit II (Miltenyi) 
according to manufacturer’s instructions. Cells were cultured in RPMI-1640 medium 

containing 10% heat inactivated fetal bovine serum (FBS) at 37°C, 5% CO2. Resting 
CD4+ T cells were isolated by flow cytometry according to the following phenotypic 

markers: CD4+, CD3+, CD25-, HLA-DR-, CD69-. Activated CD4+ T cells were generated 
by co-stimulation of resting cells with anti-CD3 (10 μg/mL) and anti-CD28 (2 μg/mL) 

and cultured in the presence of IL-2 (100U/mL) and IL-7 (100U/mL) for 4 days. To 
obtain activated-to-memory transitioning lymphocytes, activated cells were cultured 
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in basal medium (RPMI-1640) with IL-2/IL-7 (20U/mL) without anti-CD3 and anti-

CD28 antibodies.  
 

Flow cytometry 

Briefly, fluorochrome-labeled antibodies were added directly to the CD4+ T cells 

(1:150), incubated 45min on ice, washed twice in FACS buffer (PBS, 1% of FBS) and 
fixed with 4% paraformaldehyde in PBS. Finally, cells were resuspended in PBS-

EDTA for analyses.  Flow cytometry analyses and cell sorting were performed on a 
FACSAria III (BD), LSR Fortessa (BD) or CyAn (Beckman) equipped with appropriate 

lasers. Acquired data were analyzed with FlowJo 10 software (TreeStar). 
 

RNA extraction, reverse-transcription, and real-time qPCR analyses  

Total cellular RNAs were extracted using RNeasy RNA extraction columns (Qiagen) 

according to the manufacturer’s instructions and conserved at -80°C. Total RNAs (100 
to 200 ng) were reversed transcribed using SuperScript II reverse transcriptase 

(Invitrogen) with poly(dT) and specific loop primers for the appropriate microRNAs 
using the two-tailed real-time qPCR method (Androvic et al., 2017). For real-time 

qPCR, cDNA and appropriate primers (see Table S1) were added to SYBR green 

select master mix (Applied Biosystems) in 96-well plates and run on a ViiA96 

thermocycler (Thermo Fisher Scientific) with the following cycling conditions: 50°C for 
2 min, 95°C for 5 min, and 40 cycles of 95°C for 20 sec and 60°C for 40 sec. 
Dissociation curve analysis after the end of the PCR confirmed the presence of a 

single and specific product. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 
or small nuclear RNA (snRNA) U6 were used as loading endogenous controls. Control 

conditions, as described in each figure legend, were set at 1 to determine the fold 
change.  

 

Transfection of C10/MJ cells and primary CD4+ T cells 

Primary CD4+ T cells or C10/MJ cells were transfected with either control RNA, mimics 
of miRNA-103, or inhibitors of miRNA-103 by nucleofection (Lonza) according to the 

manufacturer’s instructions and cultured for 48h in 48-well plates in basal medium 
(RPMI-1640) supplemented with IL-2/IL-7 (100U/mL). The miRNA-103 and negative 
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control miRCURY locked nucleic acid (LNA) mimics, or the miRNA-103 and negative 

control inhibitors were FAM-labeled (see key resources table).  

 

Virus production  

Pseudotyped double fluorescent HI.fate (JRFL-Env or VSV-G), NL4.3-Vpr+Luc+-(ADA-

Env or VSV-G) and NL4.3-NanoLuc+-(JRFL-Env or VSV-G) were generated by co-
transfecting the corresponding proviral constructs with HIV-1 Env or VSV-G 

expression vectors in 5x106 HEK 293T cells using lipofectamine 3000. In all cases, 
HEK 293T cells were maintained in DMEM medium supplemented with 10% heat 

inactivated FBS at 37°C in a 5% CO2 incubator. Virus-containing supernatants were 
recovered 48h post-transfection. Supernatants were cleared of cells by centrifugation 

at low speed, filtered and virus pellets recovered following ultracentrifugation on a 
20% sucrose cushion. Viruses were resuspended in DMEM, and aliquots kept at -

80°C. The multiplicity of infection (MOI) was determined using the CEM.NKR-CCR5 
cell line. 

 

Infection of primary CD4+ T cells 

Primary CD4+ T cells were infected with NL4.3-based viruses at MOI of 1 (VSV-G) or 
2 (HIV-1 CCR5 tropic strains) by spinoculation (centrifugation for 2h at 1200g, 22°C). 

In the case of HI.fate-based viruses, treatment with Raltegravir (15μM) was used as a 
negative control. Cells were pre-treated 2 hours before infection and thereafter, the 

drug was retained throughout the infection. Infection rates were determined 48h post-
infection by measurement of E2-Crimson-positive (Crim+), and GFP-positive (GFP+) 

cells by flow cytometry.  
Cells infected with NL4.3-Vpr+Luc+ or NL4.3-NanoLuc+ virus were washed 6h after 

viral adsorption and lysed 48h (F-Luc) or 30h (NanoLuc) post-infection. The levels of 
viral entry were determined by measuring Luciferase activity using either the F-Luc or 

the Nano-Glo Luciferase Assay Systems on a GloMax luminometer (Promega). 
 

Nutlin-3 treatment  

Primary CD4+ T cells previously activated with anti-CD3 (10 μg/mL) and anti-CD28 (2 

μg/mL) and cultured in the presence of IL-2/IL-7 for 4 days were treated with the 
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Mdm2 inhibitor Nutlin-3 (Sigma) at 15 μM, unless mentioned otherwise, for 24h in 

RPMI-1640 supplemented with IL-2/IL-7 (100U/mL). Cell death was determined using 
the live/dead fixable violet dead cell stain kit (ThermoFisher). 

 

Quantification and statistical analyses  

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism (Version 8). Non-
parametric Kruskal Wallis tests were used to compare ranks between more than two 

groups. Non-parametric Mann-Whitney’s U-tests (two-tailed) were used to compare 
ranks between two groups. A p value of less than 0.05 was considered statistically 

significant. ∗, ∗∗, ∗∗∗, ∗∗∗∗ signify <0.05, <0.01, <0.001, <0.0001, respectively; ns, not 

significant. 
 

Limitations of the study  
 

We acknowledge several limitations to our study. We show that the HIV-1 infection of 
activated-to-memory transitioning CD4+ T cells, which transiently express higher 
levels of CCR5, leads preferentially to latent infection. However, we are mindful to 

term these cells ‘‘activated-to-memory transitioning CD4+ T cells,” although no single 
phenotypic marker might faithfully identify these cells exclusively. It is also important 

to mention that the levels of CCR5, p53, and miRNA-103 in CD4+ T lymphocytes, as 
well as the efficiency of infection by a CCR5-tropic HIV-1 strain, are very variable in 

cells from one blood donor to another, which can lead to variations in the results. 
 

Also, owing to the rarity of ECs and ART-naïve samples, the number of individuals 
included in this study from these two groups is low. We conclude that miRNA-103 

might participate in the decrease in CCR5 observed in CD4+ T cells from ECs as 
compared to ART-naïve individuals; however, we cannot exclude that a different 

activation profile between the cells of the two groups plays an important role in this 
decrease. The number of cells per sample did not allow us to verify the activation 

profile of CD4+ T cells, but this variable could be included in future studies. 
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Figure S1 

 

 
Figure S1 - CD4+ T cell phenotype characterization at different activation time-
points, related to Figure 2. 
(A) Resting CD4+ T cells were isolated by flow cytometry according to the following 
parameters: CD3+ CD4+ CD25- CD69- HLA-DR-.  
(B and C) HIV-1 co-receptor CXCR4 and the T cell activation marker CD25 were measured 
by flow cytometry and compared in resting, activated, and relaxed CD4+ T cells isolated 
from the blood of healthy donors. Data were obtained with CD4+ T cells isolated from four 
(CXCR4) or six (CD25) different blood donors (2♀/2♂ and 2♀/4♂, respectively). Error 
bars represent +/- SEM. Statistical significance was determined by the nonparametric 
Kruskal Wallis test, values: *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001. 
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Figure S2 

 
 
Figure S2 - Nutlin-3 treatment of CD4+ T lymphocytes does not affect the expression 
of CD4, CXCR4 or p53 mRNA, related to Figure 3. 
(A) Percentage of viable cells treated with increasing concentrations of Nutlin-3 as 
compared to DMSO (vehicle). Data were obtained with CD4+ T cells isolated from three 
different blood donors (1♀/2♂). Error bars represent SEM. Statistical significance was 
determined by the nonparametric Kruskal Wallis test, values: **p < 0.01.  
(B) Different concentrations of Nutlin-3 were added to primary CD4+ T cells and the levels 
of p53, CD4 and CXCR4 mRNA determined by real-time qPCR. Shown are the mean fold 
changes compared to vehicle-treated cells (in grey). Data were obtained with CD4+ T cells 
isolated from three different blood donors (1♀/2♂). Error bars represent SEM. Statistical 
significance was determined by the nonparametric Kruskal Wallis test. 
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Figure S3 

 

 
 
Figure S3 - Characterization of CD4+ T cell subpopulations following infection with 
doubly fluorescent HI.fate HIV-1 virus, related to Figure 4. 
(A) Primary CD4+ T cells were infected with HI.fate-JRFL for two days in the presence or 
absence of Raltegravir treatment. In one of the cases, cells were reactivated after 24h of 
infection with immobilized anti-CD3 (10μM/mL) and soluble anti-CD28 (2μM/mL) 
antibodies for one day. The percentage of productively and latently HIV-1 infected cells 
was determined by flow cytometry based on E2-Crimson and ZsGreen expression 48h 
after infection.  
(B) Data were obtained with CD4+ T cells isolated from five different blood donors 
(4♀/1♂). Shown is the mean percentage of cells expressing ZsGreen (latent) or E2-
Crimson and ZsGreen (productive) under the indicated conditions. Error bars represent 
SEM. Statistical significance was determined by the nonparametric Mann-Whitney’s test, 
values: *p < 0.05.  
(C) CD4 and BST2 expression were analyzed by flow cytometry in uninfected, as well as 
in latently and productively HIV-1 infected, cell populations. Shown is data from a 
representative donor (of 3 donors). 
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Table S1 

 

Table S1 - Oligonucleotides, related to STAR methods 
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Rôle du miARN-26a dans les lymphocytes T CD4+  
 

 

Contexte : Comme nous l’avons vu précédemment, les miARN jouent un rôle au 

cours de l’infection par le VIH-1. Ces miARN peuvent soit être bénéfiques pour le virus 
et favoriser sa réplication, soit être utilisés par la cellule pour contrôler l’infection 

virale, par exemple en ciblant des facteurs nécessaires à la réplication du virus. Dans 
ce contexte, nous avons décidé d’examiner le profil d'expression des miARN et la 
transcriptomique (ARN messager) par séquençage de l’ARN dans les lymphocytes T 

CD4+ productivement infectées, non infectées productivement, et non infectées. 
L’analyse des données nous a permis d’identifier le miARN-26a comme miARN 

participant à la régulation négative de CD59, une protéine jouant un rôle clé dans 
l’activation du complément en inhibant la formation du complexe d’attaque 

membranaire.   
 

Objectif et hypothèse : L’objectif de cette étude était d’identifier et caractériser 

fonctionnellement de nouveaux miARN jouant un rôle régulateur prépondérant au 

cours de l’infection des lymphocytes T CD4+ par le VIH-1. Dans un deuxième temps, 
l’objectif était de caractériser fonctionnellement le miARN-26a afin d’étudier son 

impact sur la lyse médiée par le complément au cours de l’infection par le VIH-1.  
 

Statut de l’article : Cet article sera soumis prochainement dans la revue mBio. Bien 

que toutes les expériences soient complétées, la version présentée dans cette thèse 

n’est pas la version définitive.   
 

Contribution détaillée de chacun des auteurs : Ma contribution personnelle à cet 

article est de 70%. J’ai réalisé et participé à toutes les expériences présentées dans 

cet article. J’ai également effectué toutes les analyses de données, réalisé toutes les 
figures et j’ai participé à la majorité de l’écriture des versions initiales du manuscrit.  

Chengyu Ye a réalisé les constructions nécessaires à l’expérience MiR-report (Figure 
4C) et a participé à l’expérience du MiR-report (Figure 4D). Oluwaseun Ajibola et 

Thomas T. Murooka ont conçu et fourni la construction virale bi-cistronique de 
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dernière génération. Tram Pham a contribué à la conception des expériences. Robert 

Lodge a participé l’analyse des données ainsi que l’écriture de l’article. Éric A. Cohen 
a supervisé chaque étape de cette étude, a participé à l’écriture du manuscrit.    
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Article N°3 
 
Abstract: MicroRNAs (miRNAs) play important roles as effectors of the host response 

against viruses and notably human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1). Here, we 
performed a global RNAseq analyses of the differentially expressed cellular miRNAs 
and mRNAs in productively infected, bystander and uninfected primary CD4+ T cells. 

