Léthargie en cours ! Le complexe
répresseur HUSH contréle
la latence du virus HSV-1
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> Le virus herpes simplex de type 1 (HSV-1)
infecte environ 70 % de la population
humaine mondialel. Lors de la primo-
infection, le virus infecte de maniere
lytique les cellules épithéliales de la
région oro-faciale. Par la suite, HSV-1
pénetre dans les terminaisons axo-

! https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/
herpes-simplex-virus
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nales des neurones sensitifs innervant
le visage, et gagne, par un transport
rétrograde, leurs corps cellulaires situés
dans les ganglions des nerfs trijumeaux.
Dans la particule virale, le génome viral
est sous forme d’un ADN double brin,
dépourvu de nucléosome, d’une taille de
150 kb. Lorsque cet ADN viral est expulsé
dans le noyau des neurones infectés, il
est circularisé, « chromatinisé », et il

persiste sous la forme d’un minichro-
mosome non-intégré dans le génome
cellulaire (épisome viral). U'établisse-
ment du cycle latent est caractérisé par
un changement transcriptionnel majeur :
répression des genes viraux lytiques et
production de transcrits « latents »
(latency-associated transcripts, LAT).
Du point de vue chromatinien, la latence
est caractérisée par la mise en place
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Figure 1. Modeéle de I’établis-
sement de la latence et de la
réactivation du virus HSV-1.
Le génome viral entrant est
« chromatinisé » grdce aux
chaperons d’histones DAXX/
ATRX et HIRA, et encapsulé au
sein de corps nucléaires for-
més par la protéine de la leu-
cémie promyélocytaire aigiie
PML (viral DNA-containing
PML nuclear bodies, vDCP NB)
(1). Laxe protéique répres-
seur HUSH-SETDB1-MORC2
contrdle le dépot de marques
répressives H3KIme3 sur le
génome viral chromatinisé,
permettant le maintien de
la latence de HSV-1 dans les
vDCP NB (2). La réponse a
un stress peut déclencher
une phase initiale de réac-
tivation [14], qu’on nomme
phase d’animation car elle
ne permet pas de produire

des particules virales infec-

tieuses, mais seulement des

ARN codant des protéines virales, notamment ICP0 (3). ICPO permet alors la réactivation compléte du virus en induisant la dégradation de MORC?2 (4),

un effecteur indispensable pour la répression impliquant I’axe HUSH-SETDB1-MORC2, ainsi que la déstabilisation des vDCP NB par la dégradation de la

protéine PML (5), entrainant une reprise de la transcription du génome viral et la production de particules virales.

de marques épigénétiques répressives
sur le génome viral chromatinisé [,
2]. Le virus se maintient dans les neu-
rones sous cette forme latente pendant
toute la vie de I’individu [3]. La latence
virale n’est d’ailleurs pas une situation
figée, mais est plutot une bataille dyna-
mique opposant des tentatives du virus
de se réactiver, le plus souvent avor-
tées, et des mécanismes moléculaires
et immuns contenant le virus sous une
forme latente. Par suite de différents
stress, HSV-1 est malgré tout capable,
de temps a autre, d’aller jusqu’au bout
du processus de réactivation et de pro-
duire de nouvelles particules virales
infectieuses [3]. Ces nouveaux virions
vont gagner, par transport antérograde,
les sites périphériques innervés par les
neurones sensitifs. Les manifestations
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varient alors selon le tissu atteint : her-
pés labial (« bouton de fievre ») ou
kératite herpétique. Les virons peuvent
également migrer en sens inverse vers
le systeme nerveux central, ce qui peut
entrainer une neuro-invasion. Un nombre
croissant d’études convergent vers I’hy-
pothése d’un lien de causalité entre
I’infection du systéeme nerveux central
par HSV-1 et certaines maladies neuro-
dégénératives, notamment la maladie
d’Alzheimer [4]. Il importe donc d’élu-
cider les mécanismes moléculaires qui
contrdlent la latence et la réactivation
de HSV-1 afin de pouvoir développer de
nouvelles stratégies antivirales.

Lors de la latence de HSV-1 dans les
neurones, une partie des génomes
viraux sont encapsulés dans des corps
nucléaires formés par la protéine de la

leucémie promyélocytaire aigiie (pro-
myelocytic leukemia protein, PML) (PML
nuclear bodies, PML NB) : ces structures
sont appelées viral DNA-containing PML
NB (vDCP NB) [5]. Elles sont associées
moléculairement a des formes latentes-
quiescentes des génomes viraux (IgHSV-1).
Dans les vDCP NB, les génomes viraux
sont totalement inactifs du point de vue
transcriptionnel, mais ne sont pas défi-
nitivement réprimés pour autant [5, 6].
Les génomes IgHSV-1 sont chromatinisés,
notamment par le dépdt du variant d’his-
tone H3.3 grdce aux protéines chaperons
d’histones HIRA et DAXX/ATRX [7]. De
plus, au sein des PML NB, I’histone H3
de la chromatine virale est enrichie en
lysine 9 triméthylée (H3K9me3), une
marque répressive de la transcription,
caractéristique de I’hétérochromatine



constitutive [7] (Figure I). Cependant,
les facteurs cellulaires impliqués dans
I’établissement et le maintien de cette
marque restent a définir.

