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Résumé

APOBEC3A (Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like editing complex
3 A) appartient a la famille des cytidines désaminases, qui clivent les cytidines en uraciles. APOBEC3G
(modéle de la famille) est un facteur de restriction du VIH : son incorporation dans la particule virale
lui permet de désaminer le génome viral néoformé, entrainant hypermutations et dégradation de ’ADN
viral.

A3A, au contraire, n’est pas incorporée dans la particule virale : la protéine, exprimée spécifique-
ment dans les cellules myéloides de fagon inoffensive pour la cellule, agit de la méme fagon qu’A3G en
s’attaquant au virus dés son entrée dans la cellule. Physiologiquement, dans les cellules non-myéloides,
les APOBEC3 désaminent ’ADN cellulaire simple brin, dont les uraciles sont retirés par UNG2. Les
sites abasiques sont clivés par la machinerie de réparation de ’ADN, conduisant parfois a des cassures
double-brin et a la mort de la cellule.

L’objectif de la thése était de comprendre cette différence de toxicité selon le type cellulaire. Pour
cela, des lignées cellulaires inductibles pour A3A ont été créées en cellules HeLa et U937 (monocytaire).
Les données obtenues indiquent qu’A3A, partiellement nucléaire, édite ’ADN des cellules en division,
conduisant a des dommages a ’ADN;, a la production d’espéces réactives de I'oxygeéne (ROS) et a la
mort des cellules. Les cellules différenciées ne présentent pas ce type de dommages, et cela s’explique
par une localisation différente de la protéine. Ces résultats permettent de faire pour la premiére fois le
lien entre dommages & PADN induits par un membre de la famille des A3 et production de ROS, et
donc & I'induction d’une activation immunitaire. Cette activation pourrait avoir des implications lors

de l'infection ainsi que dans les processus tumorigéniques.



Abréviations

AAV = Adeno-Associated Virus

ADN = Acide DésoxyriboNucléique

ALIX = ALG-2 (apoptosis-linked gene 2)-interacting protein X
APOBEC = Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like
ARN = Acide RiboNucléique

ATP = Adénosine TriPhosphate

BER = Base Excision Repair

BST-2 = Bone Marrow Stromal antigen 2 (= Tétherine)

CDA = Cytidine DeAminase domain

CDC = Center for Disease Control (USA)

DAPI = 4’,6-diamidino-2-phenylindole

DDR = DNA Damage Response

dNTP = désoxyNucléotides TriPhosphate

Dox = Doxycycline

ESCRT = Endosomal Sorting Complex Required for Transport
GALT = Gut-Associated Lymphoid Tissue

GTP = Guanosine TriPhospate

HEK 293 T = Human Embryonic Kidney 293 T

HTLV = Human T-Lymphotropic Virus

IFN = Interféron

IRES = Internal Ribosome Entry Site (Site interne d’entrée du ribosome)
ISG = Interferon Stimulated Genes

kDa = kiloDalton

LT CD4 = Lymphocytes T CD4

LTR = Long Terminal Repeat

MAPK = Mitogen-Activated Protein Kinases

MDDC = Monocyte-Derived Dendritic Cells

MDM = Monocyte-Derived Macrophage

MLV = Murine Leukemia Virus (Virus de la leucémie murine)
NES = Nuclear Export Signal

NLS = Nuclear Localization Signal

NK = Natural Killer

NLR = Nod like receptor



NPC = Nuclear Pore Complex (Complexe de pore nucléaire)
PAMP = Pathogen Associated Molecular Pattern
PBMC = Peripheral Blood Mononuclear Cells
PIC = Pre-Integration Complex

PI(4,5)P2 = Phophatidyllnositol-4,5-biPhosphate
PMA = Phorbol-12-Myristate-13-Acétate

PRR = Pattern Recognition receptor

RLR = RIG-I like receptor

ROS = Reactive Oxygen Species (espéces réactives de 1'oxygeéne)
RRE = Rev Responsive Element

RT = Reverse Transcriptase (transcriptase inverse)
RTC = Reverse Transcription Complex

SDS = Sodium Dodécyl Sulfate

SIDA = Syndrome d’ImmunuDéficience Acquise
SVF = Sérum de Veau Foeetal

TLR = Toll-like receptor

TNF = Tumor Necrosis Factor

VHB = Virus de I'Hépatite B

VIH = Virus de 'Immunodéficience Humaine
VPH = PapillomaVirus Humain

ZDD = Zinc-Dependant Deaminase






Chapitre 1

Introduction

I. Le VIH, virus responsable du SIDA

A. Deécouverte du virus et épidémiologie

Au début des années 1980, le centre de controle des maladies (CDC = Center for Disease Control)
des Etats-Unis décrit des cas inhabituels de Pneumocystis carinii pneumonia (PCP) chez des hommes
jeunes ayant des rapports homosexuels avec de multiples partenaires [Gottlieb et al., 1981]. Cette
infection touche habituellement des patients immunodéprimés (personnes agées ou sous traitement
immunosuppresseur) et il est donc inhabituel de l'observer chez des patients jeunes sans antécédents
médicaux. Dans le méme temps, une augmentation du nombre de syndromes de Kaposi est décrite
chez d’autres patients présentant le méme profil (hommes gays sans antécédents médicaux) [Center for
Disease Control Task Force, 1982]. Ceci conduit le CDC a postuler I'existence d’une nouvelle forme
d’immunodéficience humaine acquise, d’abord appelée GRID (Gay Related Immune Deficiency). Les
premiers patients identifiés ayant tous une activité sexuelle fréquente avec de multiples partenaires,
I'’hypothése de maladie sexuellement transmissible (MST) est formulée. Cela est renforcé par les anté-
cédents d’autres MST des patients concernés (syphilis, gonorrhée). Des cas d’immunodéficience sont
alors décrits chez des sujets hétérosexuels, des personnes transfusées et des usagers de drogues injec-
tables [Harris et al., 1983| et il est postulé qu’il s’agit d’un agent infectieux transmissible. La maladie
change alors de nom pour devenir le SIDA (AIDS pour Acquired ImmunoDeficiency Syndrome). En
janvier 1983, I'équipe du professeur Luc Montagnier travaille sur une biopsie ganglionnaire d’un pa-
tient présentant des symptomes pré-SIDA [Barré-Sinoussi et al., 1983|. La mise en culture de cette
biopsie permet la détection d’une forte activité de transcription inverse au bout de 15 jours, signe de
la réplication active d’un rétrovirus. De plus, le bourgeonnement de particules virales depuis la surface
de lymphocytes infectés est observé par microscopie électronique. Cette découverte est confirmée par

I’équipe du professeur Gallo, qui isole le virus a partir de patients en phase SIDA ou pré-SIDA [Gallo



et al., 1984]. Ce virus est d’abord nommé HTLV-III par analogie avec 2 virus précédemment décou-
verts, HTLV-I et HTLV-II. Le virus prendra son nom définitif de VIH (Virus de I'Immunodéficience
Humaine) en 1986. Frangoise Barré-Sinoussi et Luc Montagnier regoivent le Prix Nobel de Médecine

en 2008 pour leur découverte du VIH.

Depuis la découverte du VIH en 1983, plus de 60 millions de personnes ont été infectées par ce virus
et 25 millions en sont mortes (ONUSIDA). Depuis 2000, les nouvelles infections & VIH ont diminué de
35 % et les déces liés au SIDA ont baissé de 42 % aprés un pic atteint en 2004. Grace a la prévention et
aux opérations de sensibilisation des populations & ’échelle mondiale, 30 millions de nouvelles infections
VIH et environ 2 millions de personnes ont été nouvellement infectées. Cependant, des disparités trés
fortes existent entre les pays, selon le niveau d’information et d’accés aux traitements des populations.
Les pays les plus touchés sont les pays du sud de I’Afrique, avec plus de 25 % de la population adulte
infectée au Swaziland (28,8%), 22% au Botswana et 19% en Afrique du Sud (cf figure 1.1). En France,
environ 150000 personnes sont séropositives (0,2% de la population) & ce jour et 5925 personnes ont

découvert leur séropositivité en 2015.

Adult HIV prevalence (15-49 years), 2015
By WHO region
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FIGURE 1.1 — Carte de prévalence mondiale du VIH en 2015 (source OMS)
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B. Pathogénése associée au VIH
B.1. Cellules cibles et tropisme

L’infection par le VIH affecte I'immunité de ’hote, il parait donc logique que le virus cible des
cellules immunitaires. Les lymphocytes T CD4 sont les premiéres cellules dont l'infection a été carac-
térisée [Barré-Sinoussi et al., 1983]. Le virus est également capable d’infecter des cellules de la lignée
myéloide, & savoir monocytes, macrophages |Gartner et al., 1986a| et cellules dendritiques |Biberfeld
et al., 1985]. Le tropisme du virus est régi par ses protéines d’enveloppe et leur interaction avec dif-
férents récepteurs portés par les cellules cibles. Le virus nécessite d’abord la présence du récepteur
CD4 mais il n’est pas suffisant lorsqu’il est seul [Clapham and McKnight, 2002|, [Maddon et al., 1986].
Le premier corécepteur décrit est le CXCR4, d’abord dénommé "fusin" car il permettait la fusion
des membranes du virus avec la cellule-cible [Feng et al., 1996]. Le second, CCR5 a été découvert
en 1996 par cing équipes différentes [Alkhatib et al., 1996], [Choe et al., 1996], [Deng et al., 1996,
[Doranz et al., 1996], [Dragic et al., 1996]. Les co-récepteurs impliqués, CXCR4 et CCR5 définissent si
le virus est T-tropique (cellule T tropique) ou M-tropique (macrophage-tropique). Les souches virales
T-tropiques utilisent le corécepteur CXCRA4 et infectent principalement les lymphocytes T CD4 tandis
que les souches M-tropiques utilisent le corécepteur CCR5 et infectent les lymphocytes T mémoire et
les cellules de lignée myéloide |[Clapham and McKnight, 2002|, |Gartner et al., 1986b].

Bien que le récepteur CD4 soit celui avec lequel le virus interagit préférentiellement, certaines
cellules exprimant de faibles niveaux de CD4 sont infectées par le virus in vivo : les macrophages et
les cellules dendritiques. Dans le cas des macrophages, il est probable que le virus s’attache a la cellule
sans utiliser le CD4, notamment via une interaction entre les sucres des glycoprotéines d’enveloppe
et d’autres sucres portés par les récepteurs cellulaires (par exemple le mannose macrophage receptor
ou récepteur & mannose des macrophages [Larkin et al., 1989]). Pour les cellules dendritiques, une
interaction entre DC-SIGN et ’enveloppe du virus a été mise en évidence, mais ne permet pas a elle
seule d’expliquer I'infection de ces cellules |Geijtenbeek et al., 2000].

La connaissance du tropisme du VIH permet de mieux comprendre comment l'infection se met en
place et progresse, et facilite le développement de stratégies ciblées pour réduire la progression de la

maladie.

B.2. Phases de ’'infection

a) Transmission du virus
La transmission du virus se fait par contact direct avec du sang, du sperme, du liquide séminal, du
fluide vaginal et rectal et par le lait maternel [Hladik and McElrath, 2008]. La contamination d’une

personne infectée vers une personne saine peut donc avoir lieu par voie sanguine, sexuelle, ou de la
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meére a I'enfant. Afin de réduire le nombre de personnes nouvellement infectées, les objectifs 90-90-90
ont été mis en place par le programme des Nations Unies sur le VIH/SIDA. L’objectif est d’atteindre
90% de diagnostic chez les personnes infectées, que 90% des personnes infectées recoivent un traitement
antirétroviral et que la charge virale soit supprimée chez 90% de ces personnes d’ici 2020. Le fait d’étre
sous thérapie antirétrovirale diminue la charge virale plasmatique de I'individu infecté et contribue &
réduire le risque de transmission. Parmi les efforts déployés pour éviter les nouvelles contaminations, la
prévention cible plusieurs populations & risque élevé : les enfants de mére portant le virus, les hommes
ayant des relations sexuelles avec des hommes, les travailleurs du sexe et les consommateurs de drogue
en intraveineuse (pour revue : [Deeks et al., 2015]). Ainsi, des antirétroviraux sont proposés aux femmes
enceintes pour éviter la contamination pendant la grossesse, un accouchement par césarienne limite
les risques au moment de la naissance et du lait maternisé évite la transmission par I'allaitement. Des
traitements antiviraux préventifs (prophylaxie pré-exposition) ou juste aprés une situation a risque
(prophylaxie post-exposition) permettent également de limiter la transmission et la prolifération du
virus chez les patients néo-infectés.

Les différents modes de transmission ne sont pas tous aussi efficaces et dépendent du premier tissu

avec lequel le virus est en contact (voir table 1.1).

Voie d’exposition au virus | Site d’invasion par le virus Infections pour 10 000 contacts

Transfusion sanguine Sang 9 250

Drogue injectable avec maté- | Sang 63

riel partagé

Sexe anal réceptif Rectum (épithélium simple non 138
kératinisé)

Sexe anal insertif Tractus génital masculin (épithe- 11
lium peu kératinisé a stratifié)

Sexe vaginal réceptif Tractus génital féminin (épithe- 8
lium squameux non kératinisé)

Sexe vaginal insertif Tractus génital masculin (épithé- 4
lium peu kératinisé a stratifié)

Sang maternel et sécrétion gé- | Tractus intestinal 2260

nitales lors de la naissance

Lait maternel Tractus intestinal 3500

TABLE 1.1 — Transmission du VIH. Adapté de [Deeks et al., 2015] et |[Hladik and McElrath, 2008|
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Lorsque le virus est directement injecté dans le sang (transfusion ou utilisation d’aiguilles contami-
nées), il a de nombreuses occasions d’entrer au contact des cellules cibles. On observe d’ailleurs une trés
grande probabilité d’infection pour ce mode de transmission. Dans les autres cas, le virus doit d’abord
traverser une barriére physique, ’épithélium. Il est d’abord capturé par le mucus ce qui lui assure un
temps de contact prolongé avec I’épithélium. Il franchit ensuite la barriére épithéliale de plusieurs fagons
possibles, mais quel que soit le mode de pénétration de I’épithélium, cette traversée se produit en 30 &
60 minutes apres 'exposition in vivo [Hladik and McElrath, 2008|. Une fois a U'intérieur du tissu riche
en cellules T CD4" mémoire, en cellules de Langerhans et en cellules dendritiques stromales, le virus
peut facilement infecter sa premiére cellule cible (cf figure 1.3). Une hypothése est que le virus profite
de microlésions pré-existant dans ce tissu pour le traverser et accéder aux lymphocytes T et cellules
dendritiques du stroma sous-jacent. Une autre hypothése est qu’il traverse ’épithélium par transcytose
en en établissant des contacts directs avec les dendrites des cellules dendritiques (DC) intraépithéliales.
Ces cellules de Langerhans sont capables d’endocyter le virus, sans étre infectées [McMichael et al.,
2010]. Bien qu’il n’y ait pas d’infection, la détection (ou sensing) du virus par les cellules de I'immu-
nité commence dés cette étape. En effet, les cellules dendritiques possédent de nombreux senseurs de
I'infection, les PRR (Pattern Recognition Receptor) qui vont reconnaitre des motifs appartenant aux
virus ou autres pathogénes (acides nucléiques, protéines ...) [Towers and Noursadeghi, 2014|. Une fois
ces PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern) détectés, les cellules vont étre capables d’initier
une réponse immunitaire innée et adaptative (cf partie II.). Afin d’initier la réponse immunitaire, les
cellules dendritiques de 'épithélium vont migrer vers les organes lymphoides secondaires pour y pré-
senter les antigénes aux lymphocytes. Malheureusement, le virus va profiter de ce contact entre cellules
pour trans-infecter des lymphocytes et démarrer une réplication active.

Les macrophages épithéliaux peuvent également étre infectés, bien que moins efficacement que les
lymphocytes, et ils peuvent également participer & la propagation de 'infection via leur réle de cellules
présentatrices d’antigénes [Greenhead et al., 2000].

Si la premiére cellule rencontrée par le virus est un lymphocyte et pas une cellule dendritique, la
réplication démarre dés I’entrée du virus dans cette premiére cellule cible. Il va y avoir une importante
production de virions qui vont pouvoir ensuite propager 'infection a ’ensemble de 1’organisme.

Apreés transmission du virus, suit une phase d’environ 10 jours ol le virus est indétectable dans le
sang, qui est appelée phase d’éclipse. A ce stade, 80 % des virus détectés dans I'organisme dérivent
d’un seul clone viral. Lorsque la réplication s’emballe, on entre alors dans une nouvelle phase : la phase

aigiie (ou phase de primo-infection).
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b) Phase aigiie de l’infection

Phase aiglie Phase chronique Phase SIDA

A

Activation immunitaire

Charge virale

Valeurs relatives

Cellules T CD4*

// ,
1/3 mois / / 10 ans

FIGURE 1.2 — Evolution clinique de l’infection pathogénique par le VIH. On distingue trois
phases lors de l'infection, qu'on caractérise par le nombre de cellules T CD4" par mL de sang, par
la charge virale et par 'activation du systéme immunitaire. La phase aigiie est caractérisée par une
forte réplication virale associée & une réponse immunitaire intense. Démarre ensuite la phase chronique,
durant laquelle la réplication virale est maintenue a un niveau constant et ot on observe une diminution
progressive du nombre de lymphocytes T CD4". Lorsque le niveau de cellules T s’effondre, la phase
d’immunodéficience (SIDA) commence et I'organisme est alors a la merci des infections opportunistes.
Le systéme immunitaire hyperactivé ne parvient pas a compenser ce déficit et la personne infectée

décéde, en moyenne 10 ans aprés la contamination.

Lorsque la quantité de virus dans le sang atteint un niveau détectable (mesurée par la quantité
d’ARN viral par mL), elle est généralement associée a la présence de symptdmes grippaux (fiévre,
lymphadénopathie, rash érythémateux ...). Entre 21 et 28 jours aprés la transmission, le niveau plas-
matique d’ARN du VIH atteint un pic (environ 10 & 107 copies par mL de plasma) avant que la réponse
immunitaire se mette en place, ce qui diminuera la quantité de virus par un facteur 100. Durant cette
premiére phase, le nombre de cellules T CD4T chute drastiquement & cause de la forte multiplication
virale. Les lymphocytes T CD4" du tube digestif sont les plus affectés, ainsi que ceux des ganglions
lymphatiques [Brenchley et al., 2004|. Les lymphocytes T CD8 sont parmi les premiers acteurs a avoir
une forte action anti-VIH. Ils sont détectés avant qu’on détecte les anticorps circulants (séroconver-

sion), ou que des anticorps neutralisants soient produits [Goonetilleke et al., 2009|. Une forte réponse
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immunitaire innée va également se mettre en place. Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC)
détectent la présence d’ARN viral via le TLR (Toll-Like Receptor) 7 et sécrétent de fortes quantités
d’interféron de type I. Cela induit expression des génes stimulés par 'interféron (ISG) qui conférent
un statut antiviral aux cellules et ralentissent fortement la réplication du virus (cf partie II.). Les
cellules dendritiques conventionnelles (DC) sont capables de migrer vers les ganglions lymphatiques
ol elles font de la présentation d’antigéne afin d’activer les lymphocytes B, T CD4 et T CDS et les
cellules NK [McMichael et al., 2010|. La sécrétion de cytokines pro-inflammatoires IL-2 et IL-12 par les
lymphocytes CD4 contribue a Pactivation des cellules NK (Natural Killer), qui détectent et lysent les
cellules infectées. A partir de 3 & 5 mois aprés la transmission du virus, un équilibre est atteint entre
réplication du virus et activation du systéme immunitaire [McMichael et al., 2010].

On atteint un état stationnaire qui sera maintenu dans la phase chronique (cf figure 1.2). La charge
virale atteinte & ce stade est fortement corrélée avec I’évolution de la maladie et la progression vers
le SIDA : plus la charge virale est élevée, plus les personnes infectées progressent rapidement vers le

SIDA et la mort en 'absence de traitement antirétroviral [Mellors et al., 1996].
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F1cURE 1.3 — Différents acteurs cellulaires sont impliqués au cours de l’infection par le VIH.
L’infection commence par la transmission a travers la barriére muqueuse. Une premiére propagation de
faible importance se produit probablement dans les lymphocytes T CD4 ™, suivie par une prolifération
massive du virus dans le tissu lymphoide du systéme digestif. S’ensuit la dissémination du VIH aux
autres organes lymphoides secondaires et 1’établissement de réservoirs viraux. La réponse immunitaire
peine a rattraper le pic de virémie et ne procure qu'un controle partiel de la réplication. [Moir et al.,

2011]
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c) Phase asymptomatique

Lorsque les symptémes disparaissent & la fin de la phase aigiie, il semble que l'infection a été mai-
trisée par l'organisme. Cependant, la charge virale est toujours détectable (environ 10* copies d’ARN
viral par mL de plasma) et le systéme immunitaire reste activé [Fiebig et al., 2003], [Ford et al., 2009].
La persistance de l'activation immunitaire est caractérisée par un renouvellement accru des lympho-
cytes T, monocytes et cellules NK [Hazenberg et al., 2000]. Une forte apoptose des lymphocytes T CD4
et CD8 et une activation des lymphocytes B est également détectée. En effet, durant cette période,
le virus continue sa réplication dans les organes lymphoides en particulier dans le tissu lymphoide du
tube digestif (GALT). Une infection massive des lymphocytes T CD4, des macrophages et des cellules
dendritiques des ganglions lymphatiques persiste [Embretson et al., 1993] et illustre la difficulté qu’a le
systéme immunitaire & éliminer le virus. On assiste ainsi & I’établissement de réservoirs de virus dans
les tissus lymphoides (cf figure 1.3). Bien qu’il n’y ait pas de consensus dans le domaine, certaines
études ont proposé qu’il faudrait entre 7 et 60 ans a4 un patient sous thérapie pour éliminer le VIH de
ce réservoir viral [Zhang et al., 1999, [Siliciano et al., 2003].

La mort des lymphocytes T CD4 peut étre liée directement aux effets cytopathiques de la répli-
cation virale, & une apoptose induite par le virus, ou a la destruction des organes lymphoides qui
résulte de 'hyperactivation immunitaire. Entre la mort des lymphocytes T et le défaut de maturation
des lymphocytes B lié¢ & I’élimination d’un environnement immun favorable, plus de 50% des centres
germinaux du tube digestif sont perdus durant les 80 premiers jours de Uinfection [Levesque et al.,
2009]. Afin de compenser, le systéme immunitaire produit sans cesse de nouvelles cellules T CD4. On
observe un épuisement au fur et & mesure que la capacité de régénération des cellules naives et mémoire
décline malgré une forte concentration de cytokines homéostatiques dans le sang.

Le virus, quant & lui, se réplique toujours mais il est désormais soumis & une forte pression de
sélection de la part du systéme immunitaire (lymphocytes T CD8 cytotoxiques, anticorps neutrali-
sants. ..) [Wei et al., 2003]. Ainsi, alors que lors de la primo-infection on a trés majoritairement une
population dérivant d’un seul clone viral, de nombreuses sous-populations apparaissent lors de cette
phase asymptomatique [Moir et al., 2011]. On observe également chez certains patients un changement
de tropisme avec 'utilisation du corécepteur CXCR4 plutét que CCR5, dont le mécanisme est inconnu
[Sagar, 2014].

Ce conflit hote-pathogéne entre le virus et les défenses de I'individu infecté oblige le systéme immu-
nitaire & fonctionner en sur-régime et conduit & son épuisement. Cela est caractérisé par la diminution
progressive du nombre de lymphocytes T CD4 (cf figure 1.2). L’épuisement de I'immunité autorise

alors ’apparition d’infections opportunistes.
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d) Phase SIDA

Aprés un temps de latence variable d’environ 10 ans ot le nombre de cellules T CD4 diminue lente-
ment, des symptdémes réapparaissent et les infections opportunistes commencent a s’installer. Le CDC
américain considére qu’un patient est atteint du SIDA s’il y a présence d’une infection au VIH associée
soit & un nombre de lymphocytes T CD4+ inférieur & 200 cellules par pL, soit a une complication liée
a une infection opportuniste (infections bactériennes récurrentes, candidoses, tuberculose, pneumonies
récurrentes, sarcome de Kaposi ...)[Schneider et al., 2008]. Chez un patient sain, les lymphocytes T
CD4 représentent plus de 500 cellules par pL. Lors des premiers cas de SIDA décrits dans les années
80, les affections caractérisées étaient surtout des sarcomes de Kaposi et des pneumonies dues & Pneu-
mocystis carinii. Aujourd’hui, c’est la tuberculose qu’on observe le plus souvent chez les patients en
phase SIDA [Corbett et al., 2003]. L’évolution naturelle de la maladie est majoritairement constatée

dans les pays en voie de développement ot les populations n’ont pas accés aux multithérapies.

e) Traitements antirétroviraux et résistances naturelles

Le VIH étant un virus qui mute trés rapidement [Overbaugh and Bangham, 2001], la stratégie pour
le traiter est basée sur les multithérapies (HAART = Highly Active AntiRetroviral Therapy). Ainsi,
en contraignant le virus a diverses étapes du cycle viral (cf partie A.), on minimise les chances qu'un
mutant capable de se répliquer apparaisse. Il existe 5 grands types d’inhibiteurs du virus : les NRTI
(Nucloside Reverse Transcriptase Inhibitors) et les NNRTI (Non-Nucleoside Reverse Transcriptase
Inhibitors) s’opposent a I’étape de transcription inverse ; les ISTT (Integrase Strand Transfer Inhibitors)
empéchent I'intégration du génome viral dans le génome de ’h6te ; les inhibiteurs de protéase entravent
la maturation de la particule virale; les inhibiteurs d’entrée s’opposent & l’entrée du virus dans les
cellules cibles [Deeks et al., 2015|. L’utilisation des multithérapies permet de diminuer le nombre de
virus présents dans le sang a des niveaux inférieurs aux seuils de détection (<50 copies d’ARN par
ul de plasma). Mais, en raison de la présence de réservoirs viraux, le traitement doit étre pris a vie.
En effet, arrét du traitement entraine une réaugmentation forte du nombre de virus dés 2 semaines
[Davey et al., 1999].

Le traitement est assez onéreux (135% par an en Afrique sub-saharienne). En raison de ces corits,
et bien que des efforts aient été faits pour permettre & un grand nombre de personnes d’accéder aux
traitements, des disparités importantes dans ’accés aux soins subsistent entre les pays de 'OCDE
(Organisation de Coopération et de Développement Economiques) et le reste du monde (cf figure 1.4).
De plus, les médicaments proposés présentent une toxicité non-négligeable & cause des temps trés
longs pendant lesquels ils sont administrés. A cause de ces limitations, la recherche de vaccins et de
traitements curatifs connait un fort intérét. Pour tenter de développer ces nouvelles thérapies, I’étude

de patients naturellement résistants apporte de précieuses informations.
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FI1GURE 1.4 — Pourcentage de personnes infectées par le VIH ayant accés a une thérapie

antirétrovirale en 2015 [GBD 2015 HIV Collaborators, 2016]

Il existe plusieurs cas de patients infectés n’évoluant pas vers la phase SIDA : les controleurs d’élite,

les controleurs virémiques et les LNTP (Long Term Non Progressor) [Okulicz et al., 2009].

Contréleur d’élite | Controleur virémique | LTNP
Nombre de lymphocytes T CD4
>350 >350 >350
(cellules/ uL)
Charge virale (copies/uL) <50 50-200 >2000
Durée de U'infection (années) * * >7

TABLE 1.2 — Définitions des différents types de résistances naturelles au VIH (adapté de |Gaardbo

et al., 2012])

La caractéristique commune & ces patients est qu’ils possédent tous un taux de lymphocytes CD4
normal jusqu’a 10 ans aprés linfection (cf table 1.2). En s’intéressant de plus prés a la charge vi-
rale, on constate que certains d’entre eux ont une charge virale faible ou controlée (respectivement les
controleurs d’élite et les controleurs virémiques) tandis que certains possédent une charge virale éle-
vée (LTNP). D’un point de vue immunologique, les controleurs et les non-progresseurs présentent une
activation immune inférieure a celle observée pour la majorité des patients [Bello et al., 2009]. L’archi-

tecture des organes lymphoides est préservée et une forte réponse spécifique de type CDS8 est observée,

18



ce qui est associé a un meilleur controle de la virémie [Borrow et al., 1994]. A 'échelle moléculaire, une
mutation naturelle du corécepteur CCR5 est associée & une entrée ralentie du virus dans les cellules,
ce qui conduit a une mauvaise propagation de l'infection et & une survie accrue des patients.

Bien que de nombreux efforts soient effectués afin de comprendre comment les non-progresseurs
peuvent résister & la maladie, & ce jour, aucune des découvertes n’explique complétement le controéle

de 'infection chez ces patients.

C. Histoire évolutive du VIH
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F1GURE 1.5 — Phylogénie des rétrovirus. Les rétrovirus endogénes sont marqués d’une astérisque

[Weiss, 2006]

Les Retroviridae sont une famille de virus & ARN monocaténaire de polarité positive. Ce sont des
virus enveloppés infectant les vertébrés. La caractéristique de la famille est la présence d’une enzyme,
la transcriptase inverse, qui permet de synthétiser de ’ADN simple brin puis double brin & partir d’un
génome ARN. Ils possédent également une intégrase qui permet aux virus d’incorporer leur génome
dans celui de la cellule-cible (stade de provirus). On distingue deux sous-familles : les spumavirinae
(spumavirus) et les orthoretrovirinae (gamma-retrovirus, epsilon-retrovirus, delta-retrovirus, lentivirus,
alpha-retrovirus et beta-retrovirus) (cf figure 1.5). Les spumavirus (ou foamy virus en anglais) tirent

leur nom de I'aspect mousseux des cellules infectées, caractérisées par de larges vacuoles. Les ortho-
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retrovirinae comportent de nombreux virus oncogénes (HTLV, BLV, MLV) et les lentivirus, auxquels
appartiennent les VIH qui nous intéressent particuliérement.

Les lentivirus tirent leur nom de 1’évolution lente de la maladie qu’ils déclenchent chez 'homme et
les mammiféres. On les retrouve chez les chevaux, les ruminants, les bovins, les carnivores, les primates
prosimiens et les primates simiens |Gifford, 2012|. Ils sont classés en 5 types de lentivirus exogénes qui
correspondent au groupe d’hote qu’ils infectent (cf table 1.3). Pour chaque groupe, il existe une espéce
"type" dont le virus associé est le plus étudié de la famille. Contrairement au VIH-1 pour I’homme, tous
ne sont pas pathogénes et certains sont méme parfaitement adaptés a I’hote, comme le BIV [Suarez

et al., 1993] ou la plupart des SIV [Villinger et al., 1996], [Pandrea et al., 2008].

Groupe d’hotes | Espéce type Transmission Récepteur
Equidés EIAV Piqtire d’insecte, sang, sexe et verticale ELRI
Petits ruminants OMVV Salive et/ou aérosols, sang, sexe et verticale -
Bovins BIV Salive et/ou aérosols, sang, sexe et verticale -
Félins FIV Sang, sexe et verticale CD134
Primates VIH-1 Sang, sexe et verticale CDh4

TABLE 1.3 — Lentivirus exogénes et espéces type pour chaque groupe (adapté de |Gifford, 2012])

Pour le groupe des primates, c’est le VIH-1 qui est le plus étudié depuis sa découverte en 1983
(cf partie A.). Les primates non-humains d’Afrique sont nombreux a étre infectés par des lentivirus
SIV correspondant & leur espéce, tandis qu’il n’a été isolé de lentivirus ni chez les singes d’Asie, ni
chez les singes du nouveau monde (NWM = New World Monkeys). Sur les 73 espéces référencées de
primates non humains en Afrique, plus de 40 possédent un SIV propre a I'espéce. Bien que la plupart
d’entre eux conduisent & une infection non-associée a une progression vers le SIDA, des cas isolés de
progression vers I'immunodéficience ont été décrits chez des chimpanzés [Etienne et al., 2011]. Ces
cas sont encore peu décrits, puisqu’il est trés difficile d’accéder a des données en nombre important
sur des populations sauvages de singes, mais la comparaison entre l’évolution pathogéne ou non chez
les différentes espéces de singes et chez ’homme permet d’obtenir de précieuses informations sur les
interactions hote-pathogéne.