Profile analyses showed an important differential expression of both miRNAs and 
mRNAs in productively infected cells when compared to uninfected lymphocytes, 

which was not the case in bystander cells. We identified miRNA-26a as one of the 
miRNAs downregulated in productively infected cells. Among the predicted mRNAs 

that are miRNA-26a targets, we found CD59, an inhibitor of complement-mediated 
lysis, which is incorporated in HIV-1 virions. Addition of miRNA-26a mimics in CD4+ T 

cells resulted in a reduction of CD59 mRNA and surface expression, validating CD59 
as a target of miRNA26a. Following HIV-1 infection, CD59 CRISPR/Cas9 knock-out 

cells and the progeny virions were both more sensitive to antibody-dependent 
complement-mediated lysis (ADCML). Addition of miRNA-26a mimics on HIV-1 

infected CD4+ T cells results in downregulation of CD59 expression and packaging 
into released virions, which are linked to enhanced sensitivity to ADCML. These 

effects were observed using the broadly neutralizing antibody PGT121 and antibodies 
isolated from the sera of viremic individuals. Finally, miRNA-26a reduction in 

productively infected CD4+ T cells is dependent on HIV-1 integration and expression 
but is not mediated by any of the HIV-1 accessory proteins. Overall, these results 

highlight how HIV-1 limits ADCML by downregulating miRNA26a, which regulates 
CD59 expression and packaging into HIV-1 particles. 

 

Importance: HIV-1 has evolved several mechanisms to evade the immune response. 

CD59 is a protein expressed at the cell surface that inhibits the formation of the 
membrane attack complex following complement activation. HIV-1 hijacks the 

function of CD59 to its advantage by integrating the protein into its viral envelope 
during the budding process. This allows newly infectious viral particles to be better 

protected from complement-mediated lysis. Here, we identified a regulatory RNA, 
miRNA-26a, that targets CD59 mRNA and reduces its expression and packaging 
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during the infection of CD4+ T cells, leading to increased sensitivity of viruses to 

complement-mediated lysis. Our results highlight a new mean by which HIV-1 evades 
host antiviral responses by modulating host miRNA expression. 

 

Introduction 
 

The identification of host and viral determinants that govern human immunodeficiency 

virus type 1 (HIV-1) transmission and infection is critical for the development of 
effective targeted prevention approaches. Following transmission and infection by a 

transmitter founder (T/F) virus, a humoral response is rapidly established (1). 
Antibodies specific to HIV-1 envelope glycoproteins (Env, gp120 and gp41) are 

detected in the blood of people living with HIV-1 within the first few weeks (2) but are 
not neutralizing although they may still bind to surface Env glycoproteins (3). 
Neutralizing antibodies specific for the T/F virus then promptly emerge but these 

autologous neutralizing antibodies rapidly select virus-escape mutants, which in turn 
induce new antibody specificities (4). These neutralizing antibodies recognize a 

relatively narrow spectrum of viral epitopes, as they target highly variable regions of 
the Env glycoprotein (5, 6). The ensuing antibody-virus "arms race" leads after years 

of infection to the induction of broadly neutralizing antibodies (bnAb) in only 10-25% 
of chronically-infected individuals which, in contrast to other neutralizing antibodies, 

target highly conserved Env regions and have higher and broader neutralizing potency 
(7). While the host humoral response exerts an immune pressure directly on replicating 

viruses, the binding of antibodies to epitopes on Env glycoproteins can also lead to 
activation of the classical complement pathway, a process that results in lysis of 

infected cells and virions (8). HIV-1 can also activate complement in the absence of 
antibodies through direct interactions between Env glycoproteins and components of 

the complement (9).  
 

Complement can be activated by three canonical mechanisms, described as 
classical, alternative and lectin pathways (10). Ultimately, all three pathways lead to 

the formation of the membrane attack complex (MAC) as well as the formation of 
anaphylatoxins, which contribute to inflammation by attracting leukocytes to the site 
of infection (11). Among the complement regulatory proteins that are present at the 



 164 

surface of human cells is CD59, a glycosyl-phosphatidylinositol (GPI)-linked cellular 

receptor, which prevents the polymerization of component 9 (C9) and thus inhibits the 
formation of MAC (12, 13). Interestingly, HIV-1 has been shown to incorporate CD59 

and other complement regulatory proteins into its viral envelope, a condition that 
confers protection against complement-mediated lysis (14). While antibody-

dependent mediated complement activity directed against HIV-1 virions is detected 
during acute infection (15, 16), it remains unclear whether HIV-1 has evolved to limit 

this host antiviral response. 
 
MicroRNAs (miRNAs) are small single-stranded non-coding RNA molecules 

(containing about 22 nucleotides) found in plants, mammals, and even viruses. They 
are involved in post-transcriptional regulation of gene expression and RNA silencing 

(17). MiRNAs work by base pairing with complementary sequences in the target 
mRNA, primarily in the 3' untranslated region (UTR). As a result, the targeted mRNA 

is silenced by one or more mechanisms, including mRNA cleavage and mRNA 
translation blockage by ribosomes (18). MiRNAs have been shown to play a key role 

during HIV-1 infection by regulating host factors that govern the susceptibility of target 
cells to viral infection (19). For instance, miRNAs can modulate HIV-1 entry into host 

target cells. Indeed, upregulation of miRNAs-221/222 inhibits HIV-1 infection by 
downregulating CD4, the virus primary receptor, in lymphocytes as well as in 

monocyte-derived macrophages (MDMs) (20, 21). More recently, we provided 
evidence that the p53-regulated miRNA-103 participates in the modulation of CCR5 

during the different stages of CD4+ T cell differentiation (22) as well as in macrophages 
(23), playing a key role in the process of HIV-1 entry into these cells. MiRNAs can also 

regulate HIV-1 infection at post-entry steps as shown for miRNA-181, which targets 
the restriction factor SAMHD1 in monocytes; SAMHD1 is a potent inhibitor of HIV-1 

reverse transcription by virtue of its ability to strongly reduce the pool of cellular 
deoxynucleoside triphosphates (24). This is also the case of MiRNA-155 (which 
targets TRIM32, an E3 ubiquitin ligase that activates NF-κB) thus promoting HIV-1 

latency (25). In the context of HIV-1 infection, a large number of host factor-targeting 
miRNAs identified so far are upregulated and limit viral replication by downregulating 

the expression of HIV-1-dependency factors.    
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In this study, we performed a global transcriptomic analysis of productively infected 
and bystander CD4+ T cells and compared their miRNA and mRNA profiles with 

uninfected cells. Among the miRNAs analyzed, we show that miRNA-26a is 
downregulated in productively infected cells and further identity the MAC regulatory 

CD59 factor as a target of this miRNA. Accordingly, we document that enhanced 
expression of miRNA-26a in HIV-1 infected cells reduces CD59 expression and 

packaging into HIV-1 virions, a condition that impacts their susceptibility to antibody-
dependent complement-mediated lysis. These results underscore the role of miRNA-
26a in regulating CD59 expression in CD4+ T cells and highlight how the modulation 

of miRNA-26a may affect HIV-1 susceptibility to antibody-dependent complement-
mediated lysis by regulating the extent of CD59 packaging in HIV-1 virions. 

 
Results 
 
HIV-1 modulates the miRNA expression profile during infection of CD4+ T cells 

 

In order to identify miRNAs and mRNAs that are modulated upon HIV-1 infection of 
CD4+ T cells, CD4+ T lymphocytes were isolated from peripheral blood mononuclear 

cells (PBMCs) of 3 distinct blood donors and infected for 48 hours with green 
fluorescent protein (GFP)-marked HIV-1 (CCR5-tropic NL4.3-ADA-GFP). Productively 

infected cells (GFP-positive) or bystander cells (GFP-negative) were then sorted 

(Figure S1A) and total RNAs extracted. RNAs from uninfected CD4+ T cells were also 

included as control. To verify the extent of HIV-1 expression in the sorted populations, 
we performed qPCR using primers specific for tat and rev to measure multiply spliced 

(ms) HIV-1 mRNAs (msRNA). The detection of these msRNA products in cells 

provided a measure of viral mRNA expression, as these products are not found in 
virions that could be associated to cells. As expected, we detected significant 

amounts of HIV-1 msRNA in productively infected cells (p=0.0022) as compared to 
the uninfected control, validating that these cells are productively infected. 

Interestingly, bystander cells displayed a three order of magnitude decrease in the 
levels of viral msRNA detected suggesting that a subpopulation of GFP-negative cells 

might be infected without however expressing viral proteins as this cell population 
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was GFP- negative (Figure S1B). Next, we defined the miRNA and mRNA expression 

profiles in uninfected, GFP-negative and GFP-positive CD4+ T lymphocytes by next-

generation RNAseq (Figure 1). MiRNAs or mRNAs with a log2 fold change (Fc) of 

>0.585 (Fc= ~1.5) and a computated (using DeSeq2) base mean >100 were deemed 
upregulated whereas those with a log2Fc <-0.585 were considered downregulated. 

Furthermore, mRNAs that were either upmodulated or downmodulated in both GFP-
positive and GFP-negative populations were excluded. GFP-negative cells displayed 

a distinct profile of cellular mRNAs as compared to uninfected cells, with 18 mRNAs 

upregulated and 95 downregulated (Figure 1 and Figure S2). The difference in mRNA 

profile in GFP-positive cells relative to the uninfected control was more pronounced, 

with 188 upregulated and 34 downregulated genes (Figure 1A and Figure S3). 

Interestingly, while the comparison of miRNAseq between GFP-negative and 
uninfected cells did not reveal significant differences, comparing the miRNAseq 

profiles of the GFP-positive cells with that of uninfected cells identified 16 upregulated 

and 20 downregulated miRNAs (Figure 1B), indicating that productive infection of 

cells impacted the cellular miRNA expression profile. Our analyses identified several 

miRNAs whose expression is modulated upon HIV-1 infection (Figure 1C). For 

instance, as reported previously, miRNA-181, a miRNA which is known to target the 
restriction factor SAMHD1, was found to be upregulated in productively infected cells 

(24). Similarly, miRNA-25, a miRNA that we recently found to target peroxisomes 
components (26) as well as the E3 ubiquitin ligase MARCH1 (27) was similarly 

increased in infected CD4+ T cells.  In contrast, we found that some miRNAs, such as 

miRNA-16, were downregulated in productively infected CD4+ T cells (Figure 1C).  

MiRNA-16 was previously reported to target Pur-⍺, a DNA and RNA binding protein 

that promotes Tat-induced transactivation (28). Only one upregulated (miRNA-27a) 
and one downregulated (miRNA-3609) miRNAs were identified in GFP-negative cells 

as compared to uninfected lymphocytes (Figure 1B). Considering the small number 

of differentially regulated miRNAs identified in the bystander cells versus the 

uninfected, only differentially regulated miRNAs found in GFP-positive compared to 

uninfected cells were selected for further analysis (Figure 1C). 
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Figure 1 - RNA-seq mRNA and miRNA profiles in productively infected and bystander 
CD4+ T-cells compared to uninfected cells. 
(A and B) Volcano plots representing differential expression (fc= fold change) of mRNAs 
(A) or miRNAs (B) in productively infected (GFP-positive, GFP-pos) or bystander (GFP-
negative, GFP-neg) CD4+ T-cells as compared to uninfected cells (Mock). MiRNAs or 
mRNAs with a log2Fc of >0.585 and a DeSeq2 base mean >100 are in red, while those 
with a log2Fc <-0.585 are in blue. Non-differentially expressed (non-DE) are in grey. (C) 
The heatmap depicts the 37 miRNAs specifically dysregulated in the GFP-pos population 
detected in this study. The scale bar is in log2(Fc). MiRNAs with forms 1 and 2 are identical 
miRNAs produced by two distinct loci. See also Figures S1-S3. 

 

Analyses of mRNA and miRNA profiles in productively infected CD4+ T cells link CD59 

upregulation to a decrease of specific targeting miRNAs 

 
Among the 34 genes which mRNA levels were downregulated in GFP-positive 

compared to uninfected cells, we identified genes relevant to HIV-1 infection based 

on the reported literature (Figure 2A). For example, Transactive Response DNA-

binding protein (TARDBP) encodes a protein that regulates cell permissivity to HIV-1 

infection by positively acting on the processing of histone deacetylase 6 (HDAC6) 
transcripts, which is a negative regulator of HIV-1 restriction by APOBEC3G, among 

others (29) (log2fc = -0.58). NOL12 encodes for a RNA binding protein which plays an 

important role in repairing DNA damage pathways and maintaining genome integrity, 
although its effect on HIV-1 infection remains unclear (30) (log2fc = -0.59). On the 

other hand, among the 188 genes which mRNA levels were upregulated in GFP-
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positive compared to uninfected cells, we also identified HIV-1 infection relevant 

cellular genes. For example, BCL2L11 (or BIM), encodes for a regulator of Bcl2, 

involved in pro-apoptotic signaling in HIV-1 infection (31) (log2fc = 0.63); PLD1, which 
encodes for Phospholipase D1, an enzyme that links T cell activation signals to 

increased cell permissivity to HIV-1 infection (32) (log2fc = 0.64), and FOXP3, encodes 

for a marker of regulatory CD4+ T cells (33) (log2fc = 0.85) are all upregulated in GFP-

positive cells (Figure 2A). Another upregulated gene was CD59 (Figure 2A), which 

encodes for a GPI-linked protein that has a key role in regulating complement 
activation (12, 13), was also significantly upregulated in GFP-positive cells (log2fc = 

0.88). In order to assess whether the upregulation of CD59 mRNA was linked to the 
downregulation of specific miRNAs, we first identified the miRNAs that were the most 

downregulated in GFP-positive cells (Figure 2B). Analysis using online databases 

(mirDIP, http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/), singled out three potential miRNAs that 

could target CD59 mRNA (Figure 2B and 2C): miRNA-21 (log2fc = -1.62), miRNA-26a 

(log2fc = -1.11) and miRNA-29a (log2fc = -1.84).  

