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INTRODUCTION 
 

I. GENERALITES SUR LE VIH-1 
 
 1) Histoire du VIH-1 
 
 Au début des années 1980, le monde fut confronté à une nouvelle épidémie dévastatrice se 

manifestant par une recrudescence de pneumonies et de sarcomes de Kaposi associés à un 

affaiblissement du système immunitaire. Cette maladie prend alors le nom de SIDA ou AIDS 

(Acquired Immunodeficiency Syndrome). Le virus responsable de ce fléau est identifié en 1983 par 

l’équipe du professeur Montagnier à l’Institut Pasteur de Paris qui trouva une activité de 

rétrotranscription dans un échantillon prélevé sur un patient atteint de cette maladie (Barré-Sinoussi 

et al 1983). Ce n’est qu’en 1986 qu’une commission de nomenclature attribue à ce virus le nom de 

VIH-1 pour Virus de l’Immunodéficience Humaine de type 1. Un deuxième type de VIH a alors pris le 

nom de VIH-2. Depuis cette découverte, 30 ans de recherches se sont écoulés avec de nombreuses 

découvertes telles que les premiers traitements antirétroviraux, la caractérisation du virus de plus en 

plus précise ou encore l’existence de nombreux facteurs produits par l’hôte capables de contrecarrer 

certaines étapes du cycle viral (figure 1).  

 

Figure 1 : Représentation des étapes clés de l’histoire du VIH (Barré-Sinoussi et al 2013) 

 

 De nos jours, la pandémie de SIDA progresse encore dans le monde avec de nombreuses 

disparités géographiques et une grande hétérogénéité des épidémies. Depuis le début de la 

pandémie, environ 39 millions de personnes sont décédées de maladies liées au SIDA et 78 millions 

de personnes ont été infectées par le VIH. Selon les données mondiales de l’ONUSIDA, 35 millions de 

personnes vivent encore avec le VIH en 2013, la majorité des infections étant localisée en Afrique 

subsaharienne. En France, le bulletin épidémiologique de l’Institut de veille sanitaire de 2015 estime 
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que plus de 150 000 personnes vivent avec le VIH-1 dont 30 000 qui ne le savent pas. De plus, plus 

de 6500 personnes découvrent leur séropositivité chaque année dans notre pays. 

 

2) Classification du VIH-1 

 

L’origine du VIH-1 est certainement liée à une infection d’un virus simien à l’homme. Les 

arbres phylogénétiques ont permis de montrer que ce virus est le lentivirus le plus apparenté au 

SIVcpz (Simian Immunodeficiency Virus) du chimpanzé (Sharp et al 2005). Le VIH-1 est classé en 

quatre groupes : M (Main), O (Outlier) identifié en 1990, N (Non M non O) découvert en 1998 et P 

identifié en 2009. Le groupe M est le groupe le plus répandu au monde et comporte neuf sous-types 

(A, B, C, D, F, G, H, J et K) ainsi que plusieurs formes recombinantes appelées CRF (Circulating 

Recombinant Form) (figure 2).  

 

Figure 2 : Distribution régionale des sous-types et des formes recombinantes du VIH-1 (aideinfosida.be) 

 
 
 3) Organisation génétique du VIH-1 
 
 Le VIH-1 est un rétrovirus complexe qui possède en plus des gènes gag, pol et env exprimant 

respectivement les protéines de structure (Matrice : MA, Capside : CA et Nucléocapside : NC), 

enzymatiques (Protéase : PR, Transcriptase inverse : RT et Intégrase : IN) et d’enveloppe (TMgp41 et 

SUgp120) des phases ouvertes de lecture exprimant des protéines régulatrices et auxiliaires (Vif, Vpr, 

Tat, Vpu, Rev et Nef). L’ADN proviral possède également des séquences dupliquées appelées LTR 

(Long Terminal Repeat) à ses extrémités (figure 3). 
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Figure 3 : Organisation génétique du VIH-1 
 
 

 4) Cycle de réplication du VIH-1 
 

Le cycle réplicatif du VIH-1 se segmente en deux grandes phases, la phase précoce 

commençant par la fixation du virus sur la cellule et se terminant par l’intégration de son génome 

(figure 4) et la phase tardive post-intégrative qui comprend toutes les étapes de la transcription du 

provirus jusqu’à la maturation de la nouvelle particule virale.  

 

 Entrée virale  

 

La première étape du cycle viral est l’attachement d’une particule virale à la surface de la 

cellule cible. Le virus reconnaît le récepteur CD4 (principal récepteur de l’entrée) ainsi qu’un 

corécepteur CCR5 ou CXCR4. Ces corécepteurs, membres de la famille des récepteurs aux 

chimiokines, vont définir le tropisme des différentes souches de VIH-1. Plusieurs protéines cellulaires 

peuvent également être impliquées dans l’attachement telles que les HSPG (Héparanes Sulfates 

ProtéoGlycanes), la nucléoline ou le LFA-1 (Lymphocyte Function-Associated antigen-1). La fixation 

entre la SUgp120 et les récepteurs CD4 va induire la dissociation du complexe SUgp120-TMgp41 ce 

qui va provoquer l’exposition de la TMgp41 au corécepteur. Cette association va entraîner la fusion 

des membranes cellulaire et virale.  
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Figure 4 : Phase précoce du cycle de réplication du VIH-1 (Campbell et Hope 2015) 
La phase précoce commence par la fusion des membranes virale et cellulaire ou l’endocytose, il y a ensuite 
rétrotranscription de l’ARN viral puis décapsidation avant l’export de l’ADN viral dans le noyau pour son intégration dans 
le génome de la cellule. 
 
 

Le VIH-1 peut également entrer dans la cellule cible par endocytose. La Dynamine est 

impliquée dans ce mécanisme d’endocytose en provoquant la formation de vésicules. Elle va 

remodeler les filaments d’actine et favoriser la courbure de la bicouche lipidique. Dans le cas de 

l’endocytose, la protéine gp120 va interagir avec une molécule d’adhésion spécifique des cellules 

DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule 3-Grapping Non-integrin). Cette 

liaison va permettre l’internalisation du virus dans les vésicules (Melikyan 2014).    

 

 Transcription inverse 
 
 

Après entrée du virus dans la cellule cible, la capside virale est libérée dans le cytoplasme. 

L’ARN viral est ensuite rétrotranscrit pour former l’ADN double brin viral qui s’intégrera dans le 

génome de la cellule hôte. La protéine majeure de cette étape est la rétrotranscriptase (RT), enzyme 

dimérique composée de deux sous-unités p66 et p51 possédant des activités ADN polymérase ARN 

et ADN dépendante, ainsi qu’une activité RNase H.  
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La RT débute la synthèse de l’ADN viral à partir de l’extrémité 3’ de l’ARNtlys3 hybridé au PBS 

(Primer Binding Site) et termine la synthèse à l’extrémité 5’ de l’ARN génomique. Parallèlement à 

cette synthèse d’ADN de polarité négative, l’ARN génomique est dégradé par l’activité RNase H de la 

RT. Cette étape est suivie d’un premier transfert de brin durant lequel le brin d’ADN nouvellement 

synthétisé s’hybride à l’extrémité 3’ du génome pour permettre la synthèse du brin d’ADN (-) 

jusqu’au PBS. L’ARN viral est ensuite dégradé sauf deux séquences PPT (PolyPurine Tract) localisées 

dans la partie centrale du génome (PPTc) et en 5’ de la région U3 qui sont résistantes à la RNase H. 

Ces PPT vont servir d’amorces pour l’initiation de la synthèse du brin d’ADN (+) qui va se poursuivre 

jusqu’à la transcription inverse d’une partie de l’ARNtlys3. L’activité RNase de la RT va libérer le PBS 

en clivant l’ARNtlys3 et les séquences PPT. Les deux séquences PBS s’hybrident ce qui permet le 

second transfert de brin au cours duquel l’ADN (+) simple brin est transféré à l’extrémité 3’ de l’ADN 

(-) ce qui forme un ADN intermédiaire circulaire. Le résultat de cette étape donne un ADN double 

brin linéaire possédant une ou deux longues répétitions terminales identiques (LTR) (Basu et al 2008) 

(figure 5). 

 

 Décapsidation 

 

De nombreuses études montrent que la décapsidation a lieu après la synthèse de l’ADN 

proviral, au niveau des pores nucléaires (Arhel et al 2007). En effet, la capside étant plus large que 

les pores nucléaires, une décapsidation est donc nécessaire à l’entrée du génome viral dans le noyau 

de la cellule. L’étape de décapsidation va permettre la maturation du complexe de transcription 

inverse en complexe de pré-intégration (PIC) capable de traverser les pores nucléaires. 

 

 Import nucléaire du PIC et intégration du génome viral 

 

Le complexe de pré-intégration est composé de l’ADN double brin associé aux protéines 

virales MA, RT, IN, Vpr ainsi que certaines protéines cellulaires (LEDGF, BAF, HMG…) (Arhel 2010). Ce 

PIC préserve l’ADN viral de la dégradation et permet son intégration dans le génome. Il ne peut 

entrer dans le noyau que par un transport actif assuré par la machinerie d’import nucléaire de la 

cellule. Pour cela, la plupart des protéines composant le PIC possèdent un NLS leur permettant 

d’être importées dans le noyau. 

Dès l’entrée dans le noyau, IN va permettre l’intégration de l’ADN viral dans le chromosome. 

Cette intégration a lieu de préférence dans des zones où il y a une forte transcription des gènes par 

l’ARN polymérase II (Wang et al 2007).  



6 
 

 

 

 

Figure 5 : Transcription inverse de l’ARN génomique du VIH-1 (Onafuwa-Nuga et Telesnitsky 2009) 

 

Dès l’entrée dans le noyau, IN va permettre l’intégration de l’ADN viral dans le chromosome. 

Cette intégration a lieu de préférence dans des zones où il y a une forte transcription des gènes par 

l’ARN polymérase II (Wang et al 2007).  

 Cependant, l’étape d’intégration est très rare et tous les PIC ne provoquent pas d’infection 

productive. Le taux d’ADN viral non intégré est d’environ 99% de l’ADN viral total (Chun et al 1997). 

Lors de la non-intégration de l’ADN dans le génome cellulaire, l’ADN viral peut former un cercle 

contenant les deux LTR, un seul LTR ou peut rester linéaire. Aucune de ces trois formes ne permet la 

production de virus infectieux mais elles peuvent servir de matrice pour la synthèse de protéines 

virales comme Tat, Rev et Nef (Kelly et al 2008). L’intégration de l’ADN marque la fin de la phase 

précoce et le début de la phase tardive (figure 6). 
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Figure 6 : Phase tardive du cycle de réplication du VIH-1 (Freed 2015) 

La phase tardive débute par la transcription et l’épissage du génome viral puis par l’export des ARNm vers le cytoplasme 
et leur traduction en protéines virales. Enfin, l’étape d’assemblage initie le bourgeonnement puis la maturation des 
nouvelles particules virales. 
 

 

 Transcription et épissage  

 

Après intégration, l’ADN viral intégré dans le génome est appelé provirus. Celui-ci sert de 

matrice pour la transcription des ARN viraux à l’origine des protéines structurales, enzymatiques, 

régulatrices et auxiliaires. La région LTR en 5’ composée de trois domaines fonctionnels (U3, R et U5) 

permet l’initiation de la transcription (Tripathy et al 2011). En effet, cette région contient le 

promoteur de l’ARN polymérase II (région U3) ainsi que plusieurs sites de fixation de facteurs de 

transcription cellulaires tels que SP1 ou NF-B (Swingler et al 1994). La transcription est composée 

de deux étapes principales : l’étape précoce dépendante des facteurs cellulaires et l’étape tardive 

dépendante de la protéine virale Tat et du facteur d’élongation P-TEFb (Barboric et al 2001). 
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Lors de la première étape, le provirus est transcrit par l’ARN polymérase II. Les ARN produits 

sont multi-épissés et vont être traduits afin de produire les protéines Tat, Rev et Nef. De plus, ces 

ARN contiennent une tige-boucle stable nommée TAR (Trans-Acting Responsive element) où va se 

fixer la protéine Tat (Kao et al 1987 ; Chen et al 2012). Le facteur NF-B va se fixer sur le domaine 

activateur de la région LTR et induire un remodelage de la chromatine permettant une augmentation 

du taux d’initiation et d’élongation de la transcription. Une partie de l’ARN viral va être exportée du 

noyau puis les protéines Tat, Rev et Nef vont être traduites. Tat et Rev sont réimportées dans le 

noyau, Tat active la transcription et Rev permet le transport des ARN génomiques et mono-épissés 

dans le cytoplasme (Fernandes et al 2012). 

Durant la deuxième phase, la protéine Tat augmente de façon importante la transcription. 

Elle reconnaît la tige-boucle TAR et recrute le facteur d’élongation P-TEFb (Positive Transcription 

Elongation Factor) qui va phosphoryler le domaine C-terminal de l’ARN polymérase II lui conférant 

une activité plus processive. Après élongation de la transcription, le complexe formé de Tat, TAR et 

P-TEFb se dissocie après acétylation de Tat et interaction avec la protéine PCAF (p300/ CREB Binding 

protein-Associated Factor) (Mujtaba et al 2002 ; Pumfery et al 2003). 

Les ARN viraux contiennent quatre sites donneurs et huit sites accepteurs d’épissage ce qui 

conduit à la production de plus de 100 ARNm viraux différents (Ocwieja et al 2012). Il existe trois 

classes d’ARNm viraux : l’ARN non épissé (9,2 kb) qui représente l’ARN génomique ainsi que l’ARNm 

exprimant les protéines structurales et  enzymatiques, les ARN mono-épissés (4 kb) codant les 

protéines Vif, Vpr et Vpu/Env et les ARN multi-épissés (2 kb) permettant la synthèse de Tat, Rev et 

Nef (Leblanc et al 2013). 

 

 Export et traduction 

 

L’export des ARN viraux multi-épissés s’effectue par la voie classique utilisée par les ARNm 

cellulaires faisant intervenir le complexe NXT1/TAP (Pocock et al 2016). Les ARN mono et non épissés 

nécessitent la protéine Rev pour être exportés. Rev possède un signal de localisation nucléaire (NLS) 

ainsi qu’un signal de localisation cytoplasmique (NES) afin de jouer le rôle de navette entre le noyau 

et le cytoplasme. Cette protéine se fixe sur une séquence tige-boucle stable présente dans le gène 

env nommée RRE pour Rev Responsive Element ce qui induit l’exposition du signal NES (Cullen 

2003). Rev interagit avec les protéines de la machinerie d’export CRM1 (Chromosome Region 

Maintenance 1 ou exportine 1) et la GTPase Ran (Ras-related nuclear protein) afin de transporter les 

ARN mono et non épissés. Dans le cytoplasme, le complexe ARN/Rev/CRM1/Ran va se dissocier 
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grâce à l’hydrolyse du GTP et Rev va retourner dans le noyau (Purcell et Martin 1993 ; Tazi et al 

2010). 

 Les ARN viraux sont ensuite traduits par la machinerie cellulaire. Les protéines Tat, Rev, et 

Nef sont synthétisées à partir de l’ARN multi-épissé grâce au mode de traduction classique. Les 

précurseurs protéiques Gag et Gag-pol sont produits à partir de l’ARN non épissé alors que les 

protéines d’enveloppe, Vpu, Vif, et Vpr sont synthétisées à partir de l’ARN mono-épissé Dans ces 

deux cas, la traduction a lieu à partir du même transcrit mais sa régulation n’est pas identique 

suivant ces deux cas. En effet, les protéines Env et Vpu sont produites à partir d’un ARN bicistronique 

possédant deux ORF qui se chevauchent. En effet, la partie 3’ du gène vpu chevauche le début du 

gène env. Env est synthétisée par « leaky-scanning » car le contexte Kozak faible du codon 

d’initiation de Vpu permet la poursuite du balayage du ribosome jusqu’au codon d’initiation de Env 

(Schwartz et al 1990). En ce qui concerne la polyprotéine Gag-pol, sa traduction est dépendante d'un 

décalage du cadre de lecture ou « frameshift ». Une séquence de glissement associée à une tige-

boucle permet le décalage d’un nucléotide vers le 5’ du cadre de lecture ce qui prolonge la 

traduction au-delà du premier codon stop situé sur l’ORF de gag (Bidou et al 1997). Cependant, le 

mécanisme de frameshift est plus rare, la traduction de Gag seule est 20 fois plus fréquente que 

celle de Gag-pol.    

La traduction des ARN viraux peut également être initiée par des régions spécifiques appelées 

IRES (Internal Ribosome Entry Sites). Dans ce cas, le ribosome est recruté près ou sur le codon 

d’initiation AUG sans avoir besoin de balayage du ribosome (Balvay et al 2009 ; Chamond et al 2010). 

Deux IRES ont été identifiés chez le VIH-1, un situé dans la 5’UTR  (UnTranslated Region) de l’ARNm 

et le deuxième localisé dans la région codante de Gag (Brasey et al 2003 ; Weill et al 2010).   

 

 Assemblage 

 

L’assemblage de la particule virale a lieu à la membrane plasmique et/ou à la membrane des 

endosomes tardifs (MVB : Multivesicular body). Le choix entre la membrane plasmique et les 

endosomes tardifs dépend du type cellulaire et peut résulter d’un réseau complexe de signaux 

d’adressage. Dans les LT4 et les macrophages chroniquement infectés par le VIH-1, l’assemblage 

s’effectue dans les endosomes tardifs alors que dans d’autres cellules telles que les cellules HEK293T 

il s’observe à la fois à la membrane plasmique et dans les MVB (Corbin et al 2008). L’acteur principal 

de l’assemblage est le précurseur Gag, Pr55Gag. Il exprime les protéines MA, CA, NC, p6 et les 

peptides intermédiaires p1 et p2.  
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La protéine Gag possède trois domaines impliqués dans l’assemblage de la particule virale : 

- Le domaine M (Membrane binding domain) situé en N-terminal est myristylé au niveau de la 

protéine MA ce qui permet son ancrage à la membrane plasmique (Göttlinger et al 1989).  

- Le domaine d’interaction I composé des futures protéines NC et CA et permet la 

multimérisation de Gag 

- Le domaine L (Late domain) situé en C-terminal contenant p6 impliqué dans l’encapsidation 

de Vpr ainsi que le relargage des particules virales par le complexe ESCRT (Endosomal Sorting 

Complex Required for Transport) (Kondo et al 1995). 

Deux copies homologues de l’ARN génomique sont encapsidées sous forme dimérique. Lors 

de l’assemblage, le précurseur Pr55Gag doit sélectionner l’ARN génomique à partir d’ARN viraux et 

cellulaires épissés. Cette sélection de l’ARN génomique s’effectue grâce à SL1, une tige-boucle 

contenue dans la région 5’UTR de l’ARN génomique (Abd el Wahab et al 2014).  L’interaction entre le 

domaine NC de Gag et le signal d’encapsidation Psi en 5’ de l’ARN génomique (Paillart et al 2004) est 

suivie par l’encapsidation de l’ARN. De plus, cette interaction permet la multimérisation de Gag 

provoquant un changement de conformation de MA qui va exposer son domaine N-terminal 

myristylé (Paillart et Göttlinger 1999 ; Ono et al 2004). Cela permet l’ancrage de Gag dans la 

bicouche lipidique de la membrane, l’interaction d’une région basique de MA avec le 

phosphatidylinositol (4,5) biphosphate permettant de stabiliser cette liaison. L’ancrage de Gag induit 

une courbure de la membrane au niveau des radeaux lipidiques riches en cholestérol, sphingolipides 

et protéines membranaires ce qui favorise le bourgeonnement (Ono et Freed 2001). 

La glycoprotéine Env qui est constituée d’un domaine de surface gp120 et d’un domaine 

transmembranaire gp41, va s’associer en trimères et devenir mature suite au clivage de ses deux 

sous-unités par une protéase cellulaire nommée furine (Hallenberger et al 1992). Une protéine 

cellulaire TIP47 (Tail-Interacting Protein of 47 kDa) joue le rôle d’adaptateur entre les glycoprotéines 

d’enveloppe et Gag. Ainsi, TIP47 favorise la liaison entre gp41 et la MA pour induire l’incorporation 

des protéines d’enveloppe dans les particules virales (Lopez-Verges et al 2006).  

 

 Bourgeonnement et maturation 

 

La protéine Gag recrute les protéines cellulaires nécessaires au bourgeonnement dans les 

endosomes tardifs et les redirige vers la membrane plasmique. Ces protéines sont regroupées sous 

forme de complexes ESCRT-1, 2 et 3 (Endosomal Sorting Complex Required for Transport). Une 

protéine du complexe ESCRT-1 appelée Tsg101 (Tumor susceptibility  gene 101) interagit avec le 

motif PTAP du domaine p6 de Gag permettant l’initiation du bourgeonnement (Pornillos et al 2003). 
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Le recrutement d’autres facteurs du complexe ESCRT-3 ainsi que VPS4 par la protéine ALIX aux sites 

de bourgeonnement permet la déformation de la membrane ainsi que la scission (Votteler et 

Sundquist 2013). Parmi les protéines du complexe ESCRT-3, CHMP4 (Charged Multivesicular body 

protein 4) et CHMP2 sont essentielles pour le bourgeonnement du VIH-1 (Morita et al 2011). 

 

La maturation des particules virales débute immédiatement après le bourgeonnement. Les 

interactions entre précurseurs Gag-Pol induisent le rapprochement des domaines correspondant à la 

protéase qui dimérisent pour former une protéase active. PR clive Pr55Gag au niveau des jonctions p2 

et NC libérant les protéines MA/CA/p2 et NC/p1/p6. Des coupures intermédiaires entre p1/p6 et 

MA/CA sont suivies par des clivages CA/p2 et NC/p1 permettant la libération de NC et sa 

condensation avec l’ARN génomique ainsi que la formation du core par la protéine de capside. Ces 

étapes sont nécessaires pour l’infectivité des particules virales matures (Dordor et al 2011). 
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II. IMMUNITE ANTIVIRALE 
 
 1) Immunité innée et adaptative 
 

Le système immunitaire inné est la première ligne de défense contre les pathogènes. Cette 

réponse immunitaire est très rapide et existe dans tous les organismes animaux et végétaux. Elle 

constitue une barrière physique et chimique de premier ordre et permet la détection immédiate des 

agents infectieux pour le recrutement des cellules immunitaires sur le site de l’infection (Medzhitov 

et al 2012). De plus, la réponse immunitaire innée est capable d’induire la cascade du complément 

qui est constituée d’un ensemble de 35 protéines impliquées dans le mécanisme d’élimination des 

pathogènes (Harboe et Mollnes 2008). Enfin, le système immunitaire inné permet l’activation de la 

réponse immunitaire adaptative.  

Le système immunitaire adaptatif n’est présent que chez les vertébrés contrairement au 

système immunitaire inné (Janeway 1992). Cette réponse adaptative est spécifique du pathogène et 

permet la mise en place d’une réponse immunitaire dite mémoire. Il existe deux types de réponse 

adaptative : l’immunité à médiation humorale et à médiation cellulaire. 

 

2) Cellules de l’immunité innée 

 

Le système immunitaire inné est constitué à la fois de cellules (monocytes, macrophages, 

mastocytes, cellules dendritiques, NK Natural Killer) (Nauseef 2007) et de molécules (système du 

complément, interférons, cytokines). Les monocytes, cellules phagocytaires capables d’ingérer des 

particules étrangères, font partie de la famille des leucocytes, globules blancs circulant dans le sang. 

Ces cellules sont capables de se différencier en macrophages, cellules dendritiques ou encore 

ostéoclastes (Shi et Pamer 2011). Les macrophages qui sont aussi des cellules phagocytaires, 

participent à la réponse immunitaire en éliminant les pathogènes et les débris cellulaires de 

l’organisme. De plus, elles produisent des molécules appelées chimiokines qui vont permettre le 

recrutement d’autres cellules de l’immunité. Les macrophages sont aussi capables de jouer le rôle de 

cellules présentatrices d’antigènes (CPA) comme les cellules dendritiques. Celles-ci sont présentes au 

niveau des muqueuses et font donc partie des premières cellules impliquées dans la défense 

immunitaire (Davies et al 2013). Elles sont présentes dans les poumons, l’épiderme et dans l’intestin. 

Les cellules NK ou Natural Killer éliminent sélectivement les cellules anormales comme les cellules 

tumorales ou infectées par des virus. Elles sécrètent des cytokines qui vont orienter la voie de la 

réponse immunitaire adaptative (Waggoner et al 2016). 
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3) Cellules de l’immunité adaptative 

 

La réponse immunitaire adaptative à médiation humorale est induite par les lymphocytes B 

et T. Les lymphocytes B viennent de la moelle osseuse où ils vont acquérir leur maturité (Ma et 

Staudt 2001). Leur rôle principal est de produire des anticorps dirigés spécifiquement contre les 

pathogènes grâce à la présentation d’antigènes par les macrophages, ces cellules activées sont alors 

dites plasmocytes. Il existe également des lymphocytes B à mémoire qui vont permettre une 

réponse immunitaire plus rapide lors d’une deuxième exposition à leur antigène spécifique (Tangye 

et Tarlinton 2009). Les lymphocytes T (LT), responsables de la réponse adaptative à médiation 

cellulaire, se développent et acquièrent leur maturation dans le thymus. On distingue trois 

principaux types de LT : les LT cytotoxiques, les LT auxiliaires et les LT suppresseurs. Les LT 

cytotoxiques sont responsables de la destruction des cellules infectées exprimant à leur surface des 

antigènes spécifiquement reconnus issus de pathogènes (Price et al 1999). Les LT auxiliaires 

reconnaissent spécifiquement un antigène à la surface d’une cellule présentatrice d’antigène avant 

de proliférer et d’activer plusieurs autres cellules immunitaires (Fietta et Delsante 2009). Les LT4, 

cibles du VIH, permettent la prolifération clonale ainsi que la différenciation des LT8 en LT 

cytotoxiques et des lymphocytes B en plasmocytes. Après élimination du pathogène, une partie des 

LT auxiliaires va constituer une population de LT mémoires. Enfin, les LT suppresseurs sont capables 

de supprimer les lymphocytes s’attaquant aux cellules de leur propre organisme (Sakaguchi et al 

2010). 

 

4) Cytokines induites par le VIH-1 

 

Lors de la phase aigüe de l’infection par le VIH, on observe une forte production de cytokines 

pro et anti-inflammatoires. Ces cytokines sont produites pour la plupart par les cellules dendritiques 

et les cellules phagocytaires (monocytes/macrophages). Durant la phase chronique de l’infection, la 

forte activation du système immunitaire va mener à une inflammation chronique ayant pour 

conséquence la dérégulation du réseau de cytokines et l’affaiblissement du système immunitaire. On 

observe dès la phase précoce une augmentation rapide de la production d’IFN, d’IL-15, de TNF, 

d’IL-10 ainsi qu’une plus lente production de  cytokines pro-inflammatoires (IL-6, l’IL-8, l’IL-12 et 

l’INF)(figure 7).  
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Figure 7 : Cinétique de la production de cytokines et de chimiokines pendant la phase aigüe de l’infection par le 

VIH-1 (McMichael et al 2010) 

 

 

Le TNF(Tumor Necrosis Factor) est une cytokine pro-inflammatoire provenant des NK, 

lymphocytes B, lymphocytes T ainsi que des cellules phagocytaires. Il peut induire plusieurs voies de 

signalisation dont la voie NFB (Nuclear Factor-kappa B), l’apoptose ou encore la nécrose 

programmée. Lors d’une infection par le VIH-1, le TNFest capable de bloquer l’entrée du virus dans 

les macrophages en permettant la synthèse de GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony 

Stimulating Factor) grâce à sa fixation sur son récepteur TNFR2 (Herbein et al 1996). Cependant, 

cette cytokine est capable d’induire l’apoptose des LT ce qui va avoir pour conséquence la 

progression de l’immunodéficience. Le TNFagit en coopération avec des interleukines telles que 

l’IL-6. Cette interleukine produite par les cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes B 

et T est aussi pro-inflammatoire. Elle permet l’augmentation de la production de TNFet donc le 

blocage de la réplication virale dans les macrophages (Poli et Fauci 1992). 

Parmi les cytokines anti-inflammatoires essentielles lors de l’infection, il existe l’IL-10. Cette 

interleukine permet l’inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires et contribue à 

l’activation des cellules NK et des LT CD8. Cependant, cette protéine est capable de favoriser 

l’expression des CCR1, CCR2 et CCR5 ce qui a pour conséquence l’augmentation de l’infection des 

monocytes par le VIH (Sozzani et al 1998) Enfin, l’IL-10 est impliquée dans la formation de réservoirs 

viraux et la persistance du VIH. 

Parmi les cytokines induites par le VIH-1, il y a également les interférons (IFN). Ces protéines 

issues de l’immunité innée sont naturellement produites par les cellules du système immunitaire et 

permettent l’activation d’autres cellules telles que les NK et les macrophages ainsi que la 
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présentation antigénique aux LT. L’IFNjoue un rôle clé dans la défense immunitaire contre le VIH : 

il inhibe la réplication du virus dès les premières étapes, l’expression des gènes viraux ainsi que les 

étapes d’assemblage et de bourgeonnement des nouvelles particules virales. De plus, l’IFNpermet 

l’activation de l’expression de plusieurs gènes induits par les IFN (ISG : Interferon-Stimulated Gene).  

 

5) Voies de signalisation des IFN de type I 

 

Parmi les IFN de type I, seuls les IFN, , ,  et sont exprimés chez l’homme. Les 

IFNsont exclusivement sécrétés par les leucocytes tandis que les IFN sont également produits par 

les fibroblastes. Les IFN de type I sont produits à partir de plusieurs voies de signalisation activées 

par des récepteurs spécifiques appelés PRR pour Pattern Recognition Receptors (Silvin et Manel 

2013). Ces récepteurs reconnaissent des signaux de danger issus de cellules infectées ou de 

pathogènes eux-mêmes appelés PAMP (Pathogen-Associated Molecular Patterns) conduisant à 

l’activation de cascades de signalisation aboutissant notamment à la production de cytokines dont 

les IFN/. Il existe de nombreux PRR dont les Toll-Like Receptors, les NOD-Like Receptors et les RIG-

I-Like Receptors (Carrington et Alter 2012). Lors d’une infection par le VIH-1, le virus est d’abord 

détecté par les PRR membranaires (TLR et récepteurs de type lectine C) puis par les PRR cytosoliques 

(NLR, RIG-I et cGAS) et enfin la réponse IFN intervient. 

 

5) 1. Les PRR membranaires 

 

 Les Toll-Like Receptors (TLR) 

 

Les TLR sont les premiers PRR identifiés à la fin des années 1990. Ces récepteurs jouent un 

rôle essentiel dans la détection d’une infection et le déclenchement de la réponse immunitaire 

(figure 8). D’abord découverts chez la drosophile, ces récepteurs ont montré un rôle important pour 

les défenses immunitaires de l’hôte contre les infections fongiques (Lemaitre et al. 1996). 

Actuellement, il a été découvert 10 TLR chez l’homme (TLR1-TLR10) exprimés par de nombreuses 

cellules dont les cellules phagocytaires. Ces récepteurs sont des protéines transmembranaires de 

type I possédant un domaine extracellulaire riche en leucines permettant la détection des PAMP 

ainsi qu’un domaine intracellulaire TIR (Toll-Interleukin-1 receptor) responsable de l’activation des 

signaux de transduction (Akira et al 2004). Les TLR agissent sous forme d’homodimères ou 

d’hétérodimères et leur activation dépend à la fois de la fixation du PAMP au TLR mais également du 

changement de conformation permettant la liaison du TIR avec le premier adaptateur des voies de 

signalisation (Gay et al 2006).  Les TLR 1, 2, 4, 5 et 6 sont localisés à la membrane plasmique tandis 

que les TLR 3, 7, 8 et 9 sont retrouvés à la membrane endosomale. Les TLR associés aux endosomes 
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sont les TLR liés à l’immunité antivirale car ils détectent plusieurs formes d’acides nucléiques viraux 

alors que les TLR 2 et 4 sont impliqués dans la reconnaissance de protéines virales menant à la 

production de cytokines pro-inflammatoires (Lester et Li 2014). 

Le TLR3 exprimé principalement dans les cellules dendritiques, les macrophages, les NK mais 

également dans les cellules épithéliales et les fibroblastes, reconnaît l’ARN double brin. Il a été 

montré que le TLR3 assure la protection contre de nombreux virus à ARN tels que les poliovirus, 

EMCV ou encore les Coxsakievirus B3 et B4 (Abe 2012, Hardarsson 2007, Richer 2009). De plus, une 

étude utilisant des agonistes du TLR3 pour son activation a récemment montré que le TLR3 joue un 

rôle critique anti-VIH dans les macrophages (Zhou et al 2010). L’activation du TLR3 par l’ARN double 

brin déclenche la cascade de signalisation dépendante de TRIF (TIR-domain-containing adapter-

inducing interferon-) conduisant à la production d’IFN.  