En comparant les séquences génomiques des différents lentivirus de primates, on peut les répartir
en 5 lignages (cf figure 1.6) :

— Les SIV,y, des chimpanzés (Pan troglodytes) et le VIH-1 humain

— Les SIVy, des mangabeys couronnés (Cercocebus atys), les SIV 4. de macaques (genre Macaca)

et le VIH-2

— Les SIV4gm de 4 espéces de singes verts d’Afrique (genre Chlorocebus)

— Les SIV gy, des singes de Syke (Cercopithecus albogularis)
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— Les SIVippest des singes de 'Hoest (Cercopithecus lhoesti), les SIV gy, des singes a queue de soleil

(Cercopithecus solatus) et les SIV,,,q des mandrills (Mandrillus sphinz)

n SIVsmm
Sivdrl

SIVrcm

SIvV
mnd2
Slvmng1 S'Vmac
)SIVIhoest
SIVsun
SlIVolc
SIVwre
SIVdeb —/
SlIVcol
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SIVsyk N \J
2 L, SIvgsn SIVmus

SIVi
e SlVasc

— 0.05 substitutions/site

FIGURE 1.6 — Phylogénie des lentivirus de primates, incluant VIH-1 et VIH-2 (en rouge). Le
VIH-1 groupes M et N dérive du SIV de chimpanzé (SIV,;). Le SIV de gorille est a I'origine du VIH-1
goupe O. Le VIH-2 et le SIV de macaques rhésus (SIV,,4c) dérivent du SIV de mangabey couronné
(SIVgmm). [Ho and Bieniasz, 2008]

On peut tirer beaucoup d’informations de la comparaison des séquences des différents lentivirus
de primates. Les différents SIV d’une espéce de primates non humains sont plus proches phylogé-
nétiquement au sein de l'espéce qu’entre deux espéces, c’est-a-dire que les SIV forment des clusters
hote-spécifique au sein de l'arbre phylogénétique. Cela implique que les virus d’une espéce ont subi
une pression de sélection de la part de leur héte et que cela a conduit & une forte similarité entre
les différents virus d’'un méme hote. Il est établi que la divergence des lignages viraux est due a la
divergence des lignages des espéces hotes [Hahn et al., 2000].

Les virus, bien qu’adaptés a leur hote, peuvent parfois traverser la barriére d’espéce et infecter des
espéces proches. C’est ce qui s’est produit pour le VIH-1 et le VIH-2, dont on sait qu’ils ont été transmis
& plusieurs reprises & ’homme au début du XXéme siécle, depuis différentes souches de SIV. Le VIH-1
comprend 4 groupes : M; N, O, P. Les groupes M et N proviennent de transmissions a 'homme de
SIV de chimpanzé [Gao et al., 1999], [Keele et al., 2006]. Les groupes O et P, quant a eux, sont issus
de SIV de gorille [Van Heuverswyn et al., 2006|, [Plantier et al., 2009]. Le VIH-2 comprend 8 clades
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(A a H) qui résultent de transmissions indépendantes de SIV de mangabey couronné a I’homme. Ces
différentes souches de VIH n’ont pas la méme histoire épidémiologique, puisque seul le VIH-1 groupe
M s’est diffusé mondialement et qu’il est responsable de la pandémie (plus de 60 millions d’infections
dans le monde depuis la découverte du VIH).

Les différents VIH observés chez 'homme dérivent d’au moins 12 transmissions zoonotiques in-
dépendantes de singes d’Afrique vers 'homme. Ces transmissions sont possibles par une combinaison
de facteurs comportementaux et immunitaires chez '’homme. L’exposition au sang et aux sécrétions
d’animaux infectés se fait lors de la chasse, du découpage de viande de brousse ou par morsure/griffure
[Locatelli and Peeters, 2012|. Plus le nombre d’expositions et la quantité de virus présents chez les
singes sont grands, plus les chances de transmission & ’homme sont importantes. Cependant, le fait
d’étre au contact d’un nouvel hote (I’homme) ne suffit pas pour que le virus soit infectieux dans cette
autre espéce. La présence de récepteurs cellulaires d’entrée est un prérequis essentiel et la conservation
de ces récepteurs favorise la transmission inter-espéce (comme c’est le cas pour le chimpanzé et 'homme
[Fomsgaard et al., 1992]). Mais on sait également qu'un certain nombre de facteurs de restriction (cf
partie II. C.) représentent des obstacles a la transmission d’une espéce a une autre et notamment des
singes vers ’homme [Hatziioannou and Bieniasz, 2011]. Lorsqu’un virus mutant capable de résister a
ces facteurs de restriction est transmis & I’homme, il peut se répliquer dans son nouvel hote et c’est

alors 'apparition d’un nouveau virus humain.

D. Structure et génome du VIH
D.1. Le génome des lentivirus humains

Le VIH-1 et le VIH-2 possédent une organisation génétique proche avec un génome d’environ 9kb
(9,2 pour le VIH-1 et 9,7 pour le VIH-2, cf figure 1.7). Les extrémités du génomes sont des régions non-
traduites appelés LTR (Long Terminal Repeat) et qui agissent en cis pour U'initiation de la traduction.
Ils se divisent en 3 régions, U3, R et Ub et c’est U3 qui joue le role de promoteur pour les protéines
virales. Le reste de ’ARN génomique code pour les différentes protéines du virus. Les 3 principaux génes
du virus sont gag, pol et env qui codent respectivement pour les protéines structurales, les enzymes
virales et les protéines d’enveloppe.

La protéine Gag (Group specific antigen) est une polyprotéine qui sera clivée en :

— la nucléocapside (NC) qui s’associe & 'ARN viral et participe a son encapsidation

— la capside (CA) qui constitue le core viral

— la matrice (MA) qui interagit avec I'enveloppe et compose un maillage sous la membrane virale.
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FIGURE 1.7 — Structure génétique du génome des VIH-1 et VIH-2 Le génome des VIH-1 et
2 contient les génes communs & tous les rétrovirus : gag, pol et env. Ils codent également pour les
protéines régulatrices Rev et Tat et pour les protéines auxiliaires Vif, Nef, Vpr et Vpu/Vpx. Plusieurs
séquences particuliéres organisent I’ARN viral : les séquences TAR et DIS, le PBS, les régions PPT et
cPPT, la boucle ¢ et la séquence RRE (adapté de |Li and De Clercq, 2016])

Elle génére également 3 peptides, Spl (Spacer peptide 1), Sp2 et P6 (Peptide 6). P6 va participer
au recrutement du complexe ESCRT impliqué dans 1’étape de bourgeonnement cellulaire [Freed, 2015].

La polyprotéine Pol comporte les enzymes virales. Aprés clivage, elle conduit & :

— la protéase (PR), qui va permettre le clivage des polyprotéines virales

— la transcriptase inverse (RT), enzyme caractéristique de la famille des rétrovirus, qui va per-

mettre d’obtenir ’ADN viral a partir de ’ARN

— lintégrase (IN) qui permet U'insertion du génome viral dans ’ADN de I’hote.

La protéine d’enveloppe, qui dérive du géne env est clivée par une protéase cellulaire cette fois-ci,
la furine, en deux protéines gp4l (transmembranaire) et gp120 (protéine de surface).

Le reste du génome viral code pour les protéines régulatrices (Tat et Rev) et pour les protéines

auxiliaires (Vif, Vpr et Nef pour les deux virus; Vpu pour le VIH-1 et Vpx pour le VIH-2). La différence
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majeure entre les deux virus est la présence de Vpu chez le VIH-1 et Vpx chez le VIH-2.
La structure tridimensionnelle de I’ARN viral joue également un réle important dans le cycle viral
[Kuzembayeva et al., 2014] :
— La séquence DIS permet la dimérisation des ARN viraux et autorise ainsi les recombinaisons
entre les différents subtypes viraux
— La séquence TAR est importante pour la traduction
— La région PBS (Primer Binding Sequence) contient la région ou la transcriptase inverse se lie &
’ARN
— La boucle 1 se lie & la protéine NC et permet ’encapsidation du virus.
— Les séquences PPT et cPPT qui jouent un réle lors de la transcription inverse

— La région RRE (Rev Responsive Element) qui permet ’export nucléaire des ARN génomiques.

D.2. Morphologie et composition du VIH

a Immature HIV-1 virion

GagPol
MA
CA
NC
Protease
Reverse

transcriptase
Integrase

FIGURE 1.8 — Structure des virions du VIH (a) Particule virale immature (b) Particule virale
mature. De gauche a droite : cryo-électromicroscopie, représentation schématique et cryotomographie

électronique [Freed, 2015|

Le VIH est un virus enveloppé quasi-sphérique d’environ 120 nm de diamétre (60 fois plus petit

qu'un érythrocyte) [Barré-Sinoussi et al., 1983|. Il posséde donc une membrane dans laquelle sont
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enchéssées les protéines d’enveloppe (gp4l), au sein de laquelle une capsule conique, le core viral,
renferme ’ARN génomique (cf figure 1.8).

La polyprotéine Gag, exprimée seule, est capable de conduire & la production de pseudo-particules
virales non-infectieuses. Pour que les particules soient infectieuses, il faut que la protéase virale clive
Gag. La maturation de Gag par clivage protéique conduit & un changement de morphologie du virion,
comme on peut l'observer sur les images de cryotomographie électronique de la figure 1.8. Dans les
particules immatures (a), Gag (en vert) est organisé de fagon radiale sous la membrane du virus.
Lorsque la protéase clive Gag, libérant les protéines de capside (CA), le core conique appelé également
capside se forme (b). Ce core est composé d’hexaméres de CA, qui composent la majeure partie du
cone et de 12 pentameéres qui ferment les extrémités (7 a Pextrémité large et 5 de l'autre coté). La
matrice (en bleu) forme un maillage sous la membrane et interagit avec les protéines d’enveloppe gp41
(orange). Gp120 et gp41 forment des triméres a la surface des virus matures, a raison d’une quinzaine
par virus [Zhu et al., 2006].

Au sein de la capside, on trouve les 2 ARNs génomiques dimérisés (en rose) étroitement associés a
la nucléocapside (triangles oranges) qui les protége. On trouve également les enzymes virales intégrase
(marron), transcriptase inverse (orange) et protéase (violet). Les protéines auxiliaires sont présentes
également (Vif, Nef, Vpr) et vont servir & manipuler ’héte au bénéfice du virus, le plus souvent via la
dégradation de protéines cellulaires [Strebel, 2013|.

Puisque les virus sont des pathogénes intracellulaires obligatoires et qu’il existe de nombreuses
interactions entre les protéines de I’hdte et les protéines virales, on détecte un certain nombre de
protéines cellulaires dans les virions [Ott, 2008|. Certaines sont des protéines membranaires emportées
en méme temps que la membrane cellulaire (CD46, CD54) d’autres participent a la libération du virus
(protéines du complexe ESCRT) et enfin il en existe qui ont un role antiviral (APOBEC3G).

Le virus, bien que possédant un génome de petite taille, exploite le moindre nucléotide afin de
coder pour 16 protéines virales. Ce n’est pas suffisant pour lui permettre de se répliquer seul et il doit

profiter de la machinerie cellulaire pour proliférer.
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II. L’hote : de la cellule cible a la réponse immunitaire innée

A. La cellule, lieu de la réplication virale
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FIGURE 1.9 — Cycle de réplication du VIH adapté de [Barré-Sinoussi et al., 2013|

Afin d’effectuer un cycle de réplication conduisant & la production de nouvelles particules virales,
le VIH doit infecter une cellule-cible dont il va détourner un certain nombre de fonctions. Le cycle se
décompose en deux parties, appelées phases précoces et phases tardives. Les phases précoces vont de
I’entrée du virus dans la cellule héte a son intégration dans le génome de 1'héte. Les phases tardives
commencent avec la transcription de 'ARN viral et se terminent avec la production de nouvelles

particules virales matures (cf figure 1.9).

A.1. Phases précoces

a) Attachement du virus a la cellule et entrée

Les principales cellules cibles du VIH sont les lymphocytes T CD4 (cf partie .B.1.). Les glyco-
protéines d’enveloppe du virus, enchéssées dans l’enveloppe virale, sont capables d’interagir avec les
récepteurs et corécepteurs cellulaires et de marquer le début du processus d’entrée [Brandenberg et al.,
2015]. Cependant, le virus ne posséde qu’une quinzaine de triméres d’enveloppe [Chertova et al., 2002],
ce qui limite ses chances de s’attacher & un récepteur. La présence de motifs glycosylés sur 'enveloppe

permet au virus d’interagir avec divers récepteurs cellulaires qui représentent un attachement auxiliaire
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pour le virus : les héparanes sulfates (interaction avec les chaines latérales chargées positivement de
Env), DC-SIGN et d’autres lectines sur les cellules dendritiques [Geijtenbeek et al., 2000]. Ces glycanes
forment également une protection de ’enveloppe contre les anticorps de ’hote, permettant d’échapper

a la reconnaissance spécifique par les anticorps neutralisants [Go et al., 2017].

Soluble ' = .. ‘ Membrane-anchored
C-peptide C-peptide

Peptide-trapped
intermediate

CD4 Coreceptor

p

vl —

Native Early Bridging Fusogenic
conformation pre-bundle pre-bundle pre-bundle ?h:s"t)ffg:il::\l;
(TAS) (LAS) (nascent pore) P

FIGURE 1.10 — Liaison du virus a son récepteur/corécepteur et fusion des membranes virale

et cellulaire [Melikyan, 2008]

Sur les virions matures, gp120 et gp41 s’associent en hétérodimeéres non-covalents et trois hétérodi-
méres constituent un trimére méta-stable qui peut se réarranger aprés stimulation. Gp41 est constitué
de 3 domaines majeurs : le domaine extracellulaire (ou ectodomaine), le domaine transmembranaire et
le domaine cytoplasmique (CT pour Cytoplasmic Tail). La plupart des fonctions de gp41 découlent du
domaine extracellulaire, composé de 5 régions : le peptide de fusion (FP, en rouge sur la figure 1.10), le
NHR (N-terminal Heptad Repeat, cylindre rouge), une boucle, le domaine CHR, (C-terminal Heptad
Repeat, cylindre violet) et le domaine MPER (Membrane Proximal External Region) |[Buzon et al.,
2010].

Lorsque l'interaction entre gp120 et CD4 a lieu, elle engage un changement de conformation des
triméres d’Env [Pancera et al., 2010]. La réorganisation des triméres de gp120 permet de libérer le
domaine d’interaction avec le corécepteur (CCR4 ou CXCR5 selon la souche du virus) [Alkhatib et al.,
1996]. Lors de ces changements conformationnels, le domaine NHR sort de sa conformation initiale
en trimére pour former le précomplexe en épingle (cf figure 1.10 Early pre-bundle). Aprés interaction
avec le corécepteur, gpl20 se dissocie de gp41l, permettant & gp4l de se déplier complétement pour

libérer le peptide de fusion qui va s’insérer dans la membrane cellulaire. On obtient alors une structure
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métastable ou les deux membranes cellulaire et virale sont liées par gp41 (cf figure 1.10 Bridging pre-
bundle). Les deux triméres vont alors se rapprocher pour former le fuseau a 6 hélices (6-helix bundle),
constitué des 3 unités NHR enroulées en superhélice avec les 3 unités CHR ancrées dans les sillons de la
superhélice [Chan et al., 1997|[Gallo et al., 2001]. En formant ce fuseau a 6 hélices, gp41 va permettre
le rapprochement et la fusion des membranes cellulaire et virale. On va alors observer I’hémifusion
des membranes, qui va s’étirer pour former un diaphragme d’hémifusion, lequel évolue en pore grace a
I’action des protéines d’enveloppe.

Bien que le processus de fusion soit thermodynamiquement favorisé, les barriéres d’activation sont
hautes et le processus requiert de I’énergie. L’énergie viendrait de la réorganisation de gp41, qui passe
d’un état métastable (conformation native) a un état stable (post-fusion). Il a également été proposé
que la participation de plusieurs trimeéres env-récepteur soit nécessaire pour obtenir la formation d’un
pore stable [Munoz Barroso et al., 1999].

L’entrée du virus dans la cellule peut se faire soit & la membrane plasmique, soit a la membrane des
endosomes. Il convient alors de distinguer entrée et entrée productive, puisque de nombreux événements
de fusion vont conduire & une infection avortée. La présence des récepteurs et co-récepteurs a la
membrane plasmique, ainsi que des micrographies électroniques de virus fusionnant & la surface des
cellules sont des indices qui désignent la membrane plasmique comme site d’entrée [Stein et al., 1987].
L’équipe du professeur Melikyan a proposé que les virus entrent via des vésicules d’endocytose dans
des cellules épithéliales ou des lymphoblastes [Miyauchi et al., 2009]. Une fusion dans les endosomes a
également été proposée dans les macrophages [Carter et al., 2011].

Quel que soit le lieu d’entrée, I’étape de fusion conduit a la libération du core viral dans le cyto-
plasme de la cellule. S’ensuivent alors les étapes de décapsidation (ouverture du core viral), transcrip-
tion inverse (synthése de I’ADN viral a partir de ’ARN génomique) et import nucléaire. La cinétique
relative de ces différentes étapes est débattue, elles seront donc abordées I'une aprés 'autre de fagon

arbitraire.

b) Transcription inverse

FIGURE 1.11 — Structure de la transcriptase inverse du VIH-1 seule (A), en présence d’ADN
viral (B) et en présence d’ADN viral et de dNTP (C) adapté de [Hu and Hughes, 2012|. En
haut, on retrouve la polymérase de la RT, avec le domaine finger en bleu et thumb en vert. Lorsqu’elle
est libre, le pouce (thumb) est fermé vers la paume. En présence d’ADN et de nucléotides, le pouce
s’ouvre et les doigts viennent se refermer. Sur la figure du bas; le domaine RNase H est représenté en

jaune et orange.

L’enzyme capable de rétro-transcrire 'ARN génomique viral en ADN est caractéristique de la
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famille des Retrovirus. Sous sa forme mature, c’est un hétérodimére qui se compose de deux sous-
unités : p66 (560 acides aminés) et p 51 (440 premiers acides aminés de p66) [Lightfoote et al., 1986].
La sous-unité p66 comporte 2 domaines : polymérase et RNaseH, c’est donc elle qui est responsable des
deux activités enzymatiques de p66. Le domaine polymérase est souvent comparé a une main, avec un
pouce (thumb), des doigts (fingers) et une paume (palm, cf figure 1.11). La sous-unité p51 comporte

les mémes sous-domaines que p66, arrangés différemment et elle joue un role structural.
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FIGURE 1.12 — Transcription inverse du VIH-1 : obtention de ’ADN double-brin a partir
de PARN génomique simple brin. L’ARN viral est représenté en rouge, ’ADN en orange, ’enzyme

en bleu.[Menéndez-Arias et al., 2016].

La transcription inverse commence dans le virion avec I'incorporation d’un petit nombre de nucléo-
tides [Trono, 1992] et se poursuit dans la cellule-cible. En effet, la transcriptase inverse (RT) posséde
les deux activités catalytiques nécessaires a la synthése d’ADN double brin : ¢’est une polymérase qui
fonctionne avec une matrice ADN ou ARN et c’est aussi une RNase qui dégrade ’ARN d’un hybride
ARN/ADN. Comme la plupart des ADN-polymérases, la RT a besoin d’une matrice et d’un primer.
La transcription inverse commence aprés liaison d’'un ARN de transfert (tRNA) cellulaire au PBS (le
Primer Binding Site, cf partie I.D.1.). Pour le VIH-1, il s’agit de ’ARNt Lys3 dont les 18 nucléotides
terminaux en 3’ s’associent au PBS (nucléotides 182 a 199 du génome viral, cf figure 1.12). La po-
lymérase commence par synthétiser le brin ’ADN du PBS vers I'extrémité 5’ de ’ARN génomique,
synthétisant ainsi la moitié du LTR (U5-R). L’incorporation des 5-6 premiers nucléotides a la suite de
PARNt est lente, puis le processus s’accélére [Isel et al., 1996] et permet I'obtention d’un brin d’ADN
(-), hybridé a ’ARN génomique.

Cet hybride va permettre a I'activité RNase H de se mettre en place, laissant ’ADN simple brin
exposé. La séquence R des LTR est dupliquée aux deux extrémités de 'ARN viral (5’ et 3’), permettant
a la polymérase d’effectuer un premier saut de brin, de 'extrémité 5’ de PARN viral vers 'extrémité

3’ de ce méme ARN. Elle reprend ensuite la synthése d’ADN depuis la séquence R en 3’. La synthése
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peut reprendre sur le méme ’ARN ou sur l'autre matrice ARN [Hu and Temin, 1990|. L’élongation vers
Iextrémité 5’ de ’ARN génomique s’accompagne d’'une dégradation de la matrice par ’activité RNase
H de le RT. Il existe 2 zones riches en purines (les PolyPurine Tracts) qui résistent a la dégradation.
L’une est située dans la région U3 et I'autre au centre du génome (cPPT, cf figure 1.7). Ces séquences
vont servir d’amorces pour la synthése du brin d’ADN positif et des travaux publiés en 2013 suggérent
qu’elles serviraient aussi & garder les ARN génomiques & proximité I’'un de 'autre, afin de faciliter leur
recombinaison. Aprés addition de quelques nucléotides, le PPT est dégradé et la synthése d’ADN du
brin (+) d’ADN continue en direction du 5’ de PADN (-) jusqu’a atteindre 'ARNt qui avait servi
d’amorce pour le brin (-) et qui est donc toujours lié a 'extrémité 5’ du brin (-). Cet ARNt va, & son
tour, étre clivé par 'activité RNase H, en méme temps que le brin (+) s’allonge d’une séquence PBS. Un
second saut de brin se produit, qui implique I’hybridation du PBS du morceau d’ADN () fraichement
synthétisé a partir du PPT vers le PBS en 3’ de PADN (-). Par élongation a partir de 1a (avant-
derniére étape de la figure 1.12), on obtient un ADN double brin compétent pour 'intégration, avec
des LTR identiques a chaque extrémité. L’activité de la RT peut également générer ce qu’on appelle
des "flaps", c’est-a-dire des régions ot on observe une structure & 3 brins dont deux (+) superposés,
au niveau du cPPT. La roéle fonctionnel de ces flaps est encore inconnu et ils peuvent étre enlevés par
des endonucléases et ligases cellulaires afin de générer un provirus complet.

La RT n’est pas capable d’activité exonucléolytique 3’->5" dans le cas de nucléotides mal incorporés
et elle posséde un taux d’erreur intrinséque de 104 & 10™° erreurs par base incorporée [Alvarez et al.,
2009]. Cela, additionné aux erreurs que peut faire ’ARN polymeérase II lors de la synthése de ’ARN
génomique viral, contribue & la forte variabilité des rétrovirus et en particulier du VIH-1.

Le role de plusieurs protéines virales et cellulaires dans la bonne réalisation de cette étape de
transcription inverse a été caractérisé [Hughes, 2015]. Parmi celles-1a, on peut citer la capside (voir
partie ¢)), qui permettrait & ’ADN viral d’échapper a la reconnaissance par le systéme immunitaire inné
[Rasaiyaah et al., 2013]. La nucléocapside participe également en stabilisant les hybrides ADN/ARN
et en aidant la RT & passer les structures secondaires [Buckman et al., 2003|. Du coté des facteurs
cellulaires, les dUTPases permettent au virus de moduler son taux de mutations [Chen et al., 2004].
Cependant, il existe d’autres facteurs cellulaires qui ont un impact négatif sur la transcription inverse :
SAMHDI1 diminue la quantité de dNTPs disponibles dans la cellule [Laguette et al., 2011], APOBEC3G
induit une hypermutation du génome [Mangeat et al., 2003| et TRIMb5« limite la stabilité du core viral
[Nisole et al., 2004|(cf partie C.).

La déstabilisation du core viral qui conduit a son ouverture est une étape importante du cycle de
réplication du virus : elle doit se produire au moment opportun pour que la capside protége le matériel

génétique viral le plus longtemps possible, tout en permettant a la suite du cycle de se produire.
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c) Décapsidation
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FicUure 1.13 — A. Différents modéles de décapsidation : a. précoce dés I’entrée dans la
cellule b. cytoplasmique et concomitante de la RT c. au niveau du pore nucléaire. B.
Facteurs viraux et cellulaires impliqués dans la déstabilisation du core viral [Campbell and

Hope, 2015].

La décapsidation (ou uncoating) du VIH-1 est hautement régulée et joue un role critique durant
les premiéres étapes de l'infection. Le core est constitué d’une capside virale conique, composée de
la protéine de capside (CA) dans laquelle sont enchéssés les ARN génomiques viraux et les protéines
virales associées : la nucléocapside (NC), la transcriptase inverse (RT) et lintégrase (IN), Vpr et
certaines protéines cellulaires comme la Cyclophiline A (CypA) ou APOBEC3G (A3G) [lordanskiy
et al., 2006]. Le complexe intermédiaire obtenu est appelé RTC pour Reverse Transcription Complex
et il évoluera a son tour pour former le PIC (Pre-Integration Complex).

De nombreuses études ont tenté de visualiser la décapsidation in vivo en utilisant des marqueurs
fluorescents ou la microscopie électronique. Alors que 'intégrase et Vpr peuvent étre marqués sans

altération apparente de leur fonction, il est compliqué de coupler des fluorophores & la protéine de
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capside sans endommager sa fonction.

Les premiéres descriptions de la décapsidation décrivaient cet événement comme ponctuel. Cepen-
dant, des preuves nouvelles ont changé cette vision et il est maintenant clair que la protéine de capside
(CA) a un réle important pour U'infectivité du virus, a différentes étapes du cycle. Des essais réalisés
par plusieurs équipes ont permis de montrer ’accumulation de capsides intactes au niveau du pore
nucléaire [Arhel et al., 2007], [Francis et al., 2016]. CA permet au virus d’infecter des cellules ne se
divisant pas, ce qui différencie les lentivirus des autres rétrovirus [Yamashita et al., 2007|. Il semblerait
que la décapsidation ait lieu en deux étapes : une déstabilisation du core dans le cytoplasme, qui lui
permet d’étre suffisamment petit pour passer le pore nucléaire, puis un import du RTC dans le noyau,
toujours associé & CA. En effet, un pore nucléaire mesure environ 39 nm de diamétre, ce qui est bien
inférieur aux 50-60 nm d’un core intact [Panté and Kann, 2002|. De plus, on retrouve des protéines de
CA associées au RTC dans le noyau [Peng et al., 2014|. Ceci a conduit a éliminer ’hypothése d’une
décapsidation compléte dans le cytoplasme (cf figure 1.13 A.a. Immediate uncoating). Des méthodes
de sensibilité & TRIM-Cyp et de marquage de RT'C par nucléotides fluorescents ont permis de montrer
un pic d’ouverture du core vers 3-4 heures aprés infection, alors que le pic d’activité de la RT se situe
plutdt vers 8-12h post-infection [Arfi et al., 2009]. De plus une étude récente a proposé que la décapsi-
dation s’amorce aprés le premier transfert de brin de la RT [Cosnefroy et al., 2016]. Ces observations
sont en faveur du modéle "Cytoplasmin uncoating" (cf figure 1.13 A.b.). D’autres éléments, comme le
role protecteur de CA contre les protéines et senseurs cellulaires paraissent difficilement conciliables
avec cette hypothése. Ainsi, comment la capside protégerait-elle le génome viral si le core s’effondre
progressivement 7 Cela a conduit & proposer le modéle "NPC uncoating" (cf figure 1.13 A.c) ou la
décapsidation a lieu au niveau du pore viral. Cependant, des incohérences cinétiques apparaissent avec
ce modéle et il convient de le considérer avec précaution.

Un nouveau test d’entrée développé dans ’équipe, le test EURT (Entry/Uncoating assay based on
core-packaged RNA availability and Translation) a permis de mettre en évidence 2 comportements du
core viral [Da Silva Santos et al., 2016]. Ainsi, le core viral peut s’ouvrir rapidement, ce qui conduit &
une infection avortée (probablement parce que le matériel génétique viral est trés exposé aux protéines
cellulaires), ou rester fermé, ce qui va donner une infection productive. Dans le cas d’une infection
productive, la RT module 'ouverture du core, mais I'association de CA avec le génome viral le protége
des protéines cellulaires.

L’ouverture du core en association avec la RT peut s’expliquer en partie par la synthése d’'un ADN
double-brin peu flexible comparé & ’ARN simple brin génomique et qui va nécessiter une réorganisation
du core viral pour s’en accomoder. Les composants viraux ne sont cependant pas les seuls & moduler
l'ouverture du core. La cyclophiline A (CypA), une peptidyl-prolyl isomérase interagit avec la capside

et joue un role essentiel pour 'infectivité du virus, trés probablement lors de I’étape de décapsidation.
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Cependant, le mécanisme est encore inconnu : il existe des études montrant une stabilisation du core
par CypA [Shah et al., 2013| et d’autres montrant au contraire une déstabilisation in vitro |Fricke et al.,
2013]. Le role précis de CypA dans l'infection reste a déterminer.

Depuis que des études ont montré le role de CA dans la fin des phases précoces du cycle viral (import
nucléaire, intégration) [Matreyek et al., 2013], [Da Silva Santos et al., 2016], il apparait évident que

CA joue un roéle plus vaste que la simple encapsidation du génome viral.

d) Import nucléaire
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FI1GURE 1.14 — Modéle d’import nucléaire et réle des cofacteurs cellulaires pendant ’infec-
tion par le VIH-1. Nup358, Nupl153 et CPSF6 a 'orée du pore participent au passage du PIC via
interaction avec la capside. TNPO3 est requis également pour permettre la localisation nucléaire de

CPSF6. [Matreyek and Engelman, 2013|.

Le VIH-1 est capable d’infecter des cellules qui ne se divisent pas et pour cela il entre dans le noyau
via les pores nucléaires. De plus, puisque le PIC excéde largement la taille des molécules capables de
traverser le pore nucléaire, il est généralement admis que I'import nucléaire du PIC du VIH-1 est un
processus actif qui nécessite un apport d’énergie et qui est dirigé par plusieurs facteurs viraux (CA,
MA, Vpx, IN et cPPT) et cellulaires. MA et IN possédent des signaux de localisation cellulaire (NLS)
et il a été proposé que ces protéines soient impliquées dans I'import nucléaire. La protéine Vpr n’a
pas de NLS classique, mais elle est capable d’importer des protéines dans le noyau et on la retrouve
associée a l’enveloppe nucléaire. Cependant, le role de ces trois protéines dans 'import nucléaire a été
remis en question et leur implication dans 'import nucléaire reste sujet a controverse. Une étude de
2009 réalisée au laboratoire a montré que 'import nucléaire n’était pas affecté par 'absence de MA,
IN et Vpr. Seul le retrait du ¢cPPT avait un effet en diminuant la cinétique d’import nucléaire et cet
effet est observé surtout dans les cellules mononucléaires du sang [Riviére et al., 2010].