 

 
Figure 2 - CD59 is predicted to be regulated in productively infected cells by three 
miRNAs. 
(A) Example of genes that are dysregulated in GFP-positive (GFP-pos) cells compared to 
uninfected cells (Mock) and that are relevant in the context of HIV-1 infection based on 
current literature. The Fc values indicated correspond to the values obtained following 

http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/
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RNA-seq. (B) Shown are the 10 most downregulated miRNAs in GFP-pos cells compared 
to Mock, ranked from most to least decreased. The Fc values indicated correspond to the 
values obtained following RNA-seq. (C) MiRNAs-21, -26a and 29a potentially target many 
dysregulated genes in GFP-pos cells, including CD59. Cross-referencing of miRNA and 
transcriptomic RNA data was performed using online databases (mirDIP, 
http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/). 

 

Further validation of the miRNA-seq data using real-time qPCR revealed that miRNAs-
21, -26a and -29a are indeed decreased in productively HIV-1-infected primary CD4+ 

T cells as compared to uninfected cells (~ 6-, 2- and 4-fold less, p=0.0003, p=0,0484, 

p=0.0020, respectively) (Figure 3A). We also validated the mRNA-seq data and found 

that CD59 mRNA levels are increased in GFP-positive relative to uninfected primary 

CD4+ T cells (FC=2.1-fold, pvalue = 0.0022) (Figure 3B). Furthermore, flow cytometry 

analyses indicated that HIV-1-infected CD4+ T lymphocytes expressed 1.5-2.0 times 

more CD59 protein at their cell surface as compared to uninfected cells (Figure 3C). 

Taken together, these results indicate that HIV-1 infection of CD4+ T cells induces an 

upregulation of CD59 at the mRNA and cell-surface protein levels and this condition 
appears to be linked to a downregulation of miRNAs, namely miRNA-21, -26a and 
29a, predicted to target CD59. 

 

 
Figure 3 - The downregulation of miRNA-21, miRNA-26a and miRNA-29a are linked 
to an upregulation of CD59 expression levels in productively infected cells. 
(A) MiRNA-21, -26a and -29a levels in uninfected (Mock) and productively infected (GFP-
pos) CD4+ T cells (n = 6) were measured by real-time qPCR. Shown are the mean fold 
changes compared to uninfected cells (in gray, which is set at 1). Error bars represent 
standard error of the mean (SEM). Statistical significance was determined by the 
nonparametric Mann-Whitney’s test, values: **p < 0.01. (B) CD59 mRNA levels in 
uninfected (Mock) and productively infected (GFP-pos) CD4+ T cells (n = 6) were measured 
by real-time qPCR. Shown are the mean fold change compared to uninfected cells (in 
gray, which is set at 1). Error bars represent SEM. Statistical significance was determined 
by the nonparametric Mann-Whitney’s test, values: **p < 0.01. (C) Cell-surface CD59 
expression was evaluated by flow cytometry and the mean fluorescent intensity (MFI) was 
compared between uninfected (Mock) and infected CD4+ T cells (GFP-positive) obtained 
from healthy blood donors. Error bars represent SEM (n=3). 

 

http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/


 170 

CD59 is a target of miRNA-26a 

 

To evaluate the impact of these miRNAs on the levels of CD59 mRNA and surface 
protein expression levels, we nucleofected miRNA-21, -26a and -29a mimics into 
CD4+ T cells obtained from the PBMCs of healthy blood donors. Transfection of 

miRNA-26a mimics significantly decreased CD59 mRNA levels after 48h of culture (~ 
2-fold less, p = 0.0065) and CD59 surface expression following 96h of culture 

(approximately 50%, p = 0.0285) when compared to controls (Figure 4A and 4B). 

Neither miRNA-21 nor miRNA-29a mimics had a significant effect on CD59 mRNA. 

Consistent with the previous qPCR mRNA results, we confirmed that miRNA-21 

mimics had no effect on CD59 surface expression levels (Figures 4A, 4B). These 

results suggest that CD59 can be targeted by miRNA-26a but not by miRNA-21 and 
-29a in CD4+ T cells. 

 
An online database (TargetScanHuman: www.targetscan.org) analysis predicted that 

the 3’UTR of CD59 mRNA could be targeted by miRNA-26a at two potential sites 

(Figure 4C). In order to validate these sites as targets of miRNA-26a, we transiently 

expressed a construct encoding the Firefly Luciferase (F-Luc) gene fused to a 429 
base pair fragment of the 3’UTR encompassing the two potential target sites (A+B-

WT) in HEK293T cells. These cells were also co-transfected with miRNA-26a or 
control mimics. F-Luc activity in the cell lysates (was significantly reduced in cells 

transfected with miRNA-26a mimics (~ 2-fold less, p=0.0338) when compared to 

control (Figure 4D). Furthermore, mutations in the CD59 3’UTR sequences predicted 

to be targeted by miRNA-26a (Figure 4C, A+B-Mut) prevented the silencing effect on 

F-Luc (Figure 4D). We also tested in this system two different CD59 3’UTR fragments 

(A and B) (Figure 4C), each containing one of the two single individual sites targeted 

by miRNA-26a and found that both sites are functional and independent (Figure 4D). 

Altogether, these data further validate that miRNA-26a can regulate CD59 expression 

levels by targeting two specific sites complementary to the miRNA-26a seed 
sequence located in the 3’UTR of CD59 mRNA. 

 

http://www.targetscan.org/
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Figure 4 - CD59 is a target of miRNA-26a. 
(A) CD59 mRNA levels were measured in miRNA-21, -26a and -29a mimics or control-
nucleofected primary CD4+ T cells by real-time qPCR. Shown is the mean fold change 
compared to control transfected cells (in gray, which is set at 1) (n = 4). Error bars 
represent SEM. Statistical significance was determined by the nonparametric Kruskal 
Wallis test, values: **p < 0.01. (B) CD59 surface expression was evaluated in miRNA-21, -
26a mimics or control-nucleofected primary CD4+ T cells by flow cytometry. Shown is the 
cell surface expression of CD59 from CD4+ T cells of four blood donors (normalized to 
CTRL which was set at 100%) with a representative result on the left (MFI are shown). 
Error bars represent SEM. Statistical significance was determined by the nonparametric 
Kruskal Wallis test, values: *p < 0.05. (C) The MiR-Report system was used to validate 
whether the CD59 3’UTR was a target of miRNA-26a. MiRNA blue nucleotides represent 
those predicted to interact with the CD59 3’UTR. WT or mutated (substituted nucleotides 
in green) fragments of the 3’UTR encompassing the predicted sequences recognized by 
miRNA-26a were fused to the F-Luciferase (F-Luc) gene. (D) HEK293T cells were 
transfected with miRNA-26 mimics, the reporter plasmids with the indicated fragment of 
the WT (in yellow) or mutated (in black) 3' UTR, and a Renilla-Luciferase (R-Luc) 
normalizing control. Cells were lysed, relative light units (RLUs) were measured, and F-
Luc normalized to negative control (in grey, which is set at 1). Error bars represent SEM. 
Statistical significance was determined by the nonparametric Kruskal Wallis test, values: 
*p < 0.05. 

 

CD59 affects the susceptibility of HIV-1 to antibody-dependent complement-

mediated lysis 

 
Given the critical regulatory function of CD59 in complement-mediated lysis and the 

fact that its expression is upregulated during productive HIV-1 infection of CD4+ T 
lymphocyte, we examined the impact of CD59 expression modulation on the 
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susceptibility of HIV-1-infected cells and released virions to antibody-dependent 

complement-mediated lysis. To this end, we took advantage of a T lymphoblast CEM-
CCR5 cell line (34) as a model for the regulation of CD59 by miRNA-26a. Indeed, upon 

infection of this cell line with HIV-1, we could observe a downregulation of miRNA-
26a expression (~ 2-fold less, p=0.0286) and a concomitant upregulation of CD59 

mRNA (3.5-fold, p=0.0079) and surface protein levels (Figure S4A). We thus 

generated two CD59_knock-out (KO) clones of the CEM-CCR5 cell line (CEM-

CD59_KO_clone 1 and CEM-CD59_KO_clone 2) by the clustered regularly 
interspaced short palindromic repeat (CRISPR)/Cas9 technique, as well as a CEM-

CD59_control cell line in which the CRISPR/Cas9 guide sequence was absent as 

described in Methods. As shown in Figure S4B, both CEM-CD59_KO clones 

exhibited a marked reduction of total as well as surface CD59 expression as 
compared to the control cell line (Mean fluorescent intensity (MFI) of surface CD59 = 

132 for the CEM-CD59_control vs ~10 for the CEM-CD59_KO cell lines; MFI for total 
CD59 = 275 for the CEM-CD59_control vs ~33 for the CEM-CD59_KO cell lines). 

Neither cell proliferation, nor CD4/CCR5 HIV-1 receptor levels, were affected by 

knocking-out CD59 in the CEM-CCR5 cell line (Figure S4C). Using these cell lines, 

we first tested the impact of knocking-out CD59 on the susceptibility of HIV-1 infected 
cells to complement-mediated lysis. We used PGT121, a broadly neutralizing 

antibody (BnAb) that targets a V3-glycan-dependent site on HIV-1 gp120 (35), as a 
model antibody in this system. HIV-1-infected control or infected CEM-CD59_KO 
cells were exposed to PGT121 in the presence of normal human serum (NHS), as a 

source of active complement, or in the presence of heat-inactivated human serum 
(HIHS) as control. The percentage of dead cells in the GFP-positive cells (based on 

Zombie NIR fluorescence) was measured by flow cytometry (Figure 5A, higher 

panels). In the presence of NHS, infected CEM-CD59_KO cells were more 

susceptible to antibody-dependent-complement-mediated lysis (ADCML) as 

compared to the CEM-CD59_control cells. This increased susceptibility of CEM-

CD59_KO cells to ADCML was abolished in conditions using HIHS (Figure 5A, lower 

panels).  
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Knowing that CD59 is packaged into HIV-1 virions likely as a mean to protect viral 

particles from ADCML (14), we characterized the impact of CD59 packaging into 
released virions or the lack thereof on their susceptibility to lysis. Using a virion 

capture-assay allowing for the detection of CD59-containing virions, we confirmed 
that infected CEM-CD59_KO cell lines produced virions with significantly reduced 

CD59 levels, as compared to viral particles produced from their control cell line 
counterpart (~6.5-fold less, p=0.285 for clone 1; ~5-fold less, p=0.0482 for clone 2) 

(Figure 5B). These results are consistent with the difference in the degree of CD59 

expression observed at the cell surface of the CEM-CD59_KO and CEM-

CD59_control cell lines (Figure S4B). HIV-1 virions released from CEM-CD59_KO and 

CEM-CD59_control cells were treated with PGT121 and either NHS or HIHS. RNA 

released from lysed virions was then digested by RNase treatment, and viral RNA 
from the remaining complement-mediated lysis resistant intact virions was extracted 

and quantified by real-time PCR. As shown in Figure 5C, viruses produced from the 

CEM-CD59_KO cell lines were much more sensitive to ADCML (NHS conditions) than 

those produced from the control cell line (5.5-fold for clone 1 and 6.6-fold for clone 2, 

p=0.0022), confirming that packaging of CD59 into HIV-1 virions protects viruses from 

ADCML. 
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Figure 5 - Reduction of CD59 expression in HIV-1 infected cells and decreased 
packaging of CD59 in released virions enhance their susceptibility to ADCML. 
(A) The level of dead cells in GFP-positive populations was measured by flow cytometry 
and compared between CEM-CD59_Control or CEM-CD59_KO cells exposed to the 
indicated conditions (PGT121 BnAb + normal human serum (NHS) and PGT121 BnAb + 
heat-inactivated human serum (HIHS)). Shown are data for one representative experiment 
(n=2). (B) Detection of CD59 incorporation in virions produced from HIV-1-infected CEM-
CD59_control or CEM-CD59_KO cells by Ab capture assay. Data shown indicate the 
mean levels of CD59-containing virus as measured by p24 ELISA (pg/mL) following lysis 
of anti-CD59 bead-associated virus (background capture with the isotypic control has 
been removed). Error bars represent SEM. Statistical significance was determined by the 
nonparametric Mann-Whitney’s test, values: *p < 0.05. (C) Shown are the normalized total 
HIV-1 of PGT121-treated viruses (with either NHS or HIHS) from CEM-CD59_control or 
CEM-CD59_KO infected cells measured by real-time qPCR, following reverse 
transcription of viral RNA. Values are normalized relative to the mean HIHS condition, 
which is set at 100%). Error bars represent SEM. Statistical significance was determined 
by the nonparametric Mann-Whitney’s test, values: **p < 0.01. See also Figure S4. 