 

 
Figure 8 : Voies de signalisation induites par les différents TLR (Lester et Li  2014) 

 

Les TLR7 et 8 reconnaissent principalement les ARN simple brin. La reconnaissance des ARN 

viraux à la surface des endosomes est dépendante de l’acidification des vésicules endosomales (Lund 

et al 2004). Les TLR 7/8 sont capables de détecter les séquences virales riches en GU et en AU (Heil 

2004) et vont induire la voie de signalisation dépendante de Myd88 (Myeloid Differenciation primary 

response gene 88) aboutissant à la production d’IFN. De plus, il a été démontré que l’activation du 

TLR8 par les ARN simple brin dans les macrophages stimule l’autophagie induite par la vitamine D 

résultant par une inhibition de l’action du VIH-1 (Campbell 2012).  
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Les TLR9 détectent les motifs CpG non méthylés principalement présents chez les bactéries et 

les virus à ADN (Lund et al 2003). Comme les TLR7/8, les TLR9 sont localisés dans les membranes du 

réticulum endoplasmique, des endosomes et des lysosomes. Ils sont exprimés principalement dans 

les cellules dendritiques plasmacytoïdes et leur activation dépend également de l’acidification des 

compartiments endosomaux. La reconnaissance de l’ADN viral sur le TLR9 va activer la voie NF-B 

dépendante de Myd88 menant à la production d’IFN et de cytokines pro-inflammatoires telles que le 

TNF, l’IL-6 ainsi que l’IL-12. 

Etant donné le rôle primordial des TLR dans la réponse immunitaire antivirale, chaque étape 

des voies de signalisation va être la cible de nombreux virus. En effet, les virus vont induire la 

dégradation de certains composants des TLR, inhiber l’assemblage de complexes de signalisation, 

interférer avec l’activation de certains facteurs de transcription, agir comme des leurres de protéines 

cellulaires ou encore déubiquitiner certaines molécules impliquées dans les voies de signalisation 

(Table 1). 

défenses virales cibles mécanismes virus 

    la protéase 3C clive TRIF 
coxsackievir
us B, EV71 

  TRIF la protéase NS3/4 clive TRIF HCV 

    RTA dégrade TRIF via le protéasome KSHV 

Dégradation des éléments de la 
voie des TLR  Myd88 ICP0 dégrade Myd88 via le protéasome HSV-1 

  IRF3 Npro dégrade IRF3 via le protéasome BVDV, CSFV 

    NSP1 dégrade IRF3 via le protéasome Rotavirus 

  IRF7 la protéase 3C cible IRF7 EV71 

    RTA dégrade IRF7 via le protéasome KSHV 

  
adaptateu
rs de TIR 

A46R s'associe à Myd88, TRIF, TRAM et MAL via 
leur domaine TIR  

virus de la 
vaccine 

inhibition de la formation des 
complexes de signalisation 

TRAF6 et 
IRAK2 

A52R s'associe à TRAF6 et à IRAK2 
virus de la 

vaccine 

  

TRAF3, 

TBK1, IKK la protéine M s'associe à TRAF3, TBK1 et IKK 
SARS 

coronavirus 

 
interférence avec l'activité 

transcriptionnelle IRF3 
NSP3 Plpro se lie à IRF3 pour empêcher sa 

phosphorylation 
SARS 

coronavirus 

    

NS1 et ICP0 se lient à IRF3 et CBP pour 

empêcher leur liaison au promoteur IFN- RSV, HSV-1 

  

leurre 

IkB 
A49 peut s'associer à -TrCP pour inhiber son 

activité 
virus de la 

vaccine 

leurres moléculaires  leurre IRF7 la protéine V s'associe à IKK 
virus de la 
rougeole 

  leurre IRF3 la protéine V s'associe à TBK1 et IKK 
HPIV-2 et 

HPIV-5 

molécules qui déubiquitinent 
 

TRAF3, 6 
et TBK1 

la protéine Lpro des FMDV et SARS 
déubiquitine les molécules induites par les TLR FMDV, SARS  

 
Table 1 : Etapes de la voie de signalisation des TLR ciblées par les virus (Adapté de Lester et Li 2014) 
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 Les récepteurs de type lectine C 

 

Les récepteurs de type lectine C sont exprimés par de nombreux types cellulaires dont les 

macrophages et les cellules dendritiques. Ces récepteurs font partie intégrante de l’immunité innée 

car ils reconnaissent les signaux de nombreux pathogènes tels que les virus, les champignons et les 

bactéries (Sancho et Reis E Sousa 2012). Ils font partie d’une large famille de récepteurs qui fixent les 

carbohydrates d’une manière calcium-dépendante. Il existe deux types de récepteurs de type lectine 

C suivant le nombre de domaines de reconnaissance des carbohydrates (CRD) : les CLR de type I tels 

que DEC-205 (DC205) et les récepteurs au mannose possèdent plusieurs CRD alors que les CLR de 

type II comme la Dectine, DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-

Grabbing Non- integrin) ne possèdent qu’un seul CRD (den Dunnen et al 2009). 

 
 

5) 2. Les PRR cytoplasmiques 
 

 Les RIG-I-Like Receptors (RLR) 
 

Les récepteurs RLR sont exprimés dans presque toutes les cellules dont les macrophages, les 

cellules dendritiques, les fibroblastes et les cellules épithéliales (Kato et al 2006). La famille des RLR 

compte trois membres: RIG-I (Retinoic acid-inducible gene-I), MDA5 (Melanoma Differentiation-

Associated gene 5) et LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology 2). Ces protéines sont des 

hélicases à ARN qui reconnaissent spécifiquement les ARN viraux dans le cytoplasme. RIG-I distingue 

les ARN cellulaires des ARN viraux en reconnaissant les ARN ayant un triphosphate à leur extrémité 

5’, une modification que les ARN cellulaires ne possèdent pas (Solis et al 2011). Cette protéine est 

capable de reconnaître à la fois les ARN viraux simple brin et des ARN double brin alors que MDA5 

ne reconnaît que les ARN double brin. RIG-I et MDA5 possèdent deux domaines CARD (Caspase 

Activation and Recruitement Domain) leur permettant de se fixer à une protéine MAVS 

(Mitochondrial Antiviral Signaling protein) conduisant à l’assemblage d’un complexe de signalisation 

qui va activer une protéine adaptatrice STING (Stimulator of Interferon genes) responsable de la 

stimulation de la production des IFN. Le récepteur LGP2 qui ne possède pas de domaine CARD est 

incapable d’agir seul mais a une fonction régulatrice des récepteurs RIG-I et MDA5 (Satoh et al 2010) 

(figure 9). 

Lors d’une infection par le VIH-1, RIG-I et MDA5 détectent l’ARN génomique dans le 

cytoplasme de la cellule amenant à l’induction de kinases TBK1 et IKKet à l’activation d’IRF3 et 

d’IRF7 (Interferon Regulatory factors) (Schmidt et al 2012) (figure 9).  Cette voie de signalisation se 

termine par la production d’INF/(Eisenächer et Krug 2012). Cependant, le VIH-1 peut dégrader 
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IRF3 et bloquer l’activation des gènes de l’immunité innée. Effectivement, Okumua et al ont montré 

que les protéines virales Vif et Vpr contribuent à la dégradation d’IRF3 (Okumura et al 2008). De 

plus, la protéase du VIH-1 est capable de réduire le taux de RIG-I dans les lysosomes (Solis et al 

2011).   

 

Figure 9 : Structure des RLR et les voies de signalisation induites par ces récepteurs (Schmidt et al 2012) 

 

 Les NOD-Like Receptors (NLR) 

 

Les NLR (Nucleotide binding oligomerization domain receptors) sont principalement exprimés 

dans le cytosol d’un grand nombre de cellules incluant les cellules épithéliales, les cellules 

présentatrices d’antigène ainsi que les cellules de l’immunité adaptative (Michallet et al 2013). Ces 

récepteurs reconnaissent à la fois les signaux de type bactérien et viraux (Le Bourthis et al 2007 ; 

Jacobs et Damania 2012). Actuellement, on dénombre 22 NLR classés selon le domaine présent dans 

leur partie N-terminale en 5 sous-familles telles que les NLRA, NLRB, NLRC, NLRP ou encore NLRX 

(Saxena et Yeretssian 2014). La majorité des signaux de transduction activateurs des NLR entraînent 

l’activation des voies de signalisation pro-inflammatoires via NF-B et de l’autophagie (Travassos et 

al 2010). Lors de l’infection par le VIH-1, la protéine NLRP3 (NLR family PYD-containing 3) semble la 
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seule impliquée dans la susceptibilité au virus (Pontillo et al 2012). Cependant, le mécanisme par 

lequel cette protéine fonctionne n’est pas encore clairement établi. 

 

 Cyclic GMP/AMP Synthase (cGAS) et IFI16 

 

L’ADN double brin issu de la transcription inverse du VIH-1 peut être reconnu par des 

senseurs à ADN tels que cGAS (Gao et al 2013). cGAS est un membre de la famille des 

nucleotidyltransférases dont les substrats sont l’ATP et l’ADP (Civril et al 2013). Cette enzyme 

détecte l’ADN cytoplasmique et catalyse la formation de 2’3’GAMP qui va se lier à la protéine STING 

et induire la synthèse d’IFN de type I via les voies de signalisation dépendantes d’IRF3 et de NF-B.  

La protéine IFI16 est aussi capable de reconnaître l’ADN viral ainsi que des transcrits abortifs 

du VIH-1 afin d’induire la production d’IFN de type I via la protéine STING (Jakobsen et al 2013). 

Cependant, IFI16 est également capable d’induire la mort cellulaire en permettant la formation d’un 

complexe protéique appelé inflammasome (Martinon et al 2002). 

 

5) 3. L’autophagie 

 

L’autophagie joue également un rôle clé dans l’immunité en participant à la dégradation de 

pathogènes intracellulaires ainsi qu’en activant les réponses immunitaire innée et adaptative. Elle 

est capable de promouvoir la production d’IFN de type I par les cellules dendritiques en réponse à 

une infection par le VIH-1 (Zhou et al 2012). De plus, l’autophagie permet également d’induire 

l’activation de la voie dépendante de NF-B. En effet, il a été montré qu’un traitement à la 

rapamycine ou la privation de nutriment conduit à l’activation du facteur IKK et à la dégradation 

d’IB dans les fibroblastes embryonnaires murins. Enfin, l’autophagie intervient directement sur le 

développement et la survie des LT. Elle participe à la sélection positive des LT dans le thymus et est à 

la base du répertoire des LT (Kuballa et al 2012 ; Randow et Münz 2012).  
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Figure 10 : Schéma des principaux PRR impliqués dans la reconnaissance des PAMP du VIH-1 (Altfeld et Gale 2015) 
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III. FACTEURS DE RESTRICTION ANTI-VIH ET PROTEINES ANTIVIRALES 

 
 
 Les facteurs de restriction sont des protéines cellulaires antivirales exprimées par les gènes 

induits par les IFN de type I (ISG). Leur définition repose sur quatre grandes caractéristiques : ils sont 

activés par les IFN, ils doivent induire une forte réduction de l’infectivité, ils sont souvent contrés par 

des protéines virales car les virus ont co-évolué avec ces facteurs, ils portent un effet de sélection 

positive due aux interactions protéines-protéines durant les étapes de co-évolution (Harris et al 

2012). Les facteurs de restriction sont la plupart du temps exprimés dans des cellules non-

permissives cibles du VIH-1 qui empêchent la réplication virale. Des expériences de fusion cellulaire 

ont permis de découvrir les facteurs de restriction inhibant l’action des protéines Vif et Vpu (Sheehy 

et al 2002 ; Varthakavi et al 2003). Les facteurs de restriction anti-VIH-1 vont agir à différentes 

étapes du cycle viral (figure 11). 

 

Figure 11 : Représentation des principaux facteurs de restriction (RF) du VIH-1 et les protéines qui les contrent 
(Fackler 2015) 

Les facteurs de restriction sont représentés en rouge, les protéines qui les contrent sont indiquées en vert. 
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1) Les facteurs de restriction 

A. TRIM5Tripartite motif-containing 5) 

 

En 2004, TRIM5a été identifié comme un facteur de restriction clé inhibant la réplication 

d’un grand nombre de virus dont le VIH-1 (Stremlau et al 2004). A ce jour, plus de 72 protéines de 

cette famille ont été identifiées chez l’homme et la souris (Kajaste-Rudnitski et al 2010). Les 

protéines de la famille TRIM sont caractérisées par trois domaines distincts : un domaine RING finger 

en partie N-terminale, un à deux domaines B-box ainsi qu’un domaine coiled-coil (CC). Certaines 

protéines issues de cette famille possèdent également un domaine cyclophiline A ou encore un 

domaine B30.2/SPRY contenant les motifs essentiels à l’interaction avec la capside du VIH-1 (figure 

12). 

 

Figure 12 : Représentation schématique des domaines de TRIM5 (Zheng et al 2012)  

 

Les protéines de la famille TRIM sont impliquées dans de nombreux processus biologiques 

tels que la régulation immunitaire, l’oncogenèse, la signalisation cellulaire ou encore la prolifération 

cellulaire. Avec TRIM5, seules quelques TRIM possèdent des activités antivirales telles que TRIM1, 

TRIM11, TRIM15, TRIM 22, TRIM28 et TRIM31 (Yap et al 2004 ; Uchil et al 2008 ; Allouch et al 2011). 

En ce qui concerne le VIH-1, TRIM5 possède la meilleure activité antivirale. Cette protéine possède 

trois activités différentes : elle a une activité E3 ubiquitine ligase induite par son domaine RING, elle 

est capable de s’oligomériser grâce à ses domaines B-box et coiled coil mais elle est surtout capable 

de se lier via son domaine SPRY à la capside du VIH-1 situé dans la région C-terminale (Grutter et 

Luban 2012).  

TRIM5est un gène induit par les interférons de type I (ISG) qui interagit avec la capside pour 

bloquer la réplication du VIH-1 dès que le virus entre dans le cytoplasme de la cellule infectée. Bien 

que le mécanisme précis par lequel TRIM5inhibe la réplication du VIH-1 ne soit pas encore 

identifié, il apparaît clairement deux hypothèses pour expliquer ce phénomène. Premièrement, la 

reconnaissance de la protéine de capside par TRIM5entrainerait une décapsidation précoce ayant 

pour conséquence un blocage du cycle au niveau de l’entrée de la capside dans le cytoplasme 

(Ganser-Pornillos et al 2011 ; Johnson et al 2009 ; Diaz-Griffero et al 2011) (figure 13).  
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Figure 13 : Représentation de l’action de TRIM5 dans la décapsidation précoce (Diaz-Griffero et al 2011) 

 

De plus, la Cyclophiline A joue un rôle important dans la réplication virale en stabilisant la 

capside. Deux protéines de fusion entre TRIM5et la CypA ont été découvertes chez les primates 

(Nisole et al 2004). Deuxièmement, grâce à son domaine RING, TRIM5est capable de recruter le 

complexe E3 ubiquitine ligase qui va avoir pour conséquence l’activation des voies de signalisation 

de la réponse immunitaire innée et notamment NF-B (Pertel et al 2011). En effet, TRIM5va 

s’associer avec les enzymes UBC13 et UEV1A afin de produire une chaîne d’ubiquitines reliées entre 

elles par un résidu K63 provoquant la phosphorylation de TAK1 (TGF-activated kinase 1) qui induit 

l’activation de NF-B. 

Bien que TRIM5 soit une protéine induite par les IFN de type I qui diminue significativement 

l’infectivité des virus, elle n’est pas contrecarrée par une protéine virale. Ceci la distingue de la 

définition classique des facteurs de restriction et peut remettre en question son statut de facteur de 

restriction.  



B. BST2/Tetherin et Vpu  



La Tetherin, auparavant nommée BST2 (Bone marrow STromal antigen 2), a été identifiée 

comme facteur de restriction contre le VIH-1 en absence de la protéine Vpu  (Neil et al 2008). Des 

études précédentes montrent effectivement que la délétion du gène vpu provoque une diminution 

de la libération des particules virales jusqu’à 10 fois inférieure à celle issue de cellules contenant Vpu 

(Strebel et al 1988). Elle est exprimée dans plusieurs lignées cellulaires et son expression est induite 

par les interférons de type I et II. Cette protéine effectue la navette entre la membrane plasmique et 

les membranes cellulaires des compartiments internes (appareil de Golgi et endosomes). Elle est 

connue pour interférer avec la libération et le bourgeonnement des nouvelles particules virales 
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matures issues des cellules infectées par le VIH-1 (Neil et al 2007). Etant une glycoprotéine 

transmembranaire, la Tetherin possède un domaine N-terminal cytoplasmique (CT) relativement 

court suivi d’un domaine transmembranaire (TM) permettant la liaison à la protéine Vpu, un 

domaine extracellulaire coiled-coil flexible ainsi qu’un domaine C-terminal composé d’un ancrage 

GPI (Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol) permettant sa liaison à la membrane (figure 14). 

 

Figure 14 : Représentation schématique des différents domaines de la Tetherin (Zheng et al 2012) 

 

 La restriction du VIH-1 par la Tetherin consiste en la rétention des particules virales 

bourgeonnantes à la surface des cellules cibles en absence de Vpu. Ainsi, les virions néosynthétisés 

s’accumulent à la membrane plasmique et une partie va être dégradée à travers l’endocytose via un 

mécanisme dépendant de la clathrine. Il existe deux modèles permettant d’expliquer ce mécanisme : 

les monomères de Tetherin interagissent entre eux par leur domaine extracellulaire et sont ancrés 

grâce aux domaines TM et GPI (EC self-interaction model) (figure 15A) ou les dimères de Tetherin 

sont ancrés dans des sens contraires entre la membrane plasmique et l’enveloppe virale avec une 

configuration parallèle ou antiparallèle (membrane-spanning model) (figure 15 B).  

 

A                                                             B 

 

Figure 15 : Représentation schématique des modèles d’action de la Tetherin (Zheng et al 2012) 

 

 Cependant, l’action de la Tetherin est contrée par la protéine Vpu. Cette phosphoprotéine de 

16 kDa est exprimée lors de la phase tardive du cycle du VIH-1. Vpu est une protéine 

transmembranaire localisée à la membrane plasmique, dans les endosomes, le réticulum 

endoplasmique ainsi que l’appareil de Golgi. Elle est exprimée par le VIH-1 et quelques virus simiens 

alors qu’elle est absente chez le VIH-2, l’activité anti-Tetherin étant portée par Env chez le VIH-2 et 
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par Nef chez le SIV (Jia et al 2009). Vpu est composée d’un domaine TM et CT formé de deux hélices 

 reliées par une boucle flexible (figure 16). 

 

 Figure 16 : Représentation schématique des différents domaines de Vpu (Zheng et al 2012) 

 

 De nombreuses études ont montré que Vpu est capable d’induire la dégradation des 

récepteurs CD4 dans le réticulum endoplasmique. Vpu recrute la protéine TrCP ( Transducing 

repeat-containing protein), une sous-unité du complexe E3 ubiquitine ligase, et entraîne 

l’ubiquitination de CD4 et sa dégradation par la voie du protéasome (Bour et al 1995 ; Margottin et 

al 1998). Vpu est capable d’utiliser le même mécanisme de dégradation afin d’inhiber l’activité de la 

Tetherin. L’ubiquitination de résidus situés dans le domaine C-terminal de Vpu va induire la voie de 

dégradation lysosomale dépendante des ESCRT (Janvier et al 2011). 

Vpu est également capable de détourner la Tetherin de sa voie d’acheminement normale du 

réticulum endoplasmique vers l’appareil de Golgi en la séquestrant (Dubé et al 2010). En effet, en 

absence de Vpu, la Tetherin débute son transport dans le réticulum endoplasmique vers l’appareil de 

Golgi, est acheminée à la membrane plasmique et va être dégradée dans les compartiments de 

recyclage. La séquestration de la Tetherin par Vpu dans le compartiment intracellulaire est suivie de 

sa dégradation lysosomale. 

 

C. SAMHD1 et Vpx  

 

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

1) est une triphosphohydrolase qui contrôle la concentration intracellulaire de dNTP et joue un rôle 

essentiel dans l’immunité innée et les maladies auto-immunes (Ballana et Esté 2015). SAMHD1 a 

ainsi été identifié grâce à Vpx dans les macrophages à travers des expériences d’immuno-

précipitation (Hrecka et al 2011 ; Laguette et al 2011). Ce facteur de restriction contre le VIH-1 est 

exprimé dans les cellules dendritiques, myéloïdes et les LB et LT (Baldauf et al 2012 ; Descours et al 

2012). SAMHD1 est composée d’un domaine N-terminal possédant un signal de localisation 

nucléaire (NLS), un domaine SAM responsable des interactions protéine-protéine mais pouvant aussi 
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lier l’ARN ainsi qu’un domaine HD portant l’activité phosphohydrolase dans la partie C-terminale 

(figure 17). 

 

 

Figure 17 : Représentation schématique des différents domaines de SAMHD1 (Zheng et al 2012) 

 

SAMHD1 agit pendant l’étape précoce du cycle viral. Il a été observé qu’une déplétion de 

SAMHD1 provoque une accumulation de l’ADN viral ce qui suggère l’implication de cette protéine 

durant l’étape de transcription inverse (Laguette et al 2011). La fonction antivirale de SAMHD1 est 

due à son activité phosphohydrolase car elle hydrolyse les dNTP en désoxynucléosides et 

triphosphate inorganique de manière GTP-dépendante. Ce phénomène induit une diminution de la 

concentration cellulaire des dNTP dont le taux devient trop faible pour effectuer la transcription 

inverse correctement conduisant au blocage de la synthèse d’ADN viral (St Gelais et al 2012). 

SAMHD1 inhibe la réplication du VIH-1 dans les monocytes, macrophages, cellules dendritiques et 

les LT CD4. Cependant, l’induction de SAMHD1 par les IFN est très discutée (Berger et al 2011 ; St 

Gelais et al 2012 ; Dragin et al 2013). 

Contrairement aux autres facteurs de restriction, le VIH-1 ne possède pas de protéine virale 

capable de contrecarrer SAMHD1. Certaines souches de lentivirus telles que le VIH-2 ou le SIV qui 

codent une protéine Vpx sont les seules capables de résister à ce facteur de restriction dans les 

cellules myéloïdes (Sharova et al 2008 ; Goujon et al 2008). La protéine Vpx est composée de deux 

domaines N- et C-terminaux non structurés et de trois hélices reliées par des boucles flexibles ainsi 

que deux NLS et un domaine d’interaction à SAMHD1 (figure 18). 

 

 

Figure 18 : Représentation schématique des différents domaines de Vpx (Zheng et al 2012) 

 

Vpx est capable de contrer l’action de SAMHD1 en induisant sa dégradation par le 

protéasome. Cette protéine est impliquée dans la formation d’un complexe E3 ubiquitine ligase 
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constitué de DDB1 (DNA Damage-Binding protein 1), DCAF1 (DDB1-CUL4-Associated Factor) et la 

Culline 4. Le complexe ainsi formé induit la polyubiquitination de SAMHD1 qui a pour conséquence 

sa dégradation par le protéasome (Laguette et al 2011 ; Hrecka et al 2011) (figure 19).  

Bien que le VIH-1 n’exprime pas la protéine Vpx, il exprime Vpr qui est très proche au niveau 

structural et fonctionnel de Vpx. En effet, ces deux protéines montrent une forte homologie de 

séquences ainsi qu’une structure tridimensionnelle très similaire. Vpr se lie également aux sous-

unités du complexe E3 ubiquitine ligase mais n’est pas capable d’induire la dégradation de SAMHD1 

par le protéasome. Même si Vpr ne conduit pas à la dégradation de SAMHD1, une étude a observé 

que la protéine ancestrale de Vpr était efficace contre ce facteur de restriction avant son évolution 

en Vpx chez le VIH-2 (Lim et al 2012). L’activité de dégradation de Vpr a donc été perdue au cours de 

l’évolution du VIH-1.   

 

 

Figure 19 : Modèle de la restriction du VIH-1 par SAMHD1 et contremesure de Vpx (Simon et al 2015) 

 

2) Les protéines antivirales 

A. Schlafen 11 (SLF11) 

 

La protéine Schlafen 11 est une protéine antivirale induite par les IFN de type I. Son nom 

vient de l’allemand qui signifie « dormir » car les protéines de cette famille induisent un arrêt du 

cycle cellulaire (Schwarz et al 1998). Chez l’homme, cinq SLF ont été identifiées à ce jour (SLF5, 11, 

12, 13 et 14) (Bustos et al 2009) alors qu’il en existe au moins 10 chez la souris (Mavrommatis et al 
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2013). Les protéines de cette famille sont généralement classées en trois groupes en fonction de leur 

taille, le premier groupe comprend les protéines de 37 à 42 kDa, le deuxième groupe est constitué 

de protéines de 58 à 68 kDa et le troisième groupe contient les protéines de 100 à 104 kDa (Geserick 

et al 2004). Toutes les protéines Schlafen possèdent un domaine Slfn retrouvé que chez cette famille 

de protéines et dont la fonction est encore inconnue (Neumann et al 2008). Cette famille contient un 

domaine AAA (ATPases Associated with diverse cellular Activities) dans leur partie N-terminale qui 

serait impliqué dans l’interaction GTP/ATP (Brady et al 2005). Les Schlafen des groupes II et III 

possèdent également un domaine SWADL spécifique défini par sa séquence Ser-Trp-Ala-Asp-Leu 

(Geserick et al 2004 ; Neumann et al 2008). De plus, une extension C-terminale contenant un NLS et 

caractérisée par une homologie de séquence avec la famille des ARN hélicases existe uniquement 

chez les protéines du groupe III. Cette séquence suggère que les protéines Schlafen sont impliquées 

dans le métabolisme des ARN, dans le repliement des structures ARN ou encore dans des 

mécanismes se déroulant dans le noyau (Geserick et al 2004 ; Neumann et al 2008). 

Toutes les protéines Schlafen humaines font partie du groupe III excepté SLFN12 qui ne 

présente pas de domaine C-terminal homologue à celui des ARN hélicases et qui est cytoplasmique, 

elle appartient au groupe II. Parmi ces 5 protéines, seules les fonctions de SLFN5 et SLFN11 ont été 

identifiées. SLFN5 est impliquée dans la régulation de la croissance et l’invasion de cellules de 

mélanome et de carcinome (Sassano et al 2015). En présence de cette protéine, les cellules 

tumorales ne peuvent se disperser et coloniser le collagène (Katsoulidis et al 2010). SLFN11 a été 

identifiée récemment pour avoir un effet anti-VIH-1 (Li et al 2012) en bloquant spécifiquement 

l’expression de protéines virales. Des cellules HEK293T dans lesquelles SLFN11 était absente ont 

montré une augmentation significative de la production des particules virales ainsi qu’une hausse de 

la concentration en ARNt (Weringh et al 2011) suggérant fortement une implication de SLFN11 dans 

le blocage de la synthèse des protéines virales. Cependant, d’autres études sont nécessaires afin de 

savoir si ce mécanisme est inhibé ou non par le VIH-1.  

 

B. MxB/2 (Myxovirus resistance B/2) 

 

Les protéines de la famille Mx sont des dynamin-like Guanosine TriPhosphatases (GTPases) 

induites par les IFN de type I et III (Colomer-Lluch et al 2016). Contrairement aux autres ISG, les 

gènes Mx ne sont pas exprimés constitutivement et ne sont pas directement induits par les virus, 

mais dépendent directement des IFN. Ces facteurs très conservés parmi les vertébrés peuvent être 

classés en 5 groupes en fonction de leurs séquences. La plupart des mammifères possèdent deux 

gènes Mx provenant d’un événement de duplication : MxA (Mx1) et MxB (Mx2). La protéine MxB 
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semble impliquée dans la régulation du transport cytoplasmique et du cycle cellulaire (King et al 

2004). Comme les dynamines, les protéines Mx sont caractérisées par un domaine N-terminal 

GTPase, un domaine central et un domaine effecteur GTPase en C-terminal (figure 20), ces trois 

domaines étant essentiels pour l’activité antivirale (Colomer-Lluch et al 2016 ; Pitossi et al 1993).  

 

Figure 20 : Structure des protéines Mx humaines (Haller et al 2015)  

 

Le rôle antiviral des protéines Mx est influencé par leur localisation subcellulaire. Elles sont 

associées à différents compartiments intracellulaires du cytoplasme et du noyau. Par exemple, Mx1 

des rongeurs inhibe la réplication nucléaire des virus tels que le virus influenza (Pavlovic et al 1992) 

tandis que Mx2 bloque le cycle de réplication des virus dans le cytoplasme (VSV, bunyavirus) 

(Zurcher et al 1992 ; Jin et al 2001). La protéine humaine MxA est capable d’inhiber la réplication de 

nombreux virus à ADN et ARN tels que le VSV, HBV et les réovirus (Staeheli et Pavlovic 1991 ; Li et al 

2012) alors que MxB permet l’inhibition de l’import du complexe de pré-intégration du VIH-1 dans le 

noyau. 

 Bien que MxA et MxB partagent 63% d’homologie de séquences, MxB existe sous deux 

isoformes localisées dans différents compartiments cellulaires et possédant des activités antivirales 

différentes. Ces deux isoformes sont synthétisées à partir de codons d’initiation alternatifs donnant 

des protéines de 78 kDa et 76 kDa. La forme la plus longue contient un signal de localisation 

nucléaire dans sa partie N-terminale alors qu’il est absent dans l’isoforme la plus courte, cette 

dernière étant cytoplasmique (Melén et al 1996 ; King et al 2004). Cependant, seule l’isoforme de 78 

kDa est capable de contrecarrer la réplication du  VIH-1. De façon intéressante, une étude utilisant 

des chimères avec le domaine N-terminal de MxB dans MxA a montré une activité antivirale contre 

le VIH-1 démontrant que la partie N-terminale contenant le NLS de MxB est suffisante pour l’activité 

antivirale (Fribourgh et al 2014). Une analyse de MxB a permis d’identifier les résidus situés dans la 

région N-terminale nécessaires à l’activité antivirale contre le VIH-1 (acides aminés 37-44) 

(Busnadiego et al 2014). La région N-terminale de MxB est donc essentielle à la fois pour sa 

localisation nucléaire (NLS) et pour l’activité antivirale spécifique. 

Il a été reporté plusieurs rôles antiviraux pour la protéine MxB. Liu et al (2013) ont observé 

que l’expression de MxB bloque la réplication du VIH-1 dans les LT CD4 alors que son absence inhibe 

l’action antivirale des IFN. De plus, il semble que MxB est capable d’interagir avec la cyclophiline et 

les protéines contenant un domaine semblable à la cyclophiline ce qui suggère que MxB cible la 
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capside du VIH-1 pour empêcher la décapsidation (Fricke et al 2014). Goujon et al (2013) ont 

également reporté que MxB bloque l’entrée des complexes de réplication du VIH-1 ou perturbe sa 

stabilité. Enfin, une autre étude a montré que MxB inhibe l’import nucléaire dépendant de la capside 

(Kane et al 2013). D’autres études sont encore nécessaires afin d’élucider quelles étapes, seule ou en 

combinaison, sont ciblées par MxB. 

 

C. MOV10 (Moloney Leukemia Virus 10 inactivated gene) 

 

MOV10 a d’abord été découvert chez la souris ayant le Moloney murine leukemia virus 

(MoMuLV). Les protéines de cette famille sont classifiées en trois super familles (SF1 à 3) et deux 

petites familles (F4, F5) (Caruthers et McKay 2002). Ce facteur est constitué de sept motifs hélicases 

qui possèdent une activité ATPase ou GTPase catalysant la séparation de duplex ADN ou ARN en 

simple brin de manière ATP-dépendante (Lorgeoux et al 2012) (figure 21). Le motif I se fixe aux 

phosphates tandis que le motif II permet la liaison au magnésium. Ces deux premiers motifs 

catalysent l’hydrolyse de l’ATP ou GTP donnant de l’énergie pour l’activité hélicase. Les autres motifs 

ont des fonctions plus diverses, ils contribuent aux interactions à l’ADN et à l’ARN (Caruthers et 

McKay 2002). Toutes les hélicases possèdent les motifs I et II mais seules les familles SF1 et SF2 ont 

les sept motifs (Chen et al 2013). MOV10 possède les sept motifs hélicases ainsi qu’un domaine 

structuré riche en Cys-His (CH) responsable des interactions protéines-protéines et fait partie de la 

superfamille SF1. 

     

Figure 21 : Représentation schématique des domaines de la protéine MOV10 (Zheng et al 2012) 
 

La fonction de MOV10 a été identifiée grâce à un gène orthologue chez Arabidopsis : SDE3 

(Silencing defective gene 3) qui est impliqué dans la voie du RNA silencing (Dalmay et al 2001). 

MOV10 interagit avec la voie du RNA silencing à travers la protéine Argonaute 2 (Ago2) dans les 

cellules de mammifères (Meister et al 2005). Etant donné le caractère antiviral des RNAi chez les 

plantes et les vertébrés, plusieurs composants des voies du RNA silencing dont MOV10 ont été testés 

pour leur activité anti-VIH-1 (Burdick et al 2010 ; Furtak et al 2010).  

Cette protéine a montré une forte activité anti-VIH-1 lorsqu’elle est exprimée de façon 

ectopique (Wang et al 2010) et possède également une activité antivirale contre les SIV, MLV, EIAV, 

HCV et le VSV (Schoggins et al 2011). MOV10 diminue la quantité et la qualité des nouvelles 

particules virales dans les cellules productrices. Ce facteur réduit la production du VIH-1 
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probablement en induisant la baisse d’expression de la protéine Gag. Cependant, le mécanisme par 

lequel MOV10 agit est encore non élucidé (Burdick et al 2010). De plus, MOV10 est encapsidé dans 

les particules virales via son interaction avec Gag et inhibe la réplication du VIH-1 au cycle viral 

suivant en interférant avec la transcription inverse (Furtak et al 2010). L’encapsidation de MOV10 

nécessite à la fois son domaine CH responsable de l’interaction avec Gag mais aussi ses motifs 

hélicases en région C-terminale (Abudu et al 2012). La réduction de l’infectivité virale induite par 

MOV10 est environ 100 fois plus importante que la baisse de production virale (Zheng et al 2012). 