La capside, comme on I’a déja vu dans la partie précédente, joue un roéle trés important dans les
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étapes précoces du cycle. Elle est également un déterminant majeur de 'import nucléaire permettant
I'infection de cellules ne se répliquant pas. Ainsi, si on construit un virus chimére MLV-HIV possédant la
capside de MLV, l'infection de cellules ne se divisant pas n’est plus possible [Yamashita and Emerman,
2004]. La capside, en interagissant avec la protéine Nup358 (aussi appelée RANBP2), amarre le virion
du coté cytoplasmique du pore nucléaire |[Lee et al., 2010], ce qui appuie '’hypothése que CA reste
associée au PIC jusqu’a 'entrée dans le noyau.

Trois screening de siRNA ont permis de déterminer plusieurs protéines cellulaires impliquées dans
I'import nucléaire [Brass et al., 2008|, [Konig et al., 2008|, [Bushman et al., 2009] : Nup358, TNPO3
(transportin 3) et Nup153. Lorsqu’on fait un knock-down de ces facteurs, 'infection est bloquée aprés
la transcription inverse et avant l'intégration.

Un des modéles proposés pour 'import nucléaire est présenté sur la figure 1.14. Tandis que la
décapsidation s’amorce rapidement aprés ’entrée dans la cellule, la protéine CA qui reste associée au
RTC s’associe au NPC (complexe de pore nucléaire) via Nup358 coté cytoplasme [Di Nunzio et al.,
2012|. Ensuite, CPSF6 et Nup153 permettent la conversion du RTC en PIC et son passage co6té noyau
[Woodward et al., 2009]. La capside a été retrouvée dans le noyau de macrophages primaires, montrant
qu’elle reste probablement associée longtemps au PIC et qu’elle participe & I'entrée du virus dans le
noyau de cellules différenciées [Peng et al., 2014]. Le role de TNPO3 est plus difficile a cerner. Ainsi,
des études ont montré que la fonction cellulaire principale de TNPO3 est probablement le controle
de la localisation de CPSF6. Lorsque TNPO3 est absent, CPSF6, normalement plutét nucléaire, se
relocalise dans le cytoplasme et ceci est associé & une baisse de 'infectivité [Lee et al., 2010], [De Iaco
et al., 2013]. Une explication de cette baisse d’infectivité est une stabilisation accrue du core viral
aprés interaction entre CA et CPSF6, qui empéche la décapsidation. Par un crible double-hybride en
levure, il a été prouvé que TNPO3 (TRN-SR2) interagit avec 'intégrase et qu’elle joue un role clé dans
I'import du PIC [Christ et al., 2008]. Une fois que le PIC a été importé dans le noyau, la prochaine
étape du cycle est 'intégration de PADN viral dans PADN de I'héte. Une étude de 2016 a montré
que lassociation du PIC avec CPSF6 était importante pour le choix du site d’integration [Sowd et al.,
2016|. Ces observations permettent d’entrevoir la complexité et I'imbrication des différentes étapes
entre elles : ainsi, la transition d’une étape du cycle a ’autre n’est pas franche, on assiste plutéot a un

glissement continu d’une étape a ’autre.

e) Intégration

L’intégrase catalyse 2 réactions enzymatiques essentielles : le clivage des extrémités 3’ de 'ADN
viral et les réactions de transfert de brins. L’activité de l'intégrase commence dés la synthése de
I’ADN viral double brin. Dans le PIC, 'intégrase se multimérise sur TADN pour former un complexe

intégrase-ADN viral connu sous le nom d’intasome |[Hare et al., 2010|, [Maertens et al., 2010|. La co-
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F1GURE 1.15 — A. Organisation de l’intégrase du VIH-1 en domaines et comparaison avec
I’intégrase de PFV (Prototype Foamy Virus). B. Mécanisme d’intégration du VIH-1 [Lusic
and Siliciano, 2017]. C et D. Représentations de la structure de ’intégrase de PFV co-
cristallisée avec ’ADN viral et PADN accepteur [Maertens et al., 2010].

cristallisation de l'intégrase du VIH avec ses ADN viral et cible n’a encore jamais été observée et les
informations viennent de l'intégrase du PFV (Prototype Foamy Virus, cf figure 1.15A.). La structure
cristallographique de l'intasome de PFV montre qu’il comporte un tétrameére (ou dimeére de dimeéres)
d’intégrase et que l'activité dépend de la tétramérisation [Krishnan et al., 2010]. Une sous-unité de
chaque dimére d’intégrase se lie & PADN viral pour le clivage des extrémités 3’ : l'intégrase clive 2
nucléotides a l'extrémité 3° de 'ADN viral a bouts francs, générant des extrémités 3° OH réactives (cf
figure 1.15 B.).

Une fois dans le noyau, 'intasome s’associe & ’ADN cible et la réaction de transfert de brin a lieu :
les 3’ OH libérés a 'étape précédente vont pouvoir chacun faire une addition nucléophile catalysée par
Iintégrase sur chacun des brins complémentaires de ’ADN cible. Comme on peut le voir sur la figure

1.15 C. et D., 'intégration se fait au niveau d’un grand sillon élargi par ’association a l'intégrase.
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On obtient donc un intermédiaire ou les extrémités 3’ de PADN viral sont chacune liée & un 5’
phosphate de ’ADN cible. Cela a pour effet de générer des régions simples brins de chaque coté du
provirus intégré, puisque les deux sites d’attaque sur les brins complémentaires sont séparés de 5 paires
de bases dans le cas du VIH-1. La machinerie de réparation de ’ADN va intervenir. Elle clive les
2 nucléotides non appariés coté 5’ du provirus, compléte ADN cellulaire par complémentarité avec
le brin intact et ligue le 5’ phosphate du virus avec le 3 OH de I’'héte. On obtiendra les mémes 5
nucléotides répétés de chaque coté du provirus |Vink et al., 1990].

L’intégration ne se produit pas a un endroit aléatoire dans le génome de I’héte mais préférentiel-
lement dans les régions activement transcrites [Schroder et al., 2002] et il existe plusieurs protéines
cellulaires qui orientent le ciblage du site d’intégration. LEDGF /p75 (Lens epithelium derived growth
factor) est capable d’interagir avec I'intégrase et avec la chromatine [Cherepanov et al., 2003|, [Llano
et al., 2006] et sa présence est requise pour permettre au PIC de s’associer a la chromatine dans
des régions ou les génes sont hautement épissés [Singh et al., 2015]. CPSF6 posséde également un
role essentiel pour le choix du site d’intégration [Sowd et al., 2016], puisqu’elle est capable de cibler
préférentiellement le PIC vers les régions de chromatine ouverte.

Une grande partie de ’ADN viral ne parvient pas jusqu’a 'intégration compléte dans le génome de
I’hote, laissant de nombreuses formes d’ADN viral non intégré (uDNA pour Unintegrated Viral DNA).
Celui-ci peut étre présent sous de nombreuses formes (cf figure 1.16) :

— produits d’autointégration

— cercle & 1 LTR issu de la recombinaison homologue entre les LTR, (jusqu’a 20-30% du génome
viral)

— cercle & 2 LTR issu de la circularisation d’'un ADN viral linéaire par le systéme de réparation
de 'ADN NHEJ (Non Homologous End Joining). Cette forme est caractéristique de I'import
nucléaire puisque le systéme NHEJ n’est présent que dans le noyau (2 4 5 % du génome viral)

La fin de l'intégration marque la fin des étapes précoces de l'infection. Le génome viral étant
intégré au génome cellulaire, il sera répliqué en méme temps que 'ADN cellulaire et les protéines
virales pourront étre transcrites et traduites par la machinerie cellulaire, a I'instar des génes de I’hote.

Cette expression des protéines virales marque le début des phases tardives.
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FIGURE 1.16 — Devenir de ’ADN non intégré dans le noyau de la cellule cible [Thierry et al.,

2017]

A.2. Phases tardives

a) Transcription des ARN viraux

La régulation de 'expression des génes proviraux du VIH-1 est finement régulée par la liaison de
protéines cellulaires et virales & un certain nombre de séquences régulatrices en cis situées dans le LTR
du génome viral (cf figure 1.17). La séquence de transactivation TAR (Transactivation Responsive
Region) est située dans le domaine R (nt +1 a +60). Le promoteur majeur (nt -78 a -1) est précédé
d’une séquence "enhancer" (nt -105 & -79) et d’une région modulatrice (nt -454 & -104) [Pereira et al.,
2000

Le promoteur majeur contient 3 séquences permettant une initiation efficace de la transcription : le
site de liaison & Spl, une séquence TATA et une séquence activatrice trés active reconnue par NF-xB
[Jones et al., 1986], |Garcia et al., 1989], [Mallardo et al., 1996|.

L’initiation de la transcription est trés efficace, mais le complexe Pol II ne parvient pas & continuer
I’élongation de ’ARNm viral et la courte séquence obtenue ne permet pas la réplication du virus. Pour
surmonter cette restriction, le VIH encode une protéine virale Tat, capable de transactiver I’expression
des génes viraux [Kao et al., 1987]. Le complexe Pol II est capable de synthétiser un petit fragment
d’ARN;, la séquence TAR qui s’organise en structure tige-boucle a 'extrémité 5’ des transcrits. Cette

structure est reconnue par Tat, qui recrute a son tour les protéines CDK9 et CycT1 du complexe
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FI1GURE 1.17 — Structure du LTR du VIH-1 avec les différentes séquences régulatrices de la

transcription [Kilareski et al., 2009|. Le promoteur contient une TATA box (jaune), un site de liaison
a Sp (rouge) et des enhancers (bleu). La région R contient une séquence TAR (orange) qui forme une

structure ARN tige-boucle aprés transcription et qui se lie & la protéine virale Tat.

TEFDb [Dingwall et al., 1989], [Kim et al., 2002], [Wei et al., 1998|. Ces protéines phosphorylent NELF
(Negative Elongation Factor) et DSIF (DRB Sensitivity-Inducing Factor) qui étaient responsables de
la pause de la polymérase, ainsi que la queue C terminale de 'ARN polymérase II, ce qui permet une
reprise de la transcription [Peterlin and Price, 2006]|. De par sa capacité a générer une association a un
certain nombre de facteurs activant la transcription, le LTR du VIH-1 est un promoteur extrémement
efficace capable de supporter des niveaux de transcription bien supérieurs au promoteur immédiat
précoce du CMV (Cytomégalovirus).

La protéine virale Tat peut également contribuer & la réactivation du provirus lorsque celui-ci se
trouve en phase de latence. Il a été montré, dans des lymphocytes T CD4 mémoire qu’'une réactivation
du virus par Tat était indépendante d’une activation cellulaire [Lin et al., 2003|. Un site de fixation
a NF-kB est également présent dans le promoteur viral et les modulations de ’activité de cette pro-
téine permettent tour a tour d’activer ou d’inactiver la transcription du VIH, jouant un roéle dans la
réactivation du virus et la latence (pour revue, cf [Siliciano and Greene, 2011]).

La transcription du génome viral est a 'origine de prés de 70 transcrits viraux, qui possédent au
moins 4 sites donneurs et huit sites accepteurs d’épissage (cf figure 1.18). Dans chaque ARNm épissé,
le premier site donneur ou 5’ss (pour 5’ splicing site appelé site majeur d’épissage) est associé & un
des sites accepteurs. Ainsi, tous ARNm du VIH-1 contiennent le méme exon non-codant hautement
structuré, qui va de la coiffe 5’ au premier site majeur d’épissage. Les protéines Tat, Rev et Nef sont
traduites a partir ’ARNm complétement épissés. Vif, Vpr, Vpu et Env sont obtenus & partir d’ARNm
épissés une fois, qui conservent un intron fonctionnel. L’ARN non épissé est 'ARN génomique qui sera
encapsidé dans les virions et c’est aussi lui qui va donner Gag et Pol.

Les ARNm viraux totalement épissés suivent la méme voie que les ARNm cellulaires : il sont coiffés,
épissés et polyadénylés, puis exportés hors du noyau par la voie NXF1. A la différence des ARNm

cellulaires contenant toujours un intron qui sont retenus dans le noyau, les ARNm viraux possédant
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HIV-1 relies on alternative splicing and intron retention for gene expression.
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FIGURE 1.18 — Différents sites d’épissage et ARN épissés du VIH-1 [Mahiet and Swanson,
2016]. L’ARNm immature posséde 4 sites donneurs et 8 sites accepteurs d’épissage, permettant de

synthétiser

un intron sont exportés dans le cytoplasme grace a la protéine virale Rev (voir ref [Karn and Stoltzfus,
2012] pour revue). Rev posséde une séquence NLS (Nuclear Localisation Signal) capable d’interagir
avec une séquence ARN hautement structurée dans le géne env appelée Rev-responsive element (RRE)
[Malim et al., 1989|. La région RRE est une structure tige-boucle de 351 nucléotides. Aprés liaison
d’une premiére protéine Rev au site RRE, d’autres monoméres s’additionnent au complexe. Le degré
d’oligomeérisation corréle avec la capacité de Rev & exporter 'ARN [Mann et al., 1994]. De plus,
I'oligomérisation de Rev sur le RRE a un effet coopératif sur la protéine et résulte en une affinité 500
fois supérieure a la liaison d’une seule protéine de Rev pour le site d’interaction [Daugherty et al.,
2008].

Le transport de PARN du VIH hors du noyau se fait a travers les complexes du pore nucléaire
(NPC). En effet, lorsque Rev est lié au RRE, le NLS est masqué par Uinteraction avec 'ARN. Le
complexe Rev-ARN se lie & Crm1 (aussi appelé exportine 1) via une séquence NES (Nuclear Export
Signal). [Fischer et al., 1995], puis il est exporté du noyau. Aprés export de I’ARN, le complexe est
déstabilisé, ’ARN est libéré dans le cytoplasme de Rev rentre a nouveau dans le noyau en s’associant
a 'importine $ [Henderson and Percipalle, 1997].

La capacité de Rev & naviguer entre le noyau et le cytoplasme permet 'export d’ARN viraux plus
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ou moins épissés. Ainsi, les premiers ARN transcrits sont totalement épissés et permettent entre autre
I’obtention de Rev. Avec 'augmentation de la quantité de Rev dans la cellule, les ARN exportés sont
de moins en moins épissés, permettant ’export de ’ARN génomique non épissé.

Les nombreux ARNm viraux ne permettent pas la synthése de toutes les protéines virales et c’est

en modulant la traduction que le virus va parvenir & toutes les obtenir.

b) Traduction des protéines virales

L’initiation de la traduction des ARNm eucaryotes implique un balayage depuis la coiffe en 5’
jusqu’a la reconnaissance du premier AUG dans une séquence Kozak adéquate. Le premier exon du
VIH-1 contient des séquences hautement structurées (séquence TAR, site de liaison au primer, épingle
poly-A et séquences d’encapsidation), ce qui exclut un mécanisme de balayage classique |[Parkin et al.,
1988], [Miele et al., 1996|. De plus, les UTR des ARNm du VIH-1 contiennent le codon AUG en amont
de I'authentique codon initiateur. Enfin, les ARNm codant pour Env sont bicistroniques et possédent
deux cadres ouverts de lecture superposés [Karn and Stoltzfus, 2012].

Il est donc nécessaire pour le virus de surmonter tous ces obstacles pour effectuer une traduction
efficace et plusieurs mécanismes ont été proposés. Tout d’abord, il a été proposé que le VIH-1 posséde un
IRES (Site interne d’entrée du ribosome), similaire & celui trouvé chez les picornavirus, qui permettrait
la reconnaissance directe du codon initiateur de Gag sans balayage par le ribosome [Brasey et al.,
2003]. La transcription cap-indépendante au niveau d’un IRES est une des possibilités pour le virus
de s’affranchir des problémes de balayage du ribosome et il existe également la présence d’un élément
de controle post-transcriptionnel (PCE pour Post-transcriptional Control Element). La séquence PCE
est une structure tige-boucle de 'ARN & laquelle s’associe spécifiquement I’hélicase cellulaire RHA
(RNA helicase A). La présence de cette hélicase est essentielle pour une traduction efficace d’ARNm
contenant des PCE [Hartman et al., 2006|. D’autres protéines cellulaires sont également impliquées dans
la modulation de la transcription virale, comme I’hélicase DDX3 ou la navette nucléocytoplasmique
Sam68 qui activent la transcription [Soto-Rifo et al., 2012|, [Modem et al., 2005] ou la protéine nucléaire
hnRNP E1 qui diminue la production de Gag, Env et Rev [Woolaway et al., 2007| (pour revue [Ohlmann
et al., 2014]).

Une fois le ribosome associé & ’ARNm viral, 'initiation de la traduction ne se produit pas toujours
au niveau du méme AUG. C’est un mécanisme dit de "leaky scanning" ot le ribosome parcourt ’ARNm
et ne s’arréte pas toujours au premier AUG rencontré. Dans le cas du VIH-1, ce mécanisme est observé
pour la traduction de ’ARN bicistronique vpu-env. Le cadre ouvert de lecture (ORF) de Vpu précede
celui de Env. Schwartz et al. ont montré que la protéine Env était synthétisée par un mécanisme de
"leaky scanning" au cours duquel le complexe de pré-initiation 43S passe sur ’AUG de Vpu sans s’y

arréter, car celui-ci est dans un contexte Kozak faible [Schwartz et al., 1990]|, [Schwartz et al., 1992].
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I’ARNm non épissé du VIH-1, qui permet de coder pour les polyprotéines Gag et Gag-Pol peut
subir une initiation de la traduction cap-dépendante, ou utiliser un site interne d’entrée du ribosome
[Brasey et al., 2003]. Un décalage de -1 dans le cadre de lecture (ou frameshifting) est nécessaire pour
passer de Gag a Pol. Ce décalage se produit dans environ 5% des cas et conduit a la production
d’une protéine Gag-Pol pour 20 Gag synthétisés. Deux séquences sont essentielles pour qu’il puisse se
produire : une séquence "glissante" de 7 nucléotides UUUUUUA et un pseudo-noeud situé en 3’ de
cette séquence de 7 nucléotides [Staple and Butcher, 2005]. Le complexe ribosomal est arrété au niveau
du pseudo-noeud, ce qui augmente son temps de contact avec la séquence glissante et permet ainsi le
décalage du cadre de lecture de -1.

Au cours du cycle de réplication du VIH-1, les protéines virales inhibent différents facteurs de
transcription cellulaire. La protéase, en plus de son réle dans la maturation du virus, est capable de
dégrader elF4G et PABP, inhibant ainsi la traduction cellulaire [Ventoso et al., 2001], [Castell6 et al.,
2009]. La séquence TAR de I’ARN viral est capable d’activer PKR (Protein Kinase RNA-activated),
ce qui va également conduire & une inhibition de la traduction des protéines de 'héte (pour revue, voir
[Clerzius et al., 2011]).

En détournant la machinerie de traduction de 'hdte a son avantage, ces mécanismes permettent au
virus de produire de nombreuses protéines virales, qui vont pouvoir s’associer pour former de nouveaux

virions.

c) Assemblage, bourgeonnement et maturation des particules virales

La polyprotéine Gag est essentielle pour la formation de nouvelles particules virales (elle compose
plus de 50% de la masse du virion [Sundquist and Krausslich, 2012|) et chaque sous-domaine y parti-
cipe : MA adresse Gag a la membrane plasmique et aide & I'incorporation d’Env, CA est le moteur de
la multimérisation qui a lieu lors de ’assemblage, NC recrute 'ARN viral dans les virions et participe
a l'assemblage et p6 recrute le complexe cellulaire ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for
Transport) (cf figure 1.19).

Aprés sa synthése dans le cytoplasme, Gag forme des monomeéres ou diméres qui sont adressés
a la membrane plasmique [Kutluay and Bieniasz, 2010], ot le domaine MA chargé positivement in-
teragit avec un lipide trés présent dans le feuillet interne de la membrane plasmique, le PI(4,5)P,
(phophatidylinositol-4,5-biphosphate) [Ono and Freed, 2004], [Ono et al., 2004], [Saad et al., 2006].
Des études RMN ont permis de montrer que la liaison entre PI(4,5)P2 et MA entraine ’exposition
d’un motif myristate lié¢ a ’extrémité N-terminale de MA, ce qui stabilise 'interaction MA-membrane
en s’insérant dans le feuillet interne de la membrane plasmique. Gag entraine le recrutement de mi-
crodomaines membranaires riches en cholestérol et sphingolipides qu’on appelle rafts lipidiques [Hogue

et al., 2011]. L’importance d’adresser Gag au niveau des rafts lipidiques est reflétée par la composition
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F1GURE 1.19 — Phases tardives du cycle du VIH-1 : assemblage, bourgeonnement et matura-
tion [Freed, 2015]. Env passe par la voie sécrétoire tandis que Gag est synthétisée dans le cytoplasme.
Gag multimérise, recrute I’ARN génomique puis atteint la membrane plasmique. La particule en cours
d’assemblage recrute Env et le complexe ESCRT. Aprés bourgeonnement de la particule virale, le

clivage de Gag et GagPol par la protéase virale constitue 1’étape de maturation.

de Penveloppe virale, riche en cholestérol, sphingolipides et PI(4,5)Py [Brugger et al., 2006]. Les zones
de contact cellule-cellule qu’on appelle "synapses virologiques" sont également riches en rafts lipidiques
et le fait que Gag s’associe préférentiellement & ces microdomaines membranaires peut favoriser 1’as-
semblage au niveau des synapses virologiques, augmentant ainsi le transfert viral [Jolly and Sattentau,
2005].

Dans le VIH-1, deux copies d’ARN viral sont incorporées dans les virions. L’ARN dimérisé est
reconnu au niveau de sa séquence d’encapsidation ¥ par le domaine NC de Gag [Nikolaitchik et al.,
2013]. NC contient deux domaines a doigts de zinc (Cys-Cys-His-Cys) entourés de résidus basiques qui
augmentent son affinité pour I’ARN. Il semblerait que Gag et I’ARN interagissent dans le cytoplasme,
puis Gag permet le recrutement de ’ARN & la membrane plasmique ot il va amorcer I'assemblage de
la particule [Kutluay and Bieniasz, 2010].

Le domaine CA est le principal acteur de la multimérisation de Gag et plus particuliérement son
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extrémité C terminale [Gamble et al., 1997|. Dans les particules virales immatures, les molécules de
Gag (environ 2500 par virion) sont arrangées en hexameéres creux et orientées radialement [Briggs
et al., 2009] et elles intégrent des petits défauts (arrangements non hexamériques) qui permettent a
la structure entiére de se courber en une structure sphérique [Briggs et al., 2009]. Cette sphére en
formation contient un espace correspondant a un tiers de la surface membranaire, qui correspond & la
zone de bourgeonnement [Carlson et al., 2010].

La glycoprotéine Env passe par le réticulum endoplasmique et la voie de sécrétion cellulaire ot elle
gagne ses motifs glycosylés. Aprés clivage par la protéase cellulaire furine dans le Golgi en gp4l et
gp120, elle est également retrouvée au niveau de la membrane plasmique et sa longue queue cytoplas-
mique participe & I'incorporation via une interaction avec Gag [Tedbury and Freed, 2014]. Plusieurs
mécanismes non-exclusifs ont été proposés : un procédé passif, un adressage commun de Gag et Env a
un méme domaine de la membrane plasmique (les rafts lipidiques par exemple), le recrutement de Env
par Gag directement ou indirectement via une protéine cellulaire intermédiaire [Checkley et al., 2011].

Aprés assemblage du réseau de Gag sous la membrane plasmique, la particule naissante doit subir
une étape de fission des membranes pour se détacher de la surface cellulaire. Cette étape de bour-
geonnement est possible grace a la machinerie ESCRT qui est détournée par Gag |[Usami et al., 2009,
[Hurley and Hanson, 2010]. Les protéines ESCRT catalysent également les réactions de fission de
membranes qui conduisent a la libération de vésicules dans les MVB (MultiVesicular Bodies) [Hurley
and Hanson, 2010] et la séparation des deux cellules-filles lors de la division cellulaire [Carlton and
Martin-Serrano, 2007|. Dans le cas du VIH-1, le domaine P6 de Gag contient 2 motifs (dits domaines
tardifs) responsables du recrutement des facteurs ESCRT : PTAP (Pro-Thr-Ala-Pro) qui se lie a la
sous-unité TSG101 (Tumor Susceptibility Gene 101) du complexe hétérotétramérique ESCRT-I et un
domaine LYPX,, L. (Leu-Tyr-Pro-Xaa,-Leu) qui recrute Alix, un partenaire du complexe ESCRT-III
[Martin-Serrano et al., 2001], [Usami et al., 2009]. Une fois TSG101/ESCRT-I et Alix associés a Gag, ils
recrutent a leur tour les complexes ESCRT-III et VPS4, capables de générer la fission des membranes
et le recyclage des facteurs ESCRT [Hurley and Hanson, 2010].

Au niveau protéique, un changement de conformation d’Alix aprés liaison a4 Gag permet ’associa-
tion & CHMP4 (CHarged Multivesicular body Proteins, membre d’ESCRT-III) [Usami et al., 2009].
Cela induit une polymeérisation en filaments de CHMP4 sous le virus en bourgeonnement, ainsi que
lassociation avec CHMP2 [Morita et al., 2011|. Cette derniére protéine peut alors s’associer a la famille
d’ATPases VPS4 qui fournissent 1’énergie nécessaire au resserrement de la membrane plasmique (par
enroulement des filaments de CHMP2 et CHMP4 en spirale), jusqu’a obtenir la fission [Hurley and
Hanson, 2010].

Pendant, ou peu de temps aprés le bourgeonnement de la particule, la protéase virale clive les

polyprotéines Gag et GagPol afin de déclencher la maturation du VIH-1. La protéase fonctionne en
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tant que dimére, avec son site actif situé dans une crevasse a U'interface [Wlodawer and Erickson, 1993|.
Aprés clivage, a dix sites différents, on obtient les protéines virales MA, CA, NC, p6, PR, RT et IN
[Sundquist and Krausslich, 2012]. Au cours de cette étape, la particule virale se réarrange afin de former
le core conique constitué de 1200 copies de CA. MA reste associée au feuillet interne de la membrane
plasmique et la nucléocapside associée & I’ARN est enfermée dans le core de CA [Briggs et al., 2006].

La particule virale nouvellement synthétisée posséde ainsi tous les éléments nécessaires a 'infection

d’une nouvelle cellule-cible.

B. Réponse immunitaire innée et interféron
B.1. Différence de susceptibilité des cellules immunitaires a ’'infection par le VIH-1

Les cellules cibles du VIH sont des cellules du systéme immunitaire : lymphocytes T CD4, mais
aussi cellules myéloides (cellules dendritiques, monocytes et macrophages). Les souches de virus T-
tropiques utilisent le co-récepteur CXCRA4 et infectent les lymphocytes T CD4, tandis que les souches
M-tropiques se lient au co-récepteur CCR5 et infectent les cellules myéloides et les lymphocytes T
mémoire. Bien que le virus posséde la capacité de rentrer dans ces différentes cellules, elles ne sont pas

toutes aussi permissives a U'infection (cf table 1.4).

Type cellulaire Niveau d’infection par le VIH | Etape(s) du cycle viral bloquée(s)

Lymphocytes T CD4 Non permissif (-) en état Transcription inverse, import
de quiescence nucléaire, intégration et étapes
Permissifs aprés activation () post-intégration
Monocytes Non permissifs Transcription inverse, étapes post RT

avant 'intégration

import nucléaire et transcription

Macrophages Permissifs (+) Transcription inverse
Cellules dendritiques Peu permissives (+/-) Transcription inverse
myéloides
Cellules dendritiques Non permissives Mal caractérisé
plasmacytoides

TABLE 1.4 — Susceptibilité des cellules-cibles a 'infection par le VIH

Dans le cas des lymphocytes T CD4, la permissivité de 'infection par le VIH-1 dépend de 1'état
d’activation des cellules : les LT CD4 activés sont trés susceptibles a l'infection et permettent une
réplication efficace du virus tandis que les LT CD4 latents sont trés peu permissifs méme s’ils peuvent

étre infectés in vivo et servir de réservoir viral [Zack et al., 1990|. Le virus entre dans les lymphocytes
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latents, mais ne parvient pas a faire correctement sa transcription inverse, ni & s’intégrer dans le génome
de la cellule-cible [Stevenson et al., 1990]. Cela peut s’expliquer par plusieurs aspects : des facteurs
de transcription de I'hote (NF-xkB et NFAT par exemple) utilisés par le virus sont séquestrés dans le
cytoplasme des lymphocytes latents ; la quantité de dNTP est faible & cause du facteur de restriction
SAMHDI (cf partie C.3.) [Nabel and Baltimore, 1987|, [Stevenson et al., 1990], [Descours et al., 2012].

Les lymphocytes T CD4 activés sont trés permissifs a I'infection par le virus, mais la majorité d’entre
eux meurt rapidement & cause des effets cytopathiques du virus. Une faible proportion des lympocytes
activés peut retourner & un état de quiescence et s’ils ont été infectés, servir de réservoir viral. Ainsi,
si le virus a eu le temps de finir sa transcription inverse et de s’intégrer dans le génome du lymphocyte
lorsque celui-ci devient quiescent, le génome viral reste présent dans le noyau du lymphocyte latent.
Méme si aucune protéine virale n’est détectée pendant les phases de latence, dés que le lymphocyte
sera réactivé par une stimulation antigénique, 'expression des protéines virales reprendra [Chun et al.,
1995], [Siliciano and Greene, 2011].

Les monocytes sont, & 'instar des lymphocytes quiescents, trés réfractaires a I'infection par le VIH-
1. Les monocytes possédent peu de récepteurs et corécepteurs d’entrée a leur surface, mais le blocage
de l'infection persiste si on pseudotype le virus avec I'enveloppe du VSV. Le virus est donc bloqué
aprés 'entrée, mais avant la transcription inverse et l'intégration [Sonza et al., 1996|, [Neil et al.,
2001], [Triques and Stevenson, 2004]. Malgré ces blocages observés in vitro, in vivo, des monocytes
infectés ont été récoltés dans le sang périphérique de patients sous thérapie antirétrovirale [Crowe and
Sonza, 2000]. Une étude réalisée en 2008 au laboratoire a montré que cela s’explique par la trés lente
cinétique de RT et d’intégration (t;/o = 7-8 jours) dans les monocytes [Arfi et al., 2008]. Une restriction
transcriptionnelle a également été proposée pour expliquer la résistance des monocytes & I'infection
par le VIH-1 [Kilareski et al., 2009].

Les monocytes ne circulent dans le sang que quelques jours avant leur extravasation vers les tissus
ou ils se différencient en macrophages et cellules dendritiques.

Les macrophages représentent 10% des cellules infectées d’un patient infecté par le VIH-1 et jouent
également un role de réservoir viral [Zhang et al., 1999, [Gorry et al., 2014]. Cependant, I'infection des
macrophages est limitée par la faible expression membranaire du récepteur CD4 [Lee et al., 1999|. Une
étude de I’équipe du professeur Sattentau [Baxter et al., 2014 a proposé que l'infection des macrophages
soit augmentée par la capture de lymphocytes T CD4 infectés. Cela favorise I’entrée du virus dans les
cellules, mais leur permissivité reste faible notamment a cause de ’étape de RT qui est trés lente. La
présence du facteur de restriction SAMHDI1 explique cette cinétique défavorable au virus [Lahouassa
et al., 2012|. L’induction d’un état ressemblant & G1 dans 20% des macrophages tissulaires (mais sans
synthése d’ADN ni division) favorise I'infection par le VIH-1 en inactivant SAMHD1 [Mlcochova et al.,

2017] et permettrait d’expliquer la capacité du VIH a se répliquer dans les macrophages.
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Les cellules dendritiques du sang sont composées de deux sous-populations majoritaires : les mDC
(cellules dendritiques myéloides) et les pDC (cellules dendritiques plasmacytoides) et représentent 0,5
a 2 % des cellules mononucléaires du sang. Bien qu’elles soient infectées in vivo, les cellules dendritiques
sont beaucoup plus restrictives a 'infection par le VIH que les lymphocytes T CD4 [Donaghy et al.,
2001], [MclIlroy et al., 1995|. Comme pour ce qui observé pour les monocytes et les macrophages,
létape de transcription inverse est limitante dans ces cellules [Goujon et al., 2007]. La différence
de susceptibilité entre pDC et mDC est débattue : certains proposent que le virus se réplique plus
activement dans les pDC [Patterson et al., 2001] tandis que d’autres montrent que les pDC sont moins
susceptibles que les mDC [Smed-Sgrensen et al., 2005].