 
Enhanced expression of miRNA-26a promotes ADCML of HIV-1 by reducing CD59 

packaging into released virions 

 
To specifically examine the impact of miRNA-26a expression during HIV-1 infection, 

we nucleofected primary CD4+ T cells with miRNA-26a or control mimics and infected 

them with HIV-1. Figure 6A shows that transfection of miRNA-26a mimics does not 

interfere with viral replication as virus production was comparable between miRNA-
26a and control mimics-treated cells. Using the virion capture-assay described 

above, we also confirmed that cells treated with the miRNA-26a mimics produced 
approximately 50% less CD59-containing virions than their control-treated 

counterparts (~2-fold less, p=0.0079), suggesting that downregulation of CD59 
expression by miRNA-26a leads to a reduction of the protein packaging into released 

virions (Figure 6B). Importantly, viruses produced from miRNA-26a mimic-treated 

cells displayed an enhanced susceptibility to PGT-121-dependent complement lysis 

(NHS conditions) as compared to the control (3.1-fold, p=0.0022) (Figure 6C).  These 

results suggest that a 50% modulation in CD59 expression and incorporation levels 

into released virus particles is sufficient to effectively affect their sensitivity to ADCML 

(Figures 4A-B and 6B). To further validate the result that we obtained with PGT121, 

we repeated these experiments using purified antibodies (Ab) from sera of viremic 
individuals (#163 and #497). We first confirmed that exposure of virus to purified Ab 

alone did not induce lysis of virions (Figure S5A). Viruses produced by cells treated 
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with miRNA-26a mimics displayed an enhanced susceptibility to ADCML in the 

presence of Ab from sera #163 (2.1-fold, p=0.0260) or #497 (1.6-fold, p=0.0649) as 

compared to controls (Figure 6D). The results obtained with Ab from serum #163 

were further validated using virus produced during infection of CEM-CD59 KO_clone 

1 (Figure S4B); in this context, virus produced displayed a 4.4-fold increased 

susceptibility to ADCML compared to control (Figure S5B). Taken together, these 

results show that modulation of CD59 expression and packaging during infection of 

CD4+ T cells is regulated by miRNA-26a, a condition that affects the susceptibility of 
released virions to ADCML. Based on these results, we infer that downregulation of 

miRNA-26a by HIV-1 is likely a mean to render infected cells and released virions 
more resistant to ADCML through optimal CD59 expression and packaging into 

virions.  
 

 
Figure 6 - Enhanced expression of miRNA-26a during HIV-1 infection renders 
released virions more susceptible to ADCML. 
(A) Primary CD4+ T cells were nucleofected with miRNA-26a or a miRNA-control mimics 
for 72h and infected with HIV-1 for 48h (n=3). Data shown are the total HIV-1 (as RNA 
copy numbers of HIV-1) from infected cells as measured by real-time qPCR, following 
reverse transcription of viral RNA. Error bars represent SEM. (B) Detection and 
quantification of CD59-containing virus particles by Ab capture assay of virions produced 
by infected cells transfected with miRNA-26a or negative control mimics. The left panel 
indicates the mean level of CD59-containing virus as determined by p24 ELISA (pg/mL) 
after lysis of virus captured with CD59-antibody-conjugated beads (the capture assay 
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background obtained with isotype control was removed). The right panel indicates the 
mean level of CD59-containing virus normalized to the value obtained with the control 
mimic condition (set at 100%). Error bars represent SEM. Statistical significance was 
determined by the nonparametric Mann-Whitney’s test, values: **p < 0.01. (C) Shown are 
the normalized total HIV-1 of PGT121-treated viruses from infected cells transfected with 
miRNA-26a or negative control mimics measured by real-time qPCR, following reverse 
transcription of viral RNA. Values are normalized relative to the mean of those obtained 
with HIHS-treated viruses, which were set at 100%. Error bars represent SEM. Statistical 
significance was determined by the nonparametric Mann-Whitney’s test, values: **p < 
0.01. (D) Shown are the normalized total HIV-1 of Ab-treated viruses from infected cells 
transfected with miRNA-26a or negative control mimics measured by real-time qPCR, 
following reverse transcription of viral RNA. Values are normalized relative to the mean of 
those obtained with HIHS-treated viruses, which were set at 100%. Antibodies were 
purified from sera of infected individuals #163 (left panel) or #497 (right panel). Error bars 
represent SEM. Statistical significance was determined by the nonparametric Mann-
Whitney’s test, values: *p < 0.05, ** p < 0.01. See also Figure S5. 

 

The downregulation of miRNA-26a during HIV-1 infection of CD4+ T lymphocytes is 
contingent on viral DNA integration and expression 

 

We next analyzed the viral determinants that contribute to the downregulation of 
miRNA-26a expression in CD4+ T lymphocytes during HIV-1 infection. In order to 

define the step of the infection cycle which is important for miRNA-26a expression 
downregulation, we pretreated cells with either the HIV-1 reverse transcriptase 

inhibitor, efavirenz (EFV), or the HIV-1 integrase inhibitor, raltegravir (RAL), prior to 

their infection with HIV-1. As shown in Figure 7A, we observed a downregulation of 

miRNA-26a in GFP-positive sorted cells. However, we did not find this downregulation 
in cells treated with EFV or RAL, suggesting that integration of proviral DNA into the 

genome of target cells is a necessary step for miRNA-26a downregulation. 
Importantly, it is necessary to sort GFP-positive cells in order to detect the modulation 

of miRNA-26a because of the low infection efficiency in primary CD4+ T cells. Given 
EFV and RAL treatments do not lead to productive infection, it is not possible to sort 

these cells, making it difficult to truly assess miRNA-26a modulation. In order to 
circumvent this difficulty, we used a fully replicative dual reporter virus system, which 

is very similar to a single-cycle dual reporter virus system that we previously described 
and characterized (22, 36). This fully infectious and replicative reporter virus system 

enables to distinguish cells harboring a transcriptionally-inactive provirus from cells 
that contain transcriptionally-active integrated provirus. Indeed, we show that 

following activation of infected cells with TNF-alpha, the frequency of 
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transcriptionally-inactive infected cells (ZS-green positive; latent) was reduced and a 

concomitant increase in the frequency of infected cells with transcriptionally-active 

integrated provirus (E2-crimson positive; productive) was detected (Figure S6A). 

Additionally, productively infected cells, which are predicted to express Nef and Vpu, 
were found to display, as expected, a downregulation of the CD4 receptor, a condition 

not observed in uninfected or latently infected cells (Figure S6B).  

 

Analysis of miRNA expression in the different isolated populations of infected 
lymphocytes revealed a decrease in the miRNA-26a expression levels in productively 

infected cells (~1.7-fold less, p=0.0015) but not in latently infected cells (Figure 7B). 

These results suggest that HIV-1 gene expression is necessary for the downregulation 

of miRNA-26a during infection. Given that HIV-1 accessory proteins, such as Vpu, 
have been reported to modulate the expression of miRNAs (27), we tested if their 

expression could impact miRNA-26a levels. To this end, CD4+ T lymphocytes were 
infected with well-established and -characterized GFP-marked HIV-1 that are 

isogenic except for the expression of Nef, Vpu or Vpr (37-39). As shown in Figure 7C, 

expression levels of miRNA-26 were downregulated in cells infected with the different 

mutant HIV-1 viruses to comparable extent than in cells infected with WT HIV-1, 
suggesting that reduction of miRNA-26a expression during HIV-1 infection appears 

independent of Vpr, Vpu or Nef expression. Given the important role of the Vif 
accessory protein in counteracting the potent restriction mediated by APOBEC3F/G 

on HIV-1 reverse transcription (40), we evaluated the effect of Vif on miRNA-26a 
expression in the CEM-SS cell line, which does not express APOBEC3F/G and is 

permissive to infection by Vif-defective viruses (41). MiRNA-26a expression was found 
to be downregulated to the same extent in CEM-SS cells infected with WT virus (~1.8-
fold less, p=0.0500) or Vif-deficient virus (~1.8-fold less, p=0.0500), suggesting that 

the reduction of miRNA-26a expression in HIV-1 infected cells is independent from 

Vif expression (Figure 7D). Taken together, our results indicate that while 

downregulation of miRNA26a during HIV-1 infection appears to require viral gene 
expression, this regulation does not appear to be dependent on HIV-1 accessory gene 

expression.  
 



 178 

 
 
Figure 7 - Downregulation of MiRNA-26 is contingent on viral DNA integration and 
expression but does not involve accessory gene expression. 
(A) Primary CD4+ T cells were pre-treated with efavirenz (EFV – 10μM) or raltegravir (RAL 
- 20μM), infected with NL4.3-ADA-GFP (WT) and their total RNA was extracted. MiRNA-
26a levels in uninfected, GFP-positive and treated (EFV or RAL) cells were measured by 
real-time qPCR (n = 5). Shown are the mean fold changes compared to uninfected cells 
(in black, which is set at 1). Error bars represent SEM. Statistical significance was 
determined by the nonparametric Mann-Whitney’s test, values: **p < 0.01. (B) Primary 
CD4+ T cells were infected with the dual reporter HIV Nef-2A-CRIMZs viruses, which 
allows the distinction between cells harboring LTR-directed active transcription (E2-
Crimson-positive and ZsGreen-positive) from cells harboring LTR-directed inactive 
transcription (E2-Crimson-negative and ZsGreen-positive) cells. The different cell 
populations were sorted, and their total RNA was extracted. MiRNA-26a expression levels 
in uninfected, productively, and latently infected CD4+ T cells were measured by real-time 
qPCR (n = 6). Shown are the mean fold changes compared to uninfected cells (in gray, 
which is set at 1). Error bars represent SEM. Statistical significance was determined by 
the nonparametric Kruskal Wallis test, values: **p < 0.01. (C) Primary CD4+ T cells were 
infected with the indicated mutant NL4.3-ADA-GFP viruses and their RNA was extracted 
48 hours post-infection. MiRNA-26a expression in uninfected and GFP-positive cells were 
measured by real-time qPCR (n = 5). Shown are the mean fold changes compared to 
uninfected cells (in black, which is set at 1). Error bars represent SEM. (D) CEM-SS cells 
were infected with NL4.3-ADA-GFP (WT) or NL4.3-ADA-GFP (ΔVif) and their RNA 
extracted 48 hours post-infection. MiRNA-26a expression levels in uninfected and 
infected cells were measured by real-time qPCR (n = 3). Shown are the mean fold change 
compared to uninfected cells (in gray, which is set at 1). Error bars represent SEM. 
Statistical significance was determined by the nonparametric Mann Whitney’s test, values: 
*p < 0.05. See also Figure S6. 
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Discussion  
 

In this study, we performed RNA-seq of miRNAs and mRNAs in HIV-1 productively 
infected CD4+ T cells, bystander cells, and uninfected cells and further analyzed their 

expression profiles (Figure 1). We took advantage that both next generation 

sequencing data were provided from the same samples, which originated from 

distinct populations of sorted cells (GFP-positive and GFP-negative). We found that 
the productively-infected (GFP-positive) population that upregulated mRNAs 

corresponded to that with the greatest number of differentially expressed mRNAs. 

Among these 188 genes (Figure S3), we concentrated our analyses on those relevant 

for HIV-1 infection based on literature search. This search allowed us to identify CD59 
as an intriguing candidate that warranted further investigation. CD59 is a protein 

playing a key role in the complement pathway and is incorporated in budding viruses 
(14). Furthermore, analyses of the downregulated miRNAs in the GFP-positive cells 

revealed three potential miRNAs (miRNA-21, -26a and -29a) that regulate CD59, 
further confirming CD59 as an interesting candidate.  

 
MiRNAs have been shown to play a key role in regulating target cell susceptibility to 

HIV-1 infection and persistence (19). We thus set out to identify new miRNAs that 
could have an important role during HIV-1 infection of CD4+ T cells. Of the three 

miRNAs that potentially target CD59, we validated that miRNA-26a is the only one 

that regulates CD59 (Figure 2). MiRNA-26a is a member of the miR-26 family, which 

includes miRNA-26a and miRNA-26b. This family has previously been described to 
play a role in the regulation of muscle development (42) or glucose metabolism (43), 

but surprisingly little is known about its role in immune cell functions. Recently, a study 
showed that the miR-26 family plays a role in the early development and 

transformation of B lymphocytes, particularly in the differentiation of pre-B cells, 
although the mechanism behind this phenomenon is not fully elucidated (44). Herein, 
we report a new function for miRNA-26a in CD4+ T lymphocytes. Indeed, we show 

that this miRNA targets CD59 mRNA using miRNA-26a mimics in both a F-Luc-

reporter assay and nucleofected primary CD4+ T cells (Figure 4).  Furthermore, 

knowing that CD59 is incorporated into the viral envelope, which protects against 
complement activity, our results suggest an important role of miRNA-26a in regulating 
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the susceptibility of HIV-1 to complement-mediated lysis (Figures 5 and 6). Moreover, 

packaging of CD59 in other enveloped viruses has also been shown and is not an 
exclusive property of HIV-1 (45, 46).  

 
MiRNA-26a is decreased in CD4+ T cells following HIV-1 infection. Our results indicate 

that the reduction of miRNA-26a requires at least the integration of the virus into the 

genome of the target cell as well as the expression of HIV-1 genes (Figure 7). 