 

D. SERINC3 et SERINC5 (Serine incorporator 3 et 5) 

 

Deux études récentes utilisant des approches expérimentales différentes (études 

protéomiques des particules du VIH-1 +/- Nef ; profils d’expression de cellules sensibles et 

résistantes à Nef) ont identifié les protéines SERINC3 et SERINC5 comme de nouvelles protéines 

antivirales contrecarrées par la protéine Nef (Rosa et al 2015 ; Usami et al 2015).  

Les SERINC3 et SERINC5 sont les membres d’une famille de 5 protéines conservées allant des 

levures aux mammifères. Ces protéines contiennent entre 10 et 12 domaines transmembranaires 

(Inuzuka et al 2005). La fonction de ces protéines n’a pas encore été étudiée en détail et repose 

essentiellement sur les études d’Inuzuka et al qui montrent que ces facteurs facilitent l’incorporation 

des sérines dans la synthèse des sphingolipides et des phosphatidylsérines dans les membranes. 

Parmi cette famille, seules les SERINC3 et SERINC5 montrent une activité antivirale contre le VIH-1 et 

son contrecarrées par Nef. De plus, SERINC5 semble inhiber la fusion des particules du VIH-1 lors de 

son entrée dans la cellule cible, mais d’autres étapes post-entrée pourraient également être ciblées. 

Enfin, en présence de Nef, l’encapsidation des SERINC3/5 dans les nouvelles particules virales est 

considérablement réduite. Ce phénomène est lié à la redistribution subcellulaire de ces facteurs de 

restriction de la membrane plasmique vers les membranes des compartiments intracellulaires 

(Matheson et al 2015). Ces résultats suggèrent que la présence des SERINC3/5 dans les particules 

virales du VIH-1 limite leur fusion avec la membrane des cellules cibles et que Nef contrecarre 

l’activité de ces facteurs en les relocalisant vers les membranes endosomales afin d’inhiber leur 

incorporation. 

 

E. MARCH8 (Membrane-associated RING-CH 8) 

 

MARCH8 a récemment été identifiée comme une autre protéine antivirale exprimée dans les 

cellules myéloïdes, les macrophages et les cellules dendritiques (Tada et al 2015). Cette protéine est 
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un des 11 membres de la famille MARCH qui sont des RING-finger E3 ubiquitine ligases. Leur 

structure comprend un domaine C4HC3 RING-finger (RING-CH finger) en N-terminal qui permet 

l’interaction avec une enzyme E2 ainsi que deux ou plusieurs domaines transmembranaires (excepté 

MARCH7 et 10). MARCH8 est une protéine connue pour réguler négativement l’activité d’un grand 

nombre de protéines transmembranaires. Il a été démontré que ce facteur réduit drastiquement 

l’incorporation des glycoprotéines d’enveloppe du VIH-1 dans les nouvelles particules afin d’inhiber 

leur infectivité (Fujita 2016). De plus, les mêmes effets ont été observés chez d’autres virus tels que 

le SIV, VIH-2, MLV ou le VSV. MARCH8 semble interagir avec les protéines Env du VIH-1 afin de 

réduire leur expression à la surface de la membrane plasmique des cellules cibles.  

 

F. Autres protéines antivirales 

 

Tous ces facteurs de restriction et ces protéines antivirales inhibent des étapes diverses du 

cycle du VIH-1 (figure 10). Cependant, d’autres facteurs autres que ceux mentionnés ci-dessus ont 

également été découverts. En effet, les IFITM (Interferon induced transmembrane protein) inhibent 

l’étape de fusion (Lu et al 2011), la CNP (2’,3’-cyclic-nucleotide 3’-phosphodiesterase) cible 

l’assemblage des particules virales (Wilson et al 2012), la vipérine est capable d’empêcher le 

bourgeonnement des virions (Duschene et Broderick 2012) et la protéine ZAP (Zinc-finger Antiviral 

Protein) inhibe la synthèse des ARNm viraux multi-épissés (Zhu et al 2011). Cependant, les 

mécanismes par lesquels le VIH-1 les contrecarre sont encore inconnus. 

 

 3) APOBEC3F/G et Vif 
 

Les protéines APOBEC3F/G font partie de la famille des désaminases de cytidines et induisent 

des mutations dans le génome du VIH-1 lors de la transcription inverse. Cependant le virus exprime 

la protéine Vif capable de contrecarrer ces deux protéines via différents mécanismes. La revue 

suivante présente les propriétés générales des protéines A3F et A3G, leurs activités dépendante et 

indépendante de la désamination. Elle décrit également Vif et les mécanismes permettant de 

diminuer l’expression d’A3F/G dans les nouvelles particules virales. En effet, Vif recrute un complexe 

E3 ubiquitine ligase (Culline5-ElongineB-ElongineC-CBF-) pour dégrader A3F/G par la voie du 

protéasome mais cette protéine est également capable d’inhiber directement la traduction de 

l’ARNm d’A3G/F. Enfin, la revue propose différentes perspectives thérapeutiques ciblant Vif et son 

action sur A3F/G. 
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APOBEC3F/G and Vif: action and counteractions 

Camille LIBRE, Julien BATISSE, Santiago GUERRERO, Roland MARQUET & Jean-Christophe PAILLART 

 

Les cellules cibles du VIH-1 (lymphocytes T, macrophages et monocytes) sont capables de 

limiter la réplication virale en exprimant des facteurs de restriction APOBEC3F et APOBEC3G (A3F/G). 

Ces deux protéines ont une activité désaminase de cytidine et induisent des mutations lors de la 

transcription inverse de l’ARN génomique qui peuvent être létales pour le virus. A3F/G interfèrent 

également avec les étapes de transcription inverse et d’intégration indépendamment de leur activité 

désaminase. Pour contrecarrer cette restriction, le VIH-1 code pour le facteur d’infectivité virale 

(Vif), une protéine multifonctionnelle capable de réduire l’expression des protéines A3F/G à travers 

deux mécanismes : (1) Vif induit la dégradation d’A3F/G par le protéasome en recrutant un complexe 

E3 ubiquitine ligase et (2) Vif inhibe la traduction d’A3F/G en interagissant avec la région 5’ non 

traduite (5’UTR) de leurs ARNm. Ces deux mécanismes réduisent l’encapsidation d’A3F/G dans les 

virions. La relation entre Vif et A3F/G laisse envisager de nouvelles cibles thérapeutiques, et 

plusieurs propriétés de Vif telles que la dimérisation, le recrutement du complexe E3 ubiquitine 

ligase et l’interaction Vif-A3F/G pourraient être ciblées par des molécules. 
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Definition 

 
The primary targets of HIV-1 (T lymphocytes, macrophages, and monocytes) are able to limit HIV-1 

replication by expressing the restriction factors APOBEC3F and APOBEC3G (A3F/G). These two 

proteins have cytidine deaminase activity and induce mutations during reverse transcription of the 

genomic RNA that could be lethal for the virus. A3F/G also interfere with the reverse transcription and 

integration processes independently from this deaminase activity. To counteract this restriction, HIV-1 has 

evolved the viral infectivity factor (Vif), a multifunctional protein that is able to reduce the cellular A3F/G 

expression level through two major mechanisms: (1) Vif induces degradation of A3F/G by the proteasome 

by recruiting an E3 ubiquitin ligase complex, and (2) Vif inhibits A3F/G translation by interacting with the 

5’ untranslated region (UTR) of their mRNAs. These two mechanisms ultimately reduce the packaging of 

A3F/G into virions. The intimate relationship between Vif and A3F/G provides new therapeutic targets, 

and several functional properties of Vif, such as Vif dimerization, the recruitment of the Vif-E3 ubiquitin 

ligase complex, and the Vif-A3F/G interaction, could be targeted by drugs. 
 

 

Introduction 

 

In addition to the three essential protein precursors (structural Pr55
Gag

, enzymatic Pr160
Gag-Pol

, and 

envelope Pr160
Env

), the HIV-1 genome encodes six auxiliary proteins: Tat, Rev, Nef, Vpr, Vpu, and Vif. 

Vif (viral infectivity factor) is essential for the infection of the HIV-1 natural targets cells, such as T 

lymphocytes. Indeed, a vif-deleted HIV-1 mutant (HIV-1Dvif) does not replicate in such cells, which are 

thus termed nonpermissive. Despite this information, the role of Vif remained unclear for a long time, until 

the identification of CEM15 (Sheehy et al. 2002), a natural cellular antiviral factor counteracted by Vif 

which has since be renamed APOBEC3G (A3G). A3G belongs to a large family of cytidine deaminases 

and needs to be packaged into viral particles in order to perturb the next HIV-1 replication cycle. In the 

first part of this review, A3G and A3F proteins and the processes by which these proteins inactivate HIV-1 

replication are described. In the second part, the focus is on Vif and the mechanisms by which Vif 

counteracts the A3F/G restriction activities. To conclude, the importance of the relationship between 

A3F/G and Vif is underlined and how it could be used in new therapeutic approaches is indicated. 
 

HIV-1 Restriction by APOBEC3 Enzymes 

 

The APOBEC3 Proteins: A Potent Army Against HIV  
The APOBEC3 (apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3 or A3) family is 

exclusively present in vertebrates; in humans, it comprises seven members (A3A to A3H), all encoded by 
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genes located on chromosome 22 (Fig. 1a). This family of proteins plays an important role in innate 
antiviral immunity against retroviruses, most notably HIV-1. Each A3 protein harbors at least one 
active catalytic domain (CD) constituted by a zinc finger motif sharing the consensus sequence H-X-

E-X23–28-P-C-X2–4-C (where X is any one of the 20 amino acids). A3A, A3C, and A3H have only 

one zinc finger domain and hence one catalytically active domain. A3D/E, A3F, and A3G have two 

zinc finger motifs, but only one is catalytically active. A3B is the exception as it has two zinc finger 
motifs, both of which may be catalytically active. All of these enzymes are involved in the restriction 
of several viruses/ retrotransposons. Among the A3 proteins, A3F and A3G are the most efficient in 

restricting HIV-1, although A3A, A3D/E, and A3H are also able to affect HIV-1 infectivity to some 
extent. In A3F and A3G, the active cytidine deaminase domain is located in the C-terminal zinc finger 
motif (Fig. 1a). The inactive N-terminal zinc finger motif is involved in different functions such as 

RNA binding, multimerization, or packaging into virions. A3F and A3G are both able to bind Vif, 
even though the binding sites do not seem to be conserved between the two proteins: the residues 
involved in Vif binding are located in the N-terminal CD between positions 126–132 of A3G and 
positions 289–294 in the C-terminal CD of A3F, respectively. Interestingly, both sites of interaction 

could be disrupted by a single amino acid mutation: D128K and E289K in A3G and A3F, 
respectively. These mutations alter the ability of the respective protein to reduce HIV-1 infectivity.  
Structural information is available for the C-terminal domain of A3F (PDB: 4IOU) and A3G (PDB: 

3IQS) revealing highly conserved structures between the two proteins. Both are composed of five b-

sheets (b1–b5) with six a-helices (a1–a6) including a coordinated zinc ion. Models of the N-terminal 

domains have recently been established using the SWISS-MODEL program (Feng et al. 2014). When 

the two domains are combined (Fig. 1b), A3F/G appear as symmetric proteins exposing a positively 

charged platform on both domains, allowing binding to negatively charged DNA.  
To achieve their restriction activity on HIV-1, A3F/G proteins need to be encapsidated into nascent virions 

to act during the next round of replication (Fig. 1c). Indeed, despite their cytoplasmic localization in target 

cells, A3F/G proteins are not able to access the neosynthesized (-) single-stranded (ss) DNA intermediate 

during reverse transcription of incoming viruses. This is most likely due to the protection of the reverse 

transcription complex by the HIV-1 capsid and/or sequestration of the A3F/G proteins in storage granules, 

such as stress granules or processing bodies (P-bodies). A3F/G packaging is mediated by interactions with 

the nucleocapsid (NC) domain of the Pr55
Gag

 precursor (Alce and Popik 2004). This interaction is also 

stabilized by the presence of the HIV-1 genomic RNA. Efficient binding of A3G to the HIV-1 genomic 

RNA requires its oligomerization. Interestingly, both RNA binding and A3G oligomer-ization are 

mediated by the N-terminal domain of A3G. Additionally, A3G packaging is favored by the co-

encapsidation of 7SL RNA, which is also mediated by the NC domain of HIV-1 Pr55
Gag

. Once packaged, 

A3F/G remain associated with the reverse transcription complex after virus entry in target cells where they 

are able to perform their antiviral activities. 

 

Deamination-Dependent Mechanisms  
Once in the cytoplasm of infected cells, A3F/G proteins interfere with reverse transcription by 
inducing numerous deoxycytidine to deoxyuridine mutations during the synthesis of the (-) ssDNA in 
a 3’–5’ processive manner (Fig. 1c; Harris et al. 2003). This process ultimately results in dG to dA 
hypermutations in the (+) strand proviral DNA and in the production of aberrant viral proteins, thus 
reducing the replicative capacities of the virus. A3F and A3G preferentially deaminate different 
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Fig. 1 APOBEC3 family: domains, structure of A3F/G, and restriction mechanisms. (a) Schematic representation 

of the seven APOBEC3 members. The conserved zinc (Z)-coordinating DNA cytosine deaminase motif Z1, Z2, and Z3 

(phylogenetic clusters containing a SW-S/T-C-x2–4-C motif for Z1 and Z2, whereas Z3 proteins have a TW-S-C-x2-C 

motif) are shown in dark green, green, and yellow, respectively. The Vif binding domains are indicated by red ovals. 

For A3F/G, the Vif binding sequence is indicated including the crucial residues in red (see text for details). (b) A3F/G 

structure/models: while the structures of the C-terminal domain of A3F and A3G have both been determined 

experimentally (PDB: 4IOU and 3IQS), experimental structures of the N-terminal domains are still missing and therefore 

correspond to models calculated by Feng et al. (2014). The catalytic inactive domain is depicted in pink, whereas the 

active one is in red. Residues in blue interact with Vif. Loop seven (L7) involved in the processivity and in the 

recognition of the target sequence to deaminate is depicted in green in each domain, whereas A3F NGM residues are in 

purple, at the interface of the two domains (see text for details). Figures were drawn with the PyMOL software (PyMOL 

Molecular Graphics System, Version 1.5.0, Schrodinger, LLC). (c) Restriction mechanisms of A3G: to exert its restriction 

activity, A3F/G needs to be encapsidated into viral particles and released in infected cells (left panel). Restriction of HIV-

1 replication by A3F/G involves the deaminase activity (right panel) and deaminase-independent pathways (not shown) 
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sequencings in the (-) ssDNA: A3G preferentially deaminates the last cytidine of 5’-CC or 5’-CCC motifs, 
thus inducing 5’-AG or 5’-AGG mutations on the (+) strand DNA, whereas A3F deaminates 5’-TC or 5’-
TTC motifs. Interestingly, the A3G target sequence is part of the unique tryptophan codon (ACC in (-) 
DNA; TGG in (+) DNA), and its deamination results in the introduction of stop codons (UGA) in the viral 
coding sequence. In contrast, A3F mainly induces missense mutations that may or may not allow the 
expression of the corresponding protein. This could explain why A3G has a more drastic effect on HIV-1 
infectivity than A3F. Another explanation might reside in the mechanism that the two proteins use to find 
their target sequence on the (-) ssDNA: while A3G is able to slide very efficiently along the (-) ssDNA 
substrate to find its target sequence in a processive manner, A3F jumps from one (-) ssDNA substrate to 
another one in a distributive manner (Ara et al. 2014). The processivity determinants of A3G have been 
mapped in the loop 7 and helix 6 of the N-terminal non-catalytic domain, which therefore indirectly 
participate in the deamination activity of A3G. In A3F, the linker between the N- and C-terminal domains 

(
190

NGM
192

) (Fig. 1b) seems to be responsible for its inability to translocate on (-) ssDNA.  
Such deamination-induced mutations in the viral genome are lethal to the virus and could lead to the 
degradation of the hypermutated viral DNA, the production of truncated or nonfunctional viral 
proteins, and the impairment of the integration process. Moreover, mutated/truncated proteins 
expressed from the viral genome may, after processing by the proteasome, serve as HIV antigens and 
facilitate the immune recognition of HIV-1 (Casartelli et al. 2010). 

 

Deamination-Independent Mechanisms  
Several studies using inactive mutants of the CD showed that A3F/G still have residual restriction activity 

and impair HIV-1 infectivity, indicating that cytidine deaminase activities are not solely responsible for 

their antiviral activities. Deaminase-independent activities target mainly two steps of the HIV-1 replica-

tion cycle: reverse transcription and integration. A3F/G are able to interact with reverse transcriptase and 

limit its efficiency, resulting in diminished viral cDNA levels (Wang et al. 2012), and can also bind HIV-1 

integrase and decrease the integration efficiency by 5- to 50-fold (Luo et al. 2007). Such deamination-

independent activities might be due to interactions of A3F/G with the viral genome, leading to compe-

tition and/or steric hindrance with reverse transcriptase and integrase enzymes. Although this deaminase-

independent mechanism seems to contribute less than 1 % to the overall restriction capability of A3F/3G, 

it has nevertheless been observed in primary cells (Gillick et al. 2013). 

 

Overview and Properties of HIV-1 Vif  
To counteract the restriction mediated by A3F/G, all lentiviruses except equine infectious anemia 

virus (EIAV) encode the viral infectivity factor (Vif), which is essential for HIV-1 replication in 

primary target cells (lymphocytes, macrophages/monocytes, dendritic cells). In these so-called 

nonpermissive cells, deletion of vif from the HIV-1 genome has been associated with a strong 

reduction of viral infectivity (100- to 1,000-fold) (Strebel et al. 1987). The nonpermissive phenotype 

is due to the expression of A3F/G proteins in these cell types (Sheehy et al. 2002). 

 

Functional Domains of Vif  
Vif is a highly basic protein (pI = 10.7) composed of 192 amino acids (23 kDa). Alignments of lentiviral 

Vif sequences highlighted several conserved domains suggestive of a multifunctional protein. 

 

– The N-terminal domain, enriched in tryptophan residues, is important for the binding of A3 proteins 

(Fig. 2a). Although A3F and A3G share common interacting motifs with Vif (
21

WKSLVK
26

, 
55

VxIPLx4L
64

, 
69

YWxL
72

, and 
85

VSIEW
89

), some domains are specific to A3G (
40

YRHHY
44

 and 
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Fig. 2 Vif: domains, structure, and interactions with A3F/G. (a) Schematic representation of the Vif functional 

domains together with the interaction map with A3G, A3F, and other Vif partners. (b) Structure of the Vif protein 

extracted from the structure of the Vif-E3 ubiquitin ligase complex solved by Guo et al. (2014) (PDB: 4N9F). Colors 

correspond to the domains described in (a). (c) Vif structure with A3F (red) and A3G (blue) binding domains. The Vif 

structure has been rotated to highlight the specific (blue/red) or the common (magenta) interaction areas. The possible 

orientation of A3G (in light blue) and A3F (pink) proteins is depicted on the Vif structure. Figures were drawn with the 

PyMOL software (PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.5.0, Schrodinger, LLC) 

 
161

PPLP
164

) and A3F (
11

WQxDRMR
17

, 
74

TGERxW
79

, and 
171

EDRW
174

). Other domains in the C-

terminal domain have been described to be important for A3G and A3F binding, such as the 
161

PPLP
164

 

and 
171

EDRW
174

 motifs, respectively (Fig. 2a, b). Such discontinuous interacting sites suggest that the 

correct folding of Vif is crucial to create the binding platform for A3 proteins. Moreover, Vif residues 
important for the interaction with A3H, A3C, and A3DE have been identified in the N-terminal region. 
The N-terminal region of Vif also interacts with the HIV-1 genomic RNA  

(residues 1–64 and 75–114) both in vitro and in infected cells. Finally, residues W21, W38, 
84

GxSIEW
89

, and 
102

LADQI
107

 are involved in the binding of CBF- (core binding factor ).  
– The central region of Vif constitutes a platform for the recruitment of an E3 ubiquitin ligase complex 

composed of Elongin B, Elongin C, CBF-, Cullin 5, and Rbx2 proteins that targets A3 proteins for 

degradation by the proteasome. Residues 108–139 constitute a non-consensus HCCH zinc finger motif  
that binds zinc and Cullin 5; they are followed by a SOCS (suppressor of cytokine signaling) box 

motif (
144

SLQYLA
149

). This region promotes the interaction with the Elongin C/Elongin B (BC box) 
heterodimer through a hydrophobic platform on both proteins involving the SLQ residues and the 

A149 residue of the SOCS box and a helices 3 and 4 of Elongin C. Very recently, the Cullin 5 box and 

the 
161

PPLP
164

 motif have also been shown to participate to Vif-Elongin C/B binding. 
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– The C-terminal region of Vif starts with a putative Cullin 5 box (residues 159–173) that recruits the 

Cullin 5 with a lower efficiency than the HCCH zinc finger domain. This region covers the 
161

PPLP
164

 
motif involved in Vif multimerization. This PPLP motif is also involved in the binding with various  
partners such as A3G, Elongin B/Cullin 5, and the cellular kinase Hck. The last 25 residues of Vif are 

important for its interaction with Pr55
Gag

 and cytoplasmic membranes and interfere with the reverse 

transcriptase activity. In contrast to other regions of Vif, the C-terminal appears to be intrinsically 

disordered. This property is characteristic of proteins carrying RNA and/or protein chaperone activi-ties: 

such proteins catalyze the folding of both the chaperone and the target molecules upon binding, 

reconstituting an active complex. Chaperone activities have been extensively described for several HIV-1 

proteins such as NC and Tat and more recently for Vif (Sleiman et al. 2014). The Vif RNA chaperone 

activity may modulate viral activities such as the structural maturation of the HIV-1 genomic RNA and 

initiation of its reverse transcription to optimize viral infection and propagation. 

 

Due to its intrinsic biochemical properties, the determination of the 3D structure of Vif has been a real 

challenge and a matter of intensive research. It is only very recently that the Huang Group 

successfully crystallized Vif in a pentameric complex (Fig. 3a) including the subunits of the E3 

ubiquitin ligase complex: CBF-, Elongin C/Elongin B, and Cullin 5 (Guo et al. 2014). The crystal 

structure of Vif has been solved at 3.3 Å resolution (PDB: 4N9F) and showed an elongated conical 

structure constituting two binding platforms involved in the recruitment of the E3 ubiquitin ligase 

complex and of A3 proteins (Fig. 2b). This is consistent with previous mutational analyses showing 

that both Cullin 5 and Elongin C interact with the C-terminal domain of Vif, whereas A3F/G and 

CBF-b bind to the N-terminal domain. Interestingly, while the A3F/G binding motifs appear 

discontinuous in the linear Vif sequence (Fig. 2a), the Vif structure highlights how the different 

residues are organized in two different binding domains that overlap in the central part of Vif (Fig. 

2c). Of note, the extreme C-terminal part of Vif does not harbor any defined structures, consistent with 

an intrinsically disordered region and compatible with the RNA chaperone activity of this region. 

 

Vif Hijacks an E3 Ubiquitin Ligase Complex to Degrade A3 Proteins (Vif/A3 Interactions)  
Several mechanisms have been proposed to explain how Vif limits the antiviral activity of A3F/G by 

preventing its encapsidation. The first and more documented mechanism so far is the polyubiquitination 

and proteasomal degradation of A3F/G by Vif (Marin et al. 2003; Sheehy et al. 2003). Proteasomal 

degradation results in a strong reduction of the intracellular levels of A3F/G. As described above, Vif is 

able to bind A3F/G through various domains and to recruit an E3 ubiquitin ligase complex, leading to the 

polyubiquitination and degradation of A3F/G. Vif therefore connects the E3 ubiquitin ligase complex 

(Elongin B/C, Cullin 5, CBF-) to its A3G substrate (Fig. 3a). Then, an E2 ubiquitin-conjugating enzyme 

interacts with Rbx2 and allows the polyubiquitination (
48

K-linked ubiquitins) of A3G that is targeted to 

the 26S proteasome for degradation. Recently, the transcription cofactor CBF- has been shown to be an 

integral component of the ubiquitin ligase complex and required for the Vif-mediated degradation of A3G. 

Therefore, Vif binds the E3 ubiquitin ligase complex through at least 3 binding domains: the SOCS box 

allows the interaction with Elongin B/C, the HCCH zinc finger mediates binding to Cullin 5, and, finally, 

the N-terminal domain binds to CBF-. 

The A3G lysine residues targeted by the E3 ubiquitin ligase complex are not clearly defined: if one  
study identified four critical lysines in the C-terminal region of A3G (K297, K301, K303, and K334) 
(Iwatani et al. 2009), others showed that A3G lysines are randomly susceptible to ubiquitination. 
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Fig. 3 Schematic representation of the mechanisms by which Vif reduces the A3G cellular level. (a) Vif binds to 
A3G and recruits an E3 ubiquitin ligase, leading to the polyubiquitination of A3G and its degradation by the 26S 
proteasome. (b) Vif impairs the translation of A3G mRNA through an mRNA-binding mechanism, involving the highly 

structured 5
0

 UTR of A3G mRNA. These different activities of Vif on translation and degradation not only deplete A3G 

from virus-producing cells but also prevent A3G from being incorporated into virions 

 

Degradation-Independent Inhibition of A3 Proteins 
 
Translation  
Although the Vif-induced degradation of A3F and A3G by the 26S proteasome has been well studied, 
it is not the only mechanism by which Vif counteracts A3 proteins. Indeed, Vif decreases the steady-
state levels of A3F/G in the presence of proteasome inhibitors in rabbit reticulocyte lysates and cell 
cultures, suggesting that A3G translation is affected by Vif (Mariani et al. 2003; Stopak et al. 2003). 
Recently, binding of Vif to the highly structured 5’ untranslated region (5’ UTR) of A3G mRNA has 
been shown to be responsible for the inhibition of A3G translation by Vif (Mercenne et al. 2010; Fig. 
3b). Although the exact mechanism is not understood yet, it is possible that Vif relocates A3G mRNA 
to specialized compartments such as P-Bodies or stress granules where translation is stopped. Indeed, 
Vif has been shown by immunofluorescence to co-localize with A3 proteins in P-Bodies (Wichroski et 
al. 2006). 
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Virion Encapsidation  
As discussed above, Vif can reduce the expression of A3F/G proteins through the 
proteasome/degradation pathway and by inhibiting its mRNA translation, ultimately leading to a 
strong reduction of A3F/G encapsidation into new budding particles. One estimate indicates that 1–2 
to 3–11 A3G proteins are encapsidated per virion in the presence or absence of Vif, respectively (Xu 
et al. 2007). Interestingly, the use of an A3G C97A mutant suggested that degradation and packaging 
of A3G are independent properties of Vif (Opi et al. 2007). Indeed, although this A3G mutant is 
resistant to Vif-mediated degradation, less protein is found in virion in the presence of Vif. The 
molecular mechanism is still not understood but a competition between Vif and A3G toward their 

specific binding sites, such as the HIV-1 genomic RNA or Pr55
Gag

, is possible (see also section “The 

APOBEC3 Proteins: A Potent Army Against HIV”). 

 

Intravirion Deamination  
Despite the fact that a few A3G molecules (1–2) are packaged into virions in the presence of Vif, 

deamination activity per protein is less potent in these viral particles (Britan-Rosich et al. 2011). Several 

studies have shown that Vif is able to decrease the deaminase-specific activity of A3G and this effect 

requires Vif binding to the ssDNA that is the substrate of A3G (Feng et al. 2013). The Vif-mediated 

inhibition of A3G deaminase activity is the consequence of the reduction of A3G processivity. Indeed, 

A3G performs deaminations on ssDNA using both sliding and jumping mechanisms (see also section 

“Deamination-Dependent Mechanisms”). Interestingly, a study reported that Vif from two different HIV-1 

isolates (HXB2 and IIIB) does not have the same effect on A3G deaminase activity (Feng et al. 2013). 

While VifHXB2 inhibits the jumping of A3G, VifIIIB alters the sliding movements. Moreover, the 

intravirion deaminase activity of the A3G D128K mutant is unaffected, suggesting that inhibition of 

this activity requires the interaction between Vif and A3G. 

 

Inhibition of APOBEC3G Degradation: A Therapeutic Perspective 
The relationship between Vif and members of the A3 family offers perspectives for developing novel 

therapeutics. High-throughput screening studies have identified several families of molecules that can 

restore the A3G intracellular concentration despite the presence of Vif. Some compounds are 

antagonists of Vif and restore the A3G enzymatic activity (and thus its antiviral property), whereas 

others block the A3G catalytic activity (Li et al. 2012) and are proposed to decrease the resistance to 

antivirals due to the reduction of viral quasispecies. There are at least five interfaces that can 

potentially be targeted to inhibit Vif functions: A3 proteins, CBF-, Elongin C, Cullin 5, and its 

dimerization domain (Salter et al. 2014; Fig. 4).  
Targeting the interface between Vif and A3 proteins is a real challenge. Indeed, Vif interacts with each of 

A3 proteins (A3D/F/G/H) through distinct and unique interfaces, and the development of a specific drug 

targeting each A3 protein is time consuming and thus unlikely. Moreover, another hurdle for the 

development of such inhibitors is the overlapping of binding sites for different A3 ligands: e.g., the 

Vif/A3G interface coincides with amino acids required for A3G encapsidation, oligomerization, and 

processivity (Huthoff et al. 2009). Nevertheless, different classes of compounds have been identified that 

potentially interfere either directly with the Vif/A3G interaction through binding to the N-terminus of A3G 

(IMB-26/35) (Cen et al. 2010) or indirectly by stabilizing A3G during the polyubiquitination steps (MM-

1/2) (Matsui et al. 2014) or by decreasing Vif expression in the presence of A3F/G (RN-18) (Nathans et al. 

2008; Fig. 4). Another strategy to restore the deaminase/antiviral activity would be to block the Vif/E3 

ubiquitin ligase complex and CBF- interactions. For instance, a zinc chelator named TPEN (N,N,N’,N’-

tetrakis-(2-pyridylmethyl) ethylenediamine) has been shown to specifically inhibit the Vif-Cullin 5 

interaction and to inhibit Vif functions (Xiao et al. 2007).  
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Fig. 4 Potential therapeutic strategies and targets to inhibit Vif functions. Targeting one interaction between two 

partners can be sufficient to prevent the formation of the E3 ubiquitin ligase complex and to inhibit Vif activity. The 

Vif/A3G interaction can be targeted by IMB-26/35, MM-1/2, and RN-18. The Vif/CBF- interaction is a potential target 

site but no molecules have been identified yet. The Vif/Cul5 and the Vif/EloC interactions can be inhibited by TPEN and 

VEC-5, respectively. Finally, the dimerization domain can be counteracted by peptido-mimetics 

 

The Vif-Elongin C interaction can also be affected by targeting the Vif SLQ motif with a small molecule 

(VEC-5) (Zuo et al. 2012). Interestingly, this compound does not only protect A3G but also A3C and A3F 

from Vif-induced proteasomal degradation, and it enhances A3G incorporation into the progeny 

virions. Finally, it may be possible to directly target Vif or CBF-. In the case of Vif, its 

oligomerization domain provides an attractive target (Fig. 4). Although the molecular mechanism of 

Vif oligomerization is not clearly defined (Batisse et al. 2013), targeting the 
161

PPLP
164

 motif with 

peptido-mimetics has been shown to block Vif-Vif interaction in vitro and lead to a decrease of virus 

replication in nonpermissive cells (Miller et al. 2007).  
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The recent resolution of the Vif/E3 ubiquitin ligase complex structure (Vif/CBF-/Cul5/ EloC/EloB) 

(Guo et al. 2014) together with in silico screening of small molecules should enhance the number of 

lead compounds aimed at inhibiting the functions of Vif. 

 
Conclusion 

 

The innate immune system encodes several editing A3 proteins that are involved in the restriction of 

various retroviruses, viruses, and retrotransposons. Among these deaminases, A3F and A3G are the most 

potent against HIV-1 replication. These proteins need to be incorporated into new viral particles to induce 

DNA hypermutation. To prevent the antiretroviral activity of A3F/G, HIV-1 encodes Vif that targets 

A3F/G and reduces their intracellular concentrations by recruiting an E3 ubiquitin ligase complex to direct 

them to the proteasome, by inhibiting the A3F/G translation through binding to the 5’ UTR of their 

mRNAs or by competing with A3F/G binding sites to avoid their incorporation into new viral particles. 

Vif also inhibits intravirion A3F/G deamination. Thanks to the recent resolution of the structure of the Vif-

E3 ubiquitin ligase complex, new potential therapeutic target sites may be discovered to inhibit Vif 

functions and restore antiviral activities of A3 proteins. However, additional studies will be required to 

make sure the targeted interactions are not involved in essential cellular functions. 
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Bien que cette revue présente les principales caractéristiques des protéines A3F, A3G et Vif, 

certaines caractéristiques n’ont pas été mentionnées. La partie suivante revient donc sur quelques 

précisions concernant ces trois protéines. 