Etant donnée la faible quantité de cellules dendritiques dans le sang périphérique, la plupart des
études in vitro utilisent des MDDC (Monocyte-Derived Dendritic Cell), dont le comportement est le
méme que celui des mDC.

Bien que le VIH n’infecte pas efficacement les DC en elles-mémes, il exploite leurs propriétés de
cellules présentatrices d’antigénes pour se disséminer. Les pDC arrivent trés rapidement sur le lieu de
I'infection et sécrétent des cytokines pro-inflammatoires et des chemokines pour attirer les cellules T,
favorisant ainsi le recrutement de la cible de prédilection du VIH-1 [McKenna et al., 2005|, [Espindola
et al., 2016]. Cependant, les pDC sont également capables de produire de grandes quantités d’interféron-
a dont le role est central dans les défenses immunitaires de I'hote [Chelbi-Alix and Wietzerbin, 2007|

(cf partie b)).

B.2. Réponse interféron a ’infection par le VIH-1

a) Détection du VIH-1 par les senseurs de I'immunité innée

La réponse immunitaire innée lors de l'infection par un virus commence lorsque le pathogéne est
repéré par la cellule via des senseurs de I'immunité innée, les PRR (Pathogen Recognition Recep-
tor). Ces récepteurs sont capables de reconnaitre des motif associés aux pathogénes, appelés PAMP
(Pathogen Associated Molecular Patterns) qui peuvent étre des motifs glucidiques absents chez I’hote
(LPS), des protéines spécifiques de pathogeénes (flagelline) ou des éléments mal localisés (ADN dans le
cytoplasme, ARN dans les endosomes). Les PRR déclenchent une cascade de signalisation qui conduit
a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et de chemokines pour recruter et activer les cellules de
Iimmunité innée : cellules NK, cellules dendritiques et macrophages (pour revue, voir [Doyle et al.,
2015], [Altfeld and Gale Jr, 2015]). Cela entraine la mise en place d'une premiére défense rapide de
I'organisme pour contrer la propagation du virus et sert également & activer et moduler la réponse
immunitaire adaptative [Iwasaki and Medzhitov, 2010].

Il existe plusieurs types de PRR dont la localisation, le motif reconnu et la voie de signalisation

différent : les TLR (Toll-like receptor), les RLR (RIG-I like receptor), les senseurs d’ADN et les NLR
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(Nod like receptor) [Kumagai and Akira, 2010]. Les pDCs sont des cellules riches en PRR, soulignant
clairement le role essentiel qu’elles jouent dans la détection du VIH-1. Cela se traduit par une forte
production d’interféron-a par ces cellules spécialisées [Gilliet et al., 2008|.

La famille des protéines membranaires TLR comprend 9 membres spécialisés dans la reconnaissance
des différents PAMP (fragments de paroi bactérienne, acides nucléiques de bactéries ou de virus, pour
revue [Kawai and Akira, 2010]). TRL7, situé dans la membrane des endosomes, est capable de recon-
naitre de ’ARN génomique viral et notamment celui du VIH-1 [Beignon et al., 2005]. L’activation de
TRL7 conduit au recrutement de MYD88 (myeloid differentiation primary response gene 88) qui peut
conduire a deux voies d’activation : I'une passe par IRF7 et va conduire a ’expression des génes codant
pour les interférons tandis que 'autre passe par la famille de kinases IRAK (IL-1 receptor-associated
kinases) et NF-xB pour conduire a la production d’interférons et de cytokines pro-inflammatoires (cf
figure 1.20, pour revue [Kawai and Akira, 2010]). TLR7 est exprimé constitutivement dans les pDC
et l'infection par le VIH n’est pas nécessaire pour les stimuler : la liaison et ’endocytose suffisent a
déclencher la signalisation via le TLR [Beignon et al., 2005].

Une fois que le virus est entré dans le cytoplasme de la cellule, de nouveaux senseurs cytoplasmiques
entrent en jeu. La détection cytoplasmique du virus est connue depuis la découverte des interférons
[Isaacs and Lindenmann, 1957|, mais les mécanismes moléculaires associés n’ont été découverts que
récemment. Les récepteurs impliqués sont les RLR qui détectent I’ARN viral et ¢cGAS (cyclic GMP-
AMP synthase), IFI 16 (IFN gamma-inducible protein 16), DAI (DNA-dependent activator of IFN-
regulatory factors) qui détectent I’ADN viral (pour revue [Paludan and Bowie, 2013]).

Parmi ces senseurs cytoplasmiques, deux d’entre eux sont capables de détecter TADN du VIH-1
aprés infection : ¢cGAS et IFI16 [Gao et al., 2013, [Bode et al., 2016|, [Jakobsen et al., 2013]. cGAS
le détecte efficacement dans les MDDC ainsi que dans la lignée monocytaire THP-1. Apreés liaison
a ’ADN viral, cGAS catalyse la synthése de cGAMP (cyclic guanosine monophosphate—-adenosine
monophosphate) a partir d’ATP et de GTP. Ce dinucléotide cyclique fonctionne comme un second
messager qui se lie & STING (Stimulator of IFN genes) pour l'activer. STING peut ensuite activer
IKK, I'inhibiteur de NF-xB et ce facteur de transcription va ensuite migrer dans le noyau pour induire
la production d’interféron et autres cytokines. STING est également capable de se lier & TBK1 (TANK-
binding kinase 1), qui phosphoryle IRF3 et conduit également a la sécrétion d’interférons (cf figure
1.20). Lorsqu’on mute certaines régions de la capside du VIH (résidus N74D ou P90A), on constate

une meilleure détection du VIH par les MDM (moncyte-derived macrophages) [Rasaiyaah et al., 2013].
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FIGURE 1.20 — Détection intracellulaire du VIH [Doyle et al., 2015]. L’ADN rétrotranscrit du
virus est détecté par les senseurs cytoplasmiques cGAS et IFI16, qui conduisent & la production d’in-
terférons. L’ARN simple brin du virus peut également étre détecté par TLR7, présent & la membrane

des endosomes, conduisant aussi & une induction d’interféron.

Ces mutations empéchent 'interaction entre la capside et les protéines de 'hdte CypA et Nup358,
dont le role serait de protéger I’ADN viral de la détection.

IFI16 est une protéine contenant un domaine PYD qui permet les interactions avec d’autres pro-
téines possédant le méme domaine et un domaine HIN (hematopoietic interferon-inducible nuclear
antigen) capable de se lier & ’ADN. De fagon similaire & cGAS, IFI16 stimule la production d’IFN par
STING et TBK1 (cf figure 1.20). L’activation d’IFI16 induit également I’activation de la caspase 1 et
la mort cellulaire par pyroptose |Doitsh et al., 2010]. Une étude publiée en 2017 a montré qu’'IFI16 et
c¢GAS coopéraient pour 'activation de STING dans les macrophages et que la présence d’IFI16 était
requise pour la production efficace de cGAMP [Jgnsson et al., 2017].

En méme temps que les senseurs cytosoliques essaient de détecter 'ADN du virus, I’exonucléase
cellulaire TREX1 dégrade ce méme ADN [Yan et al., 2010]. En le dégradant de cette fagon, TREX1
permet I’échappement du virus et diminue 'efficacité de 'activation de I'interféron.

En plus des senseurs spécialisés, des facteurs de restriction (cf partie I1.C.) comme TRIM5a ou
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Tétherine participent a la détection du VIH et conduisent via TAK1 (Transforming growth factor-£-
activated kinase 1), TRAF6 (TNF receptor-associated factor 5) et NF-xB a 'expression de génes et
de cytokines pro-inflammatoires [Galao et al., 2012], [Pertel et al., 2011].

Quel que soit le mode de détection du virus, le systéme immunitaire est activé et conduit entre

autres & la production d’interférons.

b) Familles d’interférons

L’établissement d’un état antiviral est la propriété qui définit les interférons (IFN) et c’est ce qui
a permis leur découverte par Isaacs et Lindenmann en 1957 [Isaacs and Lindenmann, 1957]. Ils ont
montré qu'un facteur libéré dans le milieu était capable de moduler la réplication virale du virus de
la grippe. En 1965, Wheelock décrit une protéine inhibant les virus, sécrétée par des lymphocytes
[Wheelock and Sibley, 1965]. Elle s’appelle d’abord IFN immun avant d’étre renommée IFN-+.

La classification des familles de protéines IFN est basée sur leur séquence, leur localisation chromo-
somique et leur spécificité de récepteur [Pestka et al., 2004]. Il existe trois types d’IFN humain : les IFN
de type I, de type II et IIT (pour revue, voir [Isaacs and Lindenmann, 1957]). Les IFN de type I com-
prennent 'IFN-q, -3, -w, -€ et -x. Tous les membres de familles d'ITFN de type I et II transmettent des
signaux a travers le méme récepteur IFNAR (cf partie suivante). La famille d'IFN de type I comporte
13 génes IFN-a, un géne IFN-8 et deux génes IFN-w. Comme I'IFN de type I, 'IFN de type III est
induit aprés une infection virale, mais son récepteur différe et n’est pas exprimé de fagon ubiquitaire,

suggérant un role plus spécifique.
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Les IFN de type I « et 8 sont produits par la plupart des cellules en réponse a l'infection par un
pathogéne, mais les pDC possédent la capacité de produire d’importantes quantités d’IFN de type I,
principalement « |[Takaoka and Yanai, 2006].

I’IFN ainsi produit va ensuite pouvoir stimuler, de facon autocrine ou paracrine, les cellules im-

munitaires afin de combattre 'infection.

c) Voies de signalisation de l’interféron

>

Cytoplasm

@D «—

|

IFN induced
mRNA translation

Nucleus

FI1GURE 1.21 — Voies de signalisation de l’interféron canonique et non canonique, adapté de
[Chen et al., 2017|. La voie canonique passe par les protéines JAK/STAT et conduit a 'activation de
deux promoteurs dans le noyau, ISRE et GAS. La voie non-canonique est indépendante de STAT et

passe par MAPK, PI3K ou mTOR.

Aprés détection des produits microbiens par les PRR, de nombreux types cellulaires immunitaires
et non-immunitaires produisent et sécrétent des interférons. Les trois types d’interféron déclenchent
des cascades de signalisation intracellulaires, via la voie JAK-STAT (Janus kinase et Signal transducer
and activator of transcription), conduisant a des fonctions immunologiques variées.

Les interférons de type I sont reconnus par un récepteur IFNAR hétérodimérique composé de deux

sous-unités IFNARI et IFNAR2 (cf figure 1.21). IFNAR phosphoryle et active les protéines associées
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JAKI et TYK2 (non-receptor tyrosine kinase 2), qui vont a leur tour phosphoryler les facteurs de
transcription STAT1 et STAT2. Ces deux protéines dimérisent et recrutent IRF9 (IFN-regulatory factor
9) pour former un complexe a 3 membres ISGF3. Ce complexe migre dans le noyau ou il s’associe a
une séquence d’ADN appelée ISRE (IFN-stimulated response element, dont la séquence conservée est
TTTCNNTTTC), pour activer la transciption des génes stimulés par l'interféron (ISG) [Stark and Jr.,
2012]. STAT1 peut également s’assembler en homodimeére sans IRF9 et s’associer & une autre région
du promoteur des ISG, la région GAS (gamma-activated sequence TTCNNNGAA).

D’autres voies non canoniques existent (cf figure 1.21) et passent par la voie des MAPK-ERK (mito-
gen activated protein kinases et extracellular signal regulated kinase) pour augmenter la transcription
des ISG, par PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) et par mTOR (mammalian target of rapamycin)
une protéine régulatrice de la traduction des ARN [Platanias, 2005].

D’une fagon générale, les voies de signalisation IFN permettent du multiples réponses immunes en
modifiant des processus cellulaires tels que la prolifération, la différenciation, I’activation, I’apoptose...
Les protéines encodées par les ISG participent & la protection de la cellule contre les infections, soit
en amplifiant la réponse IFN (IRF et PRR qui permettent une meilleur détection du pathogéne et
activation du systéme immunitaire), soit en inhibant l'entrée, la réplication, la traduction, I’assemblage
et la libération du virus [Schneider et al., 2014] (cf partie II.C.).

Des modifications épigénétiques des génes et post-traductionnelles des protéines impliquées per-
mettent une modulation fine de la transduction du signal (modification de leur localisation cellulaire,
activité, stabilité, expression). Ainsi, les réponses cellulaires & 'IFN de type I peuvent étre modulées
selon le type cellulaire, les phases de U'infection ou les stimuli environnementaux [van Boxel-Dezaire

et al., 2006].

d) Fin de la réponse interféron

Les déréglements des réponses interféron sont associés avec de nombreux dysfonctionnements de
I'immunité comme les infections chroniques, I'autoimmunité et les maladies inflammatoires. Pour cela,
il est nécessaire d’atteindre un équilibre entre immunité protective médiée par les IFN et toxicité liée
a une signalisation IFN aberrante et donc d’avoir une voie de terminaison de la réponse.

Les mécanismes permettant de supprimer la réponse IFN incluent la diminution de ’expression du
récepteur IFNAR en surface, I'induction de régulateurs négatifs comme SOCS (suppressor of cytokine
signalling) et USP18 (ubiquitin carboxy-terminal hydrolase 18) ou de miARN (cf figure 1.22). L’inter-
nalisation du récepteur IFNAR est induite aprés stimulation par IL-1, les TLR ou le stress métabolique
ou oxydatif [Bhattacharya et al., 2013|, [HuangFu et al., 2012]. SOCS1, SOCS3 et USP18 sont des génes
induits par 'ITFN de type I en une boucle rétroactive (negative feedback loop) [Yoshimura et al., 2007],

[Sarasin-Filipowicz et al., 2009]. Les protéines SOCS sont en compétition avec STAT pour la liaison a

02



IFNAR et suppriment ’activation de JAK, tandis qu’USP18 déplace JAK1 du récepteur IFNAR2. De
plus, les miARN jouent un role dans la régulation de la réponse IFN (miR-146a dans les lymphocytes
T helperet miR-155 dans les lymphocytes T CD8) [Nazarov et al., 2013].
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FIGURE 1.22 — Suppression de la signalisation IFN de type I adapté de [Ivashkiv and Donlin,
2014]|. Les protéines SOCS et USP18 modulent la réponse interféron en empéchant la bonne association
d'TFNAR, Jak et STAT. Des miARN (miR-155 et 146a) inhibent la synthése de protéines impliquées

dans la transduction du signal interféron.

C. Génes de réponse a l’'interféron et facteurs de restriction

Chez 'homme, il existe plus de 1000 génes stimulés par I'interféron, qui codent des protéines parti-
cipant a la réponse immunitaire. Parmi celles-ci, un certain nombre de protéines cellulaires s’opposent
a la réplication virale, par exemple I'entrée de virus (IFITM3), l'intégrité du génome (OAS/RNAse L,
ADARI, les membres de la famille APOBEC), la traduction de protéines (PKR, membres de la famille
des IFIT) ou la sortie des virus (BST2/Tétherine) |Der et al., 1998|, [Schoggins, 2014|. L’activité de
ces facteurs de restriction peut étre dirigée contre un large spectre de virus, ou étre beaucoup plus

spécifique d’'un pathogéne donné. Seuls les effecteurs anti-VIH les mieux caractérisés seront décrits.
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C.1. TRIM5«

En 2004, I’équipe du Dr Sodroski s’intéresse aux barriéres d’espéces qui empéchent la transmission
inter-espéces de virus de primates. Ils sont partis du constat que le VIH-1 peut entrer dans des cellules de
singe (african green mangabey) mais qu’il est bloqué avant I’étape de transcription inverse. Ces travaux
ont conduit a la découverte de TRIMba comme facteur de restriction du VIH-1 [Stremlau et al., 2004].
TRIMb5a posséde un domaine TRIM (tripartite motif), un domaine RING (Really Interesting New
Gene) N-terminal qui a une fonction E3 ubiquitine ligase et un domaine PRY-SPRY C-terminal qui

permet les interactions protéine-protéine [Uchil et al., 2008|.

Premature uncoating
TRIMS5 dimer ,”, -

UBCI3/UEVIA

K63-linked ubiquitin

!

TAKI——> NF-kB

FIGURE 1.23 — Restriction et signalisation par TRIMS5« adapté de [Luban, 2012]. TRIMb5«
s’associe & la capside et conduit d’une part & une décapsidation prématurée, d’autre part & une cascade

de signalisation passant par la voie NF-xB qui active des génes de I'immunité innée.

De nombreuses espéces de primates expriment des orthologues de TRIM5« et les différences de
sensibilité des lentivirus de primates aux différents orthologues de la protéine de ’héte confirment son
role de barriére d’espéce [Sawyer et al., 2005]. Ainsi, la protéine humaine a une forte activité antivirale
contre EIAV et MLV N-tropique, mais inhibe trés peu le VIH-1. Les différences de spécificité entre
le TRIM5« humain et celui de macaque sont dues & un petit nombre de résidus dans le domaine
PRY-SPRY |[Stremlau et al., 2005|. Cela illustre une propriété partagée par la plupart des facteurs de
restriction : une interaction directe avec une protéine virale, a l'origine d’un conflit évolutif conduisant

aujourd’hui & une forte spécificité virus-hote (pour revue [Duggal and Emerman, 2012|).
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TRIMb5« est capable de s’associer a la capside rétrovirale en formant des réseaux hexagonaux a
sa surface, ce qui accélére la décapsidation et qui active 'immunité innée |Li et al., 2016], [Stremlau
et al., 2006], [Pertel et al., 2011] (cf figure 1.23). Ainsi, 2 molécules de TRIM5« s’associent a la capside
et s’assemblent 2 & 2 pour former un réseau hexagonal irrégulier & la surface du core viral, les deux
processus étant couplés |Li et al., 2016]. Cet assemblage en réseau irrégulier permet & TRIMb5«a de
s’adapter a 'irrégularité des cores viraux. L’activité ubiquitinase de TRIMba semble importante pour
cette restriction, bien que le mécanisme exact ne soit pas connu. Grace & sa fonction d’ubiquitination,
la protéine est également capable de s’associer au complexe UBC13-UEV1A, afin d’activer la kinase

TAK1 et d’induire la voie NF-xkB [Pertel et al., 2011] (cf figure 1.23).

C.2. Tétherine
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FIGURE 1.24 — a. Mécanisme de la restriction du VIH-1 par la tétherine/BST2. b. Structure
de la tétherine ancrée dans les membranes cellulaire et virale. [Harris et al., 2012| et [Malim
and Bieniasz, 2012|. La tétherine attache physiquement les virus en bourgeonnement a la surface des
cellules infectées. Pour cela, ’extrémité N-terminale est insérée dans la membrane du virus, tandis que
I’extrémité C-terminale est ancrée dans la membrane cellulaire. La protéine Vpu du VIH-1 entraine la

relocalisation ou la dégradation de la tétherine.

L’identification de la tétherine (ou BST-2) est basée sur la découverte que la protéine auxiliaire Vpu
du virus est requise pour l'infection de certains types cellulaires et facultative pour d’autres. De plus,
la dépendance & Vpu apparait dans des cellules traitées a 'ITFN-« [Neil et al., 2007]. En 2008, 2 équipes
identifient une protéine transmembranaire, la tétherine, dont la présence impose la dépendance & Vpu

[Neil et al., 2008], [Van Damme et al., 2008]. En I’absence de Vpu et en présence de le tétherine, les
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particules du VIH-1 s’assemblent mais ’enveloppe lipidique ne se sépare pas de la membrane plasmique.
La tétherine retient les virions & la surface des cellules infectées et conduit & leur accumulation dans les
endosomes [Neil et al., 2006]. La tétherine est une protéine transmembranaire qui posséde une ancre
transmembranaire c6té N-terminal et une ancre lipidique glycophosphatidylinositol co6té C-terminal.
Le domaine extracellulaire de la tétherine est une longue hélice a qui adopte une structure dimérique
en faisceau d’hélices (coil-coiled) [Kupzig et al., 2003] (cf figure 1.24). Cette structure est renforcée par
trois ponts disulfure entre deux monomeéres de tétherine.

Grace a ses deux domaines hydrophobes situés aux deux extrémités de la protéine, la tétherine est
capable de s’associer simultanément aux membranes virale et cellulaire. Ainsi, lorsque le virus essaie
de bourgeonner & la surface des cellules infectées, la tétherine s’incorpore dans la membrane virale
et lie physiquement les virons naissants & la cellule [Perez-Caballero et al., 2009], [Hammonds et al.,
2010], [Fitzpatrick et al., 2010]. C’est la configuration de la protéine, plus que sa séquence, qui dicte ce
phénotype restrictif. Ainsi, une protéine artificielle avec des structures similaires imite efficacement son
activité [Perez-Caballero et al., 2009]. De plus, la tétherine exerce son activité d’ancrage sur un large
panel de virus enveloppés de structures variées, ce qui indique qu’il n’y a probablement pas besoin
de reconnaissance spécifique des protéines virales pour la restriction [Kaletsky et al., 2009], [Mansouri
et al., 2009].

Face & ce facteur de restriction, la protéine Vpu du VIH-1 interagit avec la tétherine pour em-
pécher sa présence au site du bourgeonnement et son incorporation. Vpu et la tétherine colocalisent,
interagissent via une interface hélice-hélice et la présence de Vpu diminue la quantité de tétherine a
la surface des cellules en perturbant son trafic intracellulaire [Van Damme et al., 2008], [Skasko et al.,
2012]. Vpu accélére l'adressage de BST-2 aux lysosomes via la machinerie ESCRT et diminue le recy-
clage de BST2 a la membrane plasmique [Janvier et al., 2011|. La machinerie ESCRT régule I’adressage
des protéines membranaires ubiquitinées vers les corps multivésiculaires (MVB = MultiVesicular Bo-
dies) pour leur dégradation dans les lysosomes. De facon intéressante, BST2 est ubiquitinée via un
mécanisme qui n’est pas totalement caractérisé, mais il a été proposé que Vpu induise I'ubiquitination
de BST2 sur 2 sérines et une thréonine de la queue cytoplasmique. Trois ubiquitines ligases semblent
impliquées : 5-TrCP, NEDD4 et MARCHS [Mitchell et al., 2009], [Mangeat et al., 2009]. Un role de
certaines protéines autophagiques a également été proposé [Madjo et al., 2016|, sans qu’'un consensus
soit trouvé sur la question.

D’autres virus présentent des mécanismes de défense contre la tétherine : la protéine Nef de plusieurs
SIV (chimpanzé, mangabey couronné, singe vert d’Afrique) et du VIH-1 groupe O [Jia et al., 2009],
[Zhang et al., 2009], [Kluge et al., 2014] et la protéine d’enveloppe elle-méme pour le VIH-2, le SIVy,,, et
le virus K5 du KSHV (Kaposi’s sarcoma associated herpes virus) [Le Tortorec and Neil, 2009]|, |Gupta
et al., 2009, [Mansouri et al., 2009).
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En plus de son role de facteur de restriction, BST-2 posséde également la capacité (comme TRIM5a)
de jouer le role de PRR |Galao et al., 2012]. La rétention physique des particules induit la phosphoryla-
tion d’un domaine conservé dans la queue cytoplasmique de la tétherine. Ceci conduit au recrutement
de la kinase Syk (Spleen tyrosine kinase) qui est requise pour lactivation de la voie NF-xB [Galao

et al., 2014].

C.3. SAMHDI1

Les cellules myéloides comme les macrophages et cellules dendritiques sont plus résistantes & l'infec-
tion par le VIH-1 que les lymphocytes T CD4 (cf partie II1.B.1.). Si la protéine Vpx du VIH-2/SIV 4
est ajoutée dans le milieu en méme temps que le VIH-1, I'infection est améliorée [Goujon et al., 2007].
La purification des protéines associées & Vpx et leur analyse par spectrométrie de masse a permis la
découverte de SAMHDI1 (Sterile alpha motif HD domain 1), dont le rdle est de cliver les ANTP |Berger
et al., 2011al, [Hrecka et al., 2011], [Laguette et al., 2011], [Lahouassa et al., 2012].
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FIGURE 1.25 — a. Mécanisme de la restriction du VIH-1 par SAMHDI1. b. Structure de
SAMHD1 [Harris et al., 2012|, [Ahn, 2016]. SAMHDI inhibe I’étape de transcription inverse en
diminuant la quantité de dNTPs cellulaires dans les cellules myéloides. Le domaine HD (en bleu)
constitue le site catalytique et le domaine SAM (en violet) permet la multimérisation de la protéine.
La protéine Vpx du VIH-2/SIV permet au virus de surmonter cette restriction en adressant SAMHD1

au protéasome pour dégradation.
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SAMHD1 comporte 3 régions : le domaine N-terminal qui contient la région SAM, responsable
d’une interaction protéine-protéine, le domaine catalytique (domaine HD) et le domaine C-terminal
(cf figure 1.25 b.). La fonction biologique précise du domaine N-terminal est inconnue, mais présente
une signature de sélection positive, signe d’un site d’interaction entre ce facteur de restriction et
un antagoniste viral [Lim et al., 2012]. De plus, cette région comporte une séquence NLS (Nuclear
Localisation Signal) qui n’est pas déterminante pour la restriction du VIH-1, mais est importante pour
la dégradation induite par la protéine Vpx du SIV,,4. |[Brandariz-Nunez et al., 2012|. Le domaine C-
terminal, quant & lui, présente des signatures de sélection positive et son importance pour la liaison &
Vpx a été proposée [Lim et al., 2012].

La premiére structure du core catalytique de SAMHD1 indiquait que la protéine active est dimé-
rique et nécessite la présence de dGTP pour son activité catalytique, 'hydrolyse de désoxynucléotides
triphosphate en désoxynucléotides et triphosphate inorganique |Goldstone et al., 2011|. Par la suite,
il a été proposé que la forme active soit plutot tétramérique [Yan et al., 2013|, ce qui a été confirmé
par 'obtention de structures tétramériques [Ji et al., 2013|, [Zhu et al., 2013]. Les données cristallogra-
phiques et biochimiques ont permis de proposer le mécanisme suivant : une dimérisation de SAMHD1
est induite par le GTP, suivie par une conversion en tétramére catalytiquement actif lors de la liaison
d’un ANTP dans le site actif [Hansen et al., 2014].

En plus de son activité dNTPase bien caractérisée, le domaine catalytique de SAMHD1 est capable
de se lier & des acides nucléiques, avec une préférence pour ’ARN par rapport a ’ADN [Goncalves
et al., 2012]. Une activité exonucléase a été proposée, mais reste sujette & controverse [Beloglazova
et al., 2013], [Ryoo et al., 2014|, [Seamon et al., 2015]. Ainsi, Beloglazova et al. ont démontré que
SAMHD1 possédait une activité exonucléase 3’ vers 5’ et qu’elle pouvait hydrolyser ’ARN simple brin,
ADN simple brin et 'ARN dans des duplexes ADN/ARN (avec une cinétique un peu plus rapide
pour 'ADN) [Beloglazova et al., 2013]. Cependant, Ryoo et al. ont montré par la suite que SAMHD1
ne possédait qu’'une activité RNase et n’avait pas d’activité sur les autres substrats [Ryoo et al., 2014].
Dans les deux cas, l'activité RNase serait indépendante de la multimérisation de SAMHD1. Enfin,
Seamon et al. ont proposé que SAMHDI1 se lie aux acides nucléiques simple brin sans caractériser
d’activité exonucléase et que la liaison & ’ARN simple brin induise l'oligomérisation de SAMHDI1
[Seamon et al., 2015].

Le mécanisme de restriction du VIH-1 par SAMHD1 couramment proposé est le controle de la
quantité de dANTP disponible dans la cellule. Ainsi, en clivant les ANTP en désoxynucléotides et tri-
phosphate, SAMHD1 diminue la quantité de dNTP disponibles pour la RT, ralentissant ainsi cette
étape-clé du cycle viral (cf figure 1.25 a.) [Goldstone et al., 2011], [Lahouassa et al., 2012]. L’ADN viral
est alors plus longtemps exposé dans le cytoplasme et nous avons émis I’hypothése que cela pourrait

permettre a d’autres facteurs de restriction comme APOBEC3A d’agir. Une étude réalisée au labora-
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toire a d’ailleurs permis de mettre en évidence un lien entre cinétique de transcription inverse et édition
de ’ADN viral [Nguyen et al., 2015]. Ce mécanisme antiviral permet également d’expliquer comment
une protéine nucléaire peut interagir avec une étape cytoplasmique du cycle viral (la RT) et montre
que leffet antiviral d’un facteur de restriction ne nécessite pas obligatoirement une interaction directe
entre facteur de restriction et virus.

Un second mécanisme de restriction du VIH-1, basé sur ’activité RNase du site HD de SAMHDI1
a été proposé en 2014 [Ryoo et al., 2014|. Cependant, en faisant des purifications successives et en
mutant les différents domaines potentiels a activité RNase de SAMHD1, Seamon et al. ont confirmé
que la protéine s’associe & ’ARN et présente une activité RNase, mais que le site actif est différent du
site d’hydrolyse des ANTP décrit précédemment [Seamon et al., 2015]. Ainsi, SAMHD1 posséde bien la
capacité a se lier & ’ARN simple brin, mais 'implication d’une activité exonucléase dans la restriction
du VIH-1 reste débattue.

Afin de surmonter cette restriction, la protéine Vpx du VIH-2 et du SIV g, /4. conduit a la dégra-
dation de SAMHDI1. Vpx sert a recruter un complexe ubiquitine ligase composé des protéines DCAF1,
DDB1 et CUL4, qui conduisent & la polyubiquitination de SAMHD1 et & sa dégradation par le protéa-
some [Laguette et al., 2011|, [Hrecka et al., 2011] (cf figure C.3.). Le VIH-1 ne posséde pas la protéine
Vpx et 'addition de Vpx lors d’une infection par le VIH-1 augmente considérablement 'infection des
cellules myéloides in vitro |Goujon et al., 2008|. Le fait que le VIH-1 ne posséde pas la protéine Vpx
et que Vpr ne soit pas capable d’entrainer la dégradation de SAMHDI1 pourrait s’expliquer par une
stratégie d’échappement au systéme immunitaire. En infectant peu les cellules capables de faire de la
présentation antigénique, le virus activerait moins le systéme immunitaire, ce qui lui permettrait de

mieux échapper a la reconnaissance.

C.4. IFITMs

Les facteurs de restriction déja présentés ne suffisent pas a expliquer la totalité des phénotypes
permissifs ou restrictifs observés in cellulo. En 2009, une nouvelle famille de protéines antivirales, les
I[FITM (InterFeron Induced TransMembrane proteins) est caractérisée pour son effet inhibiteur sur le
virus de la grippe, de la dengue, du Nil occidental et de la fiévre jaune [Brass et al., 2009].