However, accessory proteins Vif, Vpr, Nef and Vpu are not responsible for this 
downregulation, although this does not exclude the potential role of other viral 

proteins such as Tat, Rev, Gag, Gag-pol or the Env glycoproteins. Little is known 
about the direct regulators of miRNA-26a expression although previous reports have 

shown a double negative feedback loop between miRNA-26a and the restriction 
factors EZH2 (47) and E2F7 (48). 

 
HIV-1 is protected from complement-mediated lysis by the incorporation of several 

complement regulatory proteins into its viral envelope, such as CD46, CD55, and 
CD59 (13). CD59 controls the formation of the membrane attack complex (MAC) at 
the terminal stage of the complement activation (common to all three activation 

pathways) (12), while CD55 prevents the formation of C3 convertases and C5 (49) and 
CD46 acts as an inactivator of C3b and C4b (50). In this study, we demonstrate that 

HIV-mediated enhancement of CD59 expression helps protect virions and infected 
cells from ADCML. The fact that knocking down CD59 by CRISPR-Cas9 in target cells 

enhanced susceptibility of cells and virions to ADCML further strengthens the role of 
CD59 in this process. These findings are collectively consistent with results obtained 

previously with Ab-mediated blockade of CD59 (51, 52). A previous study also shows 
that glycosylphosphatidylinositol anchor deficiency, which leads to an absence of 

CD59 at the cell surface, renders produced virions susceptible to complement attack 
but attenuates the production of infectious HIV-1 (53). Taken together, these results 

confirm that blocking surface proteins, such as CD59, that protect against 
complement lysis, could represent a therapeutic approach to eliminate HIV-1. 

However, it remains to be determined whether abrogation of all three proteins (CD46, 
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CD55 and CD59) would have a significantly greater effect than the targeting of CD59 

alone. 
 

Several HIV-1-specific bNAbs are currently under development as potential tools to 
treat and prevent HIV-1 infection. The bNAbs (alone or in combination) have been 

shown to decrease plasma HIV-1 RNA levels in ART-naïve infected participants (54, 
55). However, resistance to bNAbs could be observed depending on the situation and 

the Ab (56, 57). Recently, the PGT121 Ab (a bNAb that targets the V3 loop) was tested 
in humans infected with HIV-1 in a phase 1 clinical trial (58). Preliminary results show 
no serious adverse effects associated with a reduction in plasma viremia, suggesting 

the usefulness of bNAbs as a therapeutic approach to counter HIV-1. Blocking surface 
proteins that protect against complement lysis could be used in association with a 

combination of bNAbs that target different region of Env to control viremia. Moreover, 
this association could be used in combination with latency reversal agents to control 

the latent reservoir. 
 

The ability to activate complement in response to HIV-1 infection is antibody 
dependent and epitope specific. Indeed, studies have tested numerous monoclonal 

antibodies targeting different envelope glycoprotein epitopes, and determined that 
bNAbs against the glycans of the CD4 binding site (CD4bs) loop and the V3 loop of 

gp120 are much more effective than non-neutralizing antibodies, or neutralizing 
antibodies targeting the V1/V2 regions of gp120, the gp41/gp120 interface or the 

MPER region of gp41 (59, 60). Similarly, Dufloo et al show that polyclonal antibodies 
present in the sera of infected individuals trigger complement activation less 

effectively than bNAbs (59). These observations are consistent with our results, which 
show a much greater ADCML on virions exposed to PGT121 as compared to a pool 

of Ab purified from the sera of viremic individuals, which most likely target diverse 

epitopes (Figure 6). Furthermore, it is likely that the neutralizing power of antibodies 

present in the patient sera used is less significant than that of bNAbs, which 
development takes place late in the course of infection and only in certain individuals 

(7). Given that complement is activated by antibody hexamers assembled on the 
surface by Fc-Fc interactions (61), it is likely that the orientation of the Fc region as 
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well as Ab density are critical factors for complement activation by a given bNAb. 

Indeed, Ab targeting CD4 binding site or the V3 loop can bind up to 3 Fab fragments 
on an Env trimer, which would promote Fc-Fc interactions (62). Altogether, these 

points could explain why a more efficient ADCML of virions was observed using 
PGT121 as compared to Abs purified from infected patient sera and could also explain 

the variability detected using Ab from the sera of the two viremic individuals (Figure 

6). 

 
In conclusion, our study identifies miRNA-26a as a post-transcriptional negative 

regulator of CD59 expression in CD4+ T cells. Our results show that HIV-1 reduces 
the level of this miRNA during infection likely via the expression of a viral protein 

whose identity remains to be identified. We also provide evidence that the addition of 
exogenous miRNA-26a mimics to infected cells reduces the resistance of HIV-1 to 

ADCML. This miRNA is yet another example of a miRNA of which modulation of 
expression allows HIV-1 to escape the host immune response. 

 

Methods 
 

Human subjects 

Peripheral blood samples and leukaphereses were obtained from HIV-1 and HCV 

seronegative adults (of either sex). All participants had given written informed consent 
in accordance with the Declaration of Helsinki under research protocols approved by 

the research ethics review board of the Institut de recherches cliniques de Montréal 
(IRCM). 

 

Cells 

Human embryonic kidney (HEK)-293T cells were obtained from ATCC and were 
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Wisent) supplemented 

with 10% heat inactivated fetal bovine serum (FBS).  
CEM.NKR-CCR5 were obtained from the NIH AIDS reagent program (designated as 

CEM-CCR5 throughout the text) and were maintained in Roswell Park Memorial 
Institute (RPMI) 1640 medium (Wisent) supplemented with 10% FBS.  
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CD4+ T cells were isolated from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) by 

negative depletion using the human CD4+ Isolation Kit II (Miltenyi, #130-096-533) 
according to manufacturer’s instructions. Cells were cultured in RPMI-1640 medium 

containing 10% FBS. Activated CD4+ T cells were generated by co-stimulation with 
10 μg/mL of anti-CD3 (Biolegend, #300438) and 2 μg/mL of anti-CD28 (Biolegend, 

#302934) and cultured in the presence of 100U/mL of IL-2 (Peprotech, #200-02-
100UG) for 4 days.  

 

Proviral DNA constructs 

The CCR5-tropic NL4.3-ADA-GFP-IRES-NEF proviral construct (named NL4.3-ADA-
GFP throughout the text), which encodes all accessory protein, and its isogenic 

derivatives: Vpr-deficient (ΔVpr), Vpu-deficient (ΔVpu), Nef-deficient (ΔNef), Nef- and 
Vpu-deficient (ΔNefΔVpu) were previously described (37-39). The Vif-deficient (ΔVif) 

isogenic derivative was generated by inserting a SpeI (NEB, #R3133L) to SalI (NEB, 
#R3138L) fragment encompassing a vif deletion from the NL–PIvif- construct (63) into 

NL4.3-ADA-GFP.  
The E2-Crimson-EF1a-ZsGreen DNA insert was amplified from the Hi.Fate latency 

plasmid (36) using primers 5'-TGC ACG CGT GGA GGG GGC GGT ATG GAT AGC 
ACT GAG AAC G-3' and  5'-GCT ACC CGG GTC AGG GCA AGG CGG AGC CGG 

AGG CG-3’ by PCR, and inserted into the R5-tropic ‘HIV-GFP’ proviral 
vector (64) using unique restriction enzyme sites XmaI (NEB, #R0180S) and MluI 

(NEB, #R0198S). The P2A sequence from Porcine Teschovirus-1 (65) was generated 
using custom oligonucleotides and inserted into the MluI site between 

the Nef and E2-Crimson gene locus. The resulting plasmid, termed ‘HIV Nef-2A-

CRIMZs’, was sequenced on both strands before transfection into HEK293T cells.  

 

Virus and infection 

NL4.3-ADA-GFP-derived viruses were generated by co-transfecting the 

corresponding proviral constructs with pSVCMV-VSV-G (66) (except in the case of 
viruses used in RNAseq) in 5x106 HEK-293T cells using lipofectamine 3000 according 

to manufacturer’s instructions. Virus-containing supernatants were recovered 48h 
post-transfection, cleared of cells by centrifugation at low speed, filtered and virus 
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pellets recovered following an ultracentrifugation (35000 rpm for 3h) on a 20% 

sucrose cushion. Viruses were resuspended in DMEM, and aliquots were kept at -
80°C. The multiplicity of infection (MOI) was determined using the CEM-CCR5 cell 

line. 
Activated primary CD4+ T cells were infected with NL4.3-ADA-GFP in the case of 

RNAseq sorted cells (at a MOI of 2) or pseudotyped with VSV-G (at a MOI of 1) in all 
other cases (WT or mutant NL4.3-ADA-GFP infection). Infections were performed by 

spinoculation (centrifugation for 2h at 1200g, 22°C). Cells were washed 6h after viral 
adsorption with PBS and the infection efficiency was determined 48h post-infection 

by measurement of the frequency of GFP-positive (GFP-pos) cells by flow cytometry. 
In some cases, primary CD4+ T cells were pre-treated with efavirenz (EFV – 10μM, 

Sigma-Aldrich, #SML0536) or raltegravir (RAL - 20μM, Santa Cruz Biotechnology, 
#sc-364600) overnight and replenished in new media accordingly during the infection.  

 

Antibodies and flow cytometry 

The following Ab were used in flow cytometry assays: BV421 anti-human CCR5 
(Biolegend, #359118), PE/Cyanine7 anti-human CD4 (Biolegend, #317414), PE anti-

human CD59 (Miltenyi, #130-120-048) as well as its isotype control (Miltenyi, #130-
113-438). For surface staining, fluorochrome-labeled Ab were added directly to the 

CD4+ T cells at a final dilution 1:50 (Miltenyi) or 1:150 (Biolegend), incubated 45min on 
ice, washed twice in FACS buffer (PBS, 1% of FBS) and fixed with 4% 

paraformaldehyde in PBS. For total CD59, cells were fixed and permeabilized using 
the Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences, #554714) as per manufacturer’s 

instructions and stained with anti-CD59 Ab. Finally, cells were resuspended in PBS-
EDTA for analyses. Flow cytometry analyses and cell sorting were performed on a 

FACSAria III (BD), or CyAn (Beckman) equipped with appropriate lasers. Acquired 
data were analyzed with FlowJo 10.9 software (TreeStar).  

 

Transfection of primary CD4+ T cells 

Primary CD4+ T cells were transfected with either negative control RNA (Qiagen, 
#YM00479902-ADB), mimics of miRNA-21 (Qiagen, #YM00473093-ADB), mimics of 
miRNA-26a (Qiagen, #YM00471417-ADB) or mimics of miRNA-29a (Qiagen, 
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#YM00472650-ADB) by nucleofection (Lonza) according to the manufacturer’s 

instructions and cultured for 48h in 48-well plates in basal medium (RPMI-1640) 
supplemented with IL-2 (100U/mL). The negative control and all the miRCURY locked 

nucleic acid (LNA) mimics were fluorescein amidites (FAM)-labeled (see Table S1).  

 

RNA extraction, reverse-transcription, and real-time qPCR analyses  

CD4+ T cells infected with the different viruses described above were sorted using an 

Influx cell sorter (BD Biosciences) and recovered in RLT buffer. Total cellular RNAs 
were extracted using RNeasy RNA extraction columns (Qiagen) according to the 

manufacturer’s instructions. Total RNAs (100ng) were reversed transcribed using 
SuperScript IV reverse transcriptase (Invitrogen) with poly(dT) and specific loop 

primers (see Table S2) for the appropriate miRNAs using the two-tailed real-time 

qPCR method (67). For real-time qPCR, cDNA and appropriate primers (see Table S3) 

were added to SYBR green select master mix (Applied Biosystems) in 96-well plates 
and run on a ViiA96 thermocycler (Thermo Fisher Scientific) with the following cycling 

conditions: 50°C for 2 min, 95°C for 5 min, and 40 cycles at 95°C for 20 sec and at 
60°C for 40 sec. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) or small 

nuclear RNA (snRNA) U6 were used as endogenous controls and ΔΔCT variations 
were calculated. 

Multiply spliced HIV-1 mRNA were quantified by modified nested real-time PCR using 
Taq DNA polymerase (BioLabs) in a first PCR and TaqMax Fast Advanced Master Mix 
(Applied Bio-systems) in a second PCR as previously described (68) (see primers in 

Table S2). The resulting HIV-1 copy numbers were determined using a standard 

curve. This standard curve was generated by extracting and amplifying DNA from 
serially diluted ACH-2 cells, which contain a single integrated copy of HIV-1 (NIH AIDS 
Reagent Program). In each assay, samples were tested in triplicate. 