 

 APOBEC3 
 
 Les protéines APOBEC (APOlipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic polypeptide-like) 

font partie d’une famille de désaminases comptant 11 membres situés sur les chromosomes 1 (A4), 

12 (AID et A1), 6 (A2) et 22 (A3A, A3B, A3C, A3DE, A3F, A3G et A3H) (Swanton et al 2015 ; figure 22). 

AID (Activation-Induced Deaminase) est exprimée dans le centre germinatif des lymphocytes B et 

induit la désamination des cytidines des gènes codant pour les immunoglobulines résultant de la 

diversification du système immunitaire (Wang et al 2012). A1 est impliquée dans le métabolisme 

lipidique du foie et de l’intestin (Ashur-Fabian et al 2010) et est impliquée dans l’édition de l’enzyme 

ApoB induisant la production d’une forme courte d’ApoB appelée ApoB48 qui diminue la production 

de lipoprotéines. A2 est exprimée dans les muscles squelettiques et cardiaques et est importante 

pour le développement des fibres musculaires (Sato et al 2010). Chez les mammifères, A4 est 

exprimée principalement dans les testicules suggérant son implication dans la spermatogenèse 

(Rogozin et al 2005) et semble jouer un rôle dans la réplication du VIH-1 (Marino et al 2016).  

 

 

Figure 22 : Représentation schématique des membres de la famille APOBEC chez l’humain  

(Goila-Gaur et Strebel 2008) 
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 La protéine A3G est exprimée dans le cytoplasme des cellules hématopoïétiques (LT4, 

monocytes, macrophages, cellules dendritiques), le foie, la rate, les poumons, les ovaires, les 

testicules ou encore dans certaines lignées cancéreuses (Jarmuz et al 2002). Cette protéine de 384 

acides aminés compte deux domaines principaux : le NTD impliqué dans la liaison aux ARN et dans 

l’incorporation dans les particules virales et le CTD portant l’activité catalytique. De plus, A3G est 

capable de former des homodimères de manière dépendante de l’ARN (Bennett et al 2008 ; Chelico 

et al 2008 ; Huthoff et al 2009), et il a été montré par RMN (Harjes et al 2009) et par cristallographie 

aux rayons X (Shandilya et al 2010) que la région C-terminale du domaine catalytique actif d’A3G est 

composée de 5 feuillets (1-5) et de six hélices  (1-6) entourant un ion zinc (figure 23). 

 

Figure 23 : Structure du domaine catalytique actif d’APOBEC3G (Kouno et al 2015) 

 

 A3G a été identifiée par le laboratoire de Michael Malim grâce à l’analyse soustractive de 

banques d’ADNc provenant de cellules non permissives (CEM) et de cellules permissives (CEM-SS) 

(Sheehy et al 2002). L’identification d’A3G comme facteur de restriction a été suivie très tôt par la 

caractérisation d’A3F qui est également une protéine antivirale contrée par Vif (Zheng et al 2004). 

A3F peut agir indépendamment d’A3G et est exprimée dans les mêmes cellules qu’A3G. Cependant, 

A3G a une activité anti-VIH-1 plus importante qu’A3F (Chaipan et al 2013). 

 Après encapsidation, A3G et A3F entrent dans la nouvelle cellule cible et induisent un fort 

taux de mutations dG vers dA sur l’ADN viral. Récemment, il a été montré que les sites ciblés par la 

désamination d’A3G sont dépendants du contexte entourant les deux CC ainsi que de la structure 

secondaire de l’ADN (Holtz et al 2013). A3G permet la mutation de 5’-CC en 5’-CU alors qu’A3F induit 

la mutation de 5’-TC en 5’-TU sur le brin d’ADN (-). L’activité d’A3G est plus importante lorsqu’il y a un 

A, C ou T flanquant le dinucléotide alors que la présence d’un G diminue son activité. Enfin, il a été 

montré que la région 5’UTR de son ARNm est importante pour le mécanisme d’inhibition 

traductionnelle d’A3G par Vif in vitro (Mercenne et al 2010). 
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 Vif 
 

La protéine virale Vif (Virion infectivity factor) est une petite protéine de 23 kDa essentielle 

pour la réplication du VIH-1 dans les cellules cibles du VIH-1. En plus de son activité contre les 

facteurs de restriction A3, Vif est également impliquée à plusieurs niveaux dans la phase tardive du 

cycle de réplication du virus (Batisse et al 2012). En effet, Vif peut interagir avec les précurseurs 

Pr55Gag et Pr160Gag-Pol permettant son association à Gag dans le cytoplasme (Akari et al 2004). De 

plus, Vif est également capable de contrer l’effet d’un  inhibiteur de l’assemblage de Gag nommé DSB 

(3-O-(3’,3-dimethylsuccinyl) betulinic acid) (Dafonseca et al 2008). 

 

Par ailleurs, Vif interagit avec l’ARN génomique du VIH-1 afin d’être encapsidée dans les 

nouvelles particules virales (Khan et al 2001). De plus, Vif est aussi requise pour la stabilité du core 

ainsi que pour la bonne morphologie des virions. En effet, les protéines NC et RT sont faiblement 

associées à la capside dans les particules HIV-1Vif (Hoglund et al 1994) et le clivage du précurseur 

Pr55Gag est altéré aux jonctions MA-CA et CA-NC (Akari et al 2004). Enfin, Vif fait partie intégrante de 

la machinerie responsable de l’étape de transcription inverse en interagissant avec la reverse 

transcriptase (Kataroploulou et al 2009).  

 

La protéine Vif joue également un rôle de chaperon ARN via son domaine C-terminal (Sleiman 

et al 2014). Elle est capable de contrôler les activités chaperons de la NC afin de réguler la 

dimérisation de l’ARN génomique ainsi que la maturation des particules virales. Cette protéine 

permet de promouvoir la liaison de l’ARNtlys3 au PBS lors de la transcription inverse générant un 

complexe ARNtlys3/ARN stable permettant l’initiation de cette étape du cycle viral (Henriet et al 

2007). De plus, Vif est également capable de stimuler le premier transfert de brin lors de la 

transcription inverse, de réduire les pauses de la transcriptase inverse et d’améliorer la processivité 

de cette enzyme (Henriet et al 2007). Vif, comme Vpr, joue également un rôle dans l’arrêt du cycle 

cellulaire en phase G2 ainsi que dans la transition G1 vers S (Wang et al 2011). Racine et al (2016) ont 

également montré que Vif pouvait aussi être un activateur potentiel de la transcription inverse 

lorsque l’un des deux domaines en doigt de zinc de la NC est absent. Enfin, il a été montré que Vif est 

la cible d’un complexe HDAC6/APOBEC3G qui induit sa dégradation via l’autophagie (Valera et al 

2015). Cependant, Vif peut inhiber l’autophagie grâce à son interaction avec LC3B (microtubule 

associated protein light chain 3B) (Borel et al 2015). 
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 Dégradation d’A3F/G par Vif 

 

Plusieurs études ont été réalisées afin de connaître les mécanismes employés par Vif pour 

contrer l’activité d’A3F/G. Tout d’abord, Vif induit la dégradation d’A3F/G par la voie du protéasome 

à travers le recrutement d’un complexe E3 ubiquitine ligase composé de la culline 5, elongine B, 

elongine C et CBF-(Core Binding Factor ) (Marin et al 2003 ; Sheehy et al 2003 ; Jäger et al 2011). 

Cette voie d’inhibition d’A3F/G par Vif a été très étudiée et la structure du complexe E3 ubiquitine 

ligase en absence d’A3G a récemment été publiée (Guo et al 2014). La dégradation protéasomale 

d’A3F/G induit une forte diminution de leur concentration dans le cytoplasme ce qui a pour 

conséquence une baisse d’encapsidation dans les particules virales. Vif est capable d’interagir avec le 

complexe E3 ubiquitine ligase grâce à trois domaines : le domaine SOCS box se lie avec les élongines 

B/C, le domaine en doigt de zinc HCCH interagit avec la culline 5 et le domaine N-terminal se lie avec 

CBF-. 

 

 Régulation de la transcription d’A3G/G par Vif 

 

Vif régule également de façon indirecte la transcription d’A3G (Anderson et al 2015). En effet, 

Vif interagit avec le facteur de transcription CBF afin de former un complexe stable. Cependant, 

cette protéine agit comme un régulateur positif de la transcription des gènes A3. Ce facteur s’associe 

aux protéines RUNX (Runt-related transcription factors) afin de transcrire les protéines A3.  

 

 Inhibition de la traduction d’A3F/G par Vif 

 

Cette partie sur l’inhibition de la traduction d’A3F/G par Vif sera développée dans la partie 

« traduction des facteurs APOBEC3F/G » du chapitre IV : « La traduction chez les eucaryotes et le VIH-

1 ».  
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IV. LA TRADUCTION CHEZ LES EUCARYOTES ET LE VIH-1 
 
 La traduction des protéines est principalement régulée lors de leur initiation permettant le 

contrôle rapide et réversible de l’expression des gènes. Récemment, de nombreux progrès ont été 

accomplis afin de connaître les structures et les interactions des différents facteurs de la traduction 

avec les complexes ribosomiques. La revue suivante décrit en détail l’étape d’initiation de la 

traduction ainsi que les étapes d’élongation et de terminaison. L’article illustre par des exemples le 

détournement de la machinerie cellulaire impliquée dans la traduction du VIH-1 afin de synthétiser 

ses propres protéines. Les différentes parties décrites dans la revue ne seront pas détaillées 

ultérieurement. Cependant, d’autres aspects de la traduction eucaryote essentiels au projet de ma 

thèse seront abordés après cet article.  
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HIV-1 replication and the cellular eukaryotic translation apparatus 

Santiago GUERRERO, Julien BATISSE, Camille LIBRE, Serena BERNACCHI, Roland MARQUET & Jean-

Christophe PAILLART 

 
 La traduction eucaryote est un processus complexe composé de trois étapes principales : 

l’initiation, l’élongation et la terminaison. Lors d’infections par des virus à ARN et à ADN, la traduction 

eucaryote est utilisée afin d’assurer la synthèse optimale des protéines virales. Le virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH-1) utilise plusieurs voies non canoniques pour traduire ses propres 

protéines, telles que le leaky-scanning, le frameshift, le shunt et des mécanismes indépendants de la 

coiffe. De plus, le VIH-1 se sert de la machinerie de la traduction en ciblant des facteurs clés et 

surmonte les obstacles affectant la traduction. Dans cette revue, nous décrivons comment les 

protéines du VIH-1 ciblent plusieurs composés de la machinerie de la traduction eucaryote ce qui 

favorise la traduction virale et la réplication.   
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Abstract: Eukaryotic translation is a complex process composed of three main steps: initiation, 

elongation, and termination. During infections by RNA- and DNA-viruses, the eukaryotic 

translation machinery is used to assure optimal viral protein synthesis. Human 

immunodeficiency virus type I (HIV-1) uses several non-canonical pathways to translate its 

own proteins, such as leaky scanning, frameshifting, shunt, and cap-independent mechanisms. 

Moreover, HIV-1 modulates the host translation machinery by targeting key translation factors 

and overcomes different cellular obstacles that affect protein translation. In this review, we 

describe how HIV-1 proteins target several components of the eukaryotic translation 

machinery, which consequently improves viral translation and replication. 

Keywords: HIV-1; translation; auxiliary proteins; IRES; leaky-scanning; frameshift; 

ribosome shunting 
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1. Introduction 

 

Eukaryotic translation is a complex process orchestrated by a wide range of players, including several 

protein factors and three classes of RNA (ribosomal RNA (rRNA), transfer RNA (tRNA), and 

messenger RNA (mRNA)). This process is comprised of three main steps: initiation, elongation and 

termination. Immediately after transcription, mRNAs are maturated and exported through the nuclear 

pores to the cytoplasm. Once in the cytoplasm, cap-dependent translation is initiated by the recruitment 

of the small ribosomal subunit (40S), which scans along the mRNA until it finds an initiation codon. 

At this point, the large ribosomal subunit (60S) is engaged to decode the mRNA and assembles amino 

acids to synthesize proteins. The elongation step is completed when the ribosome reaches a stop codon 

that triggers the termination step. Finally, the components of the translational machinery are recycled 

for further protein translation. 
 
Optimal viral protein synthesis often occurs at the expense of cellular proteins and many viruses have 

evolved mechanisms that redirect and control the eukaryotic translational machinery. In these cases, 

viral factors can target the initiation, elongation and termination steps through interactions with key 

translation factors and mechanisms, which interfere with or disrupt the host translation machinery. 
 
The HIV-1 proteins are mainly synthesized by a cap-dependent mechanism. Nonetheless, different 

pathways such as leaky scanning, frameshifting, ribosome shunting, and cap-independent mechanisms 

are used to complete translation of the viral proteome. Moreover, HIV-1 has evolved sophisticated 

strategies to overcome cellular barriers that affect viral protein translation. This is the case of 

ribosomal scanning inhibition due to highly structured RNA elements and cap-dependent translation 

inhibition triggered by host immune responses. In this review, we focus on the HIV-1 functions that 

are essential to control the cellular translation apparatus in order to improve translation of viral 

proteins at the expense of cellular factors. 

 

2. Overview of Eukaryotic Translation 

 

2.1 Translation Initiation 

 

2.1.1. Pre-Initiation Complex Assembly and mRNA Activation 

 

Prior to translation initiation, the 5'-end of nascent mRNAs are capped with a 7-methylguanosine 

(m
7
G) and subsequently polyadenylated at their 3'-end immediately after transcription. The m

7
G cap is 

then recognized by the cap-binding complex (CBC), which is composed by the cap-binding proteins 

80 and 20 (CBP80/20) [1]. Messenger RNA export effectors (exon-exon junction complex (EJC) and 

SR proteins) are then loaded on mature mRNA molecules during the splicing events. These adaptors 

molecules allow the recruitment of the NXF1/NXT1 heterodimer, which mediates the export of the 

messenger ribonucleoprotein (mRNP) from the nucleus to the cytoplasm through the nuclear pores via 

interactions with nucleoporins [2,3] (Figure 1, steps 1–2). 
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Figure 1. Eukaryotic translation initiation. mRNA maturation and nuclear export precede 

translation initiation (steps 1 and 2). Once in the cytoplasm, mRNA is activated (step 3) and 
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43S PIC formation takes place (step 4 to 5). The mRNA recruits the 43S PIC and scanning 

begins until an initiation codon is detected (step 6). At this point, the 48S initiation complex is 

formed and the 60S subunit is recruited to form the ribosome 80S complex (step 7 to 9). HIV-1 

viral functions important to control the eukaryotic translation initiation are shown. (A) Unspliced 

and singly-spliced viral mRNAs could be translated due to the ability of the CBC to activate 

mRNA during translation initiation (green line); (B) HIV-1 protease partially inhibits translation 

initiation by targeting PABP, eIF3 and eIF4G (red lines); (C) Vpr-induced G2/M arrest indirectly 

inhibits host protein translation by targeting eIF4E activity (red line); (D) HIV-Tat protein and 

high concentration of HIV-1 TAR element indirectly promote viral translation by blocking PKR 

activity (red line). PKR phosphorylates eIF2α to block its recycling for ongoing translation, 

resulting in a potent translation inhibition of cellular and viral mRNA. 

 

Once in the cytoplasm, mRNAs undergo a CBC-mediated pioneer round of translation, which is important 

for the quality control of the transcript [4]. CBC is then displaced from the m
7
G and mRNAs are activated 

by the eukaryotic initiation factor 4F complex (composed of eIF4E, eIF4G and eIF4A) and eIF4B (Figure 

1, step 3). Thus, mRNA acquires a “closed-loop” structure, required for an optimal mRNA recruitment into 

the 43S pre-initiation complex (PIC) (Figure 1, step 6). This conformation is achieved by the simultaneous 

binding of PABP (Poly(A)-binding protein) and eIF4E to eIF4G [5]. 
 
In parallel, ternary complex (TC) formation occurs through the assembly of the initiator methionyl-

tRNA (Met-tRNAi
Met

), eIF2 and a GTP molecule (Figure 1, step 4). The TC is then recruited to the 

ribosomal subunit 40S to assemble the 43S PIC (Figure 1, step 5). In this process, other eIFs (eIF1, 

1A, 3 and 5) are required to promote TC binding to the 40S subunit [6]. 

 

2.1.2. Initiation Codon Recognition and 80S Complex Formation 

 

Once the mRNA has been loaded on the 43S PIC, this complex scans the 5' untranslated region (5'UTR) 

until it recognizes a start codon (AUG) by complementarity with the anticodon of the Met-tRNAi. To 

prevent incorrect base pairing of the Met-tRNAi to a non-AUG codon and to promote recognition of the 

correct start codon, 43S PIC employs a discriminatory sequence-based mechanism. This permissive 

sequence (GCC(A/G)CCAUGG) surrounding the start codon is termed Kozak consensus sequence and is 

principally composed of a purine at position −3 and a G at position +4 (the A of the AUG codon is 

designated as +1) [7–9]. Once the AUG start codon has been recognized and the 48S complex formation 

has been accomplished, eIF1 is ejected from the scanning complex (Figure 1, step 7) [10]. This in turn 

triggers hydrolysis of eIF2-bound GTP and Pi release by the eIF5 GTPase activity. 
 
These events cause the transition from an “open” to a “closed” conformation of the scanning complex, 

which stabilizes the binding of the Met-tRNAi with the AUG start codon [11]. At this point, the remaining 

factors are dissociated to allow the joining of the 60S subunit and 80S complex formation (Figure 1, step 

8). This process is mediated by eIF5B which causes the dissociation of eIF3, eIF4B, eIF4F and eIF5, and 

eIF5B self-dissociates from the assembled 80S ribosome by its GTPase activity [12]. This reaction also 

triggers the release of eIF1A to finally forms an elongation competent 80S ribosome (Figure 1, step 9) [13]. 
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2.2. Translation Elongation and Termination 

 

After the AUG start codon has been identified and the formation of the 80S ribosome has been 

achieved, translation elongation begins [13]. 80S ribosome decodes the mRNA sequence and mediates 

the addition of amino acids to elongate the growing polypeptide chain. Elongation is accomplished by 

the eukaryotic elongation factors eEF1 (composed of eEF1A and eEF1B) and eEF2 (Figure 2) [14,15]. 

The eEF1A-GTP complex carries each aminoacylated tRNA to the 80S ribosome A site where it 

builds codon-anticodon interactions (Figure 2, step 1). After 80S ribosome-catalyzed peptide bond 

formation (Figure 2, step 2), eEF2 mediates 80S ribosome translocation through GTP hydrolysis 

(Figure 2, step 3) and the next round of amino acid incorporation begins (Figure 2, step 4). 
 
Polypeptide elongation continues until a stop codon triggers the translation termination step. This 

process is mediated by the eukaryotic translation termination factors eRF1 and eRF3 [16]. The eRF1 

factor mediates stop codon recognition, while eRF3 potently stimulates peptide release. After protein 

release, eRF1 remains bound to the post-termination complex (post-TC), and in conjunction with the 

ATP-binding cassette protein ABCE1, dissociates the post-TC into the 60S subunit, and the tRNA- and 

mRNA-bound 40S subunit [17]. 

 

3. HIV-1 Takes Advantage of the Host Translation Machinery 

 

3.1. Overcoming Ribosome Scanning Barriers 

 

All spliced and unspliced HIV-1 transcripts possess the same 289 nt long 5'UTR. Because this region 

presents several highly structured motifs such as the trans-activation responsive (TAR) RNA element, 

the unwinding step of the ribosomal scanning process is expected to be inefficient [18]. Soto-Rifo et 

al. [19] have shown that RNA helicase DDX3 is required in order to overcome this constraint. DDX3 

directly binds to the HIV-1 5'UTR and interacts with eIF4G and PABP to promote translation initiation 

of HIV-1 genomic RNA [19], and mediates pre-initiation complex assembly in an ATP-dependent 

manner. In this process, the HIV-1 genomic RNA seems to be located in large cytoplasmic RNA 

granules alongside with DDX3, eIF4G and PABP, but not with CBP20/80 and eIF4E [20]. 
 

In vitro experiments revealed that cytoplasmic DDX3 is able to bind the m
7
G cap independently of 

eIF4E, showing that DDX3 could promote the formation of a pre-initiation complex in the absence of 

eIF4E. Thus, DDX3 substitutes for eIF4E to stimulate compartmentalized translation initiation of HIV-

1 unspliced mRNA [20]. Groom et al. [21], by using an in vitro transcription/translation assay from 

rabbit reticulocyte lysates, have demonstrated that Rev, which interacts with DDX3, stimulates 

translation of HIV-1 mRNAs at low concentration. This stimulation is dependent on a Rev binding 

site, in addition to the RRE, present in the internal loop B of stem-loop 1 (SL1) of HIV-1 RNA 

packaging signal [22]. On the contrary, at a high concentration, Rev inhibits mRNA translation in a 

non-specific manner. In this process, Rev may bind mRNAs and block ribosomal scanning by a 

mechanism that remains to be elucidated [21]. Lai et al. [23] have shown that DDX3 is recruited to the 

TAR region through the interaction with the Tat protein in order to promote HIV-1 mRNA translation. 
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Figure 2. Eukaryotic translation elongation. eEF1A-GTP transports the aminoacylated 

tRNAs into the A site of the 80S ribosome and eEF1A-GDP is re-activated by eEF1B (step 

1). The 80S ribosome-mediated peptide bond formation (step 2) precedes ribosome 

translocation mediated by eEF2 (step 3). Finally, the ribosome begins another cycle of 

peptide elongation (step 4). HIV-1 viral functions important to control the eukaryotic 

translation elongation are shown. (A) HIV-1 Pr55
Gag

 interacts with eEF1A and induces 

translation inhibition (red line); (B) HIV-1 Nef protein also interacts with eEF1A and 

mediates a nucleocytoplasmic relocalization of eEF1A (red line); (C) The HIV-1 RTC 

recruits eEF1 to stimulate late steps of the HIV-1 reverse transcription process (green line). 
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Other cellular proteins also bind the TAR element and promote viral translation. RNA Helicase A 

(RHA) binds to the TAR region in vitro and in vivo enhancing HIV-1 LTR-directed gene expression 

and viral production [24]. Dorin et al. [25] showed that the TAR RNA-binding Protein (TRBP) 

promotes translation of TAR-bearing RNAs independently of its ability to inhibit protein kinase RNA-

activated (PKR). Other RNA-binding proteins have been shown to stimulate HIV-1 translation. This is 

the case with Staufen [26] and La autoantigen [27]. Both proteins stimulate translation of TAR-

containing reporter transcripts. 

 

3.2. The Vpu-Env Bicistronic mRNA: Modulation of Ribosome Scanning Process 

 

As many other viruses, HIV-1 optimizes its genome coding capacity by translating different proteins 

from a common mRNA. This is the case of the bicistronic vpu-env mRNA which encodes both Vpu 

and Env proteins [28,29]. The coding sequences of Vpu and Env proteins are arranged so that the Vpu 

Open Reading Frame (ORF) precedes the Env coding sequence (Figure 3). Schwartz et al. [28,29] 

showed that the Env protein is synthesized by a leaky scanning mechanism in which the 43S PIC 

passes through the Vpu start codon. According to these authors, this modulation of the 43S PIC 

scanning process is achieved because the Vpu initiation codon is surrounded by a weak Kozak context 

[28,29]. As a result, mutations of the Vpu initiation codon that improve its Kozak context inhibit Env 

translation from the bicistronic vpu-env mRNA [28,29]. 
 
In contrast, by studying the 5'UTR of 16 alternatively spliced Env mRNAs, some of which also 

including the extra upstream Rev initiation codon, Anderson et al. [30] demonstrated that mutations in 

the upstream AUG codons of the Env ORF had little effect on Env synthesis. This suggests that Env 

translation is achieved via a discontinuous scanning mechanism such as ribosome shunting, a process 

in which the ribosome bypasses parts of the 5'UTR to reach a start codon. Indeed, Krummheuer et al. 

[31] reported that translation of Env protein was inconsistent with the leaky scanning model. Instead, 

Env translation is stimulated by a six-nucleotide upstream ORF (uORF) (Figure 3), which is located in 

the vpu start codon region. uORFs are short open reading frames located within the 5'UTR of a 

mRNA. Mutations of the start and stop codons of this uORF reduced Env protein translation five-fold 

[31]. The authors suggest that this uORF acts as a ribosome pausing site supporting the ribosome 

shunting model [31]. 

 

3.3. The Fate of Unspliced HIV-1 mRNA 

 

3.3.1. Cap- and IRES-Dependent Translation Initiation 

 

The HIV-1 unspliced mRNA can initiate translation of Gag and Gag-Pol polyproteins either by a 

classical cap-dependent mechanism or by Internal Ribosome Entry Sites (IRES) [32–35]. Cap-

dependent translation of HIV-1 unspliced mRNA has been observed in vitro [35] and ex vivo [33,36]. 

As described above, cap-dependent translation initiation relies on the recognition of the 5'UTR cap 

structure by the eIF4F complex to promote the recruitment of 43S PIC (Figure 1). 
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Figure 3. The HIV-1 vpu-env bicistronic mRNA. A schematic diagram of the HIV-1 provirus 

genome is presented along with its primary 9 kb mRNA transcript. The vpu-env bicistronic mRNA is 

formed after splicing of the 9 kb mRNA. Start codon sequences of both vpu and env ORFs are 

presented and the upstream ORF that stimulates Env translation is boxed in green. 

 

IRESs present in several viral mRNAs (mainly picornaviruses and Hepatitis C virus) overcome a 

global translation down-regulation established by the cell during viral infection. The HIV-1 genomic 

mRNA presents two IRESs: one in the viral 5'UTR, named HIV-1 IRES [32] and a second within the 

gag coding region, known as HIV-1 Gag IRES [37] (Figure 4). The HIV-1 IRES has been 

characterized in a proviral wild-type HIV-1 clone (pNL4.3) [32], but also in the CXCR4 (X4)-tropic 

primary isolate HIV-LAI [38], and in viral RNA isolated from clinical samples [39], demonstrating the 

importance of these elements in HIV-1 replication. The cap structure and the HIV-1 IRES both drive 

translation of pr55
Gag

 and pr160
Gag/P

°
l
. The minimal active HIV-1 IRES is harbored within the region 

spanning nucleotides 104 to 336 [32]. This region also contains several RNA motifs involved in 

different functions of the HIV-1 life cycle (Figure 4). 
 
The HIV-1 IRES has been shown to be implicated in different cellular states in which cap-dependent 

translation initiation is inhibited [18]. Monette et al. [34], by using in vitro artificial systems and HIV-1-

expressing cells, reported that Pr55
Gag

 translation was preserved at 70% when eIF4G and PABP, two main 

components of the cap-dependent translation initiation, were targeted by picornavirus proteases. Using a 

similar system, Amorim et al. [40] showed that HIV-1 protein synthesis is highly dependent on cap-

initiation the first 24–48 h of viral replication, while at later time points IRES-dependent translation is 

needed to ensure viral particles production. HIV-1 IRES also drives viral structural protein synthesis during 

the G2/M cell cycle transition [32,41] and is stimulated by oxidative stress [38]. 
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Figure 4. HIV-1 IRESs. HIV-1 IRES and HIV-1 Gag IRESs are represented. The 43S pre-initiation 

complex can mediate both cap-dependent and IRES-mediated translation initiation. 

 

Although the molecular mechanism of the HIV-1 IRES-mediated translation remains largely unknown, 

Plank et al. [42] demonstrated that the HIV-1 IRES is cell type-specific. Using a plasmid encoding a 

dual-luciferase reporter mRNA, the authors showed that the HIV-1 IRES activity was 4-fold higher in 

Jurkat T-cells than in HeLa cells. Based on the fact that all spliced and unspliced HIV-1 transcripts 

possess the same 289 nt long 5'UTR, the authors also demonstrated that vif, vpr, vpu, and nef 

transcripts can initiate translation by an IRES. Interestingly, despite the fact that all HIV-1 constructs 

contain the same 5' leader region, the IRES activity of these transcripts differ from the IRES-

containing gag transcript [42]. Based on these results, Plank et al. [42] proposed a model in which the 

structure of the 5' leader region adopts several conformations to stimulate different processes in the 

viral replication cycle, such as RNA dimerization prior to packaging or IRES-mediated translation. 

Thus, cell type-specific ITAFs (IRES Trans-Acting Factors) could promote the structural conformation 

of the 5' leader region required for an optimal IRES activity. In vif, vpr, vpu or nef transcripts, the 

specific ITAFs bind regions of the 5'UTR common to all these transcripts to form a “Core IRES” that 

stimulate IRES-mediated translation. However, the IRES activity of these transcripts could be 

regulated by specific RNA sequences present downstream of the common 5'UTR [42]. 
 
Several cellular proteins have been reported as cellular factors increasing the HIV-1 IRES activity [18]: 

eIF5 [43], the heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNP A1) [44] and the Rev-cofactors DDX3 

and hRIP [43]. On the contrary, the human embryonic lethal abnormal vision (ELAV)-like protein (HuR) 

has been identified as a negative regulator of the HIV-1 IRES activity [45]. Cis-acting elements have also 

been shown to negatively modulate HIV-1 IRES activity. Brasey et al. [32] showed that the Gag ORF 

impacts the HIV-1 IRES-mediated translation initiation in the context of a bi-cistronic mRNA. Gendron et 

al. [38] identified another region located upstream of the PBS, the IRES negative element (IRENE) that 

also negatively regulates the HIV-1 IRES activity (Figure 4). Recently, it was shown that the instability 

element 1 (INS-1), a cis-acting regulatory element present within the gag ORF, also inhibits HIV-1 IRES 

activity (Figure 4) [46]. Furthermore, several HIV-1 IRES ITAFs have been identified from G2/M-arrested 

cell extracts [41], including proteins that have already been identified to have a role in 
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HIV-1 replication, such as the high mobility group protein HMG-I/HMG-Y (HMG-I(Y)) [47] or the 

activated RNA polymerase II transcriptional co-activator p15 [48]. 
 

The HIV-1 Gag IRES mediates translation of both full length Pr55
Gag

 polyprotein and a N-truncated 

40-kDa Gag (p40) isoform lacking the matrix domain [37,49]. Despite the fact that p40 is produced at 

a much lower level than Pr55
Gag

, this protein seems to be important in wild-type replication of HIV-1 

in cultured cells [37]. Expression of p40 has also been observed in all HIV-1 clinical isolates from a 

large cohort of patients (n = 100) [18]. 

 

3.3.2. Ribosomal Frameshift 

 

The Gag-Pol polyprotein, which is synthesized at a ~1/10 ratio compared to Gag, is translated via a −1 

nucleotide ribosomal frameshift [50,51]. This process is regulated by two main factors, a slippery 

heptanucleotide sequence (UUUUUUA) where the frameshift takes place, and a downstream RNA element 

called the frameshift stimulatory signal (FSS) that controls the frameshift efficiency (Figure 5) [52]. The 

shift places the gag termination codon into an out-of-frame context and translation continues toward the 

downstream pol sequence [50,51]. The structure of the FSS and its mechanistic mode of action are not well 

understood. It has recently been proposed that the −1 frameshift is promoted by 4 pseudoknots (PK1-4) 

present in the FSS [53,54]. However, ex virio SHAPE (Selective 2'-Hydroxyl Acylation analyzed by 

Primer Extension) experiments [55] and frameshifting assays [56] do not support this model. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 5. HIV-1 Ribosomal frameshift. A schematic diagram of the −1 nucleotide ribosomal 

frameshift. This process is mediated by a slippery heptanucleotide sequence (UUUUUUA) 

where the frameshift takes place, and an RNA element called the frameshift stimulatory signal 

(FSS). 

 

The most widely accepted model suggests that −1 frameshift is triggered when the FSS forces a small 

portion of the 80S complexes to make a pause. This pause forces the 80S complexes to shift one nucleotide 

backwards into the pol sequence [57–59]. Léger et al. [57] have proposed a model in which, after release of 

the eEF2-GDP complex from the ribosome, the two tRNAs cannot be translocated by three nucleotides 

(from P/A to E/P sites). Instead the two tRNAs are translocated only by two nucleotides due to the FSS. 

Consequently, the two tRNAs are trapped in an intermediate translocation state and frameshift is achieved 

[57]. This is supported by the cryo-EM structure resolved by Namy et al. [58], in 
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which the ribosome is stalled by the presence of the FSS. Additionally, Mouzakis et al. [56] have 

demonstrated that the base pairs important for this process are located at an 8 nt distance from the 

slippery sequence, which is consistent with the paused-ribosome model. 
 
Further studies have shown that the highly structured TAR element and the Tat protein modulate 

ribosomal frameshift [60,61]. Charbonneau et al. [61] demonstrated that the presence of the HIV-1 

5'UTR in a reporter mRNA increases the −1 frameshift efficiency fourfold in Jurkat T-cells, compared 

to a control reporter with a short unstructured 5'UTR. This is associated with the presence of the TAR 

region within the 5'UTR [60,61]. This region slows down the rate of translation initiation during cap-

dependent translation. As a consequence, the distance between ribosomes is larger and the FSS has 

more time to refold [60,61]. Thus, a structured FSS is required for an optimal −1 frameshift process. 

The increase in the −1 frameshift efficiency is antagonized by the HIV-1 Tat protein, which indirectly 

destabilizes TAR structure by increasing recruitment of RNA helicases, such as DDX3 [23]. 