Chez ’homme, la famille des protéines IFITM comporte 5 membres dont les génes sont situés
sur le chromosome 11 : IFITMI, 2, 3, 5 et 10, ainsi q'un pseudogéne IFITM4 [Hickford et al., 2012].
Elles sont exprimées de fagon ubiquitaire et leur expression est augmentée par stimulation & 'IFN de
type I. Seules les trois protéines IFITM1, 2 et 3 ont une activité antivirale. Elles présentent une forte
homologie : 91% pour IFITM2 et 3 et 59% pour IFITM2 et 1, IFITM1 étant plus courte de 20 acides
aminés (cf figure 1.26 A.). Les IFITMs possédent deux domaines hydrophobes M1 et M2, séparés par

une boucle cytosolique (CIL). Trois topologies ont été proposées (cf figure 1.26 B.) : les extrémités
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N et C terminales extracellulaires et les deux domaines hydrophobes transmembranaires, les deux
extrémités intracellulaires et les domaines hydrophobes intramembranaires et une conformation mixte
avec l'extrémité N-terminale cytoplasmique et 'extrémité C-terminale extracellulaire. Des données
suggérent que le modéle 3 est le plus répandu [Weston et al., 2014], [Bailey et al., 2013|. Les IFITMs,
grace a la présence de deux résidus phénylalanine, sont capables de former des oligoméres [John et al.,
2013] et IFITM3 subit plusieurs modifications post-traductionnelles (cf figure 1.26) : phosphorylation,
palmitoylation (importante pour la fonction antivirale), ubiquitination, monométhylation [Yount et al.,

2010], [Jia et al., 2012], [Yount et al., 2012, [Shan et al., 2013|.
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FIGURE 1.26 — A. Séquence primaire d’IFITM1, IFITM2 et IFITM3 faisant apparaitre les
modifications post-traductionnelles d’IFITM3. B. Topologies proposées pour les IFITMs.
C. Mécanismes pour la restriction virale |[Tartour and Cimarelli, 2015], figure C par Romain

Appourchaux.

Les IFITM sont des protéines essentiellement membranaires, mais elles ne se situent pas toutes au
méme endroit de la cellule : IFITM1 est concentrée a la membrane plasmique, tandis qu’ IFITM?2 et 3
sont plutot localisées dans des compartiments intracellulaires (endosomes tardifs voire lysosomes) [Lu
et al., 2011], [Feeley et al., 2011], [Amini-Bavil-Olyaee et al., 2013]. Les IFITM sont synthétisées dans le
réticulum endoplasmique, puis elles transitent par le Golgi avant d’atteindre la membrane plasmique.
Le complexe AP2, via sa sous-unité m2, est alors capable de reconnaitre le motif YEML (absent
d’TFITM1) de la queue N-terminale afin d’activer 'endocytose d’IFITM2 et 3. Cette relocalisation
peut étre controlée finement par un jeu de phosphorylation et d’ubiquitination [Chesarino et al., 2014].

Aprés la découverte des premiéres propriétés antivirales des IFITM, de nombreuses équipes ont
cherché & caractériser les différents virus restreints par ces protéines, ainsi que leurs caractéristiques

(cf table 1.5).
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Il ressort de cela que les IFITMs sont capables d’inhiber une trés large variété de virus, enveloppés
ou non, & ARN de différentes polarités. Le mécanisme d’action n’est donc probablement pas spécifique,
puisqu’il parait compliqué que les protéines aient pu s’adapter a autant de virus différents.

La mise en évidence d’un effet des IFITM sur le VIH-1 date de 2011, quand I’équipe du Dr Liang
montre qu’en présence d’IFITM, la réplication du VIH-1 est diminuée dans des cellules SupT1 |[Lu
et al., 2011|. La restriction se produit au moment de l’entrée du virus dans la cellule-cible en inhibant
la fusion des membranes, mais le mécanisme précis n'est pas connu (cf figure 1.26 C.) |Li et al.,
2013|. Des mécanismes ayant été proposés pour d’autres virus pourraient expliquer cette restriction :
une altération des propriétés biophysiques de la membrane ou une modification de son contenu en
cholestérol [Desai et al., 2014], [Li et al., 2013], [Lin et al., 2013], [Amini-Bavil-Olyaee et al., 2013]. 11
a également été proposé que les IFITM inhibent la production de Gag [Lu et al., 2011].

Deux études menées au sein du laboratoire et dans I’équipe du Dr Schwartz ont permis de mettre
en évidence un nouveau mécanisme d’inhibition du VIH-1 par les IFITM. Ainsi, les protéines IFITM
bloquent la transmission d’une cellule T infectée vers une cellule non infectée. La fonction découle
principalement d’interactions entre IFITM et virus dans la cellule productrice. Les IFITM, présents
a la membrane plasmique de la cellule infectée, colocalisent avec Gag et Env, sont incorporés dans
la membrane de la particule virale en bourgeonnement et diminuent l'infectivité des particules virales
néoformées (cf figure 1.26 C.) |Tartour et al., 2014], [Compton et al., 2014]. Ce mécanisme antiviral
pourrait s’appliquer & d’autres lentivirus, voire & de nombreux virus enveloppés, ce qui permettrait
d’expliquer leur large spectre de restriction. Des travaux récents s’intéressant aux modulations des mo-
difications post-traductionnelles des IFITM ont montré que I'ubiquitination et I’endocytose rendaient
la protéine moins restrictive pour le VIH-1 mais pas pour la grippe [Compton et al., 2016]. Ainsi, les
propriétés des protéines actuelles résulteraient d’un compromis évolutif conduisant & la restriction d’'un

grand nombre de virus par la méme famille de protéines.
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Famille Virus Génome Dépendance | Enveloppe
(polarité) au pH
Restreints
Orthomyxoviridae Grippe A/B ARN (-) ++ oui
Flaviviridae Nil occidental, Dengue ARN (+) ++++ oui
Hépatite C
Rhabdoviridae VSV, Rage ARN (-) +4+ oui
Filoviridae Ebola, Marburg ARN (-) ++ oui
Coronaviridae SARS ARN (+) ++ oui
Retroviridae VIH-1, JRSV ARN (+) -/+ oui
rétrotranscrit
Bunyaviridae La Crosse, Hantaan, Andes, ARN (-) ++ oui
fievre de la vallée du rift
Réoviridae Reéovirus ARN double brin ++ non
Non restreints
Retroviridae MLV ARN (+) - oui
Bunyaviridae Fiévre hémorragique ARN (-) ++ oui
de Crimée-Congo
Papillomaviridae HPV16 ADN double brin ++ non
brin
Herpesviridae HCMV ADN double brin | Dépendant du oui
type cellulaire
Favorisés
Coronaviridae 0C43 ARN (+) ++ oui

TABLE 1.5 — Exemples de virus plus ou moins restreints par les IFITMs adapté de [Tartour
and Cimarelli, 2015]. HCMV : human cytomegalovirus, HPV 16 : papillomavirus humain, JSRV :
Jaagsiekte sheep retrovirus, MLV : virus de la leucémie murine, OC43 : coronavirus, SARS : severe

acute respiratory syndrome, VSV : virus de la stomatite vésiculaire

C.5. MX2

Une stratégie employée pour découvrir de nouveaux facteurs de restriction consiste a analyser le
transcriptome de lignées cellulaires traitées & 'IFN-a et qui sont plus ou moins résistantes au VIH-
1. En s’intéressant aux génes dont ’expression est stimulée par I'interféron-c, plusieurs équipes ont

mis en évidence un nouveau facteur de restriction du VIH-1, Mx2 (myxovirus resistance 2) [Goujon
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et al., 2013|, [Kane et al., 2013|, [Liu et al., 2013|. Il s’agit d’'une GTPase ressemblant a la dynamine,
inductible par 'interféron et qui est localisée au niveau de I’enveloppe nucléaire, des pores nucléaires
et dans le cytoplasme. Dans la méme famille, Mx1/MxA inhibe la réplication de plusieurs virus & ARN
ou ADN, dont le virus de la grippe A et de I’hépatite B, mais pas de rétrovirus [Haller et al., 2015].
L’inhibition du virus se fait aprés que la RT a synthétisé une certaine quantité d’ADNc, contraire-
ment & ce qu’on observe pour TRIMb5a ou SAMHDI1. Bien que le mécanisme précis d’inhibition virale
soit inconnu, il semblerait qu’il implique une interaction avec la capside et se manifeste par le fait que
les produits de RT ne rentrent pas dans le noyau. Ainsi, les mutants de capside connus pour altérer
I'import nucléaire conférent une résistance & Mx2 [Kane et al., 2013]. Bien que le mécanisme antiviral
ne soit pas complétement élucidé, il semble que la dimérisation de Mx2 soit importante [Dicks et al.,
2016| et que l'interaction entre la région N-terminale de Mx2 et la capside soit nécessaire a la restriction

[Schulte et al., 2015].

C.6. Autres facteurs de résistance

Bien que de nombreux effecteurs anti-VIH aient été caractérisés, ils ne permettent pas d’expliquer
complétement la restriction observée dans certaines cellules. Il existe donc de nombreuses études visant
a découvrir de nouvelles protéines a role antiviral : études protéomiques de virions, études fonctionnelles
en surexpression d'ISG caractérisés ... [Usami et al., 2015], [Kane et al., 2016]. Parmi les protéines
identifiées récemment, on peut citer SERINC3 et 5 qui sont antagonisées par Nef, ou SLFN11 qui
diminue I’expression des protéines virales [Usami et al., 2015], [Li et al., 2012].

Il peut étre intéressant de faire la distinction entre facteurs de restriction au sens propre et facteurs
de résistance. Contrairement & TRIM5«, SAMHDI ou la famille des APOBEC (voir partie suivante),
aucun mécanisme d’échappement n’a été décrit pour la restriction par Mx2 ou IFITM. Ces protéines
dérivées d’ISG sont donc différentes des facteurs de restriction classiques, pour lesquels des stratégies
d’échappement et des interactions directes avec le virus ont pu étre mis en évidence. On peut donc
proposer de les considérer plus comme des facteurs de résistance, dont 'effet serait maximal lors des

phases aigiies de l'infection.
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ITI. Les APOBECS3, cytidines désaminases & multiples roéles

L’étude des protéines APOBEC a commencé avec la découverte en 1987 d’une cytidine modifiée en
uracile dans ’ARN messager de I’apolipoprotéine B (apoB, essentielle pour le transport du cholestérol)
et qui n’était pas encodée génétiquement [Chen et al., 1987|, [Powell et al., 1987|. Il s’agit d’une
désamination d’une cytidine en uridine, qui porte le nom d’édition de ’ARN (ou editing). Cela a conduit
a la découverte de la protéine APOBECI, une cytidine désaminase zinc-dépendante qui catalyse cette
réaction et conduit & l'introduction d’un uracile dans la séquence de 'ARNm. L’édition transforme
un codon CAA en UAA et introduit un codon stop; on obtient alors une apolipoprotéine tronquée
(48% de la protéine compléte) qui est importante dans I’absorption du cholestérol [Teng et al., 1993],
[Jarmuz et al., 2002|. L’enzyme responsable de I’édition prend le nom de APOlipoprotein B Editing
Catalytic subunit 1 ou APOBECI en 1995, méme si aucun autre paralogue n’était connu a I’époque
[Davidson et al., 1995].

Chez 'homme, la famille des APOBEC consiste en 11 transcrits primaires et variants d’épissage
qui conduisent aux protéines APOBEC1 (A1), Activation-induced deaminase (AID), APOBEC2 (A2),
APOBEC3A-H (A3A-H), APOBEC4 (A4). L’identification d’'un domaine cytidine désaminase homo-
logue dans la séquence primaire d’AID a permis de postuler qu’AID possédait également une fonction
catalytique d’éditing. Elle joue effectivement un role majeur dans la diversification et la recombinaison
des génes d’immunoglobuline (somatic hypermutation ou SHM et class-swotch reconbination CSR)
[Honjo et al., 2004]. La recombinaison des domaines VDJ des immunoglobulines permet de générer des
millions d’anticorps différents. La découverte d’AID et de son activité d’hypermutation a permis de
comprendre les mécanismes de régulation fine qui permettent la liaison spécifique des anticorps a de
nouveaux antigénes, via les mutations ponctuelles de la région variable [Muramatsu et al., 1999].

APOBEC2 et APOBEC4 sont les moins étudiées & cause de l'absence de phénotype spécifique
lié & DPexpression de ces protéines. A2 est exprimée dans le coeur et les muscles squelettiques des
mammiféres [Liao et al., 1999] et sa présence est nécessaire & un bon développement musculaire et a la
régénération de la rétine [Sato et al., 2010], [Powell et al., 2014]. Cependant, le mécanisme moléculaire
impliqué dans la régénération de la rétine est inconnu et malgré I’absence de consensus, il semblerait
que la coordination par le zinc mais pas 'activité désaminase soit impliquée, postulant la nécessité
de cofacteurs [Powell et al., 2014]. Des études récentes suggérent un lien entre I’expression d’A2 et le
cancer du foie via des mutations dans les génes de Eif4g2 (eukaryotic translation initiation factor 4 -
2) et Pten (Phosphatase and tensin homolog) [Okuyama et al., 2012]. APOBEC4 est exprimée dans
les testicules et il a été proposé qu’elle joue un role dans la spermatogénése en éditant certains ARNm
clés [Rogozin et al., 2005]. 11 a également été proposé récemment qu’elle ait un rdle dans la modulation

des promoteurs de 'hote ou des LTR endogéne [Marino et al., 2016].
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A. La famille des APOBEC3

Les APOBECS3 sont une famille de 7 paralogues dans le génome humain : A3A, A3B, A3C, A3D/E,

A3F, A3G, A3H, dont les génes sont tous situés sur le chromosome 22 [Jarmuz et al., 2002|. Les

principales caractéristiques de la famille sont décrites dans le tableau 1.27.

Protéine Expression Localisation Cofacteurs/interactions Capacité de liaison
cellulaire

Séquence (C = site
d’édition)

Eléments
génétiques ciblés

APOBEC3A Monocytes/macrophages, N/C Vpx du VIH ADN simple brin, 5-TC-3 (préférence) AAV-2; rétrovirus,
kératinocytes (modulation ARN rétroéléments,
selon le type ARNm de WT1,
cellulaire ?) SDHB, SIN3A
APOBEC3B Cellules cancéreuses N ? ADN simple brin, 5-TC-3’ (préférence) Rétroéléments, SIV,
induits a PKC, ARN HBYV, HPV, proto-
hépatocytes activés a oncogenes
I'TFN-a.
APOBEC3C Cellules du sang N/C Vif et Gag (MA) du VIH ADN simple brin, 5-TC-3’ (préférence) STV, rétroéléments
périphérique ARN
APOBEC3D/E Cellules du sang C Vif et Gag (NC) du VIH ADN simple brin, 5-TC-3 (préférence)  VIH, rétroéléments
périphérique ARN
APOBEC3F Cellules du sang C Vif et Gag (NC) du VIH ADN simple brin, 5-TC-3 (préférence) Rétrovirus,
périphérique, hépatocytes ARN rétroéléments, HBV
activés a 'TFN-ou
APOBEC3G Cellules du sang C Vif et Gag (NC) du VIH ADN simple brin, 5-CC-3’ (préférence), Rétrovirus,
périphérique, hépatocytes ARN 5-TC-3’ (plus rare) rétroéléments, HBV
activés a 'TFN-o
APOBEC3H Cellules du sang N/C Vif et Gag (NC) du VIH ADN simple brin, 5-TC-3’ (préférence) Rétrovirus,
périphérique ARN rétroéléments

FIGURE 1.27 — Caractéristiques des APOBEC3 adapté de [Salter et al., 2016]. N = nucléaire, C
= cytoplasmique. Le C représente le site d’édition. AAV = Adéno-Associated Virus, SIV = Simian

Immunodeficiency Virus, HBV = virus de I'hépatite B, HPV = Papillomavirus humain

A.1. Meécanisme de désamination de ’ADN

L’activité biochimique fondamentale des enzymes de la famille des APOBEC est la désamination des
cytidines de ’ADN. Cette activité a été démontrée dans plusieurs essais expérimentaux biochimiques et
virologiques [Harris et al., 2002|, [Desimmie et al., 2014]. APOBEC désamine les cytidines en uraciles
(C vers U) de fagon largement spécifique des substrats ADN simple brin et elle a besoin de cing
nucléotides contigus : 3 bases coté 5’ et une base coté 3’ par rapport a la cytidine ciblée (cf figure 1.28)
[Harjes et al., 2013]. A3A est également capable de désaminer les cytidines méthylées en thymidines,
propriété qui n’est pas partagée par A3G |Carpenter et al., 2012].

La désamination se fait par un mécanisme d’hydrolyse catalysée par le zinc. Dans le site actif,
un résidu acide glutamique conservé protone ’eau et 1'ion hydroxyde stabilisé par le zinc attaque la
position 4 de la nucléobase cytidine, avec le remplacement d’un groupe amine (NHg) par un groupe
carbonyle (C=0). On obtient ainsi une base uracile a la place de la cytidine et la libération d’une

molécule de NHs.

65



NH, APOBEC O

SN NH

| & |
/&O Désamination N/KO
U

N

% H,O  NHg
c

FIGURE 1.28 — Schéma de la désamination des cytosines de ’ADN simple brin catalysée

par les membres de la famille des APOBEC adapté¢ de [Harris and Dudley, 2015].

Le mécanisme d’action des APOBEC3 est favorisé thermodynamiquement et en plus de cela, un
certain contexte est privilégié pour le site d’édition. Tandis quAPOBEC3G préfére que la cytidine
cible soit précédée d’une autre cytidine, les autres APOBEC3 préférent un motif TC [Carpenter et al.,
2010], [Rathore et al., 2013]. Il a également été proposé que les structures secondaires de ’ADN jouent

un role dans le choix du site d’édition [Holtz et al., 2013].

A.2. Structure des protéines

Des structures haute résolution des sites catalytiques des APOBEC3, obtenues par cristallographie
et diffraction des rayons X ou par résonance magnétique nucléaire (RMN) ont permis de mettre en
évidence les caractéristiques communes de la famille [Holden et al., 2008|, [Byeon et al., 2013|, [Bohn
et al., 2013], [Shi et al., 2015]. La structure de la protéine entiére n’est connue que pour A3A et A3C
et il n’existe qu’un modeéle basse résolution pour A3G [Kitamura et al., 2012], [Wedekind et al., 2006].

Chaque membre de la famille des APOBEC3 posséde un (A3A, A3C, A3H) ou deux (A3B, A3D/E,
A3F, A3G) domaines conservés capables de coordiner un atome de zinc (ZDD pour Zinc-dependant
Deaminase Domain) (pour revue, voir [Desimmie et al., 2014|). La structure globale des protéines est
globulaire, avec 5 feuillets § et six hélices « (cf figure 1.29 A.). Les feuillets  forment un coeur hydro-
phobe avec les hélices a positionnées autour de ce coeur. Le domaine catalytique C-terminal d’A3G, le
premier & avoir été caractérisé, illustre plusieurs caractéristiques structurelles conservées dans les A3
avec une structure super-secondaire o — 3 — « qui forme le domaine cytidine désaminase (CDA). Les
variations de longueur, composition, localisation spatiale des boucles séparant ces structures conservées
régulent la fonction, la spécificité de substrat, la catalyse et 1'oligomérisation. Chaque domaine cataly-
tique posséde une organisation similaire His-X-Glu-Xo3_9g-Pro-Cys-Xo_4-Cys ot His, Glu, Cys et Cys
sont nécessaires a la catalyse (cf figure 1.29 B.). L’histidine et les deux cystéines sont responsables de
la coordination du zinc, tandis que ’acide glutamique permet le transport de protons dans le site actif

[Jarmuz et al., 2002].

66



FIGURE 1.29 — Structure modéle de la famille des APOBEC3 adapté de [Desimmie et al., 2014].
A. Les A3 possédent un core composé de 5 feuillets 5 et de 6 hélices a. Le prototype de la famille est
le domaine C terminal d’A3G représenté ici (référence PDB : 3IQS). B. Le site actif d’A3G, avec 4
acides aminés importants : H257, C288, C291, E259 et un atome de zinc.

Le degré d’oligomérisation des protéines A3 a des effets sur la catalyse, ’association aux acides
nucléiques et la distribution cellulaire, bien qu’il n’y ait pas de consensus sur le degré d’oligomérisation
des A3 catalytiquement inactives. Il semblerait qu’A3A et A3C soient monomériques tandis qu’A3B,
A3D, A3F, A3G et A3H seraient capables de former des diméres ou des oligoméres dans des complexes
de haut poids moléculaire [Li et al., 2014]. A3A est monomeérique en solution et lorsqu’elle se lie a
I’ADN, mais il a été proposé quune dimérisation soit responsable d’une régulation de son activité

[Shlyakhtenko et al., 2014], [Bohn et al., 2015].

A.3. Interactions des APOBECS3 avec les acides nucléiques

a) Aspects biochimiques de l’interaction

Tous les A3 sont capables d’interagir avec les acides nucléiques (ADN simple brin et ARN), bien
que le domaine désaminase situé en N-terminal d’A3B, A3F et A3G ne posséde pas d’activité cataly-
tique. L’interaction des A3 avec les acides nucléiques repose sur l'interaction entre des résidus chargés
positivement et des acides aminés aromatiques de la protéine d’une part et le squelette phosphate et
les nucléobases de ’ADN d’autre part [Aydin et al., 2014].

I’ADN simple brin s’associe a la protéine A3G au niveau du CDA C-terminal actif mais aussi du
CDA N-terminal inactif. Cette liaison des diméres d’A3G a ’ADN permet la formation d’un homoté-
tramére catalytiquement actif [Polevoda et al., 2015a|, [McDougall et al., 2011|. L’oligomérisation des

A3 a simple ou double domaine désaminase pourrait donc permettre de renforcer les interactions avec
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I’ADN simple brin. A3A se distingue de ce modeéle avec un ADN simple brin trés courbé qui s’insére
dans une poche catalytique plus profonde et la protéine semble agir de fagon non processive [Byeon
et al., 2013|, [Logue et al., 2014].

Les A3 sont également capables de s’associer de fagon non-spécifique aux ARN cellulaires et viraux
(pour revue, |Prohaska et al., 2014]). Les A3 possédant deux domaines désaminase se lient préférentiel-
lement & ’ARN via leur CDA N-terminal non catalytique et au moins pour A3G, le CDA C-terminal
est également impliqué [Polevoda et al., 2015b|. Les A3 liées & un ARN sont catalytiquement inactives
vis & vis de ’ADN simple brin, suggérant deux mécanismes possibles : un mécanisme d’inhibition com-
pétitive ou les deux types d’acides nucléiques sont en compétition pour le méme site d’interaction ou
une modification conformationnelle qui modifie la structure du site actif par allostérie et empéche la
liaison & I’ADN [Iwatani et al., 2006], [Wedekind et al., 2006].

Il semble qu’A3A soit capable de lier ’ADN simple brin et ’ARN et que son affinité pour 'ARN

soit supérieure a celle pour 'ADN (Kgarny = 40 uM et Kgapny = 80 pM) [Byeon et al., 2013].

b) Restriction des rétroéléments endogénes

Les protéines A3, grace a leur capacité & interagir avec 'ADN et PARN, sont actives contre les
rétroélements endogénes. Chez 'homme, il existe des séquences de rétrovirus endogénes (ERV) qui
utilisent les LTR pour s’insérer dans le génome de ’hote de fagon analogue a ce qui est observé pour les
rétrovirus exogénes (cf partie B.). Des empreintes d’hypermutations liée a A3G et A3F ont été identifiées
dans les éléments ERV-K et ERV-1, témoins d’une activité passée des A3 contre les ERV [Anwar
et al., 2013]. Il existe également des rétroéléments (fonctionnels ou non) qui ne contiennent pas de
LTR : les rétroéléments autonomes LINE (long interspersed nuclear elements) et non autonomes SINE
(short interspersed nuclear elements). Ces éléments pouvant constituer une menace pour l'intégrité du
génome cellulaire, tous les A3 sont capables de les inhiber [Kinomoto et al., 2007], soit en hypermutant
I’ADN simple brin, soit en inhibant la transcription inverse des rétroéléments [Bogerd et al., 2006,
[Stenglein and Harris, 2006|. D’autres part, A3G pourrait inhiber 'activité des SINE par un mécanisme
indépendant de I'activité désaminase, en se liant & PARN des SINE et en les séquestrant dans des
complexes ribonucléoprotéiques dans le cytoplasme [Chiu et al., 2006]. De fagon plus globale, le nombre
élevé de paralogues chez ’homme (sept) ainsi que la variabilité de séquences indiquent que les A3 ont
des fonctions essentielles dans I'organisme parmi lesquelles la protection contre la menace génotoxique

constituée par les rétroéléments endogénes.

c) Deégradation des ADN étrangers ou de I’ADN du soi cytoplasmique
Il existe plusieurs mécanismes permettant d’éliminer 'ADN étranger dans les cellules de ’hote et

les APOBECS y participent. La détection d’ADN dans le cytoplasme par TLR9 s’accompagne d’une
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production d’IFN qui stimule ’expression des ISG, dont les A3 font partie. En particulier, A3A, A3C et
A3G sont fortement surexprimées dans les monocytes et les macrophages aprés transfection d’'un ADN
étranger [Stenglein et al., 2010]. A3A (ainsi qu’A3C et A3F dans une moindre mesure) est alors capable
d’éditer ’ADN incriminé et les uraciles obtenues vont étre repérées par la machinerie de réparation
de PADN. L’uracile-ADN glycosylase UNG2 excise les uraciles mal incorporés dans ’ADN et va donc
cliver la base azotée éditée par A3A. Ce site abasique sera a son tour le substrat d’une endonucléase
comme APEX ou TREX, qui coupe le squelette phosphodiester de ’ADN [Stenglein et al., 2010].

L’activité éditrice des A3 ne s’arréte pas & PADN étranger et ’ADN du soi peut également étre
ciblé.

MDAS

2
cytosolic dsDNA

mtDNA
exonuclease
~ dsRNA A
STING
/\Pl- 1 $ /

TBK] | IKKe

o
=4 3
€ RNAPolIIl
(5 ~
S
7

IRF3
S.IRFJ <«— [RI3

8 .6

A3A expressmn . . IRF3 . type I IFN
IRF3 expression L)
7 g oe®

FiGURE 1.30 — L’ADN cytosolique induit une réponse immunitaire innée qui stimule ’ex-
pression d’A3A [Suspéne et al., 2017]. L’ADN cytosolique induit la voie de 'ARN polymeérase
IIT/RIG-I et conduit a la sécrétion d’IFN de type I. Il induit de fagon autocrine ou paracrine I'expres-
sion d’A3A qui va éditer 'ADN cytosolique, conduisant & sa dégradation. A3A a la capacité d’entrer
dans le noyau, elle va également hypermuter ’ADN nucléaire et conduire a la formation de cassures

double brin.

Lorsque ’ADN du soi est présent dans le cytoplasme, la cellule repére cette localisation anormale
via la polymérase III et RIG-I (cf figure 1.30). La transduction du signal via STING et IRF3 conduit
a la production d’IFN de type I qui est capable de stimuler la cellule de fagon autocrine ou paracrine
pour conduire & une augmentation de l'expression des A3, notamment A3A [Suspéne et al., 2017].
L’ADN mitochondrial et ’ADN cellulaire anormalement présent hors du noyau sont alors désaminés
par les A3 (A3A, A3C, A3F, A3G et A3H), selon des motifs 5'TC et 5’CC et cette restriction a lieu

hors de la mitochondrie, dans le cytoplasme [Suspéne et al., 2011al, [Carpenter et al., 2012|, [Suspéne
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et al., 2017]. La capacité d’A3A a désaminer aussi bien les cytidines classiques ou méthylées permet
une élimination efficace de cet ADN cytoplasmique. Hors, A3A, A3C et A3H sont localisées dans le
cytoplasme et dans le noyau (cf tableau 1.27) et cette caractéristique les améne a proximité de I’ADN
génomique cellulaire ce qui peut engendrer des effets néfastes pour la cellule. La surexpression d’A3A
en réponse & un ADN du soi détecté dans le cytoplasme se traduit par des cassures double brin de
I’ADN génomique, dont les conséquences peuvent étre mortelles pour la cellule (cf partie II1.C.).

Les A3A de différentes espéces de mammiféres (homme, singe rhésus, tamarin, mouton, vache,
chien, panda et cheval) sont également capables d’hypermuter ’ADN génomique, suggérant que cette
activité a été conservée sur 148 millions d’années d’évolution [Caval et al., 2014b].

Les observations sur le caractére génotoxique d’A3A permettent d’entrevoir les conséquences com-
plexes de son expression : A3A posséde a la fois des effets bénéfiques (dégradation des ADN mal
localisés) et néfastes (induction de dommages dans I’ADN cellulaire) pour la cellule. Cela souléve la

question de la régulation de l'activité d’A3A dans les cellules ou elle est exprimée.

d) Edition des ARN cellulaires

Bien que le substrat préférentiel des A3 soit ’ADN simple brin, une activité éditrice de ’ARN
par A3A a été rapportée en 2015. Le géne WTI1, impliqué entre autres dans la leucémie myéloide
chronique (AML), est muté dans des cellules du sang de cordon [Niavarani et al., 2015]. A3A dans les
monocytes et les macrophages inflammatoires posséde également la capacité d’éditer certains ARN de
fagon spécifique, a l'instar de A1 dans le foie et U'intestin [Sharma et al., 2015]. Dans les monocytes et
les macrophages, un stress hypoxique ou une stimulation IFN entrainent une surexpression d’A3A et
une activité d’édition de I’ARN enrichie dans les génes de la signalisation de 'intégrine, des maladies
d’Alzheimer, Huntington et Parkison. Une étude de 2016 a permis de caractériser plus largement les
génes ciblés par I’édition lice & APOBEC3A. On retrouve des génes liés au cancer du sein, aux cancers
hématologiques, & la sclérose latérale amyotrophique, a la maladie d’Alzheimer et & I'hypertension
pulmonaire primaire [Sharma et al., 2016a).

Alors qu’on pensait qu’A3G se liait & PARN sans effet catalytique, il a récemment été montré
qu’A3G est également capable d’éditer des ARN, principalement de génes impliqués dans la réplication
du VIH-1 [Sharma et al., 2016b].

La découverte de ces propriétés des A3 permet d’imaginer de nouveaux mécanismes de restriction

antiviraux qui viendraient s’ajouter a ceux déja connus.

70



B. Roéle antiviral des APOBEC3
B.1. Les APOBECS3, facteurs de restriction du VIH-1

a) Activité anti-VIH d’A3G

En P’absence de Vif, la réplication du VIH est fortement inhibée dans les lymphocytes T pri-
maires humains, ainsi que dans certaines lignées cellulaires comme les CEM, qu’on appelle lignées
non-permissives. Dans d’autres lignées (SupT1, CEM-SS et HEK 293T), le VIH A Vif se réplique trés
bien, on parle alors de cellules permissives. En fusionnant des cellules plus ou moins permissives a
Iinfection par le VIH, il a été établi que le phénotype non permissif est dominant et I’hypothése d’un
facteur antiviral contrecarré par Vif a été formulée [Madani and Kabat, 1998, [Simon et al., 1998|. En
2002, le géne responsable de ce phénotype est identifié, CEM15, plus connu sous le nom d’APOBEC3G
[Sheehy et al., 2002]. La protéine posséde une activité cytidine désaminase connue [Harris et al., 2002]
et un mécanisme de désamination de ’ADNc viral a rapidement été proposé [Harris et al., 2003,
[Mangeat et al., 2003|, [Zhang et al., 2003|. Cela a permis d’expliquer des phénomeénes de mutation G
vers A dans 'ADN rétroviral précédemment observés. Le modéle de restriction par A3G est présenté
en figure 1.31 : en l'absence de Vif, A3G forme des complexes ribonucléoprotéiques cytoplasmiques
avec la protéine Gag du VIH-1, ARN génomique viral et une ou plusieurs espéces d’ARN cellulaire
[Apolonia et al., 2015|. L’incorporation d’A3G dans la particule virale dépend de interaction entre
A3G et la nucléocapside de Gag, qui est également capable d’interagir avec de ’ARN. Il a été proposé
que ARN fasse un pont entre NC et A3G [Schafer et al., 2004|, [Apolonia et al., 2015]. Bien que le
mécanisme précis ne soit pas connu, il y a un consensus sur le fait qu'une interaction ARN-protéine
soit & 'origine de l'incorporation d’A3G dans la particule virale du VIH-1. La capacité d’A3G & former
des oligoméres dans les cellules est corrélée & son activité antivirale et 'activité d’A3G est régulée par
son degré d’oligomérisation [Li et al., 2014].