 

CD59 3’UTR validation assay 

To generate pMIR-REPORT-CD59-Luc, a PCR was performed on the cDNA of 

primary CD4+ T cells using pfu DNA polymerase (see primers in Table S3), and 

different fragments of the 3' UTR of CD59 were inserted into the SpeI and MluI sites 

of pMIR-REPORT-Luc. Site-directed mutagenesis of the 3′ UTR of CD59 was 
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performed by PCR (see primers in Table S3) to generate the mutants indicated in 

Figure 4C and cloned into pMIR-REPORT-Luc using the same strategy described 
above. Fragment A corresponds to nucleotides 449-657 of the 3’ UTR of CD59 (based 

on accession number #NM_000611.6) while fragment B corresponds to nucleotides 
666-878. Finally, the AB fragment corresponds to nucleotides 449-878 of the 3’ UTR 

of CD59 and was generated using primers indicated in Table S3.  
For the miR-REPORT assay, HEK-293T cells were co-transfected with 

pGL4.70Actin1.2(8) (69) and either one of the plasmids derived from pMIR-REPORT-
CD59-Luc. Twenty-four-hours post transfection, cells were further treated with either 
control or mimics of miRNA-26a and lysed after 24h. Luciferase activity was measured 

using the Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega) on a GloMax luminometer 
(Promega).  

 

Generation of the CEM-CCR5 CD59 knockout cell line 

To generate a CD59KO CEM-CCR5 cell lines, a guide sequence previously described 
as targeting CD59 (70) was inserted into the lentiCRISPR v2 vector (71). Lentiviruses 

were produced by transfection of this vector in combination with pSVCMV-VSV-G in 
HEK 293T cells. Control lentiviruses were also produced using the lentiCRISPR v2 

without the single guide RNA (sgRNA). CEM-CCR5 cells were transduced with either 
the control or sgRNA-expressing lentiviruses and transduced cells selected with 

puromycin (2µg/mL). Individual clones (CEM-CD59_KO) were obtained by single-cell 

sorting. 
 

Purification of antibodies  

Ab from sera of viremic individuals were purified using protein G Dynabeads (Life 

Technologies; #10003D). Briefly, protein G Dynabeads were washed with Binding 
Buffer (0.1M sodium phosphate, pH 8.0) and then incubated with serum for 1h at 4°C 

with agitation. Beads were washed five times with Binding Buffer, and Ab were eluted 
using 0.2M glycine (pH 2.5). The elution product was neutralized using 1M Tris-HCl 

(pH 9.0). The quantity of Ab obtained was evaluated by a protein assay (Bio-Rad).  
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Antibody-dependent complement-mediated lysis assay 

A mix of sera from three to five healthy donors was used as a source of complement.  
The virion ADCML assay was performed as previously described (15) with some 

modifications. HIV-1 virions were incubated with 1mg/mL of RNase A (Invitrogen, 
#12091021), the bNAb PGT121 (10 μg/ml, obtained from the NIH AIDS reagent 

program) or the purified antibodies from patient sera (final dilution 1:5) and with either 
NHS or HIHS (dilution 1:2) in RPMI 1640 for a total volume of 140uL. The mixture was 

then incubated for 3 h at 37°C prior to freezing at -20°C. Following thawing, the 
samples were treated with RNase A (1mg/ml) and DNase I (1mg/ml) (Sigma-Aldrich, 

#11284932001) for 1 h at 37°C and subsequently treated with proteinase K (1mg/ml) 
(Invitrogen, #25530049) to remove RNase and DNase activity. Residual viral RNA in 

intact virions was extracted using QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) according to 
manufacturer’s instructions, reverse-transcribed, and quantified by real-time PCR. 
Total HIV-1 viral RNA was quantified by a modified nested real-time PCR assay using 

Taq DNA polymerase (BioLabs) in a first PCR and the TaqMax Fast Advanced Master 
Mix (Applied Bio-systems) in a second PCR as previously described (72) (see HIV-

TOT primers in Table S2). The resulting HIV-1 copy numbers were determined using 

a standard curve as described above. In each assay, samples were tested in triplicate. 

For ADCML of cells, CEM-CD59-control or CEM-CD59_KO were infected with NL4.3-
ADA-GFP and incubated in the presence of 50% NHS or HIHS, either with or without 

PGT121 (10μM) overnight. To measure ADCML, cells were treated with the Zombie 
NIR Fixable Viability marker (1:150 in PBS; Biolegend, #423105) and analyzed by flow 

cytometry.  
 

Virion Capture Assay  

Virus capture assays were performed as previously described (73) with some 

modifications. Immunomagnetic bead-based virion capture was performed with 20μL 
of protein G Dynabeads (Life Technologies; #10003D), which were incubated with 2μL 

of mouse anti-CD59 (Biolegend, #304702) for 20 min at room temperature (RT) and 
then washed with PBS to remove unbound Ab. At the start of capture assays, virus 

input was normalized across all viruses tested, with inputs corresponding to equal 
virus volumes (100μL) and same infection rates. Virus samples were incubated with 
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Ab-armed beads for 1h at RT to allow virus capture. Beads were then washed five 

times with PBS to extensively remove unbound virus particles. The bead-associated 
virus was then lysed with lysis buffer and quantified by p24 ELISA following the 

manufacturer’s instructions (XpressBio, Cat#XB-1000). Background levels of virion 
capture were assessed by using an isotype control Ab (Biolegend, #401501). The level 

of background virus capture was removed from each data point. 
 

RNA-Seq of sorted HIV-1-infected CD4+ T cells for mRNA/miRNA profiling and 

analyses of their expression 

Productively infected (GFP-positive), bystander (GFP-negative) and uninfected (mock) 
CD4+ T cell populations were sorted using an Influx cell sorter (BD Biosciences), and 

directly recovered in RLT lysis buffer. The same samples were used for miRNAseq 
and mRNAseq using the Illumina TruSeq mRNA or Small RNA system (Illumina 

Technologies) at the IRCM Molecular Biology and Functional Genomics Core Facility. 
Specific tagging was used to identify RNA from each blood donor. The resulting library 

was sequenced using a NovaSeq 6000 system (Illumina Technologies). Differential 
expression of miRNAs and mRNAs was assessed using p values computed using 
DESeq2. Volcano plots were generated using GraphPad Prism9 (GraphPad Software, 

LLC). Online GEO accession numbers for the reported mRNA-seq and miRNA-seq 
data are GSE247191 (mRNA-seq) and GSE247194 (miRNA-seq), respectively. The 

online search for miRNA and mRNA pairing was performed using mirDIP 
(http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/). 

 

Quantification and statistical analyses  

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism (Version 8). Non-
parametric Mann-Whitney’s U-tests (two-tailed) were used to compare ranks between 

two groups or more. The non-parametric Kruskal Wallis test was used when indicated. 
A P value of less than 0.05 was considered statistically significant.  *, **, *** signify 

<0.05, <0.01, <0.001, respectively, ns, not significant.  
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Table S1 + S2 
 

Table S1 - Sequences of miRNAs mimics. 
 

miRNAs mimics 

Name Sequence 

Control mimic UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG 

miRNA-21-5p mimic UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA 

miRNA-26-5p mimic UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU 

miRNA-29a-3p mimic UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA 
 
 
 

Table S2 - Oligonucleotides used for qPCR in this study. 
 

 
Target Name Sequence 

General qPCR 

GAPDH GAPDH - Reverse TTGACGGTGCCATGGAATTT 
GAPDH - Forward GCCATCAATGACCCCTTCAT 

snRNA-U6 
snRNA-U6 - RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGA 

CCAAAAATATG 
snRNA-U6 - Reverse CAGTGCAGGGTCCGAGGTAT 
snRNA-U6 - Forward GCGCGTCGTGAAGCGTTC 

miRNA-21 
miRNA-21 - RT TAAGCTAGATATGTGAGACGTACGTTG 

AGTACGTCAAGTCAAGGTCAACAT 
miRNA-21 - Reverse GGGGTAGCTTATCAGACTGATGTTGA 
miRNA-21 - Forward TAAGCTAGATATGTGAGACGTACGTTGAGT 

miR-26a 
miR-26a - RT ACTTGAAGATATGTGAGACGTACGTTGAGTACGTCAAGTGAAGT 

CCTATCC 
miR-26a - Reverse GGGTTCAAGTAATCCAGGATAGGCT 
miR-26a - Forward ACTTGAAGATATGTGAGACGTACGTTGAG 

miR-29a 
miR-29a - RT GGTGCTAGATATGTGAGACGTACGTTGAGTACGTCAAGTGAAGT 

CTAACCGA 
miR-29a - Reverse GGGTAGCACCATCTGAAATCGGTTA 
miR-29a - Forward GGTGCTAGATATGTGAGACGTACGTTGA 

CD59 CD59 - Reverse TACACTTGTAACCCAGCTTTGG 
CD59 - Forward GCCAGTCTTTAGCACCAGTTG 

HIV-1 qPCR 

HIV-TOT 

ULF1 (1st PCR) ATGCCACGTAAGCGAAACTCTGGGTCTCTCTGGTTAGAC 
UR1 (1st PCR) CCATCTCTCTCCTTCTAGC 

LambdaT (2nd PCR) ATGCCACGTAAGCGAAACT 
UR2 (2nd PCR) CTGAGGGATCTCTAGTTACC 
HIV-tot probe /56-FAM/CACTCAAGG/ZEN/CAAGCTTTATTGAGGC/3lABkFQ/ 

HIV-ms 

Tat 1.4 (1st PCR) TGGCAGGAAGAAGCGGAGA 
Rev (1st and 2nd PCR) GGATCTGTCTCTGTCTCTCTCTCCACC 

Tat 2 (2nd PCR) ACAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCA 
HIV-ms probe /56-FAM/TTCCTTCGG/ZEN/GCCTGTCGGGTCCC/3IABkFQ/ 
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Table S3 

 
Table S3 - Oligonucleotides used to generate pMIR-REPORT-CD59-Luc. 

 
 

miR-Report assay 

Target Name Sequence 

3’ UTR CD59 
(Fragment A) 

3’UTR CD59-A   Forward GGACTAGTCCTCAACACCAGGAGAGCTTCTCCCAA 

3’UTR CD59-A  
Reverse (WT) CCGACGCGTCGGACTTCTTCCTTCAAGTGGGGCTTCCC 

3’UTR CD59-A  
Reverse (Mut) CCGACGCGTCGGACTTCTTCCTTCTTAGGGGGCTTCCC 

3’ UTR CD59 
(Fragment B) 

3’UTR CD59-B  
Forward (WT) GGACTAGTCCTGAAGTAGGTGTGACTTGAACTAGATTGCATGC 

3’UTR CD59-B  
Forward (Mut) GGACTAGTCCTGAAGTAGGTGTGCTGGAAACTAGATTGCATG 

3’UTR CD59-B    
Reverse CCGACGCGTCGGGTTTATGAAAGCGTTCCATGTGAGAGAGGATG 

3’ UTR CD59 
(Fragment AB) 

3' UTR CD59-AB 
Forward GGACTAGTCCTCAACACCAGGAGAGCTTCTCCCAA 

3' UTR CD59-AB 
Reverse CCGACGCGTCGGGTTTATGAAAGCGTTCCATGTGAGAGAGGATG 
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Figure S1 

 

 
Figure S1 - Characterization of the cell populations used for the RNA-seq, related to 
Figure 1. 
A) Primary CD4+ T-cells from three different donors were isolated, activated and then 
infected with NL4.3-ADA-GFP (WT). Frequency (%) of infected cells was determined by 
measuring GFP expression using flow cytometry. (B) Multiply spliced HIV-1 mRNA 
(msRNA) in productively infected GFP-positive (GFP-pos), bystander GFP-negative (GFP-
neg) and uninfected cells were measured by real-time qPCR (n = 3). Error bars represent 
SEM. Statistical significance was determined by the nonparametric Mann-Whitney’s test, 
values: **p < 0.01.  
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Figure S2 

 

 
Figure S2 - List of genes of which mRNA expression levels are modulated in the GFP-
negative population compared to Mock, related to Figure 1. 
(A) The heatmap depicts the 18 mRNAs specifically upregulated in the GFP-negative 
population. (B) The heatmap depicts the 95 mRNAs specifically downregulated in the 
GFP-negative population. In (A) and (B), the scale bar is in log2(Fc). 
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Figure S3 

 

 
 

Figure S3 - List of genes of which mRNA expression levels are modulated in the GFP-
positive population compared to Mock, related to Figure 1. 
(A) The heatmap depicts the 188 mRNAs specifically upregulated in the GFP-positive 
population. CD59 is identified with a red arrow. (B) The heatmap depicts the 34 mRNAs 
specifically downregulated in the GFP-positive population. In (A) and (B), the scale bar is 
in log2(Fc). 
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Figure S4 

 

 
 
Figure S4 - Modulation of miRNA-26a and CD59 expression levels in HIV-1 infected 
CEM-CCR5 cells and characterization of CEM-CD59_KO cells, related to Figure 5. 
(A) MiRNA-26a and CD59 mRNA levels in uninfected (mock) and HIV-1 infected CEM-
CCR5 (GFP-positive) (n=4) were measured by real-time qPCR. Shown are the mean fold 
changes compared to uninfected cells (in gray, which is set at 1.0). Cell-surface CD59 
expression levels were evaluated by flow cytometry and the MFI was compared between 
uninfected and infected CEM-CCR5. Error bars represent SEM. Statistical significance 
was determined by the nonparametric Mann-Whitney’s test, values: *p < 0.05, **p < 0.01. 
(B) Cell-surface as well as total CD59 expression levels were determined by flow cytometry 
and the MFI was compared in CEM-CD59_control and CEM-CD59_KO cell lines. Shown 
are data from one representative experiment (n=3). (C) Cell proliferation (eFluor-670), CD4 
(PerCp/Cy5.5) or CCR5 (PerCp/Cy5.5) were measured by flow cytometry in the CEM-
CCR5 parental cell line and two different CEM-CD59_KO lines. Shown are a representative 
experiment (n=2). 
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Figure S5 