Moreover, Lorgeoux et al. [62], using a dual-luciferase reporter assay, showed that the helicase 

DDX17 is required for −1 frameshift and for maintaining proper ratios of Gag vs. Gag-Pol proteins. 

 

3.4. Redirecting mRNA Activation 

 

In the G2/M phase of the cell cycle, cap-dependent translation is down-regulated by a cascade of 

events that lead to the disruption of the eIF4F complex, and thereby inhibition of the mRNA activation 

step (Figure 1, step 3) [63]. In this process, formation of the eIF4F complex is prevented by targeting 

of eIF4E. This factor is regulated by a family of translation inhibitor proteins, named the eIF4E-

binding proteins (4E-BPs). After hypophosphorylation, 4E-BPs compete with eIF4G for the same 

binding site on eIF4E, preventing eIF4F complex assembly [63,64]. 
 
In HIV-1-infected cells, viral proteins alter cell function by affecting different cellular pathways. HIV-

1 viral protein R (Vpr) has been identified as a viral protein capable of arresting cells in the G2/M 

phase. Vpr mediates G2/M arrest via a complex signaling cascade involving activation of the ataxia 

telangiectasia mutated and Rad3-related kinase (ATR) [65]. Vpr-induced G2/M arrest also inhibits 

host protein translation by a process involving the regulation of eIF4E activity (Figure 1C) [66]. 
 
Despite the global reduction of host protein synthesis by Vpr-induced G2/M arrest, translation of HIV-1 

structural proteins is maintained [58]. RNA-coimmunoprecipitation experiments showed that full-length 

unspliced HIV-1 genomic RNA and singly spliced mRNAs are associated with CBC in contrast to multi-

spliced viral and cellular mRNAs that are associated with eIF4E. Moreover, unspliced and singly-spliced 

viral mRNAs retain their interaction with CBC during translation and packaging. Based on these 

observations, Sharma et al. [66] hypothesized that unspliced and singly-spliced viral mRNAs are translated 

due to the ability of the CBC to activate mRNA during initiation (Figure 1A). Thus, CBC retention could 

allow viral protein synthesis while the global protein translation is inhibited by an eIF4E decrease. 
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3.5. Targeting Cellular Translation Factors 

 

During the HIV-1 replication cycle, viral proteins inhibit different translation factors. This is the case of the 

HIV-1 protease, which partially impairs cap-dependent protein translation, in addition to its main function 

during virion maturation. Ventoso et al. [67] were the first to report that HIV-1 protease is able to cleave 

the initiation factor eIF4G in cellula (Figure 1B), by using HIV-1 C8166 target cells. Further studies using 

rabbit reticulocyte lysates have demonstrated that HIV-1 protease not only cleaves eIF4G but also PABP 

(Figure 1B) [68–70]. Degradation of eIF4G and PABP leads to an inhibition of the cap-and PABP-

dependent translation initiation [67–70]. Jäger et al. [71] reported that the HIV-1 protease also cleaves 

eIF3d (Figure 1B), a subunit of eIF3. This cleavage presents a similar efficiency to the one of the Pr55
Gag

. 

This may also promote inhibition of cap-dependent protein synthesis. 
 
In the early phases of HIV-1 replication, the HIV-1 TAR RNA element activates PKR, which mediates 

host translation inhibition [72]. PKR interacts with the TAR element, inducing PKR dimerization, auto-

phosphorylation and activation. Activated PKR phosphorylates the alpha subunit of eIF2 (eIF2α), blocking 

its recycling for ongoing translation, resulting in a potent translation inhibition of cellular and viral mRNA 

[73]. HIV-1 indirectly prevents phosphorylation by targeting PKR. Indeed, the HIV-1 Tat protein directly 

interacts with PKR, thus, preventing auto-phosphorylation (Fig 1D) which is essential for function [72,74]. 

Moreover, during the late events of HIV-1 replication, PKR activity is inhibited by the high concentration 

of the HIV-1 TAR element (Fig 1D). Studies with TAR and other RNAs showed that high concentration of 

double-stranded RNA (dsRNA) inhibits PKR dimerization and therefore its activation [75]. PKR activation 

is further inhibited by HIV-induced mechanisms involving the cellular factors TRBP, Adenosine 

deaminase ADAR1 and a change in PACT function [72,76]. 
 
Moreover, by using a yeast two-hybrid screen assay, Cimarelli and Luban [77] reported that the HIV-1 

Pr55
Gag

 binds to eEF1A through its matrix (MA) and nucleocapsid (NC) domains. They demonstrated that 

this interaction requires RNA, and suggested that tRNA could probably mediate this interaction since both 

NC and eEF1A have been shown to bind tRNAs [78,79]. Thus, as cellular concentration of Pr55
Gag

 

increases in the cell, Pr55
Gag

 association with eEF1A-tRNA complexes may induce translational inhibition 

(Figure 2A). As a consequence of this inhibition, viral genomic RNA could be released from the translation 

machinery. Subsequently, Pr55
Gag

 interaction with the genomic RNA may lead to a further viral translation 

inhibition, thus stimulating RNA packaging into virions [77]. The authors also showed that both eEF1A 

and a truncated form of eEF1A of 34 to 36 kDa are incorporated into virions. In addition, eEF1A can also 

interact with the cellular cytoskeleton, suggesting a possible role of eEF1A in virion assembly and budding 

[80]. Despite these reports, direct evidence for a role of eEF1A in RNA packaging, virion assembly or viral 

particle budding remains to be demonstrated [81]. 
 

Similar to Pr55
Gag

, HIV-1 Nef protein also interacts with eEF1A and forms a Nef/eEF1A/tRNA complex. 

Thus, Nef mediates a nucleocytoplasmic relocalization of eEF1A and tRNAs to prevent stress-induced 

apoptosis in primary human macrophages (Figure 2B) [82]. Moreover, Warren et al. [83] have reported 

that the HIV-1 reverse transcription complex (RTC) recruits eEF1 to stimulate late steps of the HIV-1 

reverse transcription process (Figure 2C). The eEF1 factor binds to the HIV-1 RTC through an interaction 

with reverse transcriptase (RT) and integrase (IN). This association enhances the stability of the RTC in the 

cytoplasm [83]. Nevertheless, further studies will be needed to establish whether eEF1 functions 

synergistically with the components of the RTC, or independently during reverse transcription. 
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3.6. Inhibiting APOBEC3G Translation 

 

APOBEC3G (apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3G, or A3G) is a 

restriction factor that impairs HIV-1 replication [84]. A3G is incorporated into viral particles and during 

reverse transcription in the target cells, it converts cytidines into uridines in the (−) strand DNA. This will 

generate further reverse transcription and integration defects and potentially produce non-functional viral 

proteins. HIV-1 counteracts this cellular factor by at least two pathways involving the HIV-1 viral 

infectivity factor (Vif). First, binding of Vif to A3G allows the recruitment of an E3 ubiquitin ligase that 

mediates the poly-ubiquitination of A3G and its degradation through the proteasome pathway. Second, Vif 

impairs the translation of A3G mRNA through a putative mRNA-binding mechanism [85,86]. 
 
Mariani et al. [87] were the first to observe that Vif inhibits A3G translation and suggested that this 

repression may contribute to the reduction of A3G encapsidation. The authors reported that Vif causes a 

4.6 fold reduction in A3G synthesis by pulse-chase metabolic labeling experiments. Additionally, Kao et 

al. [88] showed that Vif causes the reduction of cell-associated A3G by 20%–30% compared to up to 50-

fold reduction in virus-associated protein. This result supports the idea that Vif functions at different levels 

to reduce the intracellular levels of A3G. A3G translational inhibition was finally confirmed by Stopak et 

al. [89]. By using kinetic analyses and in vitro transcription-translation experiments, the authors showed 

that Vif was capable of impairing A3G translation by approximately 30%–40% [89]. 
 
Based on these observations, we recently showed that Vif binds to A3G mRNA and inhibits its 

translation in vitro [86]. Indeed, filter binding assays and fluorescence titration experiments revealed 

that Vif tightly binds A3G mRNA. We also demonstrated that Vif is able to inhibit A3G translation in 

in vitro-coupled transcription/translation assays. In these experiments, Vif caused a two-fold reduction 

of A3G translation in a 5'UTR-dependent manner, most likely through mRNA binding and/or through 

its RNA chaperone activity [90,91]. These observations show that HIV-1 not only targets the host 

translational machinery to improve translation of its own proteins, but also inhibits translation of the 

host restriction factor A3G. 

 

4. Concluding Remarks 

 

HIV-1 has evolved several mechanisms that control the host translation machinery and overcome different 

obstacles in the cell, such as ribosomal scanning inhibition due to highly structured RNA elements and cap-

dependent translation inhibition triggered by host immune responses. During this antiviral state triggered 

by the cell, HIV-1 proteins interact with the eukaryotic translation apparatus in different ways. Thus, these 

mechanisms not only promote translation of HIV-1 proteins, but also guarantee the fitness of newly 

produced viral particles by inhibiting A3G incorporation. It seems that the sophisticated functions 

presented in this review only represent a fraction of the strategies that have evolved by HIV-1 interaction 

with cellular functions, leading to a control of the host translation machinery during viral replication. 

Indeed, Jäger et al. [71] reported 497 interactions between 16 HIV-1 proteins and 435 human proteins. In 

addition, genome-wide techniques such as ribosome profiling [92] and/or iCLIP (individual-nucleotide 

resolution UV cross-linking and immunoprecipitation) [93] could be used, for example to identify HIV-1 

Vif mRNA targets and to understand how this protein inhibits translation of specific genes. Identifying 



66 
 

Viruses 2015, 7 212 
 
 

which cellular proteins of the translational eukaryotic machinery are targeted by HIV-1 will be crucial 

for a global understanding of the HIV-1 replication. 
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 Traduction des facteurs APOBEC3F/G 
 

En 2003, deux études ont suggéré que Vif peut inhiber la traduction d’A3G (Mariani 

et al 2003 ; Kao et al 2003 ; Stopak et al 2003). En effet, à travers des expériences de 

transcription et de traduction in vitro, les auteurs ont montré une nette diminution de 

l’expression d’A3G en présence de Vif ainsi qu’en présence d’un inhibiteur du protéasome 

appelé époxomycine (figure 24). De plus, cette inhibition ne semble pas dépendre ni de la 

stabilité d’A3G, ni de celle de son ARNm. Cependant, ces auteurs ont utilisé un vecteur 

d’expression d’A3G ne contenant pas les régions non traduites de l’ARNm d’A3G. Etant 

donné l’importance des UTR dans la régulation de la traduction des ARNm, notre laboratoire 

s’est intéressé à leur rôle dans l’inhibition de la traduction d’A3G par Vif. 

 

Figure 24 : Transcription/traduction d’A3G in vitro en présence/absence de Vif (Stopak et al 2003) 

La protéine Vif et la contrôle GST ont été ajoutés au mix transcription/traduction d’A3G en présence ou en 
absence de 5 µM d’époxomycine. Les protéines ont été séparées sur gel SDS-PAGE puis analysées par 
autoradiographie. L’intensité relative des bandes a été quantifiée et les échantillons en absence de Vif ont été 
normalisés à 1. 

 
L’équipe a tout d’abord montré que Vif est capable de se lier directement à l’ARNm 

d’A3G et inhibe sa traduction in vitro en réticulocytes de lapin de façon UTR-dépendante 

(Mercenne et al 2010 ; figure 25). De plus, des approches biochimiques et biophysiques ont 

permis de mettre en évidence des interactions spécifiques de Vif avec les régions 5’ et 3’ 

UTR de l’ARNm d’A3G. Des expériences de cartographie chimique et enzymatique réalisées 

sur les UTR de l’ARNm ont montré une structuration en trois domaines tige-boucle séparés 

par des séquences simple brin (figure 26) (Mercenne et al 2010), et de nombreux sites de 

fixation de Vif ont été observés aussi bien sur la 5’ que sur la 3’UTR (figure 26). A noter que 
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Vif est également capable de se fixer à la région 5’UTR de l’ARN génomique du VIH-1 

(Bernacchi et al 2007).    

 

 

Figure 25 : Expériences de traduction in vitro d’A3G WT et UTR en présence de Vif (Mercenne et al 2010) 

Les protéines A3G provenant des constructions A3G sauvage et UTR ont été synthétisées en présence de Vif 
ainsi qu’en présence ou en absence d’un inhibiteur du protéasome (MG132). Les expériences de traduction ont 
été analysées à différents temps d’incubation (15, 30, 45 et 60 min).  

 

Récemment, notre équipe a mis en évidence la présence d’une séquence uORF 

(upstream Open Reading Frame) dans la 5’UTR des ARNm d’A3G et d‘A3F (Guerrero S, Thèse 

Université de Strasbourg, 2013). Cette séquence fortement conservée est localisée entre les 

tiges boucles 2 et 3 et code pour un peptide putatif de 23 acides aminés (figure 27). 

Il est intéressant de noter que la présence d’une ou plusieurs uORF situés dans les 

5’UTR des ARNm peut réguler la traduction (Morris et Geballe 2000). En effet, environ 50% 

des gènes de mammifères expriment des ARNm contenant une ou plusieurs uORF en amont 

de l’ORF principal (Calvo et al 2009). Les uORF peuvent avoir une taille minimale de 9 

nucléotides avec une moyenne d’environ 48 nucléotides chez l’homme. De nombreux 

exemples montrent que ces courtes séquences sont des éléments de régulation de la 

traduction et peuvent impacter l’expression des gènes de plusieurs façons, menant dans 

tous les cas à la réduction de l’expression de la protéine codée en aval. Il est estimé que les 

uORF réduisent l’expression protéique de 30 à 80% sans impacter le taux d’ARNm global. 
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Figure 26 : Modèle de structure secondaire des régions 5’ et 3’UTR de l’ARNm d’A3G (Mercenne et al 2010) 

Sites de fixation de Vif 
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Figure 27 : Localisation de l’uORF dans la 5’UTR de l’ARNm d’A3G 

 

La traduction des ARNm contenant une ou plusieurs uORF peut se dérouler via 

différents mécanismes (Barbosa et al 2013) (figure 28). En effet, A) le ribosome peut ne pas 

reconnaître le codon d’initiation de l’uORF et traduire à partir du codon d’initiation de l’ORF 

principal (leaky-scanning), B) les deux sous-unités ribosomiques peuvent se dissocier après 

traduction de l’uORF, C) le peptide codé par l’uORF peut bloquer le ribosome pour empêcher 

la traduction de l’ORF (stalling), D) le codon de terminaison de l’uORF peut être reconnu 

comme codon stop prémature par le système NMD (Nonsense Mediated Decay), E) l’ORF 

principal peut être traduit après un mécanisme de ré-initiation.  

 

De nombreux exemples de traduction de gènes possédant un ou plusieurs uORF ont 

été rapportés. En effet, plusieurs gènes contenant un ou plusieurs uORF ont une traduction 

réduite dans des conditions optimales mais leur expression augmente lors d’un stress. Par 

exemple, le gène GCN4 (General Control protein) qui contient 4 uORF dans sa 5’UTR a un 

taux de traduction beaucoup plus important lors d’un stress induit par le manque d’acides 

aminés (Hinnebusch 2005). La traduction du gène BACE1 (beta-site beta-amyloid precursor  
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Figure 28 : La traduction des ARN contenant une séquence uORF peut se dérouler via des mécanismes 

différents (Adapté de Barbosa et al 2013)  

 

protein (APP)-cleaving enzyme 1) dépend de la phosphorylation du facteur d’initiation eIF2 

(O’Connor et al 2008). En effet, ce gène contenant trois uORF dans sa 5’UTR est activé lors 

de la phosphorylation du facteur eIF2 causée par un manque d’énergie. Enfin, le gène 

AMD1 (Adenosyl Methionine Decarboxylase) impliqué dans la biosynthèse des polyamines 

est également régulé par son uORF (Wethmar 2014). Dans ce cas, le peptide de 6 acides 

aminés codé par l’uORF provoque le blocage du ribosome sur la 5’UTR. Lors d’une grande 

quantité de polyamines, ces protéines favorisent l’interaction entre le ribosome et le peptide 

codé par l’uORF empêchant la terminaison de la traduction de l’uORF et donc induisant la 

voie du NMD.    

 

L’uORF n’est pas toujours traduite 

Les sous-unités ribosomiques se dissocient après traduction de l’uORF 

Le peptide codé par l’uORF réprime la traduction 

Le codon de terminaison de l’uORF est reconnu par le NMD  

L’ORF principal est traduit par ré-initiation 
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Plusieurs facteurs peuvent influencer la traduction de l’ORF en aval de l’uORF. Ainsi, 

l’impact des uORF sur la traduction peut dépendre : 1) de la distance entre la coiffe et le 

codon d’initiation de l’uORF, 2) du contexte Kozak du codon d’initiation de l’uORF (un 

contexte Kozak fort favorise la ré-initiation tandis qu’un contexte faible induit plus 

facilement un leaky-scanning), 3) la taille de l’uORF, 4) la structure secondaire de cette 

région, 5) la conservation de l’uORF, 6) le nombre d’uORF dans la région 5’UTR, 7) la position 

du codon stop de l’uORF et 8) la distance entre les deux ORF (figure 29). 

 

Figure 29 : Facteurs pouvant influencer l’efficacité de la traduction dépendante d’une uORF (Adapté de Barbosa 
et al 2013) 

 

La ré-initiation est un mécanisme pouvant être défini par la capacité de la sous-unité 

40S à reformer un complexe ribosomique capable de ré-initier la traduction au codon 

d’initiation de l’ORF principal après avoir traduit l’uORF. Dans ce cas, l’étape de terminaison 

de la traduction de l’uORF s’effectue avec les facteurs de relargage eRF1 et eRF3 (Jackson et 

al 2012) et le complexe de terminaison n’est pas complètement dissocié. La sous-unité 40S 

reste accrochée à l’ARNm et continue son balayage même en absence du complexe ternaire 

et d’autres facteurs d’initiation. Il a été établi que l’efficacité de la ré-initiation est 

dépendante du temps que met le ribosome pour traduire l’uORF (Somers et al 2013). En 

effet, le taux de ré-initiation diminue lorsque la traduction de l’uORF est ralentie à cause 

d’une forte structure secondaire forçant le ribosome à effectuer des pauses (Kozak 2001). 

 

Etant donné la présence d’une séquence uORF dans la région 5’UTR des ARNm d’A3G 

et d’A3F, il semble intéressant de connaître son impact sur la traduction de ces facteurs de 

restriction mais également de savoir si cette séquence est impliquée dans la régulation 

traductionnelle des ARNm d’A3G et d’A3F par Vif.   

Contexte uAUG  

Taille de l’uORF 

  
Structure secondaire 

  
Conservation 

  
Nombre d’uORF 

  
Position du codon stop  
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intercistronique 
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OBJECTIFS 
 
 

La protéine Vif permet la réplication du VIH-1 dans les cellules cibles en inhibant 

l’action des facteurs de restriction APOBEC3 (A3). Etant donné que les protéines A3G et A3F 

ont la plus forte activité contre ce virus, je me suis donc intéressée à la relation entre Vif et 

ces deux facteurs. Vif inhibe l’action d’A3G et d’A3F par trois mécanismes différents : 1) Vif 

induit leur dégradation par le protéasome via le recrutement d’un complexe E3 ubiquitine 

ligase (Yu et al 2003), 2) Vif détourne le facteur de transcription CBF afin d’inhiber leur 

transcription (Anderson et al 2015) et 3) Vif est capable d’inhiber leur traduction (Kao et al 

2003). Etant donné que le mécanisme précis d’inhibition traductionnelle n’est pas encore 

élucidé, à part le fait que Vif soit capable d’inhiber la traduction de l’ARNm d’A3G de façon 

5’UTR-dépendante in vitro (Mercenne et al 2010), je me suis intéressée à cette dernière voie 

de régulation des facteurs de restriction par Vif. En effet, étant donné l’importance de ce 

nouveau mécanisme dans les résultats préliminaires, il semble nécessaire d’étudier plus en 

détail cette inhibition traductionnelle d’A3G et d’A3F. 

 
Après la découverte d’un petit cadre de lecture ouvert (uORF) dans la 5’UTR des 

ARNm d’A3G et d’A3F, j’ai étudié la manière dont ces protéines sont traduites ainsi que leur 

répression traductionnelle par Vif. L’objectif principal de ce travail de thèse est donc 

d’étudier le mécanisme par lequel Vif inhibe la traduction d’A3G et d’A3F. La séquence uORF 

régule-t-elle la traduction des ARNm d’A3G et d’A3F ? Est-elle importante pour le 

mécanisme d’inhibition traductionnelle ? Quels sont les éléments essentiels à ce 

mécanisme ?  

 

En parallèle de cet objectif, je me suis également intéressée aux domaines de Vif 

impliqués dans ce mécanisme d’inhibition traductionnelle ainsi qu’à l’implication de  

l’interaction Vif-A3G sur ce mécanisme. 
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RESULTATS  
 

I. IMPORTANCE DE LA 5’UTR DANS L’INHIBITION DE LA TRADUCTION 
DU FACTEUR DE RESTRICTION APOBEC3G 
 
 
Article 1: Translational regulation of APOBEC3G mRNA by Vif requires its 5’UTR and 
contributes to restoring HIV-1 infectivity.  
Guerrero Santiago, Libre Camille, Batisse Julien, Mercenne Gaëlle, Richer Delphine, Laumond 
Géraldine, Decoville Thomas, Moog Christiane, Marquet Roland & Paillart Jean-Christophe 

Article soumis à Scientific Report (août 2016) 
 
 La protéine Vif du VIH-1 est une petite protéine basique essentielle pour la 

pathogénicité virale. Vif permet l’infection de cellules non-permissives (telles que les cellules 

cibles naturelles du VIH-1) en contrecarrant les désaminases de cytidines cellulaires 

APOBEC3G (A3G) et A3F par différents mécanismes ce qui réduit leur encapsidation dans les 

particules virales. La dégradation d’A3G induite par Vif via la voie du protéasome a été très 

étudiée, mais peu de choses sont connues sur la répression traductionnelle de l’ARNm 

d’A3G. Ici, nous montrons que deux tiges-boucles contenues dans la 5’UTR de l’ARNm d’A3G 

sont nécessaires pour cette inhibition traductionnelle et que la plupart des sous-types de Vif 

inhibent efficacement la traduction d’A3G. De façon intéressante, la mutation K26R de Vif 

inhibe la dégradation d’A3G par le protéasome mais n’a aucun effet sur l’inhibition 

traductionnelle, ce qui indique que ces mécanismes sont indépendants. Ces deux 

mécanismes comptent pour environ 50% de réduction d’A3G dans la cellule par Vif et 

réduisent son incorporation dans les virions. De manière intéressante, l’inhibition 

traductionnelle d’A3G est suffisante pour restaurer en partie l’infectivité virale en absence 

de la dégradation dépendante du protéasome. Ces résultats montrent que le VIH-1 a 

développé différents mécanismes pour inhiber spécifiquement l’activité antivirale d’A3G.  
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ABSTRACT 

 

The essential HIV-1 viral infectivity factor (Vif) allows productive infection of non-permissive 

cells expressing cytidine deaminases APOBEC3G (A3G) and A3F by decreasing their 

cellular level, and preventing their incorporation into virions. Unlike the Vif-induced 

degradation of A3G, the functional role of the inhibition of A3G translation by Vif remained 

unclear. Here, we show that two stem-loop structures within the 5’-untranslated region of 

A3G mRNA are crucial for translation inhibition by Vif in cells, and most Vif alleles neutralize 

A3G translation efficiently. Interestingly, K26R mutation in Vif abolishes degradation of A3G 

by the proteasome but has no effect at the translational level, indicating these two pathways 

are independent. These two mechanisms, proteasomal degradation and translational 

inhibition, similarly contribute to decrease the cellular level of A3G by Vif and to prevent its 

incorporation into virions. Importantly, inhibition of A3G translation is sufficient to partially 

restore viral infectivity in the absence of proteosomal degradation. These findings 

demonstrate that HIV-1 has evolved redundant mechanisms to specifically inhibit the potent 

antiviral activity of A3G.     
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INTRODUCTION 

The viral infectivity factor (Vif) of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) and related 

lentiviruses neutralizes members of the APOBEC3 (Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, 

catalytic polypeptide-like 3) family of restriction factors, allowing productive viral replication in 

non-permissive cells expressing these factors1-4. Among these cytidine deaminases, 

APOBEC3G (here referred to as A3G), A3F, A3D and A3H efficiently block HIV-1 replication 

after entry5-10. In the absence of HIV-1 Vif, A3G is efficiently incorporated into progeny virions 

through interactions with the nucleocapsid domain of Pr55Gag and/or RNAs11-15. Once a new 

infection is initiated, the incorporated A3G molecules deaminate deoxycytidine to 

deoxyuridine in minus strand viral DNA during reverse transcription, resulting in 

hypermutation of the viral genome. As a result, the HIV-1 proviral DNA is no longer functional 

or/and rapidly degraded6,16-18. Additionally, deaminase-independent activity of A3G/3F has 

been shown to inhibit the accumulation of HIV-1 reverse transcription products and provirus 

integration7,19-22. Both cytidine deamination and inhibition of reverse transcription contribute to 

the antiviral activity of endogenous A3G/A3F proteins in CD4+ T cells23. 

Vif reduces the intracellular A3G levels and its incorporation into viral particles by several 

mechanisms2,4,24. First, it has now been well documented that Vif recruits an E3 ubiquitin 

ligase complex that polyubiquitinates A3G/A3F proteins and targets them for proteasomal 

degradation (25 reviewed in3,4,26). Vif is composed of several highly conserved motifs that form 

discontinuous surfaces, so that Vif can accommodate all A3 proteins and the E3 ligase27,28. 

Moreover, the cellular transcription factor CBF- was identified as a cofactor associated with 

the ubiquitin-like Cul5/Rbx2/EloBC (CRL5) complex and extensive interactions are involved 

in maintaining the binding of Vif and CBF-29-31. CBF- has been shown to stabilize Vif, thus 

allowing efficient degradation of A3G and increasing viral infectivity32-35. Second, it has been 

proposed that Vif could reduce the intracellular level of A3G by affecting its translation36,37. 

However, these studies were performed using expression vectors lacking the authentic 5’ 
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and 3’ untranslated regions (UTRs) of A3G mRNA, which could play key role(s) in A3G 

translation38,39, and they thus may not faithfully recapitulate events occurring with 

endogenous A3G mRNA. Indeed, an in vitro translation study highlighted the importance of 

the 5’-UTRs of A3G mRNA in the inhibition of A3G translation by Vif40,41. However, the 

relative importance of the translational inhibition of A3G by Vif, compared to the well-

documented A3G degradation, and its impact on viral infectivity remained to be established. 

Here, we used several A3G mRNA expression plasmids mutated in their UTRs, with and 

without inhibitors of A3G degradation by the proteasome. Our data show that two stem-loop 

structures in the 5’-UTR of A3G mRNA are required for translational inhibition by Vif. The 

property of Vif to inhibit the translation of A3G is common to a large variety of Vif alleles and 

was also demonstrated in HIV-1 chronically infected H9 cells. In addition, we identified a 

mutation in Vif, K26R, which abolishes degradation of A3G by the proteasome but has no 

effect on the translational repression of A3G, demonstrating that these two pathways are 

independent. These two mechanisms contribute to the decrease of the intracellular level of 

A3G by Vif and to the subsequent A3G incorporation into virions. Importantly, the inhibition of 

A3G translation by Vif is sufficient to partially restore viral infectivity in A3G expressing cells 

in the absence of proteasomal degradation. These findings demonstrate that HIV-1 has 

evolved several redundant mechanisms to specifically inhibit the potent antiviral activity of 

A3G proteins.    

 

RESULTS 

Vif impairs translation of A3G mRNA 

Using an in vitro-coupled transcription/translation assay, we previously pointed out a two-fold 

inhibition of A3G translation by Vif in a 5’-UTR dependent manner40. Our first goal was thus 

to test whether a similar inhibition could be observed in human cell lines. First, we examined 
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the level of A3G expressed in transfected HEK 293T cells from authentic A3G mRNA or from 

mutant mRNAs deleted of their 5’, 3’ or 5’ plus 3’ UTRs (Figure 1 and Figure 2), in presence 

or in absence of Vif expression. To discriminate the effects of Vif on A3G translation from its 

well documented effect on A3G degradation, we performed all experiments in presence or 

absence of a dominant negative mutant of Cul5 (Cul5∆Rbx), which has previously been 

shown to specifically inhibit A3G degradation through the proteasome pathway25, or by using 

ALLN, a potent chemical proteasome inhibitor also used to study A3G proteasomal 

degradation36,37. Moreover, to avoid saturating our system by overexpressed concentrations 

of A3G, we always transfected a pCMV-A3G/pcDNA-Vif (or pNL4.3) ratio of 1/20 (50 ng 

pCMV-A3G)49. 

Immunoblotting of normalized cell lysates with an A3G-specific antibody revealed that the 

expression of A3G from wild-type mRNA was reduced by 60% in the presence of Vif (Figure 

2A, left upper panel and Figure 2B, control histogram for quantitation). When we analyzed 

the UTR-truncated versions of A3G mRNA, we observed a similar decrease when the 3’UTR 

of A3G mRNA was deleted (50-60% decrease) (Figure 2A, right lower panels and Figure 2B, 

control histogram). Remarkably, this decrease was twofold less pronounced (around 30%) 

when the 5’- or both UTRs were deleted (Figure 2A and 2B, control histogram). Interestingly, 

when A3G degradation by the proteasome was blocked by using either a dominant negative 

mutant of Cul5 (Cul5∆Rbx) (Figure 2A and Figure 2B, central histogram) or a chemical 

inhibitor (ALLN) (Figure 2B, right histogram), we still observed a significant decrease of A3G 

(30-40%) expressed from wild-type or ∆3’UTR mRNAs, while no decrease of A3G expressed 

from ∆5’UTR and ∆UTRs mRNAs was observed in the presence of Vif. Consistent with 

previous studies36,37,50. Vif did not affect A3G mRNA levels, which remained constant in all 

conditions and for all A3G mRNA constructs (Figure 2C), indicating that variations of the A3G 

protein level were not due to differential transcription of the vectors or to mRNA degradation. 

Secondly, in order to test the translational effect of Vif in a more physiological context, we  

 



86 
 

 

Figure 1. Schematic representation of A3G constructs used in this study. Wild-type authentic 

A3G mRNA and mutants deleted from their 5’, 3’ or 5’ and 3’-UTRs are represented. Secondary 

structures of the 5’- and 3’UTRs of wild-type A3G mRNA are also indicated with high affinity binding 

sites for Vif depicted in grey. Dotted lines represent the deletions. 

 

directly analyzed the level of A3G expressed in HIV-1 chronically infected H9 cells47 in 

presence or in absence of ALLN proteasome inhibitor (Figure 3). These cells expressed 

normal amounts of viral proteins (Vif and capsid p24) and a higher amount of total 

ubiquinated proteins could be observed when the proteasome was inhibited (Figure 3A). As 

expected from a Vif-induced degradation of A3G, HXB2 infected H9 cells (Vif+) expressed a 

lower level of A3G protein (Figure 3A), with a decrease of about 70% (Figure 3B, left 

histogram). Importantly, inhibition of the proteasome with ALLN did not completely restore 

the expression of A3G, as a 49% inhibition was still observed (Figure 3A and B), suggesting 

that Vif inhibits translation of A3G. We did not observe any effect on the degradation of A3G 

protein, or on the translation of its mRNA, in absence of Vif in this context (NL4.3∆vif 

chronically infected cells) (Figure 3). 
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Figure 2. Vif inhibits A3G translation in a 5’UTR dependent manner. (A) HEK 293T cells were 

transfected with plasmids expressing A3G from different mRNA constructs in the presence or absence 

of Vif expression and in the presence or absence of proteasome inhibitors (Cul5∆Rbx or ALLN). (B) 

Quantification of the relative expression of A3G. (C) Total RNA was extracted from wild-type and 

mutant A3G transfected HEK 293T cells and A3G RT-qPCR was performed to study the relative 

expression of A3G constructs. Standard deviations are representative of at least three independent 

experiments. P-values are indicated as follows: * <0.05, ** <0.01, NS: non significant. 

 

Altogether, these results demonstrate that Vif inhibits A3G translation in H9 infected and HEK 

293T transfected cells in a 5’UTR dependent manner and that this translational inhibition 

could be a quantitatively important mechanism compared to proteasomal degradation. In 
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other words, Vif-induced proteasomal degradation and translational inhibition by Vif are both 

efficient processes. 