Nous nous sommes intéressés au rdle
d’un régulateur majeur de I"hétérochro-
matine : le complexe répresseur HUSH
(human silencing hub). Ce complexe
protéique est impliqué dans le controle
des rétrovirus endogénes, notamment
celui des éléments LINE-1 (long inters-
persed nuclear elements-1), mais aussi
dans la réponse immunitaire intrin-
séque contre les virus a ADN, intégrés
ounon [8]. Il est composé de trois sous-
unités : MPP8 (M-phase phosphopro-
tein 8), qui posséde un chromodomaine
capable de se lier aux marques H3K9me3,
périphiline-1 (PPHLN1), qui reconnait
les ARN dépourvus d’introns, et TASOR
(transcription activation suppressor),
qui assure la stabilité de HUSH. HUSH
recrute deux effecteurs permettant I’ex-
tinction transcriptionnelle des genes
cibles : I’histone méthyltransférase
SETDBL, impliquée dans le dépot de la
marque H3KIme3, et la protéine MORC2,
qui assure la compaction de la chroma-
tine nécessaire a I’activité répressive de
HUSH [8]. A I’aide de modeéles cellulaires
et viraux reproduisant la formation des
vDCP NB, nous avons exploré le réle de
I’axe HUSH-SETDB1-MORC2 dans le main-
tien des formes latentes-quiescentes de
HSV-1 associées aux PML NB [9].

Nous avons d’abord étudié la locali-
sation subcellulaire de HUSH, SETDBI,
et MORC2 dans des cultures primaires
de fibroblastes humains infectés par
un virus HSV-1 permettant de repro-
duire les formes IqHSV-1 du génome
viral [7]. Alors que SETDBI se localise
constitutivement dans les PML NB des
cellules non infectées, les sous-unités
de HUSH et MORC2 y sont indétectables.
Dans les fibroblastes infectés de maniére
latente, les protéines de I’axe HUSH-
SETDB1-MORC2, sauf TASOR, se co-loca-
lisent avec les génomes viraux latents
au sein des PML NB. Pour démontrer
Iinteraction directe des protéines MPP3,
périphiline-1, SETDBI, et MORC2 avec
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le génome viral, nous avons réalisé des
expériences d’immunoprécipitation de
la chromatine (ChIP) apres infection par
le virus IqHSV-1, suivie de PCR (poly-
merase chain reactions) quantitatives
ciblant des séquences nucléotidiques
représentatives de toutes les classes
de genes viraux lytiques et de latence
(région promotrice ou région codante).
Nous avons ensuite supprimé les sous-
unités de HUSH, SETDB1 ou MORC2 en
utilisant la méthode des ARN interfé-
rents, et avons, aprés infection par le
virus IqHSV-1, effectué une ChIP dirigée
contre la marque H3K9Ime3, suivie d’un
séquencage nucléotidique a haut débit
(ChIP-seq). Cette expérience a permis de
montrer I'implication des protéines de
I’axe HUSH-SETDB1-MORC2, a I’exception
de TASOR, dans le dépdt de la marque
H3K9me3 sur le génome IgHSV-1 [9].
€nfin, pour prouver le réle déterminant
de I’axe HUSH-SETDB1-MORC2 dans le
maintien de la latence de HSV-1, nous
avons induit la déplétion de SETDBI,
MPP8, PPHLN1, ou MORC2, par la méthode
des petits ARN « en épingle a cheveux »
(short hairpin RNA, shRNA), aprés la
formation des structures vDCP NB dans
le modeéle des fibroblastes infectés, et
avons alors constaté la reprise du cycle
lytique viral. Une déplétion de MORC2
dans un modéle de neurones sensitifs
humains dérivés de cellules pluripotentes
induites (human induced pluripotent
stem cells, hiPSC) infectés par HSV-1 a
permis de confirmer cet effet [9].

Lors d’une infection virale, diffé-
rents facteurs cellulaires peuvent res-
treindre directement la réplication du
virus (immunité intrinséque). La pro-
téine virale ICPO (infected cell protein 0)
codée par le génome de HSV-1 est une
€3 ubiquitine ligase qui induit la dégra-
dation de nombreux facteurs de res-
triction par le protéasome [10]. ICPO
provoque notamment la dégradation de
la protéine PML, ce qui désorganise les
PML NB. Nous avons montré que ICPO
induit la dégradation ciblée de MORC2,
ce qui léve la répression impliquant 'axe
HUSH-SETDB1-MORC2 [9]. Ce résultat

établit un lien direct entre I’expression
de la protéine ICPO, I’inhibition de I’axe
HUSH-SETDB1-MORC2, et la réactivation
de HSV-1 (Figure 1).

Les résultats de travaux récents indiquent
qu’une protéine paralogue de TASOR,
TASOR?2, est capable de recruter MPP§
et PPHLN] au sein d’un complexe HUSH
« non-canonique », HUSH2 [11, 12].
TASOR2 pourrait donc constituer un nou-
veau régulateur de la latence de HSV-1
dans les corps nucléaires PML, et il serait
pertinent de tester I'effet de sa déplétion.
Par ailleurs, le fait que MORC2 soit une
cible de ICP0 suggere que cette protéine
cellulaire est un facteur de restriction
virale. Plus largement, ce résultat ouvre
des perspectives concernant I'implication
des facteurs de la famille MORC dans la
réponse antivirale. MORC3 est d’ailleurs
également une cible de ICPO [13].

Enfin, la présente étude ouvre égale-
ment la voie a I'utilisation des neurones
sensitifs dérivés de cellules humaines
pluripotentes induites (hiPS DN) comme
modéle pertinent pour explorer la
latence et la réactivation de HSV-1. Les
modeles en culture 2D et 3D, notam-
ment sous la forme d’organoides sen-
sitifs ou cérébraux, offrent une alter-
native prometteuse aux approches in
vivo, notamment pour décrypter les
mécanismes moléculaires et épigéné-
tiques de la latence virale. Ils consti-
tuent également un outil précieux pour
comprendre les effets pathogenes de la
réactivation du virus, tels que la dégé-
nérescence neuronale. ¢
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