Lors du bourgeonnement et avant que la capside virale ne se referme complétement, une proportion
non négligeable d’enzymes A3G est encapsidée grace a leur interaction avec NC. Lorsque la particule
virale infecte une nouvelle cellule, aprés attachement au récepteur et fusion des membranes, la capside
virale est libérée dans le cytoplasme. La transcription inverse ainsi que 'activité RNAseH de la RT
se mettent en place conduisant & la synthése d’'un ADN viral simple brin, cible préférentielle d’A3G.
Grace a la proximité spatiale (puisqu’A3G a été co-encapsidée), 'enzyme de restriction désamine les
cytidines de ’ADN viral néoformé, dans un contexte nucléotidique 5-CC. Lorsque la RT utilise ce brin
d’ADN néosynthétisé comme matrice pour générer le brin complémentaire d’ADN génomique (+), elle
insére des adénines en face des uraciles par complémentarité [Harris et al., 2003|, [Mangeat et al., 2003].
Cela conduit & des mutations génomiques de G vers A dans ’ADN viral, de 5’-GG vers 5’-AG, pouvant

mener & 'apparition de codons stop prématurés. En un seul cycle de réplication, les mutations induites
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FIGURE 1.31 — Restriction du VIH-1 par les APOBEC3 adapté de [Harris and Dudley, 2015]. En
labsence de Vif, A3D/F/G/H sont incorporées dans la particule virale en formation. Lorsque la RT
a lieu dans la cellule-cible, les cytidine désaminases associées au virus éditent ’ADN viral néoformé,
conduisant & un génome hypermuté qui sera partiellement dégradé. A3A n’est pas incorporée dans la
particule virale, elle est présente dans la cellule cible et s’attaque au virus entrant. En présence de Vif

dans la cellule productrice, les A3D/F/G/H sont ubiquitinées et dégradées par le protéasome 26S.

par les A3 peuvent conduire a 10% de conversion des guanines en adénines sur le brin (+) [Harris
et al., 2003]. Ces mutations ne sont pas réparties de facon homogéne le long de la séquence virale,
mais présentent une concentration en 5’ du ¢cPPT et du PPT du LTR [Suspéne et al., 2006]. Il a été
proposé que le génome hypermuté soit alors reconnu par 'uracile ADN gyclosylase UNG2 qui cliverait
les uraciles, générant des sites abasiques. Ces sites seraient & leur tour reconnus par une endonucléase
comme APEI et cela conduirait a une dégradation du matériel génétique viral [Yang et al., 2007],
[Hrecka et al., 2016].

Un autre mécanisme de restriction, indépendant de I'activité désaminase a été mis en évidence par
l'utilisation de mutants catalytiquement inactifs d’A3G [Iwatani et al., 2007]. Un certain nombre de
modéles a été proposé pour cette restriction, incluant la liaison & ’ARN génomique pour empécher la
transcription inverse par géne stérique (pour revue, voir [Holmes et al., 2007]). Bien que ce mécanisme
semble minoritaire dans le cas de la restriction du VIH-1, c’est le mécanisme principal pour d’autres
éléments génétiques (voir I11.B.2.).

Le virus posséde la protéine Vif, qui lui permet de surmonter cette restriction. L’expression de Vif

est requise dans les cellules productrices et non dans les cellules cible de I'infection : en ’absence de
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Vif dans les cellules productrices, 'accumulation d’ADN viral dans les cellules cible est diminuée. Cela
s’explique par un adressage d’A3G au protéasome médié par Vif, qui conduit & la dégradation de la
protéine [Sheehy et al., 2003|, [Marin et al., 2003|, [Hultquist et al., 2011]. Vif recrute le complexe
ubiquitine-ligase E3, formé des protéines CUL5 (culline 5), ELOB/C (Elongin B/C), Rbx1 et Nedd8.
Cette association est stabilisée par la présence de la protéine CBF et déclenche I'ubiquitination d’A3G
et sa dégradation par le protéasome 26S [Yu et al., 2003|, [Jager et al., 2011] (cf figure 1.31).

Ainsi, en diminuant la quantité d’A3G disponible dans la cellule, Vif empéche son incorporation

dans la particule virale et permet de lever la restriction.

b) Les autres membres de la famille APOBEC3 (B a H)

A3A  N-GENZINED-C
AR N-GENZZEND—@INZID-C

Vif-binding domain
A3C N-@IZ2ID-c
Vif-binding domain
A3D N-GEED—GEED- -
Vif-binding domain

AF N-OIZZED—C 22 »C

Vif-binding domain

AG N-€L 22 D—@ENZIED-c

Vif-binding domain

A3H N-GINZID-c

FIGURE 1.32 — Organisation en domaines des membres de la famille des A3 adapté de [Aydin
et al., 2014]. Toutes les protéines A3 comportent un (A3A, A3C, A3H) ou deux (A3B, A3D, A3F,
A3G) domaine(s) cytidine désaminase. Les domaines catalytiques sont classés en 3 sous-catégories (Z1,

72, 73) selon leur séquence.

Tous les membres de la famille des A3 possédent une activité antivirale (cf figure 1.27) en ciblant soit
le VIH, soit d’autres virus, de fagon dépendante ou indépendante de leur activité cytidine désaminase.
A3D/E, A3F et A3H (haplotype II, V et VII) sont exprimées dans les lymphocytes T CD4 en réponse
a I'infection par le VIH, sont incorporées dans les particules virales et générent des mutations de ’ADN
proviral [Hultquist et al., 2011]|. Contrairement & A3G qui exerce son activité cytidine désaminase en
contexte 5’-CC, les autres A3 agissent préférentiellement dans un contexte 5-TC [Salter et al., 2016].
Ces résultats obtenus dans des modeles de culture cellulaire ont été confirmés en utilisant des souris
humanisées [Sato et al., 2014].

Le role d’A3B dans la restriction du VIH-1 est controversé : bien que des études en cellules HEK

293T aient montré un effet inhibiteur de la réplication, ainsi qu’une interaction avec Vif conduisant &
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une dégradation d’A3B, il semble qu’A3B ne soit pas un facteur de restriction du VIH en lymphocytes
T CD4 [Doehle et al., 2005], [McDougle et al., 2013], [Land et al., 2015]. APOBEC3C est un faible
inhibiteur du VIH mais a conservé un domaine de liaison a Vif [Bishop et al., 2004], [Zhang et al.,
2016].

APOBEC3H est le membre de la famille des A3 le plus éloigné d’un point de vue évolutif et
il contient un domaine coordinateur du zinc 73, différent des domaines Z1 et Z2 trouvés chez les
autres membres de la famille (cf figure 1.32) [OhAinle et al., 2006]. Il existe sept haplotypes d’A3H
chez 'homme et quatre variants alternatifs d’épissage [Gu et al., 2016]. Les différents haplotypes
d’A3H possédent des activités antivirales variables et seuls les haplotypes II, V et VII sont capables
de restreindre le VIH AVif, selon des mécanismes dépendant ou non de 'activité désaminase. [Wang
et al., 2011]. Les haplotypes possédant une capacité de restriction sont également ceux qui sont ciblés
par la protéine virale Vif, renfor¢ant I'idée qu’A3H est un facteur de restriction du VIH |Refsland et al.,
2014].

A Tinstar de ce qui est observé pour A3G, une restriction par un variant catalytiquement inactif
d’A3F a également été caractérisée. Le modéle principal pour expliquer ce phénoméne est basé sur
une liaison des protéines APOBEC & ’ARN viral qui bloque la transcription inverse du génome. Pour
résumer, dans les cellules T CD4, la restriction est due & des mécanismes d’édition ou indépendants de
I’édition, surtout médiés par A3G et dans une moindre mesure par A3F et A3D |[Chaipan et al., 2013],
[Gillick et al., 2013].

c) APOBEC3A, une cytidine désaminase pas comme les autres

APOBEC3A est le seul membre de la famille des APOBEC3 qui n’a pas d’activité antivirale contre
le VIH-1 ou le VIH-1 A Vif aprés surexpression en cellules HEK 293T ou HeLa. Cela s’explique par le
fait que pas ou peu d’A3A est incorporé dans la particule virale en comparaison avec ce qu’on observe
pour A3G [Bishop et al., 2004]. L’incorporation artificielle d’A3A dans les particules virales grace a
l'utilisation de protéines chimériques (A3A-Vpr ou A3A fusionnée & Pextrémité N-ter d’A3G) conduit
& une restriction du VIH par A3A et cette restriction passe par une hypermutation du génome viral
[Goila-Gaur et al., 2007], [Aguiar et al., 2008]. De maniére intéressante, A3A-Vpr est insensible a Vif
tandis que A3G-A3A y est sensible, suggérant qu’A3A seule n’est pas dégradée par Vif. Ces études ont
été réalisées dans des cellules HeLa et HEK 293T, ou 'expression d’A3A est absente. In vivo, A3A est
exprimée dans les populations cellulaires différenciées : monocytes, macrophages, cellules dendritiques
et kératinocytes [Peng et al., 2007|, [Vartanian et al., 2008]. Les monocytes sont plus résistants a
I'infection par le VIH que les macrophages et cellules dendritiques (cf partie B.1.) et il est intéressant
de noter que cette résistance est corrélée avec le niveau d’expression des A3, en particulier d’A3A. Ainsi,

A3A est fortement exprimée dans les monocytes et le niveau d’expression diminue lorsque la cellule se
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différencie en macrophage, ce qui contribue a rendre la cellule plus susceptible & I'infection par le VIH.
Une modulation de I'expression d’A3A (stimulation par 'ITFN-« ou knock down) se traduit par une
modulation de la susceptibilité cellulaire au VIH-1 [Peng et al., 2007], [Vazquez et al., 2011]. Plusieurs
autres études ont témoigné d’une importante expression d’A3A spécifique des cellules myéloides et
fortement augmentée par une stimulation a 'TFN-« [Koning et al., 2009], [Refsland et al., 2010|. Enfin,
une activité cytidine désaminase importante (motif 5'TC) est détectée dans les monocytes traités a
I'IFN-a. Cette activité est due & A3A, qui est exprimée sous forme de deux isoformes d’environ 20
kDA. Deux méthionines initiatrices en contexte Kozak adéquat sont présentes dans la séquence d’A3A
en position 1 et 13. Deux protéines sont donc produites & partir d’'un méme ARN messager, indiquant
qu'’il s’agit probablement d’un site interne d’entrée du ribosome [Thielen et al., 2010].

Ces constats ont conduit & une étude au sein du laboratoire sur les relations entre A3A exprimée en
cellules myéloides et VIH-1 [Berger et al., 2011b|. Cette étude a permis de confirmer qu’A3A était pré-
férentiellement exprimée dans les cellules myéloides (monocytes, macrophages et cellules dendritiques)
par rapport aux lymphocytes du sang périphérique et que cette expression est stimulée par I'infection
par le VIH. La restriction du VIH en cellules myéloides est due & une activité cytidine désaminase
d’A3A, avec une préférence pour un motif 5’TC (2 la différence du motif 5’CC ciblé par A3G) |Berger
et al., 2011b|, [Koning et al., 2011]. La désamination s’accompagne d’une forte limitation de ’accumu-
lation d’ADN viral, sans pour autant diminuer la vitesse de RT. La quantité de sites édités détectée
n’est pas suffisante pour expliquer la diminution de ’ADN viral, mais il est possible qu'une partie du
génome édité soit détruit ou réparé par la cellule. Il est également possible que 'activité d’A3A soit
partiellement indépendante de son activité désaminase, comme c’est le cas pour A3G.

Alors qu’A3G est dégradée par Vif, 'effet de cette protéine virale est bien moindre sur A3A. En
présence de Vpx du SIV,,/VIH-2, l'infection des cellules myéloides par le VIH-1 est beaucoup plus
efficace [Goujon et al., 2007|. Les travaux menés au laboratoire ont permis de démontrer qu’A3A est
ciblée par la protéine Vpx du SIV de macaque et que cette interaction conduit & une dégradation
d’A3A par le protéasome [Berger et al., 2011b]. Une autre étude a montré un résultat similaire avec la
protéine Vpx du SV, [Berger et al., 2010]. Les protéines Vpx des SIV/VIH-2 permettraient donc
aux virus concernés d’échapper partiellement a la restriction.

Ces résultats permettent de dégager des caractéristiques essentielles d’A3A en comparaison avec les
autres protéines A3. L’activité anti-VIH d’A3A semble dépendante du type cellulaire (spécifiquement
restreinte aux cellules myéloides différenciées), son action antivirale a lieu dans la cellule-cible et la
protéine A3A n’est pas incorporée dans la particule virale. On peut se demander si ce comportement
particulier d’A3A est spécifique de la restriction du VIH ou s’il est conservé lorsqu’on s’intéresse a

d’autres virus.
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B.2. Les APOBECS3 sont des facteurs de restriction pour de nombreux virus 8 ARN ou
a ADN

Les APOBECS3 de I’homme sont capables de restreindre un grand nombre de virus 8 ARN : HTLV-1,
MLV, virus Foamy ainsi que des virus & ADN : AAV, VHB, VPH, HSV-1 et EBV.

a) Inhibition des rétrovirus & ARN par hypermutation des génomes viraux

Le virus T-lymphotropique humain de type 1 (HTLV-1) est un Retroviridae de la famille
Deltaretrovirus (cf figure 1.5). Son génome est un ARN positif et le virus, comme le VIH-1, est une
cible des APOBEC3. Des expériences in vitro ont permis de mettre en évidence que A3B, A3C, A3G
et A3F étaient capables de restreindre HTLV-1. De la méme facon que pour le VIH-1, A3G induit des
mutations G vers A sur le brin d’ADN (+) en désaminant les désoxycytidines du brin (-) [Fan et al.,
2010], [Mahieux et al., 2005]. Le virus HTLV-1 se multiplie par expansion clonale et ces mutations, dont
certaines sont des mutations non-sens, sont stabilisées et amplifiées par mitose. Bien que le virus ne
code pour aucune protéine analogue & Vif, la fréquence de mutations G vers A est faible, probablement
a cause du mode de réplication par expansion clonale (& la différence du VIH qui produit un nouvel
ADN (-) a chaque cycle). Ce phénotype a été associé a la capacité de la nucléocapside ’HTLV-1 a
limiter I’encapsidation d’A3G [Derse et al., 2007].

Le virus Foamy, un autre Retroviridae de la famille des Spumavirus qui est trés répandu chez
les primates non-humains et qui peut étre transmis & I’lhomme de fagon zoonotique. De la méme fagon
que pour le VIH-1 ou HTLV-1, A3G et A3F sont capables de cibler le génome du SFV (Simian Foamy
Virus) in vitro, générant des mutations de G vers A sur le brin positif [Delebecque et al., 2006]. SFV
code pour une protéine auxiliaure, Bet, qui est capable de limiter I'action d’A3G. Contrairement &
Vif qui entraine la dégradation des A3, Bet agirait plutdt en inhibant la dimérisation d’A3G, ce qui
diminuerait son encapsidation |[Lochelt et al., 2005], [Jaguva Vasudevan et al., 2013|.

Une étude in vivo dans des souris modifiées génétiquement pour exprimer seulement A3A et A3G
humaines a confirmé le phénotype antirétroviral et les modes d’actions différents observés in witro.
L’utilisation d’un vecteur MLV a permis de montrer qu’A3G est incorporée dans la particule virale
tandis qu’A3A a un effet sur les phases précoces dans la cellule cible [Stavrou et al., 2014|. Cela étaye
I’hypothése que le mécanisme antiviral d’A3A est différent de celui observé pour les autres protéines

de la famille (dont A3G est le modéle).

b) Inhibition des virus & ADN
Le génome des virus & ADN peut étre sous forme double brin ou simple brin. Lors de la réplication,
ces virus migrent dans le noyau, ot leur matériel génétique est sous forme simple brin lors des étapes

de réplication et de transcription. Il est alors accessible aux A3 et c’est & ce moment-1a que s’opére
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la restriction. Parmi les virus & ADN inhibés par les A3 humaines, VHB, VPH, HSV et EBV sont
des virus & ADN double brin, tandis qu’AAV est le seul virus & ADN simple brin (pour revue, voir
[Willems and Gillet, 2015]).

Le virus de I’hépatite B est & l'origine des maladies hépatiques virales. Dans le monde, 2
milliards de personnes ont été en contact avec le virus de I’hépatite B, environ 350 millions de personnes
vivent avec une hépatite chronique et 600 000 en meurent chaque année (source ANRS). 90 % des
infections aboutissent & une guérison spontanée, mais dans les 10 % restant, 'infection par le virus
entraine des hépatites chroniques, susceptibles d’évoluer & terme vers une cirrhose ou des carcinomes
hépatocellulaires.

Le VHB appartient & la famille des Hepadnaviridae et posséde un génome ADN circulaire, par-
tiellement double brin, d’environ 3,2 kb. Cette particularité de son ADN génomique rend ce virus
susceptible a 'édition par les APOBECS : a I'exception d’A3D/E, toutes les A3 sont capables d’éditer
le génome du VHB in vitro, A3A étant ’enzyme la plus efficace. Les brins (+) et (-) sont susceptibles
d’étre édités par les A3, ce qui rend la signature mutationnelle plus difficile & appréhender [Suspéne
et al., 2005], [Henry et al., 2009], [Vartanian et al., 2010|, [Beggel et al., 2013|.

Le cycle viral du VHB (cf figure 1.33) commence avec I’entrée du virus dans la cellule via le récep-
teur NTCP (Na't-taurocholate cotransporting polypeptide), suivi par la décapsidation et le transport
nucléaire de I’ADN rc (relaxed circular). La synthése du brin d’ADN (-) est terminée, afin de conver-
tir 'ADN rc partiellement double brin en ADN en anneau fermé (ADNccc) [Tong and Revill, 2016].
Cet ADN est traduit en ARNm et en ARN pré-génomique (ARNpg). Cet ARNpg est exporté dans
le cytoplasme ou il est rétrotranscrit en ADN circulaire partiellement double brin (ADN rc) par une
ADN polymérase ARN-dépendante virale. La matrice ARN est dégradée par I'activité RNAse H de la
polymérase. C’est cette forme de matériel génétique viral qui sera encapsidée (cf figure 1.33 A.).

Dans le noyau, A3A et A3B désaminent ’ADN ccc simple brin [Henry et al., 2009]. Puisque les
A3 ont besoin d’un substrat ADN simple brin, il a été prédit que PADN ccc se dissocie pendant la
transcription. La désamination des désoxycytidines opérée par les A3 conduit & des mutations délétéres
du génome viral et entraine également sa dégradation par les machineries de réparation de ’ADN, via
la voie des ADN glycosylases [Lucifora et al., 2014].

Lors de la synthése de ’ADN rc dans le cytoplasme, la dégradation de ’ARN pg par la polymérase
expose un ADN simple brin. Il peut alors étre la cible des A3 cytoplasmiques (A3C, A3F, A3G et
A3H) et sa désamination est proportionnelle & son exposition aux A3 (cf figure 1.33 B.) |Beggel et al.,
2013]. Ainsi, les portions du génome qui sont double brin sont relativement protégées par rapport a
celles qui restent simple brin dans le virion.

Les Herpesvirus, comme le virus de I’herpés simplex 1 (HSV-1) ou le virus d’Epstein-Barr (EBV)

ont un ADN génomique double-brin linéaire qui est édité par les A3 sur les deux brins [Suspéne et al.,
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2011b]. Le virus HSV-1 a un tropisme cellulaire trés large, tandis qu’EBV infecte principalement
les lymphocytes B et les cellules épithéliales. Aprés entrée du core viral dans la cellule, la capside
est transportée jusqu’aux pores nucléaires ou elle délivre TADN double brin dans le noyau. Aprés
circularisation du génome viral, une synthése d’ADN bidirectionnelle est initiée au niveau des origines
de réplication. Ce processus requiert la dénaturation de PADN et génére ainsi de ’ADN simple brin
[Weller and Coen, 2012]. Les A3 nucléaires ont alors accés a leur substrat préférentiel lors des étapes de
synthése de ’ADN et de transcription. In vitro, A3A, A3C et A3G peuvent éditer le génome d’HSV-1 et
d’EBV, mais seule A3C est capable d’inhiber efficacement la réplication de ces virus. L’analyse d’ADN
issu de prélévements de lésions buccales a permis de confirmer la pertinence de cette restriction in
vivo, puisqu’on y retrouve des mutations dont la signature correspond aux A3 [Suspéne et al., 2011b].
L’édition observée est plus importante sur le brin (-) que sur le brin (+) et une hypothése possible
est liée & la réplication discontinue, ot le brin retardé est plus exposé. Le virus posséde également une
glycosylase & ADN (UDG) capable d’exciser les uridines incorporées par erreur. En action conjointe
avec des endonucléases et ligases cellulaires, ce mécanisme de réparation par excision de base pourrait
contribuer & protéger le virus de ’édition par les A3 [Bogani et al., 2010].

Les Papillomavirus humains (VPH) sont des virus & ADN circulaire double brin d’une taille de
8 kb. Il existe 200 génotypes différents de papillomavirus, parmi lesquels 24 sont associés & des cancers

(dont VPH 16 et VPH 18 en particulier). Parmi les cancers les plus répandus, 100 % des cancers du col
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de I'utérus, 90 % des cancers de 'anus et 12 % des carcinomes des voies aérodigestives supérieures sont
dus a une infection par un VPH [Parkin and Bray, 2006|. Les virus ont un tropisme pour les épithélia
cutané ou muqueux et ce tropisme est dicté par le niveau d’expression virale plus que par I'entrée dans
les cellules [Day and Schelhaas, 2014|. Le VPH infecte les cellules de la couche basale de 1'épithélium.
Aprés 'entrée du virus dans la cellule cible via le protéoglycane héparane sulfate (HSPG), une premiére
phase d’amplification du génome a lieu avant que celui-ci soit maintenu sous forme d’épisome viral & un
faible nombre de copies dans les cellules infectées (cellules basales de I’épithélium stratifié, en division).
Le nombre de copies d’ADN viral est maintenu & un faible niveau dans les cellules basales en division,
tandis qu’il y a une forte amplification du nombre de copies d’ADN, ainsi qu'une production de virions
dans les cellules différenciées de 1’épithélium [Pyeon et al., 2009].

Les protéines A3A, A3B et A3H humaines sont exprimées dans les kératinocytes, ce qui a conduit
a postuler qu’elles pourraient étre des facteurs de restriction des VPH. En 2008, une étude menée par
I’équipe du professeur Wain-Hobson sur des biopsies de verrues plantaires et lésions précancéreuses
du col de I'utérus met en évidence une édition de ’ADN du VPH1a et VPH16 par les APOBECS, en
particulier A3A, A3C et A3H [Vartanian et al., 2008|. Par la suite, plusieurs études ont confirmé le role
anti-VPH des APOBECS3. L’IFN-3, capable d’inhiber la réplication du VPH dans les kératinocytes,
induit ’expression des sept membres de la famille des A3. La surexpression d’A3A et A3G est associée
a une hypermutation de VPH16, notamment au niveau de son géne E2 [Wang et al., 2014|. Une forte
surexpression d’A3A et A3B a également été retrouvée dans des cancers associés & VPH et des résultats
obtenus in vitro ont confirmé le réle d’A3A dans la restriction du VPH 16 [Ahasan et al., 2015]. Cette
restriction est dépendante de I'activité catalytique d’A3A et de la présence de génomes viraux dans
les pseudoparticules virales formées [Warren et al., 2015]. Le mécanisme par lequel A3A agit sur les
génomes du VPH n’est pas connu, certaines équipes proposant qu’A3A diminue la quantité d’ADN
viral encapsidé, tandis que d’autres ne voient pas de différence dans le matériel génétique encapsidé
[Ahasan et al., 2015], [Warren et al., 2015]. De la méme fagon, le role d’A3C est controversé et il a
été proposé que 'inhibition du VPH16 soit médiée par une interaction entre A3C et la capside virale
[Ahasan et al., 2015].

Le Virus Adéno-Associé (AAV) fait partie de la famille des Parvoviridae et son génome est
un ADN linéaire simple brin d’environ 4,5 kb. C’est un dépendovirus, qui a besoin qu’un autre virus
(en général un adénovirus ou un herpesvirus) infecte la méme cellule pour pouvoir mener & bien sa
réplication et la production de nouvelles particules virales. La réplication a lieu dans le noyau, via un
intermédiaire simple brin. De part la nature de ce génome, le virus AAV est une cible de prédilection
pour les APOBECS3 et une activité anti-AAV d’A3A a été démontrée en 2006 [Chen et al., 2006]. La
protéine colocalise avec les génomes viraux dans le noyau, ce qui lui permet d’interagir avec le génome

viral. L’hypothése selon laquelle I'activité antivirale d’A3A est nécessaire & 'inhibition d’AAV a été
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remise en question car un mutant catalytiquement inactif (F75L) est toujours capable de restreindre
AAV. Seule la présence d’'un site actif intact, mais pas I'activité cytidine désaminase, est nécessaire
pour observer une restriction du virus AAV par A3A [Narvaiza et al., 2009|, [Wang et al., 2016].

Les APOBECS inhibent donc une grande variété d’éléments pouvant menacer 'intégrité du génome :
des virus & ADN, des virus & ARN (dont les rétrovirus) et des rétroéléments endogénes. Ce role de
facteurs de restriction confirme I'importance des A3 in vivo et souléve la question de leur activité en

dehors de ce contexte immunitaire inné.

C. Implication des cytidines désaminases dans les cancers

L’activité mutagéne des membres de la famille des APOBEC est a double tranchant. D’un coté,
elle permet une modulation de 'information génétique et la défense de 'hdte via plusieurs mécanismes
biologiques, mais quand elle est dérégulée, elle peut se retourner contre le génome. Ainsi, des essais de
surexpression artificiels ainsi que des déréglements naturels de I'activité ont été liés au développement et
a I’évolution de cancers, comme laissait présager leur importante activité mutagéne endogéne [Roberts

and Gordenin, 2014|, [Henderson and Fenton, 2015|, [Swanton et al., 2015].

C.1. Reégulation de l'activité des APOBEC3

Certaines protéines de la famille des APOBECS sont capables de former des oligoméres : A3B, A3D,
A3F, A3G et A3H. La multimérisation de ces protéines est liée & 'activité anti-VIH et a I’encapsidation
dans les particules virales [Li et al., 2014]. La forme inactive d’A3G est comprise dans un complexe
de fort poids moléculaire, qui peut étre transformé en complexe actif de faible poids moléculaire in
vitro [Wedekind et al., 2006]. Le passage d’une forme a Pautre peut étre régulé par les cytokines IL-
2, IL-7 et IL-15 dans les lymphocytes [Stopak et al., 2007]. La forme de faible poids moléculaire est
responsable d’une restriction du VIH via l'activité cytidine désaminase, tandis que la forme de haut
poids moléculaire inhibe le VIH d’une fagon indépedante de cette activité catalytique [Aydin et al.,
2014]. On a donc un premier niveau de régulation des A3 par la multimérisation.

Sur les sept protéines de la famille des A3, seules A3A, A3C et A3H ont une localisation nucléo-
cytoplasmique [Muckenfuss et al., 2006]. A3G est piégée dans le cytoplasme grace a un fort signal
de rétention cytoplasmique (CRS) et a I'absence de NLS caractérisé |[Bennett et al., 2008]. 16 acides
aminés (113-128) contenus dans une région adjacente au premier motif ZDD sont responsables de cette
différence de localisation. Il est intéressant de noter que cette propriété est indépendante de la capacité
d’A3G a se lier a ’ARN.

L’étude du comportement d’A3A lors de la mitose a permis de préciser un peu les déterminants de
la localisation cellulaire. Ainsi, les trois cytidines désaminases & un seul domaine CDA A3A, A3C et

A3H ont toujours une localisation dans toute la cellule mais sont exclues des chromosomes condensés.
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A3B, A3D, A3F et A3G sont exclues du noyau avant la mitose, mais A3B est capable de rester dans le
noyau apreés la mitose. La localisation semble étre une combinaison de la taille (23 kDa contre 50 kDa)
qui permet une diffusion ou non a travers les pores nucléaires et de déterminants N-terminaux. Les
extrémités N-terminales d’A3F et A3G sont cytoplasmiques comme leurs formes complétes, alors que
les N-term d’A3B et A3D colocalisent avec I’ADN lors de la télophase tandis que les formes complétes
sont exclues du noyau [Lackey et al., 2013].

A3A, quant & elle, a un comportement différent selon le type cellulaire concerné. Lorsqu’on trans-
fecte 'ADN codant pour A3A dans des cellules Hela, les deux isoformes de la protéine sont capables
d’entrer dans le noyau [Mussil et al., 2013]. De méme, lorsqu’on exprime A3A dans des cellules HEK
293T, on retrouve la localisation nucléocytoplasmique communément admise. Cependant, ces résultats
sont obtenus dans des lignées qui ne correspondent pas aux cellules ot la protéine est naturellement
exprimée. Ainsi, I'observation d’A3A en cellules THP-1 (lignée monocytaire) ou cellules primaires du
sang CD14" révele une expression cytoplasmique |Land et al., 2013].

Ces observations permettent de formuler une premiére hypothése pour expliquer la régulation de
Pactivité d’A3A. Ainsi, la rétention cytoplasmique d’A3A dans les cellules myéloides protégerait I’ADN
cellulaire, tandis que son passage partiel dans le noyau des cellules non-myéloides conduirait a une

édition de ’ADN génomique.

C.2. Dérégulation des APOBEC3 et dommages 4 ’ADN

Les APOBEC3 sont capables d’éditer les ADN génomiques viraux et les ADN mitochondriaux. Les
trois enzymes A3A, A3C et A3H, possédent la capacité d’entrer dans le noyau, ce qui améne la question
de I'édition de ’ADN nucléaire. Les génes MYC et TP53 sont fortement mutés dans les cancers (en
particulier leucémies et lymphomes), ce qui en fait de bons candidats a I’édition par les A3. Plus de
70 % des cytidines de ces génes sont éditées lorsqu’on transfecte A3A dans des cellules HeLa ou HEK
293T |Suspéne et al., 2011a|. La présence d’uridine dans ’ADN cellulaire est repérée comme un signal
de danger par la cellule et déclenche I'excision de 'uracile par I’ADN-glycosylase UNG2 (comme lors de
Pélimination des ADN cytoplasmiques mitochondriaux ou étrangers). Le clivage du site abasique par
les endonucléases de la voie de réparation BER (Base Excision Repair) peut conduire & une réparation
de la cassure ou & une dégradation de TADN. UNG2 élimine les sites édités par A3A : lorsqu’on bloque
Paction d’'UNG2 par un inhibiteur protéique (UGI), on peut détecter un plus grand nombre de sites
éditeés (de ~1% a 70 %) [Suspeéne et al., 2011a].