 

 

Figure 3. Vif inhibits A3G translation in HIV-1 chronically infected H9 cells. (A) Wild-type and 

chronically infected H9 cells (HXB2 wild-type and HXB2∆vif) were cultured in absence (DMSO) or 

presence of proteasome inhibitor (ALLN) for 18 h and analyzed by western-blot with specific 

antibodies against A3G, Vif, GAPDH, p24 and ubiquitin (see Material and Methods). (B) Quantification 

of the relative expression of A3G. Standard deviations are representative of at least four independent 

experiments. P-values are indicated as follows: * <0.05, ** <0.01. 
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The 5’UTR of A3G mRNA cannot be replaced by heterologous 5’UTRs  

The results presented above suggest that reduced translation of A3G in presence of Vif 

could be attributed to the 5’UTR of its mRNA. To further confirm these observations, we 

compared the Vif-induced translational inhibition of A3G mRNA containing its native 5’UTR to 

the one of A3G mRNAs bearing the 5’UTR from different cellular and viral transcripts, such 

as GAPDH, NADH and HIV-1 (Figure 4A). Interestingly, while we showed a clear 

degradation of A3G protein for all tested constructs in absence ALLN (Figure 4B, compare 

bar 2 to bar 1), no significant reduction of A3G expression (degradation and/or translation) 

could be observed when the proteasome was inhibited, except for the native A3G mRNA 

(Figure 4B, compare bar 4 to bar 3). These results confirm that the 5’UTR of A3G mRNA is a 

major element in the process and that the translational inhibition mediated by Vif strictly 

requires this 5’UTR. 
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Figure 4. Heterologous 5’UTRs do not allow inhibition of A3G translation by Vif. (A) Schematic 

representation of A3G expression constructs containing wild-type or heterologous (HIV-1, GAPDH and 

NADH) 5’UTR. (B) HEK 293T cells were transfected with these 5’UTR vectors in the presence or 

absence of Vif expression and in the presence or absence of proteasome inhibitors (ALLN). 

Quantification of the relative expression of A3G is represented by histograms. Standard deviations are 

representative of at least three independent experiments. P-values are indicated as follows: * <0.05, ** 

<0.01, NS: non significant. 

 

Vif requires stem-loops 2 and 3 of A3G mRNA to inhibit translation  

The 5’UTR of A3G mRNA contains three independent stem-loop (SL) motifs (Figure 1), and 

Vif binds to a few high-affinity binding sites in this region40. In order to identify the domains in 

the 5’UTR that are required for A3G translational inhibition by Vif, we designed A3G mRNA 

constructs containing each of the individual SL motifs (A3G SL1, containing only SL1, A3G 

SL2 and A3G SL3) or two consecutive SL motifs (A3G SL1-SL2 and A3G SL2-SL3) (Figure 

1). In absence of proteasome inhibition, Vif more strongly affected expression of A3G from 
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wild-type and A3G SL2-SL3 mRNAs than from the other mRNA constructs (50-60 % versus 

20-30 %) (Figure 5A and Figure 5B, left histogram). When proteasomal degradation was 

inhibited, A3G levels were reduced in the presence of Vif only when it was expressed from 

wild-type or A3G SL2-SL3 mRNAs (by 30-40%) (Figure 5B). Again, changes in the A3G 

protein levels were not due to variations in the A3G mRNA levels (Figure 5C). Thus, our data 

indicated that both the SL2 and SL3 motifs within the 5’UTR of A3G mRNA are required to 

allow A3G translational inhibition by Vif.  

 

Figure 5. Vif requires SL2 and SL3 to impair A3G translation.  HEK 293T cells were transfected 

with wild-type or mutated A3G mRNA constructs and co-transfected in the presence or absence of Vif 

expression and in the presence or absence of proteasome inhibitors (Cul5∆Rbx). (A) Proteins were 

separated by SDS-PAGE and analyzed by immunoblotting. (B) Quantification of the relative 

expression of A3G. (C) Total RNA was extracted from wild-type and mutant A3G transfected HEK 
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293T cells and A3G RT-qPCR was performed to study the relative expression of A3G constructs. 

Standard deviations are representative of at least three independent experiments. P-values are 

indicated as follows: * <0.05, ** <0.01, NS: non significant. 

 

Residue K26 of Vif is required for A3G degradation by the proteasome but not for A3G 

translation inhibition  

Next, we tested the impact of two mutations in Vif that have been shown to impair A3G 

degradation on the inhibition of A3G translation by Vif (Figure 6). According to the literature, 

Vif mutant K26R is still able to interact with A3G51-53, while mutant H42/43N is defective for 

A3G binding, while retaining binding to the CRL5 complex54. First, we tested the interaction 

of these two Vif mutants with HA-tagged A3G by co-immunoprecipitation (Figure 6A), and we 

observed that Vif K26R retained its binding capacities with A3G while the binding of Vif 

H42/43N was decreased ~twofold. Next, we observed that when proteasomal degradation of 

A3G was not inhibited, expression of A3G from wild-type mRNA was partially reduced (30-

40%) by Vif K26R, in comparison to wild-type Vif (60% reduction) (Figure 6B, compare lanes 

2 & 4, and Figure 6C), whereas Vif H42/43N did not reduce the A3G protein level (Figure 6B 

& 6C, lane 3). When A3G was expressed from the ∆5’UTR mRNA construct, which is not 

sensitive to translational inhibition by Vif, the two Vif mutants did not induce any decrease in 

A3G protein level (Figure 6B, lanes 7 & 8), confirming that these mutants are unable to 

induce A3G degradation by the proteasome. Importantly, when proteasomal degradation was 

blocked, wild-type and K26R Vif significantly and similarly inhibited translation of A3G (30-

40%) when expressed from wild-type mRNA (Figure 6B & 6C, lanes 10 & 12), whereas Vif 

H42/43N did not reduce A3G levels (Figure 6B, lane 11). When A3G was expressed from the 

∆5’UTR mRNA under the same conditions, A3G protein level was not affected by the wild-

type or mutant Vif proteins (Figure 6B & 6C, lanes 13 to 16). Altogether, these results 

demonstrate that Vif K26R, while defective in A3G degradation through the proteasome 

pathway, is still fully able to decrease A3G expression through inhibition of A3G mRNA 
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translation, thus demonstrating that these two processes are independent. By contrast 

mutation H42/43N inhibits both pathways.  

 

Figure 6. Vif K26 residue is required for the translational inhibition of A3G. (A). HEK 293T cells 

were transfected with plasmids expressing A3G-HA in the presence of wild-type of mutant (H42/43N 

and K26R) Vif expression vectors. The input fractions were revealed by anti-Vif, anti-HA, and anti-

Actin antibodies. Immuno-precipitation assays were performed using an anti-HA antibody directed 

against the A3G-HA protein. A negative control without A3G-HA (lane 1), and a specificity control 

without Vif (lane 2) were also included. The fraction of Vif proteins interacting with A3G-HA is 

indicated. 

(B) HEK 293T cells were co-transfected with wild-type or ∆5’UTR A3G mRNA expression vectors and 

with wild-type, K26R or H42/43N Vif expressing vectors. Proteins were separated by SDS-PAGE and 

analyzed by immunoblotting. (C) Quantification of relative A3G expression. Standard deviations are 
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representative of at least three independent experiments. P-values for the different assays are 

indicated as follows: * <0.05, ** <0.01, NS: non significant). 

 

The Vif-induced translational inhibition reduces packaging of A3G 

To investigate the impact of the inhibition of the translation of A3G by Vif on its packaging 

into viral particles, we co-transfected wild-type (pNL4.3) or Vif deleted (pNL4.3∆vif) molecular 

clones of HIV-1 together with full-length, ∆5’UTR or SL2-SL3 A3G expression vectors (Figure 

7). Note that amongst these constructs, only A3G ∆5’UTR is not sensitive to the translational 

regulation by Vif (Figure 7A, middle panel). These experiments were performed in presence 

of the dominant negative mutant of Cul5 (Cul5∆Rbx). Cell lysates (Figure 7A) and 

concentrated virus fractions (Figure 7B) were analyzed by immunoblotting with specific Vif, 

A3G and CAp24 antibodies (see Material and Methods). Consistent with results in Figures 

2A and 5A, analysis of the A3G expression levels showed that inhibition of A3G translation 

and degradation by the proteasome were equally potent in reducing the intracellular A3G 

content when Vif was expressed from a proviral molecular clone, as each mechanism 

contributed to reduce the A3G level by ~35% (Figure 7A, compare lanes 2 & 4 for wild-type 

A3G and lanes 10 & 12 for A3G SL2-SL3).  

Next, we analyzed the packaging of A3G proteins into viral particles (Figure 7B). We 

observed a direct correlation between the A3G expression level in cells (Figure 7A) and its 

incorporation into viral particles (Figure 7B). In all cases, reduction in the intracellular A3G 

levels resulted in decreased incorporation of this restriction factor into the viral particles, 

independently of the mechanism (inhibition of translation or proteasomal degradation) 

reducing A3G expression. Note that when the proteasomal degradation and translational 

repression were both inhibited by expressing Cul5∆Rbx and deleting the 5’UTR of A3G 

mRNA, respectively, the intravirion A3G level was not modified by Vif (Figure 7B, lanes 7 & 

8). Thus, these two mechanisms significantly contribute to exclude A3G from viral particles. 

In agreement with this conclusion, the amount of Vif protein encapsidated into viral particles 
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was constant under all conditions studied, indicating that a direct competition between Vif 

and A3G for packaging is unlikely.  

The inhibition of A3G translation by Vif restores viral infectivity 

To determine whether the repression of A3G translation by Vif impacts HIV-1 infectivity, wild-

type (pNL4.3) or Vif-defective (pNL4.3∆vif) virus stocks were produced in HEK 293T cells co-

transfected with wild-type, ∆5’UTR or SL2-SL3 A3G mRNA constructs in presence or 

absence of Cul5∆Rbx (Figure 7C). The viral infectivity was determined by infecting TZM-Bl 

indicator HeLa cells after normalization of virus stocks55. As expected, viral infectivity was 

strongly decreased in the absence of Vif (Figure 7C, lanes 1, 5 & 9 in the absence of 

Cul5∆Rbx, and 3, 7 & 11 in the presence of Cul5∆Rbx). Interestingly, we observed a partial 

but significant restoration of viral infectivity in presence of Vif even when A3G degradation 

was inhibited, when A3G was expressed from wild-type and SL2-SL3 mRNA, i.e. from 

mRNAs that are sensitive to translation inhibition by Vif (Figure 7C, lanes 4 & 12). However, 

under these conditions, Vif was not able to restore the HIV-1 infectivity when A3G was 

translated from an mRNA deleted from its 5’UTR (Figure 7C, compare lanes 7 & 8). These 

results indicate that the inhibition of A3G translation by Vif is sufficient to partially restore 

HIV-1 infectivity.  
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Figure 7. Effect of the inhibition of A3G translation by Vif on A3G packaging and viral 

infectivity. HEK 293T cells were co-transfected with HIV-1 pNL4.3 or pNL4.3Δvif and wild-type or 

mutant A3G mRNAs +/- proteasome inhibitor Cul5∆Rbx. Proteins from cell lysates (A) and virions (B) 

were separated by SDS-PAGE and analyzed by immunoblotting. (C) Viral particles produced in HEK 

293T cells were used in viral infectivity assay using TZM-bl indicator cells. Luciferase induction was 

detected 48 h post-infection. Standard deviations are representative of at least three independent 

experiments. P-values for the different assays are indicated as follows: * <0.05, ** <0.01, NS: non 

significant. 
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Most HIV-1 Vif alleles induce a translational down-regulation of A3G 

Although Vif is expressed by all HIV-1 strains, its sequence varies considerably amongst 

HIV-1 isolates (Los Alamos HIV sequence database, http://www.lanl.gov/). To test whether 

the Vif-induced translational inhibition of A3G is a general property of HIV-1 Vif, we analyzed 

by western blot the relative expression of A3G after co-transfection of HEK 293T cells with 

different Vif alleles43  and wild-type A3G, in presence or absence of proteasome inhibitor. 

Expression of A3G alone (no Vif) was set to 100%, and we chose hVif as a reference for 

comparison to other Vif proteins as it was used all along in our study (Figure 8). As 

previously observed (Figure 2B), the expression of A3G from wild-type mRNA in presence of 

ALLN was reduced by 30-40% in presence of hVif. Three Vif variants (LAI, NL4.3, and C1) 

displayed lower inhibition of A3G translation (10-30% inhibition), whereas eleven (A1, A2, B1, 

B2, C2, C3, D2, AE1, F1-3) produced a stronger inhibition (40-80%) going to up to 80% in 

the case of the D1 Vif allele. Altogether, these results demonstrate that the translational 

inhibition of A3G is a common property of Vif, but the degree of regulation differs from one 

HIV-1 isolate to the other. 

 

Figure 8. Translational repression of A3G by different Vif alleles. HEK 293T cells were transfected 

with plasmids expressing wild-type A3G mRNA in the presence of Vif alleles and proteasome inhibition 
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(ALLN), and the relative A3G expression was analyzed by western blot and quantify using Image J 

(1.46r). Standard deviations are representative of at least three independent experiments. 

 

DISCUSSION 

The HIV-1 Vif protein has been shown to be necessary for efficient viral infection in non-

permissive cells by antagonizing the antiviral activity of A3G. While the molecular 

mechanisms by which Vif induces degradation of A3G by the proteasome have been 

extensively studied since the discovery of A3G50, little is known about the regulation of A3G 

translation by Vif. Using in vitro coupled transcription/translation, we showed that inhibition of 

A3G translation by Vif requires the 5’UTR of the A3G mRNA40. Here, we observed that A3G 

expression is diminished by Vif in HEK 293T transfected and in H9 infected cells, even when 

its degradation is blocked, provided this restriction factor is expressed from an mRNA 

containing the complete 5’UTR (Figure 2) or at least structural domains SL2 and SL3 (Figure 

5). Thus, this phenomenon most likely corresponds to the inhibition of translation we 

previously observed in vitro40. 

Interestingly, in vitro foot-printing experiments40 identified several Vif-binding sites in the SL3 

motif, suggesting that Vif may slow-down the ribosome scanning process on the 5’UTR of 

A3G mRNA, thus reducing A3G translation. However, SL2 was required for inhibition of A3G 

translation by Vif (Figure 5), even though no Vif binding site was observed in this region40, 

raising the possibility that the mechanism is more complex. In any case, specific structural 

elements in the 5’UTR of A3G mRNA are likely required for an optimal down-regulation of 

A3G translation since its 5’UTR could not be substituted for heterologous cellular or viral 

5’UTRs varying in size and complexity (Figure 4). 

Although specific amino acids in Vif have been shown to be necessary for A3G binding and 

proteasomal degradation27, so far none have been identified as being required for inhibition 

of A3G translational translation. Importantly, we observed that Vif mutant K26R, in the N-
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terminus of Vif, while unable to induce A3G degradation by the proteasome was fully able to 

inhibit A3G translation, demonstrating that these two pathways are independent (Figure 6). 

Notably, Vif mutant H42/43N, which unlike mutant K26R, displayed decreased interaction 

with A3G, was unable to inhibit translation, raising the possibility that Vif/A3G interaction 

might be required for translational regulation. 

By using A3G mRNA constructs that allowed or prevented inhibition of A3G translation by 

Vif, together with inhibitors of A3G proteasomal degradation, we could estimate the relative 

contributions of these two processes to the overall decrease of A3G intracellular and 

intravirion concentrations induced by Vif (Figure 2, 5 and 8). Importantly, we observed that 

these two processes contribute to the decrease of A3G levels in cells and virions, suggesting 

that the translational inhibition could be a quantitatively important mechanism compared to 

proteasomal degradation. Thus, the inhibition of A3G translation by Vif is an important 

process, which was not detected in most previous studies due to the use of A3G expression 

vectors lacking the authentic 5’UTR, and thus preventing this translational control of A3G by 

Vif. Moreover, this property is shared by a large number of Vif alleles, with differential 

translational activity (Figure 8), suggesting that specific sequences/domains of Vif are 

required to down-regulate A3G translation.  

In addition to inducing degradation of A3G and preventing its translation, it has been 

suggested that Vif could reduce A3G incorporation into viral particles by directly interfering 

with its packaging possibly by competing for a common RNA motif required for packaging of 

these two proteins56-59. However, our results show that when degradation of A3G by the 

proteasome and inhibition of A3G translation are both blocked, the intracellular and 

intravirion concentrations of A3G are the same as in the absence of Vif (Figure 7A-B), 

indicating that these two mechanisms are the only significant pathways by which Vif reduces 

A3G incorporation into virions. At the opposite, basal levels of A3G were incorporated into 

viral particles even when both pathways were active (Figure 7B). 
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Finally, we showed that inhibition of A3G translation by Vif is able to partially restore 

infectivity of the HIV-1 particles in the absence of degradation of this restriction factor (Figure 

7C). This is the first demonstration of the functional role of the translational control of A3G by 

Vif in the context of viral infection. The results of our experiments using reporter cells are 

corroborated by previous studies52,54,60 showing that an HIV-1 mutant bearing mutation K26R 

in the vif gene replicated in restrictive cells, while a virus with the H42/43N mutations did not. 

Combined with our finding that the first mutation did abolish A3G translational control by Vif, 

while the second did not (Figure 6), these results further prove that inhibition of A3G 

translation by Vif is sufficient to partially restore HIV-1 infectivity. Thus, our findings 

demonstrated that the translational inhibition of A3G by Vif could be considered as a third 

layer of A3G gene regulation in addition to its protein degradation and transcriptional down-

regulation28. This translational control is corroborated by the fact that this property is shared 

by almost all Vif proteins and opens attractive perspectives for the development of new drugs 

disrupting the translational control of A3G by Vif. Moreover, considering that the 5’UTR of 

A3G and A3F mRNAs is highly conserved, it is likely that Vif is also able to inhibit A3F 

translation. 

 

METHODS 

Plasmids 

Plasmids pCMV-hA3G, pCMV-hA3GΔUTR, pCMV-hA3GΔ5’UTR and pCMV-hA3GΔ3’UTR 

have been previously described40. pCMV-hA3G SL1 (deletion of nucleotides 112 to 297, 

∆112-297), SL2 (∆1-128 and ∆199-297), SL3 (∆1-207), SL1SL2 (∆199-297) and SL2SL3 

(∆1-127) were generated by Quick-Change Site-directed Mutagenesis (Agilent Technology) 

based on the secondary structure model of the 5’-UTR of hA3G mRNA40 and deletions were 

confirmed by DNA sequencing (GATC Biotech, Germany). Vif was expressed from plasmid 

pcDNAhVif encoding codon-optimized NL4.3 Vif42 which is available through the NIH AIDS 
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Research and Reference Reagent Program (catalog #10077). Vectors expressing the 

different alleles of Vif were obtained from Dr. M. Ooms (Department of Microbiology, Mount 

Sinai School of Medicine, New York, USA)43. Mutations K26R and H42/H43-N were 

generated in the pcDNAhVif plasmid by Quick-Change Site-directed Mutagenesis (Agilent 

Technology). The infectious molecular clone pNL4-3 has been previously described44 and is 

also available through the NIH AIDS Research and Reference Reagent Program (catalog 

#114). The vif-defective pNL4-3 variant, pNL4-3Δvif, carrying a 178-bp out-of-frame deletion 

in the vif gene, has been previously reported45. A plasmid expressing a dominant negative 

mutant of Cul5, pCul5ΔRbx, was used to block A3G degradation by the proteasome25. 

pNL4.3, pNL4.3Δvif, pNL4.3Δenv and pNL4.3ΔenvΔvif were generously provided by Dr. 

Klaus Strebel (National Institutes of Health, Bethesda, MD). The pCMV A3G-derived 

constructs containing the heterologous 5’UTR from NADH, GAPDH and HIV-1 (NL4.3) were 

obtained by ligating the EcoRI-PstI PCR amplified products from NADH (141 nts) and 

GAPDH (104 nts) cDNAs (kindly provided by Dr T. Ohlmann, INSERM U758 Lyon, France46), 

and HIV-1 pNL4.3 (336 nts), respectively, into the double digested pCMV A3G expression 

vector. All constructs were confirmed by DNA sequencing (GATC Biotech, Germany). 

 

Cell Culture, transfection and infection  

HEK 293T and TZM-bl cells cells were maintained in Dulbecco's modified Eagle's medium 

(DMEM, Invitrogen) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, EUROBIO) with 

antibiotics (PAA) and passaged upon confluence. Transfections of HEK 293T cells were 

carried out using the X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (Roche) as recommended 

by the manufacturer. Briefly, cells were seeded at 70% confluence in a 6-well plate and co-

transfected with 50 ng of pCMV-hA3G constructs, 1 µg of pcDNA hVif, hVif mutants or the 

different Vif alleles with or without 0.5 µg of pCul5ΔRbx. In parallel experiments, cells were 

exposed to the chemical proteasome inhibitor ALLN (25 μM) or DMSO (control) for 14 h. For 
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HIV-1 chronically infected H9 cells analysis, three T-cell lines were used: wild-type H9 

(mock); H9 HXB2∆env and H9 HXB2∆env∆vif containing an integrated HIV-HXB2 provirus 

deleted for Env and for both Env and Vif genes, respectively. These constructions carry the 

neomycin phospho-transferase gene (neoR) cloned into the nef region of the genome. 

Chronically infected cells were grown in RPMI medium supplemented with 10% FBS and 

G418 (1 mg/ml)47. As for HEK 293T cells, H9 cells were exposed to ALLN (25 µM) or DMSO 

for 14 h. For infectivity assays and study of A3G incorporation into HIV-1 particles, HEK 293T 

cells were co-transfected with 50 ng of pCMV-hA3G mutants, 0.5 µg of Cul5ΔRbx and 1 µg 

of HIV-1 pNL4.3 (pNL4.3 wt, pNL4.3Δvif). For infectivity assays, TZM-bl indicator cells were 

challenged with reverse transcriptase normalized virions and the induction of luciferase was 

detected 48 h post-infection48.  

 

Immuno-precipitation assays 

HEK 293T cells were co-transfected with pA3G-HA and plasmids expressing wild type or 

mutant Vif, Twenty-four h post-transfection, cells were washed in PBS (140 mM NaCl, 8 mM 

NaH2PO4, 2 mM Na2HPO4) and lysed in RIPA 1X (PBS, 1% NP40, 0.5% sodium 

deoxycholate, 0.05% SDS) supplemented with protease inhibitors (cOmplete EDTA Free 

cocktail, Roche). After centrifugation, an aliquot fraction (50 µl) was used for determination of 

the protein expression level, and the remaining was incubated 2 h at 4°C with 1 µg of HA 

antibody (Santa Cruz, California, USA) on a rotating wheel. After equilibration, protein A 

Dynabeads (Life Technologies) were added and incubated for 1.5 h at 4°C. Beads were 

washed 5 times with cold RIPA, and eluted in glycine pH 2.8, NuPAGE LDS sample buffer 

(Life Technologies). After 10 min at 70°C, supernatant was loaded on NuPAGE gel (Life 

Technologies) and analyzed by western blot. 
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Immunoblotting 

Twenty-four hours post-transfection, cells were harvested in RIPA supplemented with 

protease inhibitors. Virions from transfected 293T cells were concentrated by 

ultracentrifugation at 100,000 g for 2 h at 4°C through a 20% sucrose cushion and harvested 

in RIPA. Cell and virions lysates were adjusted to equivalent protein concentration 

(determined using Bradford reagent (BIO-RAD), fractionated on NuPAGE® Novex® 4-12% 

Bis-Tris gels (Invitrogen) and transferred to a 22 μm PVDF membranes using the Trans-

Blot® Turbo™ Transfer System (BIO-RAD). Blots were probed with appropriate primary 

antibodies. Polyclonal anti-hA3G (#9968) and monoclonal anti-HIV-1 Vif (#319) antibodies 

were obtained through the NIH AIDS Research and Reference Reagent Program. 

Monoclonal anti-β-actin antibody was purchased from SIGMA (#A5316). A HIV-positive 

patient serum was used for the identification of HIV-1 p24 protein. The PVDF membranes 

were then incubated with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies (BIO-

RAD), and the proteins were visualized by enhanced chemiluminescence (ECL) using the 

ECL Prime Western blotting detection reagent (GE Healthcares). Bands were quantified 

using Image J (1.46r) by analyzing pixel density. Student’s T-test was used to determine 

statistical significance. 

For H9 T-cells, 5.106 cells (treated or not with ALLN/DMSO) were harvested by centrifugation 

and lysed for 10 min at 4°C in RIPA 1X supplemented with protease inhibitors. Lysates were 

cleared by centrifugation for 30 min at 14,000 g and protein concentration was determined 

using a Bradford assay in order to load the equivalent of 150 µg of total proteins on a 

NuPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris gels (Invitrogen). Western blot was then performed as 

above using antibodies directed against A3G (NIH#9968), Vif (NIH#319), GAPDH (ABD 

Serotec-Bio-Rad); p24 (HIV-positive patient serum) and Ubiquitin (Santa Cruz, California, 

USA). Appropriate HRP-conjugated secondary antibodies were used and revealed by 

chemiluminescence, and bands were quantified as above. 
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RNA isolation, cDNA synthesis and real-time qPCR 

Twenty-four h post-transfection, total RNA was isolated from 293T cells using TRI Reagent 

(SIGMA). After RNase-free DNAse treatment (Roche), total RNA was isolated by 

phenol/chloroform extraction followed by ethanol precipitation. Total RNA (1 µg) was then 

reverse-transcribed using the iScriptTM Reverse Transcription Supermix (BIO-RAD) as 

recommended by the manufacturer. Subsequent qPCR analysis was performed using the 

KAPA SYBR® FAST qPCR Master Mix (KAPA BIOSYSTEMS) and was monitored on a CFX 

Real Time System (BIO-RAD). Gene-specific primers were: A3G forward primer, 5’-

TCCACCCACATTCACTTTCA-3’, and reverse primer 5’-TTCCAAAAGGGAATCACGTC-3’; 

β-actin forward primer, 5’-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3’, and reverse primer 5’-

AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’. The A3G mRNA levels were normalized to those of -

actin mRNA and relative quantification was determined using the standard curve based 

method. 
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II. UN PETIT CADRE DE LECTURE OUVERT (uORF) PRESENT DANS LA 
5’UTR DES ARNm D’A3F/G EST ESSENTIEL POUR L’INHIBITION 
TRADUCTIONNELLE INDUITE PAR VIF 
 
Article 2: A conserved uORF in APOBEC3F and APOBEC3G mRNAs is essential to their 
translational inhibition by Vif.  
Libre Camille, Guerrero Santiago, Marquet Roland & Paillart Jean-Christophe 

Article en préparation 
 
 Les cellules cibles du VIH-1 sont capables de limiter sa replication en exprimant des 

facteurs de restriction APOBEC3F (A3F) et A3G. Ces deux protéines ont une activité 

désaminase de cytidine qui induit des mutations dans l’ADN génomique qui peuvent être 

létales pour le virus. Pour contrer cette restriction, le VIH-1 exprime un facteur d’infectivité 

virale (Vif), une protéine qui réduit l’expression cellulaire d’A3F/G à travers trois mécanismes 

principaux : (1) Vif induit la dégradation d’A3F/G par le protéasome en recrutant un 

complexe E3 ubiquitine ligase, (2) Vif réduit la transcription d’A3G en détournant le facteur 

de transcription CBF et (3) Vif inhibe la traduction d’A3F/G en interagissant avec la région 5’ 

non traduite (UTR) de leurs ARNm. Dans cette étude, nous avons découvert la présence d’un 

petit cadre de lecture ouvert (uORF - upstream Open Reading Frame) dans la 5’UTR des 

ARNm d’A3F/G. Nous avons généré des mutants de ces 5’UTR et montré que l’uORF est 

importante à la fois pour la traduction d’A3G et d’A3F seuls mais également pour la 

répression traductionnelle induite par Vif. De plus, cet uORF semble fonctionnel et son fort 

contexte kozak est important pour la régulation de la traduction. Nos résultats montrent que 

le mécanisme de traduction des ARNm d’A3G et d’A3F est un mélange entre ré-initiation et 

leaky-scanning. Connaître le mécanisme par lequel Vif inhibe la traduction d’A3G/F 

permettrait de le contrecarrer et pourrait être un moyen supplémentaire pour lutter contre 

le VIH-1. 
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ABSTRACT 

 

The primary cell targets of HIV-1 are able to limit HIV-1 replication by expressing the 

restriction factors APOBEC3F (A3F) and A3G. These two proteins have cytidine deaminase 

activity that induces mutations in the genomic DNA which can be lethal for the virus. To 

counteract this restriction, HIV-1 has evolved the viral infectivity factor (Vif), a protein that 

reduces the cellular A3F/G expression level through three major mechanisms: (1) Vif induces 

the degradation of A3F/G by the proteasome by recruiting an E3 ubiquitin ligase complex, (2) 

Vif reduces A3G transcription by hijacking the transcription factor CBF and (3) Vif inhibits 

A3F/G translation by interacting with the 5’ untranslated region (UTR) of their mRNAs. In this 

study, we discovered the presence of a small upstream ORF (uORF) within their 5’UTR. We 

generated a panel of A3G/F 5’UTR mutants and showed that this uORF is important not only 

for A3G/F translation but also for the Vif-mediated translational repression. Moreover, the 

uORF is functional and its strong kozak context is important for the translational regulation. 

Our results showed that the translational mechanism is a mix between re-initiation and 

leaky-scanning. Deciphering the mechanism of translational repression by Vif could allow us 

to counteract it and could be another way to fight HIV-1. 
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INTRODUCTION 

 

 The Human Immunodeficiency virus Vif (Viral infectivity factor) protein is essential for 

infectious particles production in targeted cells (Strebel et al 1987). However, these cells 

express restriction factors like APOBEC3 (Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic 

polypeptide-like 3) that interfere with reverse transcription by inducing mutations during the 

synthesis of the viral single-stranded DNA (Harris et al 2003). These proteins are cytidine 

deaminases that convert nascent cytidines to uracils in viral cDNA which leads to the 

production of non-infectious viral particles. Among this deaminase family, APOBEC3D (A3D), 

A3F, A3G and A3H have an antiviral activity against HIV-1 but A3G and A3F are the most 

active (Malim 2009; Refsland et al 2014; Sato et al 2014). A3G and A3F are packaged into 

viral particles to induce viral DNA hypermutations at the next replication cycle (Zennou et al 

2004). Therefore, the HIV-1 DNA becomes nonfunctional and is rapidly degraded or the 

coding proteins are aberrant (Zhang et al 2003; Harris et al 2003). Furthermore, others 

studies showed that A3G and A3F can inhibit the reverse transcription and the integration 

steps independently of their deaminase activity (Newman et al 2005; Mbisa et al 2010; 

Gillick et al 2013). However, the Vif protein counteracts A3G and A3F antiviral activity by 

several mechanisms. Indeed, Vif can recruit an E3 ubiquitin ligase complex that induces 

polyubiquitination of A3G and A3F to degrade them by the proteasome (Yu et al 2003). This 

pathway has been well characterized and is the principal mechanism of A3G and A3F 

inhibition by Vif. Furthermore, it has also been shown that Vif could hijack the transcription 

factor CBF in order to reduce A3G transcription. Finally, Vif can also counteract A3G by 

inhibiting its translation (Stopak et al 2003; Mercenne et al 2010; Guerrero et al submitted). 

Indeed, it has been shown that two stem-loop structures within the 5’ untranslated region 

(UTR) of A3G mRNA are essential for the translational inhibition of A3G by Vif (Guerrero et al 

submitted). Importantly, both proteasomal degradation and translational inhibition of A3G 

by Vif participate to reduce the intracellular level of A3G and inhibit its packaging into viral 

particles.  

To better understand the importance of the two stem-loop structures within the 

5’UTR of A3G mRNA, we searched for cis-acting elements within this region. By using a 

computational platform capable of identifying RNA regulatory elements (RegRNA 2.0), we 
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identified an uORF (upstream Open Reading Frame) within SL2 and SL3 of the 5’UTR of A3G 

and A3F mRNA sequences. Given that uORFs usually correlate with reduced protein 

expression of the downstream ORF, we studied the impact of this uORF on A3G and A3F 

translation and on their Vif-mediated translational repression. We constructed several A3G 

and A3F mRNAs mutated in their 5’UTRs to test several aspects of this process such as the 

impact of the uORF sequence, the uORF peptide length, the uORF peptide nature and the 

distance between the two ORFs. To better understand the translational regulation of A3G 

and A3F by Vif, we also tested these constructs with and without Vif in a context where the 

proteasome was inhibited in order to focus on the translation. Our data showed that this 

uORF negatively regulates A3G and A3F translation and is required for the translational 

inhibition of A3G and A3F by Vif. We also observed that the uORF peptide length and the 

distance between the two ORFs are important both for the translation and the Vif-mediated 

translational repression.  

 

MATERIAL AND METHODS 

 Plasmids 

Plasmid pCMV-hA3G has been previously described (Mercenne et al, 2010). The pCMV-

hA3F plasmid was obtained after mRNA isolation from H9 cells and RT-PCR analysis. 

Amplified PCR products containing the A3F mRNA sequence were digested by EcoRI and XbaI 

and ligated into pCMV6-XL4 previously digested with the same restriction enzymes. Plasmids 

were generated by Quick-Change Site-directed Mutagenesis (table 1) (Agilent Technology) 

based on the secondary structure model of the 5’UTR of A3G mRNA (Mercenne et al, 2010) 

and verified by DNA sequencing (GATC Biotech, Germany). The A3 uORF2 mutants were 

constructed by adding a G after the uAUG (translation initiation codon of the uORF) and 

deleting a G before the uUGA (termination codon of the uORF) in order to place the uUGA in 

frame with the uAUG. Vif was expressed from pcDNA-hVif expression vector encoding 

codon-optimized NL4.3 Vif (Nguyen et al 2004).   

 Cell culture 

HEK293T cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, 

Invitrogen) supplemented with 10% fetal bovine serum with antibiotics (PAA) and passaged 
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upon confluence. Transfections of HEK293T cells were carried out using the X-tremeGene 9 

DNA Transfection Reagent (SIGMA) as recommended by the manufacturer. Briefly, cells 

were seeded at 70% confluence in a 6-well plate and co-transfected with 100 ng of pCMV-

hA3G constructs and 1 ug of pcDNA hVif. Cells were also exposed to the chemical 

proteasome inhibitor ALLN (25 µM) for 14 h. 