 

 
Figure S5 - ADCML assay with antibodies purified from the sera of viremic 
individuals, related to Figure 6. 
(A) Shown are the total HIV-1 of viruses from infected cells transfected with miRNA-26a 
or negative control mimics measured by real-time qPCR, following reverse transcription 
of viral RNA. Viruses were further treated with either NHS or HIHS and either Abs#163 or 
not. Error bars represent SEM. (B) Shown are the normalized total HIV-1 of Abs#163-
treated viruses from CEM-CD59_control or CEM-CD59_KO infected cells. Values are 
normalized relative to the mean of those obtained with HIHS-treated viruses, which were 
set at 100%. Error bars represent SEM (n=2). 
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Figure S6 

 

 
 
Figure S6 - Characterization of CD4+ T cell subpopulations following infection with 
doubly fluorescent HIV Nef-2A-CRIMZs virus, related to Figure 7. 
(A) CEM-CCR5 cells were infected with HIV Nef-2A-CRIMZs for two days in the presence 
or absence of Raltegravir treatment. In one case, cells were reactivated after 24h of 
infection with TNF-a (10ng/mL) or the vehicle control for one day. The frequency of 
productively and latently HIV-1 infected cells was determined by flow cytometry based on 
E2-Crimson and ZsGreen expression 48h after infection. Productively infected cells are 
defined as E2-Crimson-positive/ZsGreen-positive while latently-infected cells are 
identified as E2-Crimson-negative/ZsGreen-positive. Shown is data from a representative 
experiment. (B) CD4 expression was analyzed by flow cytometry in uninfected as well as 
in latently and productively HIV-1 infected cell populations. Shown is data from a 
representative experiment. 
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Discussion  
 
Cette section vise à mettre en évidence les éléments importants et mettre en 

perspectives les résultats présentés dans les chapitres 3-5, en tenant compte de la 
littérature actuelle. Les points déjà discutés dans les articles ne seront pas 

mentionnés dans cette section.  
 

1. Importance et régulation du corécepteur CCR5 

 

Comme nous l’avons vu dans les chapitres 3 et 4, le récepteur CCR5 est une protéine 
qui joue un rôle clé dans l’infection par le VIH-1. Bien qu’il soit utilisé par le virus pour 

son entrée dans la cellule, le CCR5 est également impliqué dans plusieurs fonctions 
de la réponse immunitaire innée et adaptative. Par exemple, la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoire par les macrophages comme l’IL-1, l’IL-6 ou le TNF-a sont 
dépendants du CCR5 (296). Le CCR5 joue aussi un rôle important dans le recrutement 

des lymphocytes T CD8+ effecteurs et mémoires sur les sites d’infection (297). De plus 
il a été montré que les niveaux d’expression du CCR5 sont très variables chez les 

individus, à cause de facteurs génétiques ainsi que des stimuli environnementaux 
(298–300). Le CCR5 semble jouer essentiellement un rôle complémentaire dans la 

réponse immunitaire car son absence ne compromet pas la réponse antivirale en 
raison d’autres récepteurs aux chimiokines qui peuvent le remplacer (301,302). En 
effet, afin d’approfondir les connaissances de la mutation CCR5Δ32 mentionnée 

précédemment, plusieurs analyses ont été réalisées et aucune corrélation avec la 
mortalité n’a été trouvée (303), bien qu’une précédente étude (désormais rétractée) 

affirmé initialement le contraire (304). Ces informations, en plus de toutes celles déjà 
discutées précédemment, confirme que l’absence d’expression de CCR5 ne semble 

pas affecter la durée de vie d’un individu et viennent confirmer la viabilité d’une 
stratégie thérapeutique dirigé contre CCR5 afin de contrer le VIH-1.  

 
Les résultats présentés dans cette thèse nous ont permis de montrer que les miARN, 

par exemple par l’intermédiaire du miARN-103, participent à la régulation du 
corécepteur CCR5 dans les macrophages (chapitre 3) et les lymphocytes T CD4+ 
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(chapitre 4). Nous avons également montré que son paralogue, le miARN-107 

participe également à ce phénomène dans les macrophages. L’analyse du miARN-
107 dans les lymphocytes T CD4+ nous a permis de déterminer que son niveau 

d’expression pouvait être jusqu’à 10x inférieur à celui du miARN-103, dépendant du 
stade d’activation des cellules. Pour cette raison, nous avons décidé de nous focaliser 

sur le miARN-103 dans l’étude visant à définir son rôle sur l’expression de CCR5 dans 
les lymphocytes T CD4+ (chapitre 4). Cependant, bien que les résultats n’aient pas été 

inclus dans les publications, nous avons tout de même analysé le niveau d’expression 
du miARN-107 au cours des différents stades d’activation des lymphocytes T CD4+, 
et obtenu des résultats similaires aux observations avec le miARN-103. Nous avons 

également confirmé que le traitement à la Nutlin-3 augmente le miARN-107 dans des 
proportions similaires à celles du miARN-103. Globalement, ces résultats nous 

indiquent que, bien que les effets que nous observons sont en grande partie dûs au 
miARN-103 étant donné son niveau d’expression plus importante, nous ne pouvons 

pas exclure que le miARN-107 participe également aux effets sur CCR5 que nous 
observons.  
 

 
Figure 1 - Le profil d’expression du miARN-107 est similaire au miARN-103.  
(A) Quantification absolue du miARN-103 et du miARN-107 dans les cellules T CD4+ au 
repos. (B) Modulation du miARN-107 dans les différentes sous-populations de 
lymphocytes T CD4+ mesurée par RT-qPCR. (C) Mesure de l’expression du miARN-107 
par RT-qPCR dans les cellules T CD4+ activées traitées avec du DMSO ou différentes 
concentrations de Nutlin.  

 
De nombreuses approches thérapeutiques contre le VIH-1 axées sur le CCR5 ont été 

développées, allant des petites molécules inhibitrices du CCR5 (305), des anticorps 
anti-CCR5 (306), ou enfin utilisant des médicaments tels que la rapamycine (307) afin 

d’empêcher l’expression du CCR5 à la surface des cellules. Des approches basées 
sur l’ARN, via l’interférence sur l’ARNm de CCR5 par des petits ARN interférents (308) 
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ou des ribozymes (des molécules d’ARN capables d’agir comme catalyseurs) (309), 

ont également été mises au point. Les ARN interférents sont des petits ARNs de 20-
24 nucléotides dont le mode de fonctionnement est très similaire aux miARN. La 

différence majeure entre les petits ARN interférents et les miARN est que les premiers 
inhibent l'expression d'un ARNm cible spécifique tandis que les seconds peuvent 

réguler l'expression de plusieurs ARNm (310). Malheureusement, les thérapies virales 
basées sur les ARN interférents et les miARN, bien que prometteuses, se heurtent 

encore à des défis importants, tels que les difficultés d’un système de délivrance 
ciblé, leur grande instabilité, ainsi que des effets non-ciblés ou sur des cibles non 
identifiées des miARN (311). Cependant, malgré ces contraintes, quelques 

médicaments utilisant l’interférence par ARN ont été récemment approuvés par la 
FDA (312), ce qui confirme le grand potentiel de l’ARN pour l’intervention 

thérapeutique. A ce titre, le vaccin iHIVARNA-01, basé notamment sur l’administration 
d’ARNm qui est actuellement en phase d’essai clinique IIa (313) est un excellent 

exemple des possibilités offertes par l’ARN dans la lutte contre le VIH-1. 
 

2. Avantages et limites de notre analyse par séquençage de l’ARN  

 

Il existe plusieurs études transcriptomiques réalisées dans les lymphocytes T CD4+ 
infectés par le VIH-1 (314–317). Cependant, notre analyse basée sur le séquençage 

de l’ARN présentée dans le chapitre 5 a plusieurs nouveautés. Tout d’abord, notre 
analyse a été réalisée sur des lymphocytes T CD4+ infectés in vitro par un virus 

rapporteur pour GFP à tropisme R5. L’utilisation du tropisme R5 diminue grandement 

le taux d’infection (par rapport à un virus X4), mais rend mieux compte de ce qui se 
passe in vivo au cours d’une infection. Ceci nous a permis de trier en deux groupes 

différents : les populations productivement infectées (GFP-positives), ainsi que les 
populations en contact avec les virus mais non infectées productivement (GFP-

négatives), auquel nous avons ajoutés des cellules non infectées. De plus, nous avons 
réalisé un double séquençage de l’ARN pour les mêmes échantillons (miARN et 

ARNm) ce qui nous a permis de mettre les deux séquençages en relation l’un avec 
l’autre.  
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En revanche, notre analyse possède également de nombreuses limites. Tout d’abord, 

nous pouvons constater que le nombre total de miARN qui sont différentiellement 
régulés entre les différentes conditions dans notre analyse est faible par rapport à une 

analyse similaire qui avait été réalisée par notre équipe dans les macrophages (284). 
En effet, nous avons obtenu un total de 37 miARN dérégulés dans les cellules T CD4+ 

productivement infectées par rapport aux cellules non infectées (17 augmentés et 20 
diminués) par rapport aux 96 miARN dérégulés (40 augmentés, 56 diminués) dans le 

cas des macrophages (284). Ce constat est d’autant plus vrai en analysant la fraction 
GFP-négative où nous avons obtenu seulement 2 miARN dérégulés (1 augmenté et 1 
diminué) par rapport aux cellules T CD4+ non infectées. À l’inverse, c’est dans la 

fraction GFP-négative que la dérégulation des miARN était la plus importante dans 
les macrophages : 137 miARN y étaient dérégulés (56 augmentés et 81 réduits). Nous 

expliquons cette différence probablement en raison des différences phénotypiques et 
morphologiques de ces deux types cellulaires : les lymphocytes T CD4+ possèdent 

un cytoplasme très restreint, il est possible que la quantité d’ARN par cellule soit donc 
bien plus faible. De plus, il est important de noter que la durée d’infection n’est pas 

similaire entre nos deux études (6 jours pour les macrophages par rapport à 2 jours 
pour les lymphocytes, notamment car les macrophages sont plus résistants aux effets 

cytopathiques du virus par rapport aux cellules T CD4+). Ainsi, il est probable que 
notre analyse dans les lymphocytes se focalise sur les changements très précoces 

dans le profil de miARN au cours de l’infection par le VIH-1. Dans ce contexte, il serait 
intéressant de vérifier si le nombre de miARN dérégulés augmente sensiblement ou 

non avec une durée d’infection plus longue, bien que cela soit plus difficile à mettre 
en place dans les lymphocytes T CD4+ dû à la cytotoxicité de l’infection.  

 
Les résultats que nous obtenons dans la fraction GFP-négative sont intéressants. 

L’analyse des miARN semble montrer que cette fraction est très similaire aux cellules 
non infectées, pourtant nous pouvons y détecter de l’ARN multi-épissé du VIH-1. Il 
est difficile de déterminer avec précision ce que contient cette fraction, quoique qu’il 

est fort probable qu’elle contienne à la fois: des cellules non infectées, des cellules 
en cours d’infection, des cellules où l’infection n’arrive pas à terme à cause d’un virus 

défectueux, ainsi que très probablement des cellules latentes. Afin de mieux 
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caractériser la fraction GFP-négative, une analyse de séquençage de l’ARN pourrait 

être utilisée à l’aide d’un virus à double fluorescence permettant de distinguer les 
cellules productivement infectées des cellules latentes, ce qui permettrait d’identifier 

de nouveaux miARN jouant un rôle dans l’établissement de la latence.  
 

Notre analyse est basée sur le séquençage de l’ARN d’un ensemble de cellules. 
Cette technique est limitée, car on peut retrouver au sein d’un même type cellulaire 

des sous-populations avec des profils transcriptionnels uniques. Pour pallier cela, il 
est possible de faire du séquençage à la cellule près (single-cell) (318). La technique 

single-cell vient toutefois avec son lot de complications : la faible quantité d’ARN au 

départ peut entrainer un biais important dans l’analyse des données de l’expression 
de gènes faiblement exprimés.  Cependant, elle permet une analyse transcriptomique 

à l’échelle d’une seule cellule, ce qui ouvre davantage les champs de possibilités dans 
l’analyse des changements de profils transcriptomiques des cellules à la suite de 

l’infection.  
 