Lorsqu’un trop grand nombre de cassures simple brin s’accumulent, des cassures double-brin (no-
tées DSB = Double Strand Breaks) finissent par se former. Celles-ci sont reconnues par la machinerie
cellulaire DDR (DNA damage response) qui active une cascade de signalisation conduisant & une ampli-

fication du signal (pour revue, voir [Ciccia and Elledge, 2010]). Le début de la cascade de signalisation
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pour les cassures double brin est la phosphorylation de la sérine 139 de ’histone H2AX [Rogakou et al.,
1998]|. Le variant H2AX représente 2 a 10 % de la famille des histones dans les tissus de mammiféres et
la phosphorylation a lieu en -y de la sérine. Cette réponse est extrémement rapide, puisqu’elle intervient
dans les 10 minutes aprés induction de cassures double brin par irradiation, et elle est trés sensible
puisqu’une cassure double brin est responsable de la phosphorylation de 2x10° paires de bases autour
du site de cassure [Rogakou et al., 1998].

L’expression d’A3A dans des cellules U20S (ostéosarcome humain) conduit a 'activation de deux
marqueurs de dommages & 'ADN, ’histone YH2AX et la concentration de 53BP1 en foci, un autre
marqueur précoce des cassures de ’ADN [Schultz et al., 2000] [Landry et al., 2011], [Mussil et al., 2013].
L’apparition de cassures double brin est liée & 'activité catalytique d’A3A, suivie de I'action d’'UNG2 :
des mutants catalytiquement inactifs (C106S ou E72Q) n’induisent pas de dommages a ’ADN et la
présence de l'inhibiteur UGI annule le signal yYH2AX [Landry et al., 2011|, [Mussil et al., 2013|.

La capacité d’A3A a éditer le génome cellulaire et induire des cassures double brin est directement
liée & sa présence dans le noyau. Ainsi en cellules HEK 293T et HeLa, A3A W' est présente dans le
noyau et induit des DSB, tandis qu'un mutant cytoplasmique (possédant un signal d’export nucléaire
ou rendu incapable de passer les pores nucléaires par fusion a la -galactosidase de 116 kDa) perd son
caractére génotoxique [Land et al., 2013], [Mussil et al., 2013]. Au contraire, un mutant auquel on a
rajouté une étiquette NLS conserve sa capacité a induire des DSB et reste aussi toxique qu’A3A WT.
Il est intéressant de noter que les deux isoformes d’A3A exprimées séparément posséde une activité
cytidine désaminase responsable de la génération de DSB [Mussil et al., 2013].

Etant donné le danger représenté par les A3 pour PADN cellulaire, on peut postuler qu'il existe
des mécanismes capables de protéger 'intégrité de ’ADN. TRIB3 a été identifiée par un crible double-
hybride en levure comme étant capable d’interagir avec A3A et A3C et l'interaction confirmée par
copurification & partir de cellules humaines (HeLa et neutrophiles primaires). TRIB3 est exclusivement
localisée dans le noyau et sa présence diminue ’édition de PADN cellulaire par les A3, ainsi que
I’apparition de cassures double brin. De plus, la co-expression de TRB3 et A3A ou A3C s’accompagne
d’une diminution de la quantité de ces A3 [Aynaud et al., 2012|. Tous ces indices pointent vers un role
régulateur de TRB3 pour I'activité d’A3A. Cependant, une autre étude effectuée également en HEK
293T a montré que 'expression de TRB3 ne changeait ni la localisation, ni le caractére génotoxique
d’A3A [Land et al., 2013]. Le role physiologique de TRB3 en lien avec A3A reste donc & déterminer.

Les APOBECS sont seulement actives sur un substrat ADN simple brin et les mutations génomiques
observées peuvent provenir d’une activité cytidine désaminase sur I’ADN transitoirement simple brin.
Dans la cellule, TADN est exposé sous forme de simple brin pendant plusieurs procédés cellulaires
fréquents : la transcription, la recombinaison et la réplication (cf figure 1.34). La réparation des cassures

double brin expose également un ADN simple brin. Lors de la réplication, la transcription ou la
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adapté de [Henderson and Fenton, 2015]. 1. Réparation des cassures double brin par recombinaison
homologue. 2. Réparation des cassures double brin par résection bidirectionnelle. 3. Stress de réplication

4. Transcription

réparation des DSB, les deux brins d’ADN ne sont pas équivalents (pour revue, voir [Haradhvala
et al., 2016]). Le brin retardé, dont la synthése est discontinue reste exposé sous forme simple brin
plus longtemps que le brin précoce. Lorsqu’un stress de réplication est imposé aux cellules U205, le
temps de disponibilité de 'ADN simple brin augmente et cela se traduit par un signal de DSB plus
important [Green et al., 2016]. L’analyse de données génomiques issues de cancers associés aux A3
ainsi que des expériences dans la levure Saccharomyces cerevisiae ont permis de démontrer qu’A3A et
A3B désaminent préférentiellement le brin retardé [Hoopes et al., 2016], [Seplyarskiy et al., 2016].

Il a été proposé que 'action d’A3A soit possible uniquement lorsqu’il y a réplication de 'ADN
(dans les cellules en division) et que I’absence de réplication dans les cellules quiescentes protége le
génome de 1'édition par A3A |Green et al., 2016].

Selon ce second modéle, ce n’est plus la localisation cellulaire d’A3A qui régulerait son activité,
mais l'accessibilité de son substrat ADN simple brin. Il serait donc intéressant de confronter ces deux

modéles pour une meilleure compréhension de la régulation d’A3A.
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C.3. Conséquences cellulaires de I’édition et des dommages a ’ADN

a) Dommages 4 I’ADN et arrét du cycle cellulaire

Deux grands types de dommages & I’ADN sont les cassures double brin et le stress de réplication.
Ils conduisent & 'activation de la réponse aux dommages a ’ADN (DDR). Cette voie de signalisation
repose sur la famille des protéines kinases 3-kinase-like (PIKK), qui comporte ATM (Ataxia telangiec-
tasia mutated), ATR (ATM and RAD-3 related) et DNA-PK(DNA-dependant protein kinase) et sur la
famille des poly(ADP-ribose) polymérases (PARP). La transduction du signal via de nombreux acteurs
peut conduire a I'arrét du cycle cellulaire, & la réparation de ’ADN, a la sénéscence de la cellule, a
Papoptose, au contrdle de la transcription et de 1'épissage ou a la régulation du métabolisme [Ciccia
and Elledge, 2010].

Une des conséquences principales de 'expression d’A3A est un arrét du cycle cellulaire. En présence
de la forme sauvage d’A3A, 'accumulation de cassures double-brin conduit & un arrét du cycle cellu-
laire dans des cellules U20S ou HeLa transfectées avec A3A et HepaRG (cellules hépatiques) stables
inductibles pour l'expression d’A3A [Landry et al., 2011|. Des études en U20S et HepaRG inductibles
ou en HeLa transfectées ont permis de préciser la mécanisme responsable de 'arrét du cycle cellulaire.
Plusieurs kinases impliquées dans le contrdle du cycle cellulaire (Chk2 et Chk1) sont phosphorylées,
suggérant que les voies de signalisation ATM et ATR sont activées [Green et al., 2016, [Mussil et al.,
2013]. Apres expression d’A3A pendant 24h, le cycle cellulaire est arrété dans les trois types cellulaires,
en phase G1/S pour HepaRG et HeLa et en phase G2/M pour les U20S. L’observation que la désa-
mination d’A3A et les dommages & ’ADN augmentent pendant la réplication de ’ADN ont conduit a
I’hypothése que des cellules ne se divisant pas seraient moins sensibles & A3A. Cela a été confirmé par
I’observation que des cellules U20S arrétées présentaient un plus faible signal yYH2AX comparé aux
cellules en division |Green et al., 2016].

En conclusion, les conséquences de I’édition de ’ADN génomique par les A3 peuvent étre différentes
selon le niveau d’édition. Si les sites édités sont nombreux, les mécanismes de réparation vont conduire
a une accumulation de cassures double brin dans le génome et déclencher la mort de la cellule par
apoptose. En revanche, s’il y a peu de sites édités et qu’ils ne sont pas éliminés par la machinerie

cellulaire, le génome accumule les mutations et la cellule peut devenir cancéreuse.
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b) Edition des génomes et apparition de cancers

La présence d’A3A dans le noyau conduit a une édition de PADN génomique de dC vers dU.
Normalement, les dU génomiques résultant de la désamination ou de 'incorporation accidentelle de
dUMP durant la réplication sont retirés par UNG et la machinerie BER. Lorsque le remplacement
de dU par dC n’a pas lieu avant le prochain cycle de réplication, des mutations apparaissent, dont
la nature dépend du moment auquel la réplication a interrompu la réparation et de la polymérase
impliquée [Henderson and Fenton, 2015|. Si la réplication a lieu avant le retrait de 'uracile, on observe
une transition de C vers T due a I'incorporation d’'une adénine dans le brin fille par complémentarité
avec 'uracile. Si UNG2 a retiré 'uracile et qu’on a un site abasique, les polymérases TLS (translesion
synthesis) sont quand méme capables de répliquer ’ADN et insérent le plus souvent un dA dans le brin
fille, ce qui conduit également & une transition C vers T [Waters et al., 2009]. D’autres polymeérases
comme Revl insérent un dC, conduisant a une transversion C vers G chez la levure [Chan et al., 2013|.

Dés le milieu des années 90, un lien entre 'activité des APOBEC et le cancer a été proposé apreés
Iobservation que la surexpression d’APOBEC1 chez la souris conduisait a des carcinomes hépatiques
[Yamanaka et al., 1995]. L’étude des séquences ADN issues de trois cancers (carcinome des voies
aérodigestives supérieures, cancer de la prostate et myélome multiple) ont mis en évidence la présence
de clusters de mutations au niveau des bases C :G avec une coordination entre les brins (c’est a dire
de longues séries de guanines ou cytosines mutées dans le brin séquencé) [Roberts et al., 2012]. Ces
mutations se produisaient souvent au niveau des cassures liées aux réarrangements chromosomaux
(c’est a dire de longues séquences d’ADN simple brin) et étaient enrichies en motifs ciblés par les
APOBEC. La méme année, une autre étude s’est intéressée aux mutations dans les cancers du sein et
a également mis en évidence des clusters de mutations [Nik-Zainal et al., 2012|. Ces clusters étaient
caractérisés par les méme mutations C :G coordonnées et ont été baptisés kataegisa (du grec tempéte).
Les mutations les plus courantes étaient C vers T et C vers G, dans un contexte TpCpW avec W
= A ou T, ce qui a conduit & proposer que les A3 TC-spécifique étaient responsables (A3A, A3B,
A3C, A3F et A3H). A3B est souvent surexprimée dans les tissus cancéreux comparé aux tissus sains
et une étude de 2013 a montré que 'expression d’A3B est corrélée a la quantité de cytosines mutées
dans les tumeurs mammaires [Burns et al., 2013al. De plus, le knock-down d’A3B supprime lactivité
enzymatique désoxycytidine désaminase d’extraits nucléaires de lignées cellulaires de cancers du sein.
Plus largement, il a été montré qu’A3B est surexprimée et qu'on retrouve des mutations spécifiques
de cette enzyme dans de nombreux types de cancers : vessie, col de 'utérus, poumons, sein et cancers
des voies aérodigestives supérieures [Roberts et al., 2013], [Burns et al., 2013b|. Le moteur de cette
surexpression d’A3B pourrait étre l'infection virale, puisque la protéine E6 du VPH est capable de
stimuler I'expression d’A3B [Vieira et al., 2014]. On peut noter le paradoxe : la surexpression de

protéines A3 liée a 'infection virale a I’avantage de protéger la cellule en mutant le génome viral, mais
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des effets délétéres de mutations génomiques cellulaires peuvent apparaitre. D’autres études ont associé
une délétion d’A3B au développement de cancer du sein dans des populations féminines d’ascendance
chinoise ou européenne |Long et al., 2013, [Xuan et al., 2013|. Il s’agit d’une délétion de 29,5 kb entre
I'exon 5 d’A3A et 'exon 8 d’A3B qui conduit & un ARN chimérique qui contient la séquence compléte
d’A3A et le 3’ UTR d’A3B. Une délétion d’A3A/A3B a également été observée dans des tumeurs du
pancréas et dans des carcinomes hépatiques [Liang et al., 2014, [Zhang et al., 2013].

Le role d’A3A dans 'induction de cancers a également été proposé. A3A, A3C et A3H sont souvent
exprimées dans les kératinocytes infectés par le VPH et ces enzymes éditent le génome viral, ce qui
pourrait influencer le développement de tumeurs liées au VPH [Vartanian et al., 2008, [Guan et al.,
2012]. Une étude biochimique de I'activité d’A3A a proposé que les mutations CC vers TT observées
dans les cancers de la peau soient liées 4 A3A [Pham et al., 2013]. Etant donné que ’expression
d’A3A est corrélée avec un environnement inflammatoire (IFN de type I et II) et qu'une inflammation
chronique est souvent associée & la cancérogénése, il a été proposé que les mutations induites par A3A
contibuent & la sélection de mutations somatiques dans plusieurs cancers |[Nik-Zainal et al., 2014|. De
plus, des hypermutations liées & A3A différentes de celles liées & A3B ont été détectées dans plusieurs
cancers humains [Chan et al., 2015]. Enfin, 'ARN chimérique A3A-A3B-3'UTR est exprimé a des
niveaux 20 fois plus élevés qu’A3A WT et il est associé¢ & une hyperédition de ’ADN nucléaire [Caval
et al., 2014a|. Une hypothése est que le 3'UTR d’A3A est normalement ciblé par un ou plusieurs
microARN qui diminueraient son expression et que cette restriction est levée avec ’ARN chimérique.

Selon les cas, les protéines A3 semblent avoir tantét un effet protecteur, tantot un effet délétére
pour la cellule et il est probable qu’une régulation de leur activité selon le tissu concerné ou 1’état

d’inflammation soit impliquée.
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D. Hypothéses de travail

APOBEC3A est une cytidine désaminase dont le comportement est complexe et semble dépendre
du contexte cellulaire ou elle est exprimée. L’expression endogéne d’APOBEC3A dans les cellules
myéloides n’est pas cytotoxique et dans ce contexte, A3A joue un role antiviral en hypermutant le
génome du VIH-1. Son expression ectopique dans des cellules non myéloides est toxique car elle conduit
& la formation de cassures double brin et & l'arrét du cycle cellulaire. Lorsqu’une dérégulation de
son expression est observée, cela conduit & une hypermutation du génome cellulaire et est associé au
développement de cancers. Il existe actuellement deux modéles concernant la régulation de l’expression
nucléaire, tandis que 'autre propose que la réplication de ’ADN est nécessaire pour qu’A3A puisse
éditer le génome. Le comportement d’A3A est surtout étudié dans des cellules non-myéloides ot on
observe une toxicité cellulaire importante et trés peu de données permettent d’expliquer ’absence de
toxicité observée en cellules myéloides. La problématique est donc la suivante : quelles caractéristiques
d’A3A permettent d’expliquer son comportement cellulaire complexe ?

Le projet est organisé autour de plusieurs axes :

— L’expression I’APOBEC3A induit-elle une toxicité dans les cellules myéloides en division 7

— La localisation cellulaire d’A3A est-elle le déterminant majeur de son activité?

— Des modifications post-traductionnelles d’A3A ou des partenaires cellulaires sont-ils impliqués

dans la régulation de I'activité d’A3A ?

— Quelles sont les conséquences physiologiques de I'activité éditrice d’A3A et des dommages a

I’ADN associés ?

— Les deux isoformes d’A3A sont-elles actives et jouent-elles le méme role dans la cellule ?

Afin de répondre a ces questions, nous avons défini différents objectifs :

— générer des lignées cellulaires stables permettant ’expression inductible d’A3A dans deux types
cellulaires : les cellules HeLa, lignée non-myéloide et les cellules U937, lignée myéloide.

— étudier la toxicité d’A3A et sa capacité a induire un arrét du cycle cellulaire dans les cellules
HeLa (contexte non physiologique) et les cellules U937 (contexte physiologique).

— caractériser la capacité d’A3A & induire des cassures double brin dans ces différents types
cellulaires, ainsi que les conséquences cellulaires de ces dommages & ’ADN

— caractériser les mécanismes de régulation de I’ activité d’A3A en étudiant sa localisation et en
purifiant la protéine

— comparer activité cellulaire des deux isoformes d’A3A

A cause de difficultés techniques concernant la purification d’A3A, la réponse & certaines de ces

questions n’a pas pu étre apportée au cours de cette thése.
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Chapitre 2

Outils expérimentaux

A. Purification de cellules primaires du sang

La méthode de purification des cellules du sang (monocytes et lymphocytes du sang périphérique)
est décrite dans un article publié par le laboratoire [Berger et al., 2011c|. En collaboration avec I'Eta-
blissement Frangais du Sang de Lyon, nous obtenons des poches de sang ou des anneaux de cytaphérése
de donneurs sains. Dans le cas de poches de sang, le sang est déplaquetté puis les cellules mononucléées
(PBMC) sont séparées des hématies grace a leur différence de densité. On utilise pour cela un coussin
de milieu de séparation des lymphocytes (Ficoll ®), qui permet d’obtenir un anneau de PBMC tandis
que les hématies sont culottées au fond du tube. Dans le cas d’un anneau de cytaphérése, les plaquettes
ont déja été retirées et on peut directement faire la séparation des PBMC. Une seconde centrifugation
utilisant un coussin de percoll permet, toujours en fonction de la densité, de séparer les monocytes
(qui forment un anneau) des lymphocytes (qui sont culottés au fond du tube). La fraction monocytaire
n’étant pas pure, on effectue ensuite une déplétion négative des cellules contaminantes en utilisant des
billes magnétiques couplées & CD3, CD7, CD19, CD45RA et CD56 (Miltenyi ®). On obtient ainsi une
fraction monocytaire de pureté > 95 %.

On peut maintenir les monocytes obtenus en culture dans du milieu RPMI + 5% SVF, ou les
différencier en cellules dendritiques ou macrophages. Pour obtenir des cellules dendritiques immatures,
les monocytes sont mis en culture dans du milieu RPMI + 5% SVF avec les cytokines I1.-4 et GMCSF a
100 ng/mL (interleukine-4 et granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) pendant 4 jours. Pour
différencier les monocytes en macrophages, on les incube 3h sans sérum afin d’induire leur adhérence,
puis le sérum ainsi que le GM-CSF sont rajoutés (10 % et 100 ng/mL final respectivement). La

différenciation est observée aprés 4 jours.
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B. Lignées cellulaires

Dans l'objectif de comparer le comportement d’APOBEC3A dans des cellules myéloides ou non-
myéloides, nous avons utilisé deux lignées cellulaires.

Les cellules HeLa sont des cellules humaines d’adénocarcinome du col de I'utérus. Elles sont cultivées
dans du milieu DMEM + 10% de SVF + pénicilline/streptomycine (100 U). Méme aprés stimulation
a 'IFN-q, elles n’expriment pas de quantités détectables ’APOBEC3A par Western Blot.

Les cellules U937 sont des monocytes provenant d’un effusion pleurale d’'un patient atteint de
lymphome histiocytaire. Elles sont cultivées en suspension dans du milieu RMPI + 10% SVF + péni-
cilline /streptomycine (100 U) + Hepes 10 mM. Ces cellules peuvent étre différenciées en cellules adhé-
rentes de type macrophages par traitement a la PMA (Phorbol-12-myristate-13-acétate, 100 ng/mL).
Qu’elles soient en division ou différenciées, un traitement a I'IFN-« n’induit pas de quantités détectables

d’APOBEC3A dans ces cellules par Western Blot.

C. Plasmides utilisés

Le plasmide pRetro-X-Tight-A3A-3xHA-6xHIS (permettant l'expression inductible d’A3A) a été
construit & partir d’'un plasmide A3A-HA déja présent au laboratoire (donné par le Dr Kenzo Tokunaga,
Tokyo, Japon). Les mutants E72Q (catalytiquement inactif), A13 (délétion des 12 premiers acides
aminés), M13I (élimination du site interne d’entrée du ribosome) ont été obtenus a partir d’A3A-HA
WT et clonés dans pRetro-X-Tight de la méme fagon. Une construction portant une étiquette NLS &
Pextrémité C-terminale (séquence NLS de c-Myc : PAAKRVKLD) a également été obtenue. La liste

des amorces utilisées est présentée dans la table 2.1.

D. Etablissement de lignées cellulaires inductibles stables
D.1. Production de particules rétrovirales

La toxicité ’APOBEC3A en cellules non myéloides ([Land et al., 2013]) impose I'utilisation d’un
systéme inductible pour créer des lignées stables exprimant la protéine. Nous avons utilisé le systéme
pRetroX-Tight et pRetroTetOn de chez Clontech®), qui est basé sur un vecteur rétroviral MLV (Murine
Leukemia Virus) |Gossen and Bujard, 1992|, |Gossen et al., 1995|, [Barton and Medzhitov, 2002]. Le
principe de ces vecteurs est basé sur la séparation physique sur 4 plasmides de tous les éléments
nécessaires a la formation d’une particule virale (cf figure 2.1).

La premiére construction contient un minigénome viral et les éléments nécessaires a ’encapsidation
du génome ainsi qu’a U'infection des cellules-cibles. Le minigénome est constitué du géne d’intérét (ici
celui ’APOBEC3A avec une double étiquette HA-6xHIS & I'extrémité C-terminale) sous le controle

d’un promoteur inductible et du géne de résistance & la puromycine sous le controle d’un promoteur
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Amorce Enzyme de Séquence
restriction
MNO03-A3AU Notl CGCGGCGGCCGCATGGAAGCCAGCCCAGCATCCGGG
MNO04-A3AD EcoRI CGCGGAATTCCTAATGGTGATGGTGATGGTGAGCAG
CGTAATCTGGAACGTCATATGGATAGGATC
MNO05-E72QU Notl GGCCGCCATGCGCAGCTGCGCTTCTTG
MNO06-E72D EcoRI CAAGAAGCGCAGCTGCGCATGGCGGCC
MNO7-A3A-A13U Notl CGCGGCGGCCGCATGGATCCACACATATTC
MNO8-A3A-M13IU Notl CGCGGCGGCCGCATGGAAGCCAGCCCAGCATCC
GGGCCCAGACACTTGATCGATCCACACATATTC
MN20-A3A-NLSD EcoRI CGCGGAATTCCTAGTCCAGCTTTACACGCTTGGC

AGCTGGTGCGTGATGGTGATGGTGATG

TABLE 2.1 — Amorces utilisées pour la construction des plasmides inductibles A3A-HA-HIS

(oo

-

Geéne I’APOBEC3A sous
promoteur inductible

J

-

o ]

Protéine inductrice rtTA

J

—

Protéines structurelles et
enzymes du MLV

-

J

-

—

Enveloppe du VSV

A\

~
\

\. Transfection au phosphate de
/ calcium de HEK 293T

Purification de
vecteurs rétroviraux
MLV contenant le
géne d’A3A

FIGURE 2.1 — Représentation du systéme Tet-On. Quatres constructions sont utilisées. La premiére

contient le géne d’intérét sous un promoteur inductible, le géne de résistance & la puromycine et les

séquences cis-actives. La deuxiéme contient le transactivateur rtTA ainsi que le géne de résistance a la

néomycine. Les deux derniéres contiennent les différents éléments structuraux nécessaires a la formation

de nouvelles particules virales (Gag-Pol) ainsi que les glycoprotéines d’enveloppe.

eukaryote fort (PGK). Le deuxiéme plasmide permet d’obtenir la protéine inductrice rtTA sous le

controle d’un promoteur eukaryote fort (pCMYV) et confére la résistance a la néomycine (G418). Les
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deux protéines sont codées sous un méme promoteur et séparées par un site interne d’entrée du ribo-
some (IRES). Cela permet d’assurer qu’une forte proportion de cellules G418-résistantes expriment la
protéine transactivatrice. Les deux derniers plasmides codent pour les protéines structurales et enzymes
Gag et Pol et pour les glycoprotéines d’enveloppe. Ici, il s’agit de la glycoprotéine VSVg du virus de
la stomatite vésiculeuse, utilisée pour sa capacité a entrer dans une grande variété de cellules [Cronin
et al., 2005].

La co-transfection au phosphate de calcium de ces quatre vecteurs dans des cellules productrices
telles que les HEK 293T permet d’obtenir des vecteurs rétroviraux MLV a cycle d’infection unique. Les
virus libérés dans le surnageant cellulaire sont filtrés puis purifiés par ultracentrifugation sur coussin

de sucrose a 25 %. Le titre viral est déterminé par mesure radioactive de lactivité transcriptase inverse

(exo-RT).

D.2. Transduction de cellules myéloides ou non

‘ ‘ Selectlonala ‘
puromycine

Transduction avec ot au G418 Cellule

Cellules un vecteur A
Helaou  retoviral MLV lﬂduCtlblc Sélection clonale
U937 contenant A3A +
rtTA l
Cellule - Doxycycline
A3A-

N

Traduction par la cellule / ﬁ
+ Doxycycline
J; Prolifération
— @

clonale
+ Dcix‘/
Cellule - Dox
A3A* @ I—’ Traduction induite

FI1GURE 2.2 — Transduction de cellules HeLa ou U937 pour obtenir des cellules inductibles.

Les cellules sont infectées par les vecteurs rétroviraux MLV, puis aprés double-sélection antibiotique
et sélection clonale, on obtient les cellules inductibles. En présence de doxycycline, le transactivateur

rtTA permet I'expression d’APOBEC3A.

Les cellules HeLa ou U937 sont infectées par le vecteur MLV afin d’intégrer les génes codant pour
APOBEC3A et le transactivateur rtTA (cf figure 2.2). Aprés sélection a la puromycine et au G418

pendant 2 semaines, les cellules sont diluées jusqu’a 0,3 cellule par puits en P96 afin d’isoler des clones.
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Les clones sont amplifiés et I'expression d’A3A est vérifiée en ajoutant de la doxycycline. Lorsque la
doxycycline est présente, le transactivateur rt TA peut se lier au promoteur Pr;gp; et induire I’expression
d’A3A. Au contraire, en I'absence de doxycycline, le transactivateur ne peut se lier au promoteur et

aucune expression d’A3A n’est détectée par western blot (voir chapitre 3).

E. Mesure de la prolifération cellulaire

Afin de mesurer la prolifération cellulaire, des cellules (HeLa ou U937) inductibles pour A3A ont
été plaquées a une concentration de 10%/mL et induites a la doxycycline (respectivement 1 et 0,5
mg/mL). Les cellules ont été comptées tous les jours pendant 7 jours. Au bout de deux et cinq jours de
prolifération, les cellules ont été récoltées, marquées a 'iodure de propidium et analysées par cytométrie

en flux (FACSCalibur, BD) afin de déterminer la proportion de cellules mortes.

F. Marquage de dommages a ’ADN

Les cellules HeLa inductibles pour A3A ont été plaquées en présence de doxycycline (1 mg/mL)
et laissées pendant 36h afin de permettre une bonne expression de la protéine. Les cellules U937 ont
été traitées ou non a la PMA pendant 48h afin d’induire la différenciation ou en macrophages, puis
elles ont été induites a la doxycycline (0,5 mg/mL) pendant 36h aprés différenciation. Les cellules
primaires (monocytes ou cellules dendritiques) ont été traitées a 'IFN-a pendant 24h avant d’étre
récoltées. Dans tous les cas, un controle positif a été réalisé en traitant les cellules concernées avec de
I’étoposide 50 puM. Les cellules traitées ont été récoltées, lavées dans du PBS puis marquées avec un
anticorps anti-yH2AX couplé a un fluorophore Alexa Fluor® 488 (qui reconnait la phosphorylation
de la sérine 139 de I'histone H2A.X) de Cell Signaling Technology en utilisant le kit Fix and Perm®)
de Thermo Fisher Scientific. Les cellules ont été analysées par cytométrie en flux (FACSCalibur, BD)

afin de déterminer la quantité de cassures double brin.

G. Immunofluorescence

Les cellules HelLa et U937 différenciées sont adhérentes et ont été cultivées directement sur les
lamelles d’immunofluorescence. L’induction a été faite de la méme fagon que précédemment (cf partie
F.). Les cellules U937 non différenciées ont été déposées aprés induction sur les lamelles et 'adhérence
assurée par la présence de poly-L-lysine (20 pg/mL). Les cellules ont été fixées a la PFA 4%, puis
elles ont été traitées & NH4Cl avant d’étre perméabilisées au PBS 0,5% Triton. Une saturation dans
le lait a été suivie de I'incubation dans un anticorps primaire de souris dirigé contre I'étiquette HA
(1/200éme), puis dans un anticorps secondaire d’ane dirigé contre la souris, couplé a un fluorophore a
488 nm (1/100éme). Les lamelles d'immunofluorescence ont été analysées par Romain Appourchaux et

Aurélien Schwob sur un microscope confocal Zeiss LSM710. L’analyse des images d’immunofluorescence
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est faite avec le logiciel ImagelJ. Le profil de fluorescence selon la plus grande dimension du noyau

est mesuré, puis les données sont compilées et traitées par un programme en Python™(cf Annexe).

L’analyse de la taille du noyau et des rapports N]ic, NEC et %jrg (o N correspond a l'intensité

moyenne de fluorescence dans le noyau et C' a celle dans le cytoplasme) ont été effectuées sous R. Pour
chaque condition, entre 75 et 120 cellules issues de 2 & 6 expériences indépendantes ont analysées. Ces

deux analyses ont été faites grace a ’aide de Mathilde Dumond.

H. Détection de ROS

L’induction a été faite de la méme fagon que précédemment (cf partie F.). En méme temps que
I'induction & la doxycycline, les cellules ont été traitées au DPI (diphenyliodonium chloride) 0,5 M
ou au NAC (N-acétylcystéine) 6 mM. Les cellules ont ensuite été décrochées si nécessaire, comptées
et redistribuées dans des tubes de cytométrie en flux (10° cellules par tube). Elles ont été incubées
30 minutes en présence de 20 uM DCFDA (2’,7-dichlorofluorescin diacetate) puis certaines ont été
traitées pendant 4 heures supplémentaires avec 100 uM TBHP (tert-butyl hydrogen peroxyde) afin
d’induire un controle positif. Le DCFDA est désacétylé par des estérases cellulaires, puis les espéces
réactives de 'oxygéne (ROS) sécrétées par la cellule ou induites par le TBHP l'oxydent afin d’obtenir
un composé fluorescent (495 et 529 nm de maximum d’émission). Les cellules vivantes sont ensuite
analysées par cytométrie en flux (FACSCalibur, BD) pour déterminer la quantité de ROS présentes

dans les cellules.