 Dual-luciferase reporter assays 

Fragments containing the 5’UTR of wild-type A3G, uORF and Mut uUGA were inserted 

into a pGL3 plasmid in between the Renilla and the Firefly luciferases. For the reporter assay, 

HEK293T cells were plated into 6-well plates and co-transfected with the pGL3 constructs 

using the X-tremeGene 9 DNA Transfection Reagent. After 24 h, cells were harvested and 

assayed using the dual-Luciferase Reporter Assay system (Promega) according to the 

manufacturer’s instructions. 

 Immunoblotting 

Twenty-four hours post-transfection, cells were washed in PBS 1X (140 mM NaCl, 8 mM 

NaH2PO4, 2 mM Na2HPO4) and lysed for 10 min at 4°C in RIPA 1X (PBS 1X, 1% NP40, 0.5% 

sodium deoxycholate, 0.05% SDS) supplemented with protease inhibitors (complete EDTA 

Free cocktail, Roche). After a 1 h centrifugation at 14 000 g, cell lysates were adjusted to 

equivalent protein concentration (determined using the Bradford reagent (BIORAD)), 

fractionated on Criterion TGX 4-15% gels (BIORAD) and transferred onto a 22 µm PVDF 

membranes using the Trans-Blot TurboTM Transfer System (BIORAD). Blots were probed with 

appropriate primary antibodies. Polyclonal anti-A3G (#9968), anti-A3F (#11226) and 

monoclonal anti-Vif (#319) antibodies were obtained through the NIH AIDS Research and 

Reference Reagent Program. Monoclonal anti--actin antibody was purchased from SIGMA 

(#A5316). The PVDF membranes were incubated with horseradish peroxidase-conjugated 

secondary antibodies (BIORAD), and the proteins were visualized by enhanced 

chemiluminescence (ECL) using the ECL Prime Western blotting detection reagent (GE 

Healthcare) and the ChemiDocTM Touch Imaging System (BIORAD). Bands were quantified 

using Image J by analyzing pixel density. Student’s T-test was used to determine statistical 

significance. 
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Figure 1: Vif inhibits A3F translation. A. HEK293T cells were transfected with plasmids expressing 

A3G and A3F wild-type in the presence or absence of Vif expression and in the presence or absence 

of a proteasome inhibitor (ALLN). B. Quantification of the relative expression of A3G and A3F. 

Standard deviations are representative for at least three independent experiments. P-values are 

indicated as follows: *<0,05; **<0,01. 
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 Real-time qPCR 

Twenty-four hours post-transfection, total RNA was isolated from HEK293T cells using 

TRI-Reagent (SIGMA). After RNase-free DNase treatment (Roche), total RNA was isolated by 

phenol/chloroform extraction followed by ethanol precipitation. Total RNA (1 ug) was 

reverse-transcribed using the iScriptTM Reverse Transcription Supermix (BIORAD) as 

recommended by the manufacturer. Subsequent qPCR analysis was performed using the 

SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Fisher) and was monitored on a CFX Real Time 

System (BIORAD). Gene-specific primers were: A3G forward primer, 5’-

GGATCCACCCACATTCACTT-3’, and reverse primer, 5’-ATGCGCTCCACCTCATAAC-3’; A3F 

forward primer, 5’-CCCGATGGAGGCAATGTATC-3’, and reverse primer, 5’-

GAGATAGGTGAGTGGTGCTTTAC-3’; -actin forward primer, 5’-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-

3’, and reverse primer, 5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’. The A3G and A3F mRNA levels 

were normalized to those of actin mRNA and relative quantification was determined using 

the standard curve based method. 

 

RESULTS  

Vif impairs the translation of A3F mRNA in a similar manner as A3G 

 Considering that A3F, like A3G, has the most antiviral activity against HIV-1 and that 

Vif can impair the translation of A3G mRNA in cells (Guerrero et al submitted), we asked 

whether Vif was also able to counteract A3F translation. First, we studied the expression of 

A3G and A3F in transfected HEK 293T cells from authentic A3G and A3F mRNAs, in presence 

or in absence of Vif expression. To also discriminate the translational inhibition from the 

proteasomal degradation, we performed our experiments in presence or absence of ALLN, a 

chemical proteasome inhibitor. Immunoblotting of normalized cell lysates revealed that the 

expression of A3G and A3F from wild-type mRNAs was reduced in the presence of Vif and in 

the presence of ALLN (figure 1A & 1B). After quantitation of the blots, we observed that 

translational inhibition of A3F and A3G by Vif significantly ranges from 30 to 40% (figure 1B). 

Moreover, in accordance with others studies (Sheehy et al 2002; Kao et al 2003; Guerrero et 

al submitted), Vif did not affect A3G and A3F mRNA level, which was shown to be constant in 

all conditions tested (supporting figure 1), indicating that the reduction of protein level was  
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Figure 2: Discovery of an uORF within the 5’UTR of A3G and A3F mRNAs. A. Sequence alignment of 

A3G and A3F 5’UTR (CLC sequence viewer). B. Identification of an uORF within the 5’UTR of A3G and 

A3F mRNAs using a computational platform for identifying RNA regulatory elements (RegRNA 2.0). 

Previously reported A3G mRNA 5’UTR structure (Mercenne et al 2010) the uORF (red). C. A sequence 

alignment of the A3G uORF sequence with A3F. 
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not the consequence of mRNA degradation or differential transcription rates. Altogether, 

these results suggest that Vif, beside A3G, also inhibits the translation of A3F mRNA. 

 

Discovery of an uORF within the 5’UTR of A3G and A3F mRNAs 

We previously determined by chemical an enzymatic probing and footprinting 

experiments that the secondary structure of the 5’UTR of A3G mRNA is composed of three 

stem-loop (SL) structures and that Vif binds to this region with high affinity (Mercenne et al 

2010). Recently, we showed that Vif requires SL2 and SL3 of A3G mRNA to inhibit its 

translation (Guerrero et al submitted). To go further in the identification of the specific 

sequences/motifs essential for the A3G translational inhibition by Vif, we used the 

computational RegRNA 2.0 platform (Chang et al 2013) in order to identify functional RNA 

regulatory sequences. First, alignment of the 5’UTR of A3G and A3F mRNAs indicated that 

the two sequences are highly conserved (around 98% of sequence identity) (figure 2A). 

Second, we identified the presence of two known motifs within these 5’UTRs: (i) a terminal 

oligopyrimidine tract (TOP) and (ii) a small uORF (figure 2B). Concerning TOP elements, they 

have been shown to inhibit the binding of proteins involved in translation (Yamashita et al 

2008). This sequence is composed of a 5’cytidine followed by a stretch of 11 pyrimidines 

immediately after the cap. Although this motif is not completely conserved at the 5’end of 

A3F mRNA, its sequence is pyrimidine rich. However, the role of this TOP sequence in the 

translational regulation of A3G mRNA could be ruled out. Indeed, it has recently been shown 

that mutant A3G SL2-SL3 (deletion of SL1) that does not contain the TOP element showed 

similar expression profile as wild-type A3G mRNA, in presence or absence of Vif (Guerrero et 

al submitted). Concerning the uORF, the sequence is 72 nucleotides long and potentially 

encodes a 23 amino acids peptide (figure 2B & 2C). Moreover, we observed that the Kozak 

context around the upstream and major ORFs is strong (GGGGCCAUGA for the uAUG and 

CCAAGGAUGA for the mAUG), suggesting the uAUG is functional. Interestingly, this uORF is 

embedded into SL2 and SL3 of the 5’UTR of A3G and A3F mRNAs, suggesting it could account 

for the translational inhibition previously observed (Guerrero et al submitted).  
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Figure 3: Schematic representation of A3G and A3F constructs used in this study. Wild-type A3G 

and A3F mRNAs and uORF mutants are represented. Secondary structures of the 5’ and 3’UTRs of 

wild-type A3G mRNA are also indicated with the uORF represented in black.  
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 The uORF represses the translation of wild-type A3G and A3F mRNAs 

Before characterizing the Vif-mediated translational inhibition mechanism, it is 

essential to understand the role of the uORF on the translation of A3G and A3F mRNAs. 

Upstream ORF sequences are RNA regulatory elements that are well known to reduce 

protein expression by around 30-80% (Calvo et al 2009). The uORF sequence of A3F/G is 

located 177 nucleotides after the cap and the distance between this uORF and the main ORF 

is 49 nucleotides. Several studies revealed that the effect of uORFs on translation depends 

on several variables such as 1) the distance between the 5’cap and the uORF; 2) the context 

of the uORF initiation codon; 3) the length of the uORF; 4) the secondary structure of the 

uORF; 5) the number of uORFs in the 5’UTR; 6) the position of the uORF stop codon; and 6) 

the length of the intercistronic sequence. In order to study the effect of this uORF on A3G 

and A3F expression, we constructed a series of A3G and A3F mRNA mutants (figure 3). First, 

we tested the inactivation of the uORF by either deleting the whole uORF sequence (∆uORF) 

or by substituting the upstream AUG start codon of translation (suAUG) (figure 3). The 

expression of these mutants was examined after transfection of HEK293T cells. 

Immunoblotting of normalized cell lysates with A3G and A3F-specific antibodies revealed 

that the expression of A3F/G mutants was increased by 1.5 to 2.5-fold and 4 to 5-fold for 

A3G and A3F, respectively (figure 4, compare lanes 2-3 to lane 1), suggesting that the uORF 

intrinsically repressed the translation of wild-type A3G and A3F mRNAs.  

 

Mechanism of translation of A3G and A3F mRNAs 

The results presented above show that the uORF negatively regulates the translation 

of A3G and A3F mRNAs. According to the literature (Barbosa et al, 2013), uORFs can regulate 

the translation of the main ORF in different manners, and mechanisms such as leaky-

scanning, direct translation through an IRES or re-initiation can be envisaged. In order to 

analyze these various mechanisms, we performed a mutagenesis study on the 5’UTR/uORF 

of A3G and A3F mRNAs (figure 3). These plasmids were constructed to inactivate the uORF 

(∆uORF), to disrupt and weaken the kozak context of the uORF initiation codon (suAUG and 

WK, respectively), to inactivate the uORF stop (suUGA) codon, to change the putative uORF 

peptide length (uORF2aa, uORF5aa, uORF10aa, uORF15aa), to change the distance between 

the two ORFs (∆249-273 and ∆249-291) and to block the ribosome scanning near the cap  
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Figure 4: uORF-dependent translation of A3G and A3F mRNAs. Quantitation of the relative 

expression of A3G and A3F. HEK293T cells were transfected with wild-type or mutated plasmids 

expressing A3G and A3F. Standard deviations are representative for at least three independent 

experiments. P-values are indicated as follows: *<0,05; **<0,01. 

 

(SLK) in order to observe the uORF effects both in translation and in Vif-mediated 

translational inhibition.  

We previously observed that the expression of two uAUG mutants was increasing 

(figure 4, lanes 2 & 3) suggesting the implication of the uORF in the translational regulation. 

Then, we constructed a mutant to inactivate the termination codon of the uORF (uUGA) and 

we placed the uAUG codon in frame with the main ORF in order to analyze the translation 

initiation at the uAUG and at the main AUG (figure 3, mutant suUGA). Indeed, if the 

ribosomal complex recognizes the uAUG, a longer form of A3G and A3F proteins should be 

observed after western blotting analysis. As expected, we detected the presence of a longer 

form (figure 4, lane 4 asterisk) in addition to the standard A3G and A3F proteins, suggesting 

that the AUG initiation codon of the uORF is functional, consistent with its strong Kozak 

context and that A3G and A3F can be translated by a leaky-scanning mechanism. Indeed, 

after weakening of the Kozak sequence around the uAUG, we observed an increase of 

protein expression by around 5 fold (figure 4, lane 11) showing that the uAUG strong Kozak 

context is an essential element for the translational repression. Interestingly, we observed a 

diminution of the expression of the main A3G and A3F proteins in the suUGA mutant context 

(about 50% for A3G and 25% for A3F) (figure 4, lanes 4). Whereas re-initiation is impossible 
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in this case due to the mutated uORF stop codon, our results suggest that A3G and A3F may 

partially be translated by re-initiation. However, the fact that wild-type A3G and A3F 

proteins are still detected in this mutant suggests that the translation of the main ORF could 

be accomplished by leaky-scanning or through an IRES.  

To test the IRES hypothesis, we performed a dual luciferase assay on A3G constructs where 

the 5’UTR of wild-type and mutants (uORF and suAUG) were inserted between the renilla 

and firefly luciferases (see Material and Methods). After transfection of these expression 

vectors in HEK293T cells, we showed that the 5’UTR of wild-type A3G presents a luciferase 

activity corresponding to 40% of the HCV IRES activity (figure 5). We observed a similar 

luciferase activity for the mutant A3G suAUG that contains a substitution of its uAUG and 

which should not perturb the 5’UTR structure. Interestingly, when the uORF was deleted, we 

did not observe any luciferase activity anymore. These data suggest that the 5’UTR of A3G 

may contain an IRES, even if its activity is low compared to the one of HCV. To go further in 

this mechanism, we inserted a stable Kozak stem-loop at the 5’end of A3G mRNA (figure 3, 

mutant A3G SLK) in order to block ribosome scanning. Interestingly, the expression of this 

mutant was very low (figure 4, lane 12), ruling out the hypothesis of an IRES-dependent A3G 

translation. 
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Figure 5: The 5’UTR of A3G mRNA may contain an IRES. A. Schematic representation of pGL3 

constructs. B. Renilla and Firefly luciferases were measured using the Dual-Luciferase Reporter Assay 

system (Promega) according to the manufacturer’s instructions. Standard deviations are 

representative for at least three independent experiments. P-values are indicated as follows: *<0,05; 

**<0,01; NS: non significant. 

To determine whether the main ORF is translated by re-initiation, we constructed 

different mutants based on previous reports. Indeed, it is well known that re-initiation is 

more efficient when uORF sequences are small (Hinnebusch, 2005) whereas leaky-scanning 

is not dependent on the length of the uORF (Kozak 2005). Then, reducing the uORF length 

should enhance A3G and A3F expression if a re-initiation mechanism is involved. First, we 

tested mutants of A3G and A3F uORF where the putative 23 amino acids peptide was 

reduced to 2, 5, 10 or 15 amino acids (figure 3). The results showed that A3G mutants 10aa, 

15aa and A3F mutants 2aa, 5aa diminished the protein expression whereas A3G 5aa and A3F 
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10aa, 15aa increased it (figure 4, lanes 5-8), suggesting that the length of the peptide 

encoded by the uORF somehow regulates the translation of A3G and A3F mRNAs.  

Because re-initiation is also dependent on the distance between the uUGA and the 

main AUG (Kozak 2005), we then reduced the distance between the two ORFs by deleting 

half (249-273) or the entire (249-291) inter-ORF sequence (figure 3). Surprisingly, A3G 

mutants showed a decrease of protein expression whereas A3F mutants showed an increase 

of expression (figure 4, lanes 9-10), suggesting that A3G and A3F may present subtle 

differences in their translation mechanism. Indeed, A3G translation seems to be more 

dependent on the distance between the uUGA and the main AUG, as predicted for a re-

initiation mechanism, contrary to A3F translation. 

 

Importance of the uORF for the A3G/3F translational inhibition by Vif 

We then asked whether the uORF is important for the Vif-mediated translational inhibition. 

We transfected the A3uORF mutants in HEK293T in presence or absence of Vif and with or 

without ALLN in order to discriminate the translational inhibition from the proteasomal 

degradation. The results showed that the uORF mutants present the same expression as 

the wild-type protein in presence of Vif (around 20%) (figures 1 and 6, lanes 1-2) due to both 

the proteasomal degradation and the translational inhibition. However, in presence of ALLN, 

we did not observe any significant decrease of A3G and A3F expression when Vif was 

present (figure 6, compare lanes 3 & 4), suggesting that the uORF is required for the Vif-

mediated translational inhibition. To validate this hypothesis, we transfected A3G and A3F 

constructs substituted in their upstream initiation codon (suAUG) as described above (figure 

6, right panel). As expected, translational inhibition was not observed with these mutants 

(figure 6 right panel, compare lanes 3 & 4). Taken together, these results indicate that the 

uORF is essential for the A3G and A3F translational inhibition by Vif.  
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Figure 6: The uORF is important for the translation of A3G and A3F mRNAs. A. HEK293T cells were 

transfected with plasmids expressing A3G and A3F uORF and suAUG in the presence or absence of 

Vif expression and in the presence or absence of a proteasome inhibitor (ALLN). B. Quantification of 

the relative expression of A3G and A3F. Standard deviations are representative for at least three 

independent experiments. P-values are indicated as follows: *<0,05; **<0,01; NS: non significant. 

 

The peptide encoded by the uORF is not important for the translation inhibition 

Next, we asked whether the peptide sequence is important for the translational 

inhibition mechanism. We then changed the amino acid sequence of the uORF (figure 3, 

mutant uORF2) by shifting one nucleotide from the uAUG (see Material and Methods) and 

co-transfected these constructs in presence of Vif with and without ALLN (figure 7). We 

showed that these mutants present an expression profile similar to wild-type A3G and A3F, 

with a reduction of protein expression of about 30-40% (figure 7B, lanes 3-4). Taken 

together, these results suggest that the amino acid sequence of the peptide is not important 
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for the translational mechanism, ruling out a possible role of this peptide, in conjunction 

with Vif, to inhibit A3G and A3F translation.  

 

 

 

Figure 7: The peptide sequence of the uORF is not required for the translational repression. A. 

HEK293T cells were transfected with plasmids expressing A3G and A3F uORF2 in the presence or 

absence of Vif expression and in the presence or absence of a proteasome inhibitor (ALLN). B. 

Quantification of the relative expression of A3G and A3F. Standard deviations are representative for 

at least three independent experiments. P-values are indicated as follows: *<0,05; **<0,01. 

 

The peptide length and the distance between the two ORFs are important for the 

Vif-mediated translational inhibition 

We then wanted to know whether the uORF peptide length and the distance between the 

two ORFs are important for the translational mechanism. To test the effect of the peptide 

length on the Vif-mediated repression, we co-transfected A3G and A3F 2, 5, 10, 15aa 

mutants with Vif and ALLN as described above. As observed in figure 8, A3G and A3F 5aa and 

10aa did not show any down-regulation of their translation by Vif anymore (figure 8, lanes 3-

4), contrary to mutant 2aa and 15aa, suggesting that the uORF peptide length plays a role in 

the Vif-mediated translational repression of A3G and A3F. To go further, we tested two 

other A3G mutants where the peptide length was increased by 9 (A3G uUGA276) or 13 (A3G 

uUGA289) amino acids (figure 3). After transfection in HEK293T, we observed that Vif was 

still able to repress the translation of A3G uUGA276 (20-30%) (figure 9) contrary to A3G 

uUGA289 which was insensitive to repression (figure 9), consistent with the fact that the 
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peptide length plays a role in the regulation of A3G translational by Vif. The A3G and A3F 

249-273 mutants lacking a part of the sequence between the two ORFs showed similar 

results: no translational inhibition is observed in presence of Vif when the distance between 

the ORF is smaller, suggesting the importance of the inter-ORF sequence (figure 10, lanes 3-

4). However, even if the A3F 249-291 mutant shows the same results, the A3G 249-291 

mutant shows a translational inhibition of about 20% (figure 10, lanes 7-8). This result is not 

in accordance with the A3G uUGA289 translational inhibition but may suggest that Vif could 

inhibit A3G and A3F translation in a different way. Moreover, an A3G mutant containing a 

larger inter-ORF sequence (figure 3, mutant A3G WT+50) did not present any translational 

regulation by Vif anymore (figure 11) confirming that the distance between the uORF stop 

codon and the main ORF initiation codon is important for the translational inhibition. This is 

coherent with the absence of translational inhibition of A3G 5aa and 10aa mutants that have 

a similar distance between the uUGA and the main AUG (around 91 to 106 nucleotides). 

Taken together, these results show that the peptide length and the distance between the 

ORFs are essential for the translational repression by Vif.  
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Figure 8: Importance of the uORF peptide length in the translational regulation. A. HEK293T cells 

were transfected with plasmids expressing A3G and A3F uORF 2aa, 5aa, 10aa and 15aa in the 

presence or absence of Vif expression and in the presence or absence of a proteasome inhibitor 

(ALLN). B. Quantification of the relative expression of A3G and A3F. Standard deviations are 

representative for at least three independent experiments. P-values are indicated as follows: *<0,05; 

**<0,01; NS: non significant. 
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Figure 9: Effect of an increase of the uORF peptide length on the translational regulation. A. 

HEK293T cells were transfected with plasmids expressing A3G uUGA276 and A3G uUGA289 in the 

presence or absence of Vif expression and in the presence or absence of a proteasome inhibitor 

(ALLN). B. Quantification of the relative expression of A3G. Standard deviations are representative 

for at least three independent experiments. P-values are indicated as follows: *<0,05; **<0,01; NS: 

non significant. 
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Figure 10: Effect of a decrease of the distance between the two ORFs on the translational 

regulation. A. HEK293T cells were transfected with plasmids expressing A3G and A3F 249-273 and 

249-291 in the presence or absence of Vif expression and in the presence or absence of a 

proteasome inhibitor (ALLN). B. Quantification of the relative expression of A3G and A3F. Standard 

deviations are representative for at least three independent experiments. P-values are indicated as 

follows: *<0,05; **<0,01; NS: non significant. 

 

Figure 11: Importance of the distance between the two ORFs on the translational regulation. A. 

HEK293T cells were transfected with plasmids expressing A3G WT+50 in the presence or absence of 

Vif expression and in the presence or absence of a proteasome inhibitor (ALLN). B. Quantification of 
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the relative expression of A3G. Standard deviations are representative for at least three independent 

experiments. P-values are indicated as follows: *<0,05; **<0,01; NS: non significant. 

 

DISCUSSION 

The human cytidine deaminases A3G and A3F potently restrict HIV-1 but the virus, in 

response to this antiviral effect, expresses Vif that will degrade A3G and A3F. Vif can recruit 

an E3 ubiquitin ligase complex to induce A3G and A3F degradation but can also inhibit their 

translation. Because the proteasome-mediated degradation pathway and the translational 

inhibition similarly contribute to decrease the level of A3G/F and prevent their incorporation 

into virions, it appears important to determine the mechanism of Vif-mediated translational 

inhibition. In the present study, we enhanced our comprehension on the molecular 

mechanism of translational repression by Vif. First, we demonstrate that Vif was able to 

counteract A3F translation in a similar manner as A3G in agreement with the fact that A3G 

and A3F mRNAs present a high degree of sequence identity (figure 2A). After the 

identification of a small uORF within the 5’UTR of A3G and A3F mRNAs, we used mRNA 

constructs mutated in this uORF in order to test the impact of this sequence both in the 

translation and in the translational repression mechanism of A3G and A3F. We observed that 

this uORF represses the translation of A3G and A3F mRNAs (figure 4), as previously observed 

for several others genes like the tyrosine kinases HCK, LCK, ZAP70, YES1 or the oncogenes 

MDM2 and CDK4 (Wethmar et al 2016). Moreover, we showed that the uORF regulation 

requires uAUG recognition by the scanning ribosomes (figure 4) as msl-2 mRNA (Medenbach 

et al 2011). However, it seems that the translational regulation of this mRNA also occurs via 

its 3’UTR that does not seem to be the case for A3G and A3F mRNA. Furthermore, a suUGA 

mutant allowed us to observe that the translation of A3G and A3F can be mediated by both 

leaky-scanning and re-initiation (figure 4). Moreover, other experiments showed the 

absence of A3G 5’UTR IRES activity (figure 4). However, a situation where the translational 

control involves both uORF and IRES element would not have been surprising. Indeed, 

several examples have already been described such as the Cat-1 mRNA where the IRES 

inactive conformation is restructured into the active IRES during the uORF translation 

(Somers et al 2013). We also showed that the distance between the uUGA and the main 

AUG is important for the translational regulation strengthening the hypothesis of a re-
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initiation mechanism. Further studies will be needed to clearly establish the ratio between 

leaky-scanning and re-initiation involved in the A3G and A3F translation. One of them could 

be the study of the nucleotide context surrounding the uORF stop codon. Indeed, this 

sequence could contribute to several functions such as ribosomal stalling as observed in the 

regulation of the human cytomegalovirus gpUL4 (gp48) gene (Bhushan et al 2010). In this 

case, the ribosome is stopped by a mechanism dependent on the nascent uORF peptide. The 

termination of the uORF can influence the re-initiation mechanism as in the CAD1 mRNA 

(Vilela et al 1999) where the uORF termination sequence is a re-initiation inhibitory element 

because it promotes UPF1-independent mRNA degradation. Finally, the uORF termination 

context can play a role in the mRNA decay (Wethmar 2014). Studies in mammalian cells and 

yeast showed that uORF-bearing mRNAs are susceptible to be targeted by NMD which is 

attributed to the terminations events occurring at uORF stop codons (Mendell et al 2004; He 

et al 2003).   

To test the impact of the uORF on the Vif-mediated translational mechanism, we performed 

our experiments under conditions where the proteasomal pathway was inhibited, and we 

showed that the uORF sequence was important for this mechanism. Moreover, we also 

observed that the amino acid sequence of the uORF is not directly implicated in this 

repression excluding a peptide trans effect on Vif-mediated repression. Finally, we noticed 

that the uORF peptide length and the distance between the two ORFs are also related to the 

translational inhibition. According to these observations, we can propose a mechanism by 

which Vif induces A3G and A3F translational repression. Indeed, Vif is not able to inhibit the 

A3G/F uAUG mutant translation. In this context, the main protein is translated by a ribosome 

scanning mechanism but is not stopped by the uORF because the uAUG codon is not 

recognized by the ribosome. On the contrary, the translational repression mechanism seems 

to be dependent on the uORF peptide length and the distance between the two ORFs. Our 

data support a mechanism where Vif could inhibit the translation of A3G and A3F mRNAs 

within the uORF sequence or between the uORF termination codon and the main AUG 

codon. Deciphering the mechanism of the Vif-mediated translational inhibition of A3F/G 

mRNAs will be important to find new molecular inhibitors able to counteract Vif activity and 

reduce viral infectivity. 
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Table 1: Description of the primers used in this study 

 

A3G uORF 

pS-uORF A3G 5’- GAAGCGGGAGGGGCCAACCCTGGTGCTCCA-3’ 

pAS-uORF A3G 5’- TGGAGCACCAGGGTTGGCCCCTCCCGCTTC-3’ 

 

A3G suAUG 

pS-suAUG A3G 5’- GAAGGGGGAGGGGCCAAGACTACGAGGCCCTGG-3’ 

pAS-suAUG A3G 5’-CCAGGGCCTCGTAGTCTTGGCCCCTCCCCCTTC-3’ 

 

 A3G suUGA 

pS-suUGA A3G   5’- GCCTGGAGCAGAAAGGAAACCCTGGTGCTCCA-3’ 

pAS-suUGA A3G  5’- TGGAGCACCAGGGTTTCCTTTCTGCTCCAGGC-3’ 

 

A3G 2aa 

pS-A3G2aa A3G  5’- GCCATGACTACGTGATGATGGGAGGTCACT-3’ 

pAS- A3G2aa A3G  5’- AGTGACCTCCCATCATCACGTAGTCATGGC-3’ 

 

A3G 5aa 

pS-A3G5aa A3G  5’- ACGAGGCCCTGGTGATGAACTTTAGGGAGG-3’ 

pAS-A3G5aa A3G  5’ - CCTCCCTAAAGTTCATCACCAGGGCCTCGT-3’ 

 

A3G 10aa 

pS-A3G10aa A3G  5’-GTCACTTTAGGGTGATGAGTCCTAAAACCA-3’ 

pAS-A3G10aa A3G  5’- TGGTTTTAGGACTCATCACCCTAAAGTGAC-3’ 

 

A3G 15aa 

pS-A3G15aa A3G  5’- GCTGTCCTAAAATGATGAGCTTGGAGCAGA-3’ 

pAS-A3G15aa A3G  5’- TCTGCTCCAAGCTCATCATTTTAGGACAGC-3’ 

 

A3G 249-273  

pS-25 A3G 5’- TGGAGCAGAAAGTGATTAGTCGGGACTAGC-3’ 

pAS-25 A3G 5’- GCTAGTCCCGACTAATCACTTTCTGCTCCA-3’ 

 

A3G 249- 291 

pS-50 A3G 5’- TGGAGCAGAAAGTGACCAAGGATGAAGCCT-3’ 

pAS-50 A3G 5’- AGGCTTCATCCTTGGTCACTTTCTGCTCCA-3’ 

 

A3G WK 

pS-A3GWK 5’-GAAGCGGGAAAAAAAATGGCTACGAGGCCCT-3’ 

pAS-A3GWK 5’-AGGGCCTCGTAGCCATAAAAAATCCCGCTTC-3’ 

 

A3G uORF2 

pS-A3G uORF2 5’- GGGAGGGGCCATGGACTACGAGGCCCTGG-3’ 

pAS-A3G uORF2 5’- CCAGGGCCTCGTAGTCCATGGCCCCTCCC-3’ 

pS-A3G uORF2 5’- CTTGGAGCAGAAATGAAACCCTGGTGCTCC-3’ 

pAS-A3G uORF2  5’- GGAGCACCAGGGTTTCATTTCTGCTCCAAG-3’ 

 

A3G uUGA276 

pS-A3G 25 5’-CTCCAGACAAAGATCTGATTAGTCGGGACTAGC-3’ 

pAS-A3G 25 5’-GCTAGTCCCGACTAATCAGATCTTTGTCTGGAG-3’ 
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A3G uUGA289 

pS-A3G uUGA289 5’-TTAGTCGGGACTAGCTGACGGCCAAGGATGAAG-3’ 

pAS-A3G uUGA289 5’-CTTCATCCTTGGCCGTCAGCTAGTCCCGACTAA-3’ 

 

A3G WT+50 

pS-A3G TB 5’-

GTACAGCTGTCATTTGCACCACTAATGCTATAAGGATGAAGCCTCACTTCA-3’ 

pAS-A3G TB 5’-

TACCAGCTGTCTCTGCACCACTTGGGTGCTATGGCCGGCTAGTCCCGACTAA-3’ 

 

 

A3F uORF 

pS-uORF A3F 5’-GAAGGGGGAGGGGCCAACCCTGGTGCTCCA-3’ 

pAS-uORF A3F 5’-TGGAGCACCAGGGTTGGCCCCTCCCCCTTC-3’ 

 

A3F suAUG 

pS-suAUG A3F 5’-GAAGGGGGAGGGGCCAAGACTACGAGGCCCTGG-3’ 

pAS-suAUG A3F 5’-CCAGGGCCTCGTAGTCTTGGCCCCTCCCCCTTC-3’ 

 

 A3F suUGA 

pS-suUGA A3F   5’-GCCTGGAGCAGAAAGGAAACCCTGGTGCTCCA-3’ 

pAS-suUGA A3F  5’-TGGAGCACCAGGGTTTCCTTTCTGCTCCAGGC-3’ 

 

A3F 2aa 

pS-A3F2aa A3F  5’-GGGGCCATGACTACGTGATGATGGGAGGTCACTTTA-3’ 

pAS- A3F2aa A3F  5’-TAAAGTGACCTCCCATCATCACGTAGTCATGGCCCC-3’ 

 

A3F 5aa 

pS-A3F5aa A3F  5’-ACTACGAGGCCCTGGTGATGAACTTTAGGGAGGGCT-3’ 

pAS-A3F5aa A3F  5’ - AGCCCTCCCTAAAGTTCATCACCAGGGCCTCGTAGT-3’ 

 

A3F 10aa 

pS-A3F10aa A3F  5’-GAGGTCACTTTAGGGTGATGAGTCCTGAAACCTGGA-3’ 

pAS-A3F10aa A3F  5’-TCCAGGTTTCAGGACTCATCACCCTAAAGTGACCTC-3’ 

 

A3F 15aa 

pS-A3F15aa A3F  5’-AGGGCTGTCCTGAAATGATGAGCCTGGAGCAGAAAG-3’ 

pAS-A3F15aa A3F  5’-CTTTCTGCTCCAGGCTCATCATTTCAGGACACCCT-3’ 

 

A3F 249-273  

pS-25 A3F 5’-TGGAGCAGAAAGTGATTAGTCGGGACTAGC-3’ 

pAS-25 A3F 5’-GCTAGTCCCGACTAATCACTTTCTGCTCCA-3’ 

 

A3F 249- 291 

pS-50 A3F 5’-TGGAGCAGAAAGTGACCAAGGATGAAGCCT-3’ 

pAS-50 A3F 5’-AGGCTTCATCCTTGGTCACTTTCTGCTCCA-3’ 

 

A3F uORF2 

pS-A3F uORF2 5’-GGGAGGGGCCATGGACTACGAGGCCCTGG-3’ 

pAS-A3F uORF2 5’-CCAGGGCCTCGTAGTCCATGGCCCCTCCC-3’ 

pS-A3F uORF2 5’-AGCCTGGAGCAGAAATGAAACCCTGGTGCT-3’ 
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pAS-A3F uORF2 5’-AGCACCAGGGTTTCATTTCTGCTCCAGGCT-3’ 

 

 

Supporting figure 1: APOBEC3G and APOBEC3F mRNA expression level in HEK293T transfected 

cells. Total RNA was extracted from transfected HEK293T cells and A3G and A3F qPCR were 

performed to study the expression of A3G and A3F constructs. Standard deviations are 
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representative of at least three independent experiments. P-values are indicated as follows: *<0,05; 

**<0,01; NS: non significant. 
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III. DOMAINES DE VIF IMPLIQUES DANS L’INHIBITION  

TRADUCTIONNELLE 

 
 Après avoir observé la conservation de l’inhibition traductionnelle à travers différents 

sous-types de VIH-1 dans l’article #1 « Translational regulation of APOBEC3G mRNA by Vif 

requires its 5’UTR and contributes to restoring HIV-1 infectivity», nous avons cherché à 

identifier les domaines de Vif impliqués dans cette inhibition traductionnelle. Bien que Vif 

soit exprimée par tous les sous-types du VIH-1, sa séquence varie en fonction des isolats 

(banque de séquences Los Alamos, http://www.hiv.lanl.gov). Afin d’identifier les domaines 

de Vif importants pour l’inhibition traductionnelle, nous nous sommes intéressés à plusieurs 

sous-types de Vif (Binka et al 2012). Après avoir observé que tous les sous-types de Vif 

permettaient l’inhibition traductionnelle d’A3G et que certaines Vif avaient une plus forte 

activité inhibitrice que d’autres (Figure 9, article #1), nous avons spécifiquement étudié les 

séquences de ces protéines. En alignant les séquences de Vif représentant 15 sous-types 

différents ayant environ 15% de diversité avec le groupe B (figure 30), nous avons remarqué 

une grande hétérogénéité dans quatre domaines distincts (31-50 ; 61-70 ; 121-140 et 151-

160). Ces domaines étant connus pour leur implication dans l’interaction avec A3G, A3F, 

Cul5, EloB et EloC, nous nous sommes intéressés à ces derniers.  