3.  Autres ARN régulateurs  

 

Au cours de notre étude, nous nous sommes focalisés sur les miARN. Cependant il 
existe d’autres types d’ARN régulateurs comme les petits ARN interférents que nous 

avons mentionné précédemment ou les longs ARN non-codants (lncRNA) que nous 
avons écarté de notre analyse à la suite du séquençage. Les lncRNA sont des 

transcrits de plus de 500 nucléotides et qui ne codent pas pour une protéine (319). Ils 
sont localisés principalement dans le noyau cellulaire où ils sont particulièrement 

enrichis au niveau de la chromatine (320). Bien que leur fonction ne soit pas encore 
totalement élucidée, il apparait clair que les lncRNA agissent en régulant l’expression 
des gènes, soit par une action en cis sur les gènes voisins (321–323), soit par une 

action en trans quel que soit l’emplacement du gène (324,325). Comme mentionné 

précédemment dans la discussion de l’article n°2, le lncRNA CCR5AS contribue à la 

régulation post-transcriptionnelle des ARNm de CCR5 en les protégeant de la 
dégradation induite par les protéines Raly (289,326). Cependant, le rôle des lncRNA 

au sens large dans l’infection par le VIH-1 reste encore largement méconnu. Dans ce 
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contexte, une analyse bio-informatique des données issues de notre séquençage 

incluant les profils d’expressions des lncRNA dans les cellules productivement 
infectées par rapport aux cellules non infectées pourrait être une perspective 

intéressante afin de clarifier le rôle des lncRNA dans l’infection par le VIH-1. Toutefois, 
le défi majeur reste la caractérisation fonctionnelle des lncRNA, car contrairement aux 

protéines, il est impossible de prédire leur fonction à partir de leur séquence (pas de 
domaines fonctionnels bien définis).  

 

4. Régulation du miARN-26a 

 
Nous avons identifié que le miARN-26a est diminué dans les lymphocytes 

productivement infectées par rapport aux lymphocytes non infectées par le VIH-1. 
Cette diminution est associée à une augmentation de l’ARNm de CD59, qui est l’une 
des cibles du miARN-26a. Comme nous l’avons mentionné précédemment, nous 

n’avons pas été en mesure de déterminer comment le miARN-26a est régulé au cours 
de l’infection par le VIH-1, et cela reste une question intéressante à élucider.  

 
Des données dans la littérature suggère qu’il existerait une boucle de rétroaction 

double-négative entre EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) et le miARN-26a (327). 

EZH2 est une histone méthyltranférase importante dont la fonction est de triméthyler 
la lysine 27 sur l'histone H3 (H3K27me3). Il est un composant clé du complexe 

répresseur Polycomb 2 (PRC2), qui médie le silençage des gènes par des modification 
post-traductionnelle des histones (329). Ainsi, dans les cellules CD4+ au repos et les 

cellules latentes du VIH-1, l’augmentation de l’expression d’EZH2 a été liée à 
l’inactivation de l’expression des gènes du VIH-1 (328,329). De façon surprenante, 

nos résultats indiquent une augmentation de l’ARNm de EZH2 dans les cellules 
productivement infectées, ce qui peut s’expliquer par le fait que notre analyse se 

place dans une fenêtre très courte après l’infection (48h), et pourrait suggérer une 
réponse intrinsèque de la cellule afin de réduire l’expression du VIH-1 ou bien un rôle 

de EZH2 dans l’établissement d’une infection latente plus tard au cours de l’infection. 
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Figure 2 - EZH2 est augmenté dans les cellules productivement infectées par rapport 
aux cellules non infectées. 
Le niveau de l’ARNm de EZH2 a été quantifié par RT-qPCR dans les échantillons utilisés 
pour l’analyse du séquençage de l’ARN précédemment décrit.  

 

Afin de tester si la diminution du miARN-26 au cours de l’infection par le VIH-1 est 
due à EZH2, nous avons utilisé deux inhibiteurs de EZH2 qui inhibent son activité de 

méthylation: le Tazemetostat qui est approuvé par la FDA (330,331) et le GSK126 qui 
est en phase 1 d’essai clinique (332,333). L’inhibition de EZH2 n’a pas contré la 

diminution du miARN-26a dans les cellules infectées, suggérant que EZH2 n’est pas 
responsable de la modulation à la baisse du miARN-26a au cours de l’infection.   
 

 
Figure 3 – Effet de l’inhibition de EZH2 sur l’expression du miARN-26. 
(A) Les cellules CEM-CCR5 ont été prétraitées pendant 24h par l’un des inhibiteurs de 
EZH2 ou du DMSO puis infectées avec le VIH-1 (souche NL4.3-ADA-GFP) pendant 48h 
(en présence des inhibiteurs). L’ARN a été extrait puis le niveau de miARN-26 quantifié 
par RT-qPCR. (B) L’efficacité des inhibiteurs sur la réactivation du VIH-1 a été déterminé 
à l’aide de la lignée cellulaire 2D10 (48h et 72h après le traitement). Cette lignée cellulaire 
contient un seul génome du VIH-1 (codant pour le gène indicateur GFP), silencieux sur le 
plan transcriptionnel mais intégré à l'ADN cellulaire.  

 
Une analyse en profondeur du promoteur du miARN-26a permettrait sans doute 

d’identifier des facteurs de transcription pouvant potentiellement réguler ce miARN. 
Une telle analyse a déjà été réalisée pour le miARN-26b (334), mais elle reste à faire 

pour le miARN-26a.  
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5.  Les miARN comme biomarqueurs de l’infection  

Les liens entre l’expression des miARN et celle de leurs cibles dans les précédents 
exemples ont surtout été démontrés par des études mécanistiques en culture 

cellulaire ex vivo. Cependant, d’importants indices sur l’impact des miARN dans le 

contexte de l’infection par le VIH-1 peuvent être obtenus en comparant et quantifiant 
ces ARN chez les individus vivants avec le VIH-1, par exemple entre ceux qui 

contrôlent l’infection et les cas où l’infection progresse plus rapidement. La 
problématique d’interprétation de ces données survient de la difficulté de lier un 
miARN à la modulation d’un ARNm cible particulier, car ceux-ci peuvent varier selon 

le contexte, le tissu et le type cellulaire (335). D’un autre côté, ces études donnent la 
possibilité de se servir de profils d’expression des miARN pour identifier des 

biomarqueurs potentiels de pathogénèse.  
 

Ainsi, Houzet et al. ont comparé le profil des miARN des cellules mononucléées du 

sang périphérique (PBMCs) d’individus vivant avec le VIH-1 avec celles d’individus 

non-infectés (336). Ils ont trouvé que les miARN-16, -150, -191 et -223 étaient 
significativement réduits dans les PBMCs de patients infectés. À ce sujet, il est 

intéressant de noter que le miARN-16 (qui ciblerait Pur-a) est également diminué dans 
les lymphocytes T CD4+ infectés de notre étude, comme nous l’avons mentionné dans 
l’article n°3. De plus, ils montrent également que le miARN-155, jouant un rôle 

important dans le maintien de la latence, était diminué dans les PBMCs d’individus 
infectés à faible nombre de lymphocytes CD4+ et à ARN viraux élevés. En parallèle, 

l’étude de Duskova et al. a rapporté que les miR-19b, -34a, -144, -146a, -155, -382 

et -615-3p, qui sont connus pour notamment cibler des facteurs inflammatoires, 
étaient augmentés dans les PBMCs d’individus à ARN viraux élevés (337).  

 
Une autre étude a comparé les PBMCs de ECs (avec une charge virale très 

faible/indétectable) avec ceux des patients virémiques ou ceux d’individus non-
infectés (338). Bien que pour de nombreux miARN, les patients ECs et virémiques 

partageaient des profils d’expression similaires, il a été montré que plusieurs miARN 
jouant un rôle dans la latence du VIH-1 étaient exprimés de manière différentielle entre 

les deux groupes : les miARN de la famille des miARN-29, le miARN-125b ou encore 
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le miARN-150. De plus, cette précédente étude met en évidence que les patients ECs 

avec un faible nombre de cellules T CD4+ avait des profils de miARN plus proches 
des patients virémiques que les non-infectés. Inversement, d’autres analyses 

suggèrent un regroupement de profils d’expression des miARN des ECs et individus 
non-infectés (par exemple, miARN-27a, -27b, -29b et -221 sont augmentés), par 

rapport aux patients virémiques et patients sous traitement antirétroviral (où les 
miARN-146a et miARN-155 sont diminués) (339,340). De notre côté, les résultats 

présentés dans le chapitre 4 de cette thèse montrent que le miARN-103 est augmenté 
dans les lymphocytes T CD4+ d’individus ECs par rapport aux individus infectés non 
traités, ce qui corrèle avec une diminution du CCR5.  

 
Une importante variation des profils de miARN ressort de ces analyses, ce qui rend 

leur développement comme biomarqueurs compliqué. Plusieurs facteurs peuvent 
expliquer ces variations, comme par exemple, le contrôle de la virémie par les 

thérapies antirétrovirales. Mais il est également important de prendre compte que le 
niveau d’activation des cellules obtenues, ainsi que le type cellulaire étudié peuvent 

être très variable parmi les différentes publications. Les résultats présentés dans cette 
thèse montrent qu’au moins pour un miARN (miARN-103), le niveau d’expression 

varie considérablement selon le stade d’activation des cellules, et plusieurs études 
suggèrent un remodelage important du profil des miARN au cours de l’activation 

cellulaire (341,342). A ce sujet, l’un des points forts de notre étude est l’analyse 
réalisée à partir d’une population purifiée de lymphocytes T CD4+ issue d’individus 

vivants avec le VIH-1. Ceci qui nous a permis de déterminer le niveau d’expression 
du miARN-103 spécifiquement dans ses cellules cibles, excluant les lymphocytes T 

CD8+, les lymphocytes B et les monocytes présents en quantités importantes dans 
les PBMCs. Il est clair qu’un ensemble de candidats de miARN devra être analysé 

pour mettre au point un test biomarqueur valable, mais les avancées dans les 
techniques de séquençage et d’identification pourraient permettre d’avoir une 
meilleure image précise des profils des miARN afin de s’en servir comme 

biomarqueurs de l’infection.  
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Conclusion générale et contributions de la thèse 
 
Les travaux présentés dans le premier article (Chapitre 3) nous ont permis d’identifier 

le miARN-103, et son paralogue le miARN-107, comme régulateurs négatifs du 
corécepteur CCR5. Nous avons montré que la transfection d’analogues du miARN-

103 dans les macrophages dérivés des monocytes (MDMs) a réduit les niveaux 
d'expression de CCR5 et a inhibé l'entrée du VIH-1 dépendante de CCR5, tandis que 

les inhibiteurs du miARN-103 ont amélioré la propagation du virus dans les MDMs 
infectés. Plus important, nous avons également montré que les miARN-103/107 sont 

régulés par le facteur de transcription p53 dans les macrophages.  
 

Les travaux présentés dans le deuxième article (Chapitre 4) nous ont permis de 
pousser davantage notre étude sur le miARN-103 dans les lymphocytes. Nos travaux 

ont montré que le miARN-103 participe à l’augmentation transitoire du CCR5 dans 
les cellules T CD4+ activées en transition vers un état de repos. Cette augmentation 

transitoire du CCR5, associée à un environnement cellulaire peu favorable à 
l’expression des gènes du VIH-1, favorise l’établissement d’une infection latente dans 
ces cellules. Tout comme dans les macrophages, nous avons montré que le miARN-

103 peut-être régulé par l’intermédiaire de p53 dans les lymphocytes T CD4+. Enfin, 
nous avons également montré que l’expression du miARN-103 est augmentée dans 

les individus contrôlant l’infection par le VIH-1 par rapport à des individus non-
contrôleurs non-traités, une condition qui est associée à une diminution de l’ARNm 

de CCR5. Pris ensemble, ces deux chapitres confirment l’importance des stratégies 
dirigées contre CCR5 pour combattre l’infection et soulignent le potentiel rôle des 

miARNs dans ces stratégies.  
 

Enfin, les travaux présentés dans le troisième article (Chapitre 5) nous ont permis de 
comparer le profil d’expression des miARNs et ARNm des lymphocytes 

productivement infectés (GFP-positifs), non infectés productivement (GFP-négatifs) 
ou non infectés. L’analyse différentielle de ces profils d’expression nous a permis 

d’identifier le miARN-26a comme un régulateur négatif de la protéine CD59. Nous 
avons montré que la transfection d’analogues du miARN-26a dans les lymphocytes 
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T CD4+ rend les virions produits par les dites-cellules plus sensibles à la lyse médiée 

par le complément dépendant des anticorps. Nous avons également confirmé que 
cet effet est bonifié en utilisant un anticorps largement neutralisant dirigé contre la 

région V3 de la glycoprotéine 120 de l’enveloppe virale par rapport à des anticorps 
anti-VIH aux multiples épitopes.  

 

Contributions de la thèse :  

- Validation du CCR5 comme une cible du miARN-103 dans les 

macrophages et les lymphocytes T CD4+. 

- Identification de la participation du miARN-103 dans l’établissement de la 

latence : les lymphocytes T CD4+ activés en transition vers un phénotype 

mémoire, qui sont sujet à une infection latente, réduisent leurs niveaux de 

p53 et du miARN-103.  

- Identification du miARN-103 comme un éventuel biomarqueur pour les 

individus contrôleurs élites.  

- Séquençage de l’ARN dans les lymphocytes productivement infectés par 

le VIH-1, les cellules non infectées productivement, et les cellules non 

infectées. Nous avons obtenu le profil des miARNs et des ARNm dans les 

mêmes échantillons. 

- Validation de CD59 comme cible du miARN-26a dans les lymphocytes T 

CD4+.  

- Importance du miARN-26a dans les mécanismes d’évasion à la lyse 

médiée par le complément. 
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