Grâce à un alignement des deux Vif ayant la plus forte activité inhibitrice de la 

traduction d’A3G (sous-type A2 et D1) avec les deux Vif ayant la plus faible activité inhibitrice 

(sous-type C1 et BLAI), nous avons observé que certains acides aminés sont conservés chez 

A2 et D1 d’une part, ainsi que chez C1 et BLAI d’autre part, à la même position. Ainsi, les 

acides aminés F39, H48 et H127 sont conservés chez les Vif de types BLAI et C1 alors que les 

acides aminés L39, N48 et Q127 sont conservés chez les Vif de types A2 et D1 (figure 31). De 

plus, il a été montré dans la littérature que ces acides aminés font partie de domaines 

impliqués dans diverses fonctions de Vif parmi lesquelles des interactions avec des protéines 

cellulaires. Ainsi, le domaine situé près de l’acide aminé 39 est impliqué dans l’interaction 

avec A3G (Mehle et al 2007), tout comme l’acide aminé N48 (Binka et al 2011), et le 

domaine 108-139 dans lequel se trouve l’acide aminé 127 constitue un motif en doigt de zinc 

qui interagit à la fois avec la culline 5 mais également avec les EloB/EloC constituant le 
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complexe E3 ubiquitine ligase responsable de la dégradation d’A3G et d’A3F par le 

protéasome. 

 

 

 

Figure 30 : Alignement des Vif des différents sous-types testés (CLC sequence viewer). 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figure 31 : Alignement des Vif de sous-types BLAI, A2, D1 et C1 (CLC sequence viewer). 

Cullin5/EloB/C 

EloB/C 

A3G A3G/F 
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Afin de tester l’implication de ces trois acides aminés dans l’inhibition traductionnelle 

sans modifier la structure des Vif, nous avons tout d’abord envisagé d’échanger ces trois 

acides aminés par mutagenèse dirigée et de vérifier l’augmentation ou la diminution de 

l’activité inhibitrice de la traduction d’A3G. Ainsi, nous avons inséré les acides aminés F39, 

H48 et H127 (spécifiques des Vif C1 et BLAI) à Vif D1 et L39, N48 et Q127 (spécifiques des Vif 

A2 et D1) à Vif C1. Après co-transfections de ces plasmides avec A3G sauvage en conditions 

où le protéasome est inhibé par ajout d’ALLN, nous avons comparé les activités inhibitrices 

de ces Vif mutées avec celles des Vif D1 et C1 sauvages. En ce qui concerne Vif D1, les 

résultats de ces transfections montrent que Vif D1 L39F a la même activité que Vif D1 

sauvage alors que les Vif D1 N48H et Q127H ne présentent plus d’activité inhibitrice (figure 

32A). Ces résultats suggèrent que les acides aminés N48 et Q127 jouent un rôle positif pour 

le sous-type D1 dans l’inhibition traductionnelle d’A3G par Vif. Lors des transfections des Vif 

C1, nous avons observé que Vif C1 F39L a une inhibition traductionnelle d’environ 20% 

tandis que les Vif C1 H48N et H127Q n’ont plus d’activité inhibitrice (figure 32B). Ces 

données suggèrent que les acides aminés H48 et H127 ont un rôle positif pour le sous-type 

C1 dans l’inhibition traductionnelle par Vif. Nous avons également échangé simultanément 

les trois acides aminés des Vif D1 et C1 et comparé leur activité inhibitrice avec celle des 

protéines D1 et C1 sauvages. Les résultats montrent une inhibition traductionnelle plus 

faible pour Vif D1 mutée que pour Vif D1 sauvage alors que Vif C1 mutée n’a plus aucune 

activité inhibitrice (figure 32C). Ce résultat suggère que les acides aminés F39, H48 et H127 

réunis peuvent jouer un rôle positif dans l’inhibition traductionnelle pour le sous-type C1 

mais que les acides aminés L39, N48 et Q127 ensemble ne sont pas suffisants pour rétablir 

l’inhibition traductionnelle de Vif. Cependant, l’échange d’acides aminés de charges 

différentes peut aussi avoir un impact sur l’effet de Vif. En effet, les histidines chargées 

positivement sont remplacées par des acides aminés non chargés tels que l’asparagine et la 

glutamine. De plus, les acides aminés échangés dans cette étude sont disposés de façon à 

interagir avec d’autres protéines telles qu’A3G, la culline 5, l’élongine B et l’élongine C dans 

la structure tridimensionnelle de Vif (Guo et al 2014) ce qui suggère que le remplacement de 

certains acides aminés par d’autres peut affecter l’interaction avec celles-ci. L’activité 

inhibitrice de Vif semble donc dépendre du contexte dans lequel ces acides aminés sont ou 

de la structure de la protéine dans le cas où ces mutations induisent un changement de 

conformation de Vif. 
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Figure 32 : Inhibition traductionnelle médiée par les Vif de sous-types D1 et C1 mutées 

Les cellules HEK293T ont été transfectées avec un plasmide exprimant A3G sauvage avec ou sans Vif ainsi qu’en 
présence ou en absence d’ALLN. Leur expression relative correspond à la quantification de leur expression par 
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rapport à celle de l’actine. Les écart-types représentent trois expériences indépendantes. L’anticorps anti-Vif 
utilisé ne permet pas de reconnaître les Vif de type C1.  
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IV. UNE INTERACTION A3G-VIF EST-ELLE NECESSAIRE POUR 
L’INHIBITION TRADUCTIONNELLE ? 
 
 

Après avoir observé l’inhibition traductionnelle d’A3G, nous avons voulu savoir si ce 

mécanisme est lié ou non avec l’interaction d’A3G à Vif. La protéine Vif possède de 

nombreux sites de fixation à A3G, plusieurs domaines d’interaction sont situés en partie N-

terminale tels que les domaines 21WKSLVK26, 40YRHHY44, 55VxIPLx4L64, 69YWxL72 ou encore 

85VSIEW89 (Mehle et al 2007 ; Dang et al 2009 ; Pery et al 2009). En ce qui concerne A3G, les 

résidus responsables de l’interaction avec Vif se situent entre les positions 126-132. De plus, 

il a été montré que cette interaction peut être inhibée par la seule substitution de l’acide 

aminé D128 d’A3G par une lysine (D128K) (Xu et al 2004). Par ailleurs, cette substitution 

confère une résistance d’A3G à Vif ayant pour conséquence une diminution de l’infectivité 

virale.  

Nous avons transfecté A3GD128K en présence et en absence de Vif ainsi qu’en 

présence et en absence d’ALLN. Nos résultats confirment que la protéine A3G D128K est 

bien insensible à la dégradation induite par Vif (figure 33, piste 1-2). Cependant, et de façon 

surprenante, nous n’observons pas d’inhibition traductionnelle d’A3G D128K par Vif en 

présence d’inhibiteur du protéasome (figure 33, piste 3-4), malgré la présence de l’uORF sur 

la 5’UTR, ce qui suggère que l’interaction entre Vif et A3G est importante pour l’inhibition 

traductionnelle d’A3G. De plus, lorsque nous transfectons le mutant Vif K26R interagissant 

encore avec A3G, nous observons encore une inhibition traductionnelle d’A3G (article #1, 

figure 6). Nous avons donc constaté une corrélation entre l’inhibition traductionnelle induite 

par Vif avec son interaction avec A3G. 
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Figure 33 : A3GD128K n’interagissant pas avec Vif n’a pas de régulation de sa traduction 

Les cellules HEK293T ont été transfectées avec un plasmide exprimant A3G D128K avec ou sans Vif ainsi qu’en 
présence ou en absence d’ALLN. Leur expression relative correspond à la quantification de leur expression par 
rapport à celle de l’actine. 

 
Afin de tester si l’interaction entre A3G et Vif a un effet sur l’inhibition 

traductionnelle d’A3G, nous avons transfecté le plasmide exprimant A3G D128K (insensible à 

la dégradation induite par Vif et n’interagissant pas avec Vif) avec un plasmide exprimant 

A3G à partir d’un vecteur dépourvu des régions non traduites (A3GUTR insensible à 

l’inhibition traductionnelle imposée par Vif et interagissant avec Vif). Afin de détecter 

chacune des protéines A3G (sauvage et D128K), celles-ci ont été étiquetées avec un tag HA 

(A3GUTR) et un tag c-myc (A3G D128K) (figure 34). 

 

 

Figure 34 : Représentation schématique de l’hypothèse de travail 

 

De façon intéressante, nous observons que l’expression de quantité croissante d’A3G 

∆UTR (de 0,1 à 2 µg) diminue considérablement l’expression d’A3G D128K (environ 60%) en 

présence d’ALLN (figure 35). Ces résultats, bien que préliminaires, suggèrent que 

l’interaction entre Vif et A3G est nécessaire afin de promouvoir l’inhibition traductionnelle 

d’A3G, très probablement via une interaction avec la région 5’UTR de son ARNm. D’autres 
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expériences telles que le iCLIP ou le CLIP-seq pourront nous permettre de connaître la cible 

exacte de la protéine A3G ainsi que celle du complexe Vif-A3G sur la région 5’UTR de l’ARNm 

d’A3G. 

 

 

Figure 35 : L’interaction entre Vif et A3G joue un rôle dans l’inhibition traductionnelle 

Les cellules HEK293T ont été transfectées avec les plasmides exprimant A3GD128K-cmyc, Vif et une 

concentration croissante de plasmide A3GUTR-HA en présence d’ALLN. L’expression relative d’A3G D128K 
correspond à la quantification de son expression par rapport à celle de l’actine. 
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Grâce à ces différents résultats, nous pouvons imaginer un modèle de mécanisme 

d’inhibition traductionnelle dans lequel A3G et A3F sont traduits par leaky-scanning ainsi 

que par ré-initiation, Vif va interagir avec A3G/F à la fois pour leur dégradation protéasomale 

ainsi que pour leur inhibition traductionnelle. En effet, le complexe Vif-A3G ou Vif-A3F se 

fixe sur l’ARNm d’A3G/F soit directement sur l’uORF, soit sur la région située entre les deux 

ORF afin de bloquer soit le scanning du ribosome sur l’uORF soit la ré-initiation (figure 36). 

 

 

Figure 36 : Modèle hypothétique de mécanisme d’inhibition traductionnelle d’A3G/F par Vif 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 

 Depuis que les facteurs de restriction A3G et A3F ont été identifiés au début des 

années 2000 (Sheehy et al 2002 ; Zheng et al 2004 ; Wiegand et al 2004), de nombreuses 

études ont permis de découvrir la façon dont ces protéines inhibent la production de 

particules virales infectieuses et par quels mécanismes le VIH-1 contourne l’action de ces 

facteurs de l’immunité innée par l’intermédiaire de la protéine Vif. Alors que les mécanismes 

de dégradation protéasomale et d’inhibition traductionnelle semblent très importants pour 

la régulation de l’expression d’A3G et d’A3F, l’effet de Vif sur la transcription d’A3G n’est pas 

perceptible dans nos résultats, les cellules HEK293T utilisées n’exprimant pas le facteur 

RUNX. Ce projet de thèse a permis de mieux comprendre à la fois la régulation de la 

traduction d’A3G et d’A3F et le mécanisme de répression traductionnelle de ces facteurs par 

Vif. Il a également permis d’identifier des motifs de Vif susceptibles d’être importants pour 

l’inhibition traductionnelle et de suggérer que l’interaction des protéines Vif et A3G est 

nécessaire pour ce mécanisme.   

 

I. TRADUCTION DES PROTEINES A3G ET A3F 
  

 Après la découverte d’un petit cadre ouvert de lecture (uORF) contenu dans la 5’UTR 

des ARNm d’A3G et d’A3F, nous avons déterminé son impact sur la traduction de ces 

protéines. Les séquences uORF sont des éléments présents dans de nombreux ARNm 

eucaryotes, 50% des gènes de mammifères contiennent d’ailleurs au moins une séquence 

uORF (Calvo et al 2009). De récents progrès dans les technologies de séquençage et le 

développement des méthodes de profilage des ribosomes ont permis de générer de 

nombreuses informations sur la localisation des uORF ainsi que leur fonction (Lee et al 2012 ; 

Wethmar et al 2014). Les uORF sont souvent reconnues comme des séquences cis-

régulatrices qui affectent la traduction des principaux ORF, ayant pour conséquence une 

diminution de l’expression protéiques dans la plupart des cas (Calvo et al 2009 ; Medenbach 

et al 2011). En effet, nous avons montré que l’uORF des ARNm d’A3G et d’A3F régule 

négativement la traduction protéique. Le codon d’initiation de l’uORF et son contexte Kozak 

étant importants pour la répression de la traduction, nous en avons conclu que la régulation 

de la traduction nécessite la reconnaissance du codon initiateur de l’uORF par le ribosome 
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comme la régulation de la traduction de l’ARNm msl-2 (male specific lethal 2 homolog) 

(Medenbach et al 2011). Cependant, cette étude montre aussi une régulation de la 

traduction de cet ARN via sa 3’UTR par la protéine SXL (Sex Lethal), ce qui ne semble pas être 

le cas pour A3G et A3F. De plus, nous avons montré que les protéines A3G et A3F peuvent 

être traduites par un mécanisme de leaky-scanning (article #2, figure 4). Comme observé 

dans d’autres études (Kozak 1984 ; Hinnebusch 2005), un mutant du codon stop de l’uORF 

nous a permis de montrer que les protéines peuvent également être traduites par ré-

initiation (article #2, figure 4). Nous avons étudié la distance entre le codon stop de l’uORF et 

le codon d’initiation de l’ORF principal et observé que celle-ci était importante dans la 

régulation de la traduction. Ce résultat nous conforte dans l’hypothèse d’un mécanisme de 

ré-initiation pour la traduction d’A3G et d’A3F.  

 

Les perspectives de ce projet sont nombreuses : tout d’abord, la construction 

d’autres mutants seraient nécessaire afin d’établir la part du leaky-scanning et de la ré-

initiation impliquée dans la traduction des facteurs de restriction. Etant donné qu’A3G et 

A3F ne sont pas les seules protéines APOBEC3, nous pouvons également nous demander si 

d’autres APOBEC3 pourraient aussi être régulées au niveau traductionnel. Cependant, la 

séquence uORF n’est pas présente dans les 5’UTR des autres cytidines désaminases. Seule 

A3D possède une courte séquence pouvant potentiellement exprimer un peptide de 9 acides 

aminés. Il serait intéressant de vérifier si cette séquence est impliquée ou non dans la 

régulation de la traduction d’A3D comme l’uORF contenue dans la 5’UTR des ARNm d’A3G et 

d’A3F. De plus, il a été montré qu’il existe une corrélation entre l’expression d’A3G chez des 

patients contrôleurs du VIH ou non progresseurs à long terme et la progression du SIDA 

(Eyzaguirre et al 2013), avec un taux de protéine A3G plus abondant chez ces patients (De 

Pasquale et al 2013). Nous pourrions ainsi envisager d’étudier la validité de l’uORF (séquence 

sauvage ou mutée) contenue dans la 5’UTR en séquençant les gènes A3G et A3F de ces 

patients et vérifier s’il existe une corrélation avec le taux de protéines exprimées et la 

progression de la maladie.  
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II. MECANISME D’INHIBITION TRADUCTIONNELLE D’A3G ET D’A3F 
PAR VIF 
 

1) La 5’UTR des ARNm d’A3G/3F est essentielle pour leur inhibition traductionnelle 
 
 Alors que le mécanisme moléculaire par lequel Vif induit la dégradation d’A3G et 

d’A3F par le protéasome est fortement documenté (Yu et al 2003 ; Henriet et al 2009 ; Zheng 

et al 2012), le mécanisme d’inhibition traductionnelle n’est pas encore élucidé. Après des 

expériences réalisées in vitro, il nous est apparu essentiel de vérifier l’inhibition 

traductionnelle d’A3G ex vivo. Ainsi, en cellules HEK293T, nous avons observé que 

l’inhibition traductionnelle d’A3G dépend entièrement de la 5’UTR de son ARNm. En effet, 

les UTR sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires et sont souvent la cible de 

protéines régulatrices (Wilkie et al 2003). En se basant sur la structure secondaire de la 

5’UTR de l’ARN d’A3G, nous avons identifié les deux tige-boucles SL2 et SL3 comme motifs 

requis pour ce mécanisme. De plus, nous avons montré que l’inhibition traductionnelle 

d’A3G et la dégradation protéasomale induite par Vif sont deux mécanismes contribuant de 

façon similaire à la diminution d’expression d’A3G dans la cellule suggérant que la répression 

de la traduction est un mécanisme aussi important que la dégradation par le protéasome. 

Enfin, nous avons observé que ce mécanisme réduit considérablement l’incorporation d’A3G 

dans les nouvelles particules virales ayant pour conséquence une augmentation de 

l’infectivité virale du VIH-1. Nous avons également montré que Vif réduit la traduction d’A3F 

par un mécanisme dépendant de la 5’UTR de son ARNm. 

 

 
2) Rôle de l’uORF dans le mécanisme d’inhibition traductionnelle  
 
Après la découverte de l’existence d’un petit cadre ouvert de lecture (uORF) contenu 

dans la région 5’UTR des ARNm d’A3G et d’A3F, nous avons démontré que celui-ci est 

impliqué à la fois dans la régulation de la traduction de ces protéines mais également dans le 

mécanisme d’inhibition de leur traduction induite par Vif. L’inactivation de cette séquence 

uORF par mutations montre que Vif n’est capable de réguler la traduction que dans le cas 

d’une séquence uORF fonctionnelle. Nous avons également observé que la séquence 

peptidique de l’uORF n’est pas impliquée directement dans ce mécanisme contrairement à 

la taille du peptide codé par l’uORF ainsi que la distance entre l’uORF et l’ORF principal. Ceci 
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suggère donc que Vif inhibe la traduction des protéines A3G et A3F soit via la séquence 

uORF, en bloquant la traduction de l’uORF, soit via la séquence entre l’uORF et l’ORF 

principal en bloquant le scanning du ribosome ou la ré-initiation sur cette région. D’autres 

études telles que des expériences de CLIP-seq (Cross-linking immunoprecipitation 

sequencing) en présence de Vif seront nécessaires afin de connaître la cible exacte de Vif sur 

la 5’UTR de ces ARNm. 

 
Une des perspectives envisagées est la détermination de la structure secondaire des 

ARNm d’A3G et d’A3F afin de savoir si l’effet observé au niveau traductionnel est un effet 

direct (Vif) ou indirect dû à la perturbation de la conformation de l’ARNm. Ainsi, nous 

envisageons de réaliser des expériences de SHAPE (Selective 2’-hydroxyl acylation analyzed 

by primer extension) sur les ARNm sauvages et sur les ARN mutants qui ont montré le plus 

d’effet au niveau de la régulation traductionnelle.  

 
III. IDENTIFICATION DES DOMAINES DE VIF IMPLIQUES DANS CE 
MECANISME 
 

1) Domaines de Vif à identifier  
 
Afin d’identifier les domaines de Vif importants pour l’inhibition traductionnelle, nous 

nous sommes intéressés à plusieurs sous-types de Vif et avons observé une hétérogénéité 

de l’activité inhibitrice de ces différentes Vif. En comparant des protéines Vif ayant une forte 

et une faible activité inhibitrice, nous avons identifié quatre domaines qui pourraient être 

impliqués dans cette régulation. De plus, ces domaines sont connus pour interagir avec de 

nombreux partenaires de Vif dont A3G, A3F, Cul5, EloB et EloC. Nous avons également 

observé l’importance de trois acides aminés conservés dans ces domaines en position 39, 48 

et 127 et déjà connus pour leur interaction avec A3G et les protéines du complexe E3 

ubiquitine ligase. Enfin, nous avons remarqué que l’activité inhibitrice de Vif devait dépendre 

soit de l’association de ces trois acides aminés, soit de l’interaction entre ces acides aminés 

et d’autres protéines ou de la structure de la protéine Vif elle-même. 
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2) Identification de protéines cellulaires impliquées dans l’inhibition traductionnelle 
 
La traduction des ARNm d’A3G et d’A3F peut être inhibée à plusieurs étapes 

(initiation, élongation et terminaison). La plupart des mécanismes de régulation 

traductionnelle se faisant au niveau de l’initiation (Diaz-Guerra et al 2008), nous avons 

démontré que Vif régule également la traduction des facteurs de restriction à ce niveau. 

Cependant, nous ne savons pas si des facteurs d’initiation de la traduction sont liés ou non à 

Vif pour l’inhibition traductionnelle. Pour cela, nous envisageons de réaliser des expériences 

incluant différents facteurs d’initiation de la traduction à travers des expériences de « toe-

print » en cellule sur les ARNm sauvages et mutés au niveau de l’uORF. L’interaction 

potentielle de Vif avec ces facteurs pourrait ainsi nous amener à l’hypothèse de leur 

implication dans le mécanisme d’inhibition traductionnelle.      

D’autres expériences sont également envisagées afin d’identifier des protéines 

cellulaires impliquées dans ce mécanisme. Pour cela, des expériences de pull-down (système 

ARN biotinylé et bille de streptavidine) des ARNm suivies d’une analyse des complexes 

protéiques qui y sont associés par spectrométrie de masse sont réalisées. Ainsi, la 

comparaison des protéines cellulaires en présence et en absence de Vif nous permettra de 

mieux comprendre l’effet de Vif sur l’initiation de la traduction des protéines A3G et A3F. 

 

IV. OUVERTURE VERS DE NOUVELLES VOIES DE STRATEGIES 
THERAPEUTIQUES ? 
 

1) Infectivité virale 
 
Les expériences de traduction effectuées avec les mutants de l’uORF des ARN d’A3G 

et d’A3F ont été réalisées avec un clone d’expression de la protéine Vif (hVif). Comme pour 

les expériences effectuées sur les ARN d’A3G mutés dans leur 5’UTR (Guerrero et al soumis), 

il sera primordial de faire des études incluant les mutants de l’uORF dans un contexte viral 

où la protéine Vif est apportée par un clone infectieux du VIH-1 tel que pNL4.3. Les 

expériences devront être réalisées dans un contexte sauvage (pNL4.3) ainsi que dans un 

contexte dépourvu de Vif (pNL4.3Vif). Deux types de cellules (cibles et HEK293T) 

pourraient permettre de comparer l’effet de l’uORF en contexte permissif et non permissif. 

Ainsi, le taux des protéines A3G/F produites dans les cellules, l’encapsidation de ces facteurs 
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de restriction et l’infectivité des virions provenant des cellules transfectées par les A3G et 

A3F mutés pourront être étudiés en même temps.  

L’utilisation du système CRISPR/cas9 est envisagée afin de supprimer voire de 

substituer la séquence uORF des ARN d’A3G et d’A3F et d’observer la réplication dans des 

cellules non permissives. Ceci nous permettrait de savoir l’impact de l’uORF sur la réplication 

virale issue de cellules cibles du VIH. 

 
2) Molécules inhibitrices de l’action de Vif  
 

 De nombreuses études ont identifié des molécules capables d’inhiber la dégradation 

protéasomale d’A3G induite par Vif. Ainsi, le TPEN (N, N, N’, N’-Tetrakis-(2-Pyridilmethyl) 

Ethylenediamine) permet d’inhiber l’interaction entre Vif et la culline 5 (Xiao et al 2007), la 

molécule VEC-5 (dérivé indolique) inhibe la liaison entre Vif et l’elongin C (Zuo et al 2012) ou 

encore les molécules IMB-26/35 (C20H23N2O6Br/ C20H22NO7Br) interfèrent directement avec 

l’interaction Vif-A3G (Cen et al 2010). Cependant, les stratégies de développement de 

composés antiviraux ciblant l’action de Vif sur A3G et A3F doivent dorénavant prendre en 

compte le mécanisme d’inhibition traductionnelle induit par Vif.  

 

 Ainsi, une des perspectives directes des stratégies thérapeutiques serait de définir un 

ou plusieurs sites d’interaction de Vif et d’A3G/F impliqués à la fois dans l’interaction avec le 

complexe E3 ubiquitine ligase et dans la répression de la traduction. La région N-terminale 

de Vif semble être la meilleure zone de recherches étant donné son implication dans les 

liaisons avec A3G, A3F, l’ARN génomique et le facteur CBF important pour la stabilité du 

complexe de dégradation par le protéasome. D’autres études seront nécessaires afin 

d’identifier les cibles de Vif inhibant son action sur les facteurs de restriction mais également 

pour s’assurer que les interactions ciblées n’interfèrent pas avec d’autres fonctions 

cellulaires essentielles. 
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Introduction 
 

 
Le VIH-1 nécessite de nombreux facteurs cellulaires et utilise plusieurs voies de signalisation pour se répliquer. Pour inhiber sa réplication, les cellules de 
mammifères expriment de nombreuses protéines qui font partie du système immunitaire inné appelées facteurs de restriction. Ceux-ci vont cibler certaines 
étapes clés du cycle de réplication du VIH telles que la décapsidation, la transcription inverse et la libération des nouvelles particules virales. Parmi ces 
protéines, nous trouvons TRIM5α (Tripartite-motif-containing 5 α), les protéines APOBEC3 (APOlipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic polypeptide-
like 3) et en particulier APOBEC3G et APOBEC3F, SAMHDI (Sterile α Motif Domain- and HD domain- containing protein I) et la tetherin (BST2 Bone 
marrow stromal cell antigen 2). En réponse à ces mécanismes de défense cellulaire, le VIH exprime des protéines dites auxiliaires qui vont contrecarrer 
ces facteurs de restriction comme Vif (Viral infectivity factor) et Vpu (Viral protein U) qui vont inhiber respectivement APOBEC3G/F et la tetherin.  
Le laboratoire s’intéresse plus précisément aux protéines APOBEC3G et F et à leur régulation par la protéine virale Vif. 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Conclusions et perspectives 

 

 

 

 

 

 

Cycle de réplication du VIH-1 

SAMHDI 
inhibe la transcription inverse. Ce facteur de restriction diminue le 

stock de dNTP nécessaire à cette phase du cycle. 

APOBEC3G/F  
inhibent la transcription inverse en induisant des hypermutations dans le 

génome viral 

 
Le VIH est inhibé par plusieurs protéines antivirales naturelles appelées facteurs de restriction. Ces facteurs vont cibler certaines étapes du cycle de réplication 

mais vont eux-mêmes être contrés par des protéines exprimées par le VIH comme Vif. Cette protéine inhibe l’expression d’A3G et d’A3F en induisant leur 

dégradation via un complexe de dégradation cellulaire appelé protéasome et en inhibant leur traduction.  

L’objectif du laboratoire est de définir les mécanismes mis en place par Vif, via la région 5’UTR, pour réguler la traduction d’A3G/F ainsi que d’observer les 

domaines de Vif impliqués dans cette inhibition traductionnelle. 
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Stratégie expérimentale Résultats 

mutations 

TRIM5α 
 inhibe la décapsidation du virus et empêche la libération 

de l’ARN viral dans la cellule.  

 TETHERIN 
inhibe la libération des virions. Cette protéine est située à la 

membrane de la cellule et va retenir l’enveloppe des virions à la 
surface cellulaire.  

Vif inhibe l’expression d’APOBEC3G/F de deux 
manières:  
1. Dégradation par le protéasome en recrutant un 

complexe E3 Ubiquitine ligase 
2. Inhibition de la traduction d’APOBEC3G/F. 
 

Conclusion 
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    3. La région 5’UTR est importante pour la

régulation traductionnelle
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Les mutants d’A3F et d’A3G ont permis de savoir que seule la 5’UTR est impliquée dans le mécanisme d’inhibition tradu ctionnelle par Vif. 

Les objectifs actuels sont de déterminer plus précisément les motifs de cette 5’UTR essentiels pour cette répression et d’ident ifier l’impact de celle-ci sur

la réplication virale du VIH-1.

D’autre part, nous cherchons à identifier les domaines de Vif responsables de cette répression traductionnelle.

 

La compréhension de ces mécanismes est importante étant donné que leur inhibition permettrait une augmentation de l’encapsidati on d’A3G et d’A3F dans 

les nouveaux virions ce qui réduirait considérablement l’infectivité des particules.

1. Modèles de structures secondaires des UTR de 

       l'ARNm d'A3G                                 et sites de fixation de Vif
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Les régions 5’ et 3’UTR se structurent en 3 tiges-boucles séparées par des jonctions simples brin.

Les expériences d’empreintes enzymatiques révèlent plusieurs sites de fixation de Vif sur les régions 5’ et 3’UTR de l’ARNm d’A 3G.

La traduction des protéines A3G et A3F est inhibée par la protéine Vif.

La traduction d’A3G dans les cellules HEK293T en présence ou en absence d’inhibiteurs du protéasome (Cul5 DRbx, ALLN), montre l’importance de la

région 5’UTR dans l’inhibition de la traduction par Vif.

Dans cette 5’UTR, seules les tiges-boucles SL2 et SL3 sont impliquées dans le mécanisme d’inhibition traductionnelle.

Il existe une corrélation entre l’inhibition traductionnelle d’A3G, son incorporation dans les virions et la baisse de l’infect ivité observée.

4. SL2 et SL3 sont impliquées dans l’inhibition de la traduction de l'ARNm d'A3G
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Contrôle traductionnel des facteurs de 

restriction APOBEC3G/F par la protéine Vif du 
VIH-1 

 

 

 

Le VIH-1, via sa protéine Vif, contrecarre l’activité des facteurs de restriction A3G et A3F de 

plusieurs manières dont l’inhibition traductionnelle. Nous avons démontré que cette répression 

traductionnelle d’A3G par Vif est spécifique de la région 5’UTR. De plus, une séquence uORF 

contenue dans cette région est essentielle pour la régulation de la traduction ainsi que pour la 

répression par Vif. Nous avons montré qu’A3G et A3F sont traduits par leaky-scanning et ré-initiation 

et que la distance entre l’uORF et l’ORF principal est importante pour l’inhibition traductionnelle 

d’A3G et d’A3F. Ensuite, nous avons montré que ce mécanisme est très conservé à travers 

différents sous-types de Vif et que les acides aminés de Vif en position 39, 48 et 127 sont impliqués 

dans cette répression. Enfin, nous avons observé que l’interaction entre Vif et A3G est nécessaire 

pour la régulation traductionnelle. Des expériences de transfections des différents mutants d’A3G et 

d’A3F dans un système infectieux tel que le clone pNL4.3 sont envisagées. Celles-ci permettront de 

voir l’effet de l’uORF sur l’infectivité virale mais aussi sur l’assemblage, la maturation et la libération 

des nouvelles particules virales.  

Mots clés : APOBEC3G/F, Vif, VIH-1, inhibition, traduction 

 

 

 

The HIV-1, through its Vif protein, counteracts the restriction factors A3G and A3F activity in 

several ways including translational inhibition. We demonstrated that this translational repression of 

A3G by Vif is specific of the 5’UTR. Moreover, an uORF sequence contained in this region is 

essential for both the translational regulation and the repression by Vif. We showed that A3G and 

A3F are translated by leaky-scanning and re-initiation mechanisms and that the distance between 

the two ORFs is important for the translational inhibition. Then, we showed that this mechanism is 

conserved among several Vif subtypes and that the Vif amino acids 39, 48 and 127 are implicated in 

this repression. Finally, we observed that the Vif-A3G interaction is necessary for the translational 

inhibition. A3G and A3F mutants transfections experiments into an infectious system like the pNL4.3 

clone are considered. It will permit to observe the uORF effect on the viral infectivity but also on the 

assembly, the maturation and the release of the viral particles. 

 

Key words: APOBEC3G/F, Vif, HIV-1, inhibition, translation 

 