95



I. Purification d’A3A a partir de cellules HeLa

Des cellules HeLa sont plaquées en boites de culture de 10 cm de diamétre (1x10° par mL) et
induites a la doxycycline pendant 36h. Elles sont récoltées puis lysées dans un tampon CHRIS (Tris
50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, Nonidet P40 0,5 %, 0,2 % SDS, inhibiteur de protéase sans EDTA et
inhibiteur de phosphatase, les deux Roche ®)). Aprés sonication et traitement a la DN Ase pour éliminer
I’ADN, les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation a 13.000xg pendant 15 minutes. Le lysat
cellulaire est ensuite injecté sur une colonne HisTrap de 1mL de GE Healthcare (nickel sur billes de
sépharose) via un systéme de purification de protéines AKTA PURE (GE Healthcare). L’injection
se fait pendant 10 minutes en présence d’un tampon de liaison (Tris 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM,
Imidazole 5 mM). Le passage de protéines sur la colonne est suivi par mesure de ’absorbance a 280
nm. Aprés liaison de la protéine d’intérét a la colonne, celle-ci est lavée avec le tampon de liaison
auquel un pourcentage croissant de tampon de lavage (Tris 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, Imidazole
2M) est ajouté. La protéine est éluée pour une concentration en Imidazole variant entre 100 et 150
mM. Les fractions recueillies contenant la protéine sont ensuite concentrées sur un filtre Amicon Ultra
(Millipore) en centrifugeant 45 min & 4000x g. Le lysat concentré obtenu est déposé sur gel d’acrylamide

et coloré a I'Instant Blue™ pour analyse par spectrométrie de masse.
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Chapitre 3

Résultats

A. Etablissement de lignées stables exprimant APOBEC3A de facon inductible

par la doxycycline

Afin de comparer 'expression d’A3A en cellules myéloides et non myéloides, nous avons décidé
d’établir des lignées stables inductibles & la doxycycline. Les cellules HeLa ont été choisies comme
modéle de lignée non-myéloide et les cellules U937 comme modéle de lignée myéloide. Un autre modéle
de lignée myéloide sont les cellules THP-1. Cependant, la faible efficacité de transduction que nous
avons constaté dans ces cellules n’a pas permis d’obtenir des lignées inductibles stables et nous avons
écarté ce modéle.

Deux isoformes d’A3A sont naturellement exprimées dans les cellules myéloides primaires (cf figure
3.1 A.). Nous avons donc généré 5 constructions d’A3A (cf figure 3.1 B.) :

— A3A WT : code pour les 2 isoformes a partir d’'un seul géne

— A3A A13 : isoforme la plus courte, délétée des 12 premiers acides aminés

— A3A M13I : isoforme la plus longue, ou la méthionine en position 13 a été remplacée par une

isoleucine

— A3A E72Q : mutant ou I'activité cytidine désaminase est inactivée

— A3A NLS : protéine sauvage (les 2 isoformes) avec un signal de localisation nucléaire (NLS) en

C-terminal

Les constructions ont une étiquette HA pour une détection plus facile en western blot, et une
étiquette HIS pour permettre une purification par affinité sur colonne de nickel (cf partie B.).

Les cellules ont été transduites par un vecteur MLV puis sélectionnées (cf chapitre 2 partie D.). On
obtient alors des lignées stables dans lesquelles I'expression d’A3A n’est détectable qu’en présence de
doxycycline (cf figure 3.1 C, D et E).

Les U937 présentent ’avantage de se différencier en cellules de type macrophage aprés induction a

la PMA, ce qui permet d’étudier 'influence du cycle cellulaire sur le comportement d’A3A en cellules
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FIGURE 3.1 - Etablissement de lignées cellulaires inductibles pour A3A. A. A3A est exprimée
sous forme de deux isoformes dans les cellules dendritiques primaires traitées a I'I[FN-a. B. 5 construc-
tions différentes d’A3A ont été utilisées : WT, E72Q, A13, M13I et NLS. C. Expression inductible des
différentes constructions en cellules HeLa traitées par la doxycycline 1mg/mL pendant 36h. D. Expres-
sion inductible des différentes constructions en U937 non différenciées traitées par la doxycycline 0,5
mg/mL pendant 36h. E. Expression inductible des différentes constructions en U937 différenciées a la

PMA 48h puis traitées par la doxycycline 0,5 mg/mL pendant 36h.

myéloides. On notera les lignées inductibles obtenues avec la séquence sauvage d’A3A U937-A3A-WT
et HeLa-A3A-WT.

B. Purification ’APOBEC3A a partir de cellules humaines

Dans le but de caractériser les modifications post-traductionnelles d’A3A en cellules HeLa ou U937,
nous avons rajouté une étiquette 6 x His a 'extrémité C-terminale de la protéine. On peut alors purifier
la protéine par affinité sur une colonne ou des billes de nickel (NINTA). Nous avons mis au point une
nouvelle méthode de purification qui permet d’obtenir A3A en quantité suffisante pour effectuer une
analyse par spectrométrie de masse. La protéine est exprimée dans des cellules HelLa, & des niveaux
d’expression comparables & ceux observés in vivo (données non présentées).

Nous avons optimisé 1’étape de lyse afin d’avoir une solubilisation maximale de la protéine. Les
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premiers tests de purification sur billes de Ni manquaient de sélectivité : un grand nombre de conta-
minants non-spécifiques s’associaient aux billes en méme temps qu’A3A. Nous avons alors effectué des
tests d’affinité pour les billes de nickel afin de définir les meilleures conditions pour la liaison aux billes,
le lavage et ’élution (cf figure 3.2). Le cycle de I'histidine est un cycle imidazole et 1'ajout d’imidazole
libre dans le milieu génére une compétition pour l'accrochage au nickel. C’est cette compétition qui

permet de moduler la liaison aux billes, le lavage et I’élution.

A Purification sur Concentration de la
colonne Ni solution
| - B _— Analyse par
LC-M
Lyse des \ {7 \ CMS

cellules HeLa \| - ]
ASAWT Lysat cellulaire (Input) | Elution : enrichie en Solution finale

A3A

B Conditions Ctrl,1,2,34,5 6,7,89
Tampon Tris, NaCl 200 mM, NP40 Tris, NaCl 500 mM, NP40

C —dox L e ) | e
|

I SN L E 1I1 SNI EI SN2 L2 E2 L1 SN3L3 E3 SN41L4 E4 SNSL5 E5 SN6L6 E6SN7 L7 E7 SN8L8 E8 SN9L9 E9
[ N o e N e B N N Y N N e O e Y s Y s Y e Y o Y Y e T O e [ e ¥ N e e T e W |

m

C

Input  Lavage 1235738 9 11 13 14 1516 17 18 19 20 21
— Yy vy

e de Coomassie

FIGURE 3.2 — Mise au point de la purification sur colonne au nickel d’A3A produite en
cellules humaines. A. Schéma de la purification : le lysat cellulaire est purifié sur colonne de nickel
avant d’étre concentré et analysé par spectrométrie de masse. B. Détermination des conditions opti-
males de liaison, lavage et élution : concentration en NaCl de 200 mM ou 500 mM et concentration
en imidazole de 0 mM (1 et 6), 5 mM (2 et 7), 10 mM (3 et 8), 25 mM (4 et 9) et 50 mM (5). I =
Input, SN = Supernatant, L = Lavage, E = Elution. C. Obtention d’une fraction enrichie en A3A et

détection par western blot ou coloration au bleu de Coomassie

Une fois ces conditions obtenues, nous avons décidé d’utiliser un systéme de chromatographie
rapide de protéines en phase liquide (FPLC = Fast Protein Liquid Chromatography) afin de pouvoir
travailler avec de grandes quantités de lysat cellulaire. Les cellules (environ 2,5x108) sont récoltées
et traitées dans le tampon de lyse avant d’étre injectées sur la colonne (cf chapitre 2 partie 1.). La
lecture de I'absorbance & 280 nm permet de constater que plusieurs protéines s’accrochent a la colonne

en plus d’A3A. Ainsi, on observe généralement une premiére élution avec 30 mM d’imidazole, d’une
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fraction qui ne contient pas de niveaux détectables d’A3A. Un lavage prolongé a cette concentration
permet d’éliminer une partie des protéines co-purifiées avec A3A. Lorsqu’A3A est éluée, pour une
concentration en imidazole aux alentours de 100 & 150 mM, la protéine est détectable en Western Blot.
La concentration d’un facteur 100 permet la détection d’A3A par coloration au bleu de Coomassie
et une analyse par spectrométrie de masse a pu étre effectuée. On retrouve bien les deux isoformes
caractéristiques d’A3A dans la fraction concernée.

La méthode que nous avons développée présente des avantages par rapport aux méthodes tradi-
tionnelles : la protéine est produite dans des cellules humaines (et non des bactéries) et exprimée a
des niveaux physiologiques. Il existe encore un certain nombre de limitations pour pouvoir exploiter
cette méthode. La quantité de protéine purifiée n’était pas toujours suffisante pour une analyse par
spectrométrie de masse. De plus, la co-purification de protéines partenaires serait difficile étant données
les concentrations en sel et en imidazole utilisées sur la colonne.

Malgré ces limites, la méthode pourra étre utilisée pour étudier les modifications post-traductionnelles

de la protéine dans les différentes lignées mises au point au cours de cette thése.

C. APOBEC3A conduit a ’arrét du cycle cellulaire

Afin de déterminer le phénotype lié a ’expression d’A3A en cellules myéloides ou non, les cellules
HeLa et U937 inductibles ont été stimulées a la doxycycline, puis leur prolifération a été suivie en
comptant le nombre total de cellules pendant 7 jours. En cellules HeLa, conformément & la littérature,
la présence d’A3A est associée a un arrét de la prolifération cellulaire qu’on observe dés deux jours
aprés U'induction (cf figure 3.3 A). Cependant, le méme arrét de prolifération est observé en cellules
U937 malgré leur caractére myéloide (cf figure 3.3 B). Un marquage a l'iodure de propidium a été
réalisé 5 jours aprés I'induction par la doxycycline et révéle une mortalité cellulaire élevée en présence
d’APOBEC3A dans les deux types cellulaires. Lorsqu’on s’intéresse a des cellules U937 différenciées a
la PMA, on n’observe aucune mortalité cellulaire cing jours aprés induction d’A3A (cf figure 3.3 B).
Ce n’est donc pas le caractére myéloide des U937 traitées a la PMA qui les protége de 'action d’A3A,

mais seulement leur statut différencié.

D. APOBEC3A induit des dommages a ’ADN dans les cellules en division

Pour caractériser le mécanisme par lequel A3A induit 'arrét du cycle cellulaire et la mort des
cellules, nous avons regardé les dommages & ’ADN. L’activité catalytique d’A3A conduit a la désa-
mination des cytidines et & l'apparition d’uraciles dans PADN génomique de la cellule (cf figure 3.4
A). Ces uraciles anormalement incorporées sont retirées par UNG?2, puis les sites abasiques sont clivés
par une endonucléase cellulaire. Les cassures double brin qui en résultent sont caractérisées par la

phosphorylation de la sérine 139 de I’histone YH2AX. Nous nous sommes donc intéressés au marquage
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F1GURE 3.3 — L’induction d’A3A dans les cellules en division conduit & un arrét de pro-
lifération et 4 une mortalité cellulaire élevée. A. Des cellules HeLa WT ou inductibles pour
Pexpression d’A3A ont été induites a la doxycycline (0,5 mg/mL) et leur prolifération suivie pendant 7
jours. Un marquage a l'iodure de propidium a permis de déterminer la proportion de cellules mortes. B.
Des cellules U937 en division ou différenciées a la PMA ont été induites a la doxycycline (0,5 mg/mL)
et la prolifération des cellules en division suivie pendant 7 jours. Un marquage a ’iodure de propidium

a permis de déterminer la proportion de cellules mortes dans les deux cas.

des cassures double brin dans les cellules HeLa et U937, par un anticorps fluorescent spécifique de cette
modification de I’histone H2AX.

Dans les cellules HeLLa et dans les cellules U937 en division, 'expression d’A3A s’accompagne d’un
fort signal YH2AX, traduisant la présence de cassures double brin. En revanche, les cellules différenciées
ne présentent pas de cassures double brin (cf figure 3.4 B). Nous avons alors décidé de regarder si A3A
endogéne en cellules myéloides primaires était capable d’induire des cassures double brin en monocytes
ou en cellules dendritiques.

Des monocytes primaires et des cellules dendritiques dérivées des monocytes ont été traités a I'lFNa
pendant 24h, puis I'induction de cassures double brin a été mesurée dans ces cellules. Bien qu’A3A
soit fortement surexprimée dans ces deux types cellulaires aprés stimulation a 'IFNa (cf figure 3.5 B),
aucun signal YH2AX n’est détecté dans les cellules (cf figure 3.5 A).

L’expression endogéne d’A3A n’est donc pas néfaste pour les cellules myéloides primaires testées.
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FI1GURE 3.4 — I’induction d’A3A dans les cellules en division conduit & des cassures double
brin. A. A3A désamine les cytidines de PADN nucléaire simple brin. Les uraciles sont retirées par
la machinerie de réparation de ’ADN, conduisant & des cassures double brin. La signalisation de ces
cassures passe par la phosphorylation de I'histone H2AX, qui est détectable par un anticorps couplé a
un fluorophore. B. Des cellules HeLLa, U937 en division ou U937 différenciées a la PMA ont été induites
a la doxycycline (0,5 mg/mL). 48h aprés induction, un marquage des cassures double-brin est effectué
et les cellules sont analysées par cytométrie en flux. L’étoposide (50 pM) est utilisée comme controle

positif.

Les résultats obtenus dans les cellules primaires et dans la lignée U937 indiquent qu’A3A n’est toxique
que dans les cellules en division, qu’elles soient myéloides ou non. C’est le fait que la cellule se divise
ou non qui va déterminer la potentielle toxicité d’A3A et non son appartenance a la lignée myéloide.
Une étude de I'équipe du professeur Harris a montré qu’A3A endogéne était cytoplasmique et que la
localisation en HEK 293T était corrélée a la toxicité [Land et al., 2013].

Nous nous sommes alors intéressés a la localisation subcellulaire d’A3A dans les cellules myéloides

différenciées ou non, afin de savoir si cela expliquait la différence de génotoxicité.
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FiGURE 3.5 — L’induction d’A3A par I'IFNa dans les cellules dendritiques ou monocytes
primaires ne s’accompagne pas de cassures double brin. A. Des cellules dendritiques et des
monocytes primaires humains ont été stimulés & 'IFNa pendant 24h, puis un marquage des cassures
double-brin est effectué et les cellules sont analysées par cytométrie en flux. L’étoposide (50 uM) est
utilisée comme controle positif. B. L’expression d’A3A endogéne est trés fortement stimulée en cellules

myéloides primaires aprés traitement a 'IFNc.

E. La localisation cellulaire ’APOBEC3A est modulée selon ’état de différen-

ciation de la cellule

Pour connaitre la localisation d’A3A dans nos modéles cellulaires, nous avons induit & la doxycycline
les lignées cellulaires HeLa et U937 traitées ou non & la PMA. Apreés 48h d’induction, nous avons réalisé
un marquage d’immunofluorescence d’APOBEC3A-HA et du noyau.

Dans les cellules HeLa, on constate une forte expression d’A3A dans toute la cellule (cytoplasme
et noyau, cf figure 3.6 A). Les cellules sont également beaucoup plus grosses, ce qui peut étre une
conséquence de l'arrét du cycle cellulaire [Tahara et al., 2013].

Dans les cellules U937 en division, on retrouve également A3A dans le cytoplasme et le noyau
en quantité similaire (cf figure 3.6 B). De facon intéressante, la localisation d’A3A semble différente
dans les cellules myéloides différenciées : alors qu’une forte quantité est toujours présente dans le
cytoplasme, il apparait que la quantité d’A3A présente dans le noyau des cellules différenciées est
fortement diminuée (cf figure 3.6 C).

Les cellules en division traitées par A3A sont plus grosses a 1’observation. Une mesure de la taille
moyenne du noyau de ces cellules a permis de montrer que le noyau des cellules induites pour A3A
est significativement plus gros (cf figure 3.7). La taille moyenne du noyau des cellules HeLa passe de
15,3 pm a 20,9 pym (p<0,001), tandis que pour les U937 en division (-PMA), on passe de 10,2 ym a
12,3 pm (p<0,001). La taille du noyau des U937 traitées & la PMA ne change pas significativement
de taille (10,8 & 10,4 pm aprés addition de doxycyline). En présence d’A3A, la morphologie du noyau
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FIGURE 3.6 — A3A est présente dans le cytoplasme et le noyau des cellules en division (HeLa
ou U937) et son expression nucléaire diminue aprés différenciation des cellules U937. Des
cellules HeLa (A), U937 en division (B) et U937 différenciées (C) ont été induites a la doxycycline (0,5
mg/mL). Aprés 48h d’induction, un marquage spécifique de I’étiquette HA d’A3A (Alexa Fluor488) et

un marquage de 'ADN cellulaire (DAPI) ont été effectués avant analyse sur un microscope confocal.

des cellules en division est modifiée, mais pas celle des cellules différenciées, et cela est corrélé a la
localisation d’A3A.

Une quantification de l'intensité moyenne de fluorescence dans le noyau (N) et le cytoplasme

N—
N+C

(C) des U937 + PMA a été effectuée. On présente ici les rapports N]XC” NS’;C et (cf figure
3.8). L’intensité moyenne de fluorescence dans le noyau est significativement abaissée (p<0.001) dans
les U937 différenciées par rapport aux U937 en division. De fagcon opposée, I'intensité moyenne de

fluorescence dans le noyau est significativement plus élevée dans les cellules myéloides différenciées
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FIGURE 3.7 — I’induction d’A3A dans les cellules en division conduit & une augmentation
significative de la taille du noyau. Des cellules HeLa et U937 + PMA ont été induites a la
doxycycline et la taille du noyau (diamétre) a été mesurée sur des images d’immunofluorescence 48h
apreés induction. Les résultats présentés correpondent & 70 cellules sur 4 expériences indépendantes pour
les HeLa et 110 cellules sur 6 expériences indépendantes pour les U937. La moyenne et ’écart-type
sont représentées et les astérisques indiquent des différences significatives aprés un test de Student (NS

= non significatif; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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FIGURE 3.8 — A3A est présente dans le cytoplasme et le noyau des cellules en division (HeLa

ou U937) et son expression nucléaire diminue aprés différenciation des cellules U937. Les

4 4 N C N-C . . .
grandeurs représentées sont 0 Nao ©t yo- Pour chaque graphique, un point représente une cellule

et la barre correspond & la moyenne + erreur standard de la moyenne (SEM). Les astérisques indiquent
des différences significatives aprés une analyse de la variance (Anova) : *** p<0.001; ** p<0.01; *

p<0.05.

que dans les cellules myéloides en division (p<0.001). Dans les cellules en division, la différence %—;g

est plus élevée que dans les cellules différenciées, ce qui confirme que la localisation d’A3A est plus
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nucléaire dans les cellules en division. Nos résultats montrent donc une modulation des quantités
nucléaires et cytoplasmique d’A3A dans les cellules différenciées. On peut postuler qu’une relocalisation
cytoplasmique d’A3A dans les cellules différenciées permettrait de protéger (au moins partiellement),
I’ADN nucléaire de I'activité cytidine désaminase.

Afin de confirmer ou non 'importance de la localisation cellulaire d’A3A, nous avons ajouté une
étiquette NLS (PAAKRVKLD) a son extrémité C-terminale qui permet de forcer une localisation

nucléaire.
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FI1GURE 3.9 — Le mutant NLS d’A3A induit des cassures double brin dans I’ADN nucléaire
des cellules différenciées. A. Des cellules U937 codant pour A3 WT ou le mutant NLS ont été
induites a la doxycycline et leur prolifération suivie pendant 7 jours. B. Expression inductible d’A3A
WT et NLS en U937 traitées a la doxycycline (0,5 mg/mL) pendant 48h. C et D. Un marquage a 'iodure
de propidium des cellules différenciées ou non a permis de déterminer la proportion de cellules mortes
aprés 48h d’induction, respectivement en présence d’A3A WT ou A3A NLS. E. Des cellules U937 en
division ou différenciées a la PMA ont été induites a la doxycycline (0,5 mg/mL). 48h aprés induction,
un marquage des cassures double-brin est effectué et les cellules sont analysées par cytométrie en flux.

L’étoposide (50 um) est utilisée comme controle positif.
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Les cellules U937 inductibles codant pour la protéine A3A-NLS ont été stimulées a la doxycycline,
puis leur prolifération a été suivie en comptant le nombre total de cellules pendant 7 jours. On retrouve
le méme phénotype d’arrét de prolifération pour la protéine A3A-NLS qu’avec A3A WT (cf figure 3.9
A). Un marquage a 'iodure de propidium a été effectué dans les cellules exprimant A3A WT ou NLS
afin de confirmer ou non la mort des cellules (cf figure 3.9 C et D). Conformément & notre hypothése,
la présence de I'étiquette NLS entraine une mortalité dans les U937 traitées & la PMA, ce qui est
cohérent avec notre hypothése que la localisation d’A3A est importante pour sa toxicité. Il est trés
intéressant de noter que la protéine possédant 1'étiquette NLS est capable d’induire une mortalité
cellulaire accrue dans les cellules différenciées. De méme, lorsqu’on regarde le marquage des cassures
double-brin, on constate qu’A3A-NLS est capable d’induire des dommages & ’ADN aussi bien dans les
U937 en division que dans les U937 différenciées a la PMA, alors que la protéine W'T n’induisait pas
de dommages dans les cellules différenciées (cf figure 3.9 E). Nous avons vérifié que la localisation de
la protéine A3A portant I’étiquette NLS était différente de celle de la protéine sauvage. Pour cela, les
cellules codant pour A3A-NLS ont été différenciées ou non a la PMA pendant 48 h puis induites a la
doxycycline pendant 36h. Un marquage d’immunofluorescence d’A3A (vert) et du noyau (DAPI) a été
réalisé. Sur les images, certaines cellules présentent le phénotype attendu (expression majoritairement
nucléaire d’A3A-NLS) tandis que d’autres présentent un phénotype comparable & ce qui était observé
pour A3A WT. La population semble hétérogéne, ce qui est confirmé lorsqu’on regarde 'induction de
dommages & ’ADN dans les cellules différenciées, puisqu’on observe deux pics (cf figure 3.9 E).

Les cellules U937 A3A NLS ne sont donc pas une population homogéne et il est probable que seule
une partie des cellules ait été correctement transduite. Une analyse quantitative du rapport %—;g dans
les cellules U937 A3SA WT ou U937 A3A NLS a tout de méme montré que la protéine A3A-NLS était
significativement enrichie dans le noyau par rapport a la protéine WT, que ce soit dans les cellules en
division ou dans les cellules différenciées (cf figure 3.10). Il existe donc une proportion significative de
la population ol le mutant présente bien une localisation nucléaire enrichie par rapport & la protéine
sauvage. Les résultats obtenus permettent de voir un effet inédit d’induction de dommages & I’ADN
dans le noyau de cellules différenciées.

Ces résultats suggérent fortement que la localisation nucléaire d’A3A est un élément essentiel de
I’édition de 'ADN nucléaire de I’hote. La protéine A3SA-NLS est présente dans le noyau des cellules
U937 traitées a la PMA et génére des cassures double brin, alors qu’il n’y a pas de réplication de '’ADN
dans ces cellules. Il semble donc que la réplication de PADN ne soit pas nécessaire pour qu’A3A ait

acceés & ’ADN cellulaire.
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F1GURE 3.10 — La protéine A3A-NLS est plus localisée dans le noyau que la protéine sau-
vage. A. Des cellules U937 en division et U937 différenciées ont été induites a la doxycycline (0,5
mg/mL). Aprés 48h d’induction, un marquage spécifique de I'étiquette HA d’A3A (Alexa Fluor488) et
un marquage de ’ADN cellulaire (DAPT) ont été effectués avant analyse sur un microscope confocal. B.
La flurorescence moyenne dans le noyau et le cytoplasme ont été mesurées et on présente la grandeur
%—;g dans pour les cellules exprimant la protéine sauvage ou le mutant NLS. B. Pour chaque graphique,
la moyenne + erreur standard de la moyenne (SEM) a été représentée. Les astérisques indiquent des

différences significatives aprés un test de Student : *** p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05

F. Les dommages a ’ADN générés par A3A conduisent a la production de ROS

et a la mort de la cellule

Le mécanisme par lequel les dommages & ’ADN induits par A3A conduisent & la mort des cellules
n’est pas caractérisé. Une étude réalisée en 2012 [Kang et al., 2012| a proposé que les dommages a
I’ADN conduisent & la production d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS : O;, HaO2 ou HO"), qui
vont & leur tour conduire & 'apoptose des cellules. La voie de signalisation des dommages & ’ADN est
capable de reconnaitre ’histone YH2AX. Elle conduit & I'activation de I’enzyme Nox1, qui appartient
a la famille des Noxes (NAD(P)H oxidases) et les ROS produites vont entrainer la mort de la cellule

par apoptose. On peut inhiber la formation de ROS avec le chlorure de diphényliodonium (DPI), un
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inhibiteur a large spectre des enzymes contenant des flavines dont les Noxes font partie. On peut

également protéger la cellule des oxydants grace a antioxydant N-acétyl cystéine (NAC) qui va piéger

les ROS formées (cf figure 3.11 A).
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F1GURE 3.11 — La formation de ROS & partir des dommages 4 PADN générés par A3A est
responsable de la mort de la cellule. A. Mécanisme proposé pour I'induction de la mort cellulaire
par A3A. Le DPI est un inhibiteur de Nox1 et le NAC est un antioxydant capable de séquestrer les
ROS. B. Mesure de la production de ROS par les cellules U937 en division. Le profil de fluorescence
d’une expérience représentative correspond au panel de gauche. Les résultats présentés sur le panel
de droite correspondent & I'intensité moyenne de fluorescence normalisée par rapport au controle. La
moyenne =+ erreur standard de la moyenne est représentée et correspond & 7 expériences indépendantes.
C. La mesure de la production de ROS a été réalisée en présence de DPI ou de NAC. Les profils de
fluorescence correspondent a une expérience représentative et le graphique présente I'intensité moyenne
de fluorescence normalisée par rapport au controle. La moyenne et l'erreur standard de la moyenne
correspondant & 3 expériences indépendantes sont représentés. D. Marquage & l'iodure de propidium

des cellules U937 4+ NAC.

Les cellules U937 représentant un modéle myéloide plus physiologique, nous avons écarté les cellules
HeLa de cette partie de 1’étude. Des cellules U937 induites & la doxycycline pendant 48h (en présence
ou non de DPI ou de NAC) ont été traitées au DFCDA, puis la formation de ROS a été mesurée par
cytométrie en flux. Le TBHP (tert-butyl hydrogene peroxide) est un controle positif de I'induction de

ROS. La présence d’A3A est associée & une production accrue de ROS dans les cellules (cf figure 3.11
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B). En traitant les cellules au DPI, on constate que la quantité de ROS produites retombe au niveau
de la quantité de ROS observée dans les cellules non induites (cf figure 3.11 C). L’induction de ROS a
partir des cassures double brin liées & A3A passe donc bien par la voie des enzymes Nox.

Nous nous sommes également intéressés a la mortalité des cellules aprés I'induction de ROS. Comme
on I'a déja montré (cf figure 3.3), 'induction d’A3A induit une mortalité cellulaire qu’on peut détecter
par un marquage positif & 'iodure de propidium. Lorsqu’on observe ce qui se passe dans le cas de
cellules U937 traitées au N-acétyl cystéine, on constate qu’il n’y a plus de mortalité cellulaire, ce qui
se traduit par un marquage négatif a I'iodure de propidium (cf figure 3.11 D).

Ces résultats proposent pour la premiére fois un mécanisme permettant de faire le lien entre activité
éditrice d’A3A, dommages & PADN et mort de la cellule. La production d’espéces réactives de 'oxygéne

pourrait étre le lien entre A3A et la mort des cellules.

G. Les isoformes courte et longue d’A3A semblent avoir le méme comportement

I’ARNm d’APOBEC3A conduit & I'expression de deux protéines via un site interne d’entrée du
ribosome : I'isoforme longue (199 acides aminés) et Iisoforme courte a laquelle il manque les 12 premiers
acides aminés. Dans le but de savoir si les deux isoformes ont des propriétés différentes, nous avons
étudié le comportement des mutants M13I (isoforme longue) A13 (isoforme courte). Nous avons donc
étudié la prolifération cellulaire des cellules exprimant ces différents mutants, ainsi que la capacité de
ces protéines a induire des dommages & ’ADN.

Les mutants A13 et M13I conduisent a une forte réduction de la prolifération cellulaire dans les
cellules HeLa comme dans les cellules U937 (cf figure 3.12 B). Afin de déterminer s’ils étaient capables
d’induire les mémes dommages & I’ADN que la protéine sauvage, nous avons mesuré I’apparition d’his-
tone YH2AX dans des cellules HeLa induites & la doxycycline et codant pour A3A WT, A3A Al13 ou
A3A M13I. On constate qu’A3A A13 et A3A M13I sont également capables d’induire des dommages
a ’ADN, a l'instar de ce qu’on avait observé pour le sauvage (cf figure 3.12 C). Il semble donc que
les deux isoformes d’A3A induisent des cassures double brin et un arrét de la prolifération et qu’elles
jouent un role redondant.

Un mutant catalytiquement inactif d’A3A, le mutant E72Q a également été étudié en cellules HelLa.
Les cellules exprimant A3A E72Q aprés induction proliférent de la méme fagon que les cellules controle
(cf figure 3.12 B). De plus, le mutant E72Q n’induit pas de cassures double brin dans les cellules
(cf figure 3.12 C), ce qui nous permet d’affirmer que c’est bien lactivité catalytique d’A3A qui est

responsable de I'induction de dommages & ’ADN et donc de 'arrét de prolifération.
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F1GURE 3.12 — Les deux isoformes d’A3A ont le méme comportement : elles sont capables
d’induire des cassures double brin dans le noyau des cellules en division et de conduire a

un arrét du cycle cellulaire.
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Chapitre 4

Discussion

Régulation de Pactivité d’A3A

A3A, comme les deux autres A3 a simple domaine catalytique (A3C et A3H), est capable d’entrer
dans le noyau des cellules ot elle est exprimée, grace a sa petite taille (23 kDa). Une étude par I’équipe
du professeur Harris [Land et al., 2013] indique qu’A3A est cytoplasmique de fagon prédominante dans
les monocytes primaires et la lignée monocytaire THP-1 différenciée a la PMA. Nos travaux ont montré
qu’A3A est majoritairement cytoplasmique dans les cellules U937 différenciées a la PMA. Ces résultats
montrent donc qu’A3A est plutét cytoplasmique dans les cellules myéloides différenciées. Cependant,
Ieffet que nous observons est une modulation fine, tandis que I’étude d’Harris proposait une exclusion
totale du noyau dans les cellule myéloides primaires. Une autre étude publiée en 2016 a proposé qu’A3A
conserve sa capacité a entrer dans le noyau des cellules HePaRG arrétées en G1 et que 'absence de
génotoxicité soit liée a absence de réplication [Green et al., 2016].

L’anticorps anti-A3A utilisé dans I’étude de I’équipe d’Harris reconnait l'extrémité C-terminale
d’A3A, qui est totalement identique & celle d’A3B et dont seulement 3 acides aminés sont différents de
celle d’A3G. Il est donc probable que le signal cytoplasmique détecté dans ce cas ne soit pas uniquement
lié & A3A. On peut également remarquer un signal nucléaire faible mais non nul dans les THP-1 et
dans les monocytes primaires. On peut proposer I'hypothése qu'une faible quantité d’A3A est présente
dans le noyau, et que le fort signal cytoplasmique lié & A3A et A3G donne 'impression qu’A3A est
exclue du noyau. De plus, A3A, au contraire d’A3G, ne posséde pas de séquence d’export nucléaire
caractérisée. Il est donc peu probable qu’A3A soit totalement exclue du noyau, surtout que sa petite
taille lui permet de traverser les pores nucléaires par diffusion passive.

Il parait raisonnable de proposer qu’A3A est capable d’aller dans le noyau et qu'un mécanisme
encore non défini 'empéche d’agir sur ’ADN nucléaire des cellules différenciées. Il peut s’agir d’une

inactivation fonctionnelle de la protéine qui inhiberait son activité nucléaire ou d’une dégradation dans
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le noyau. Cela passerait par des modifications post-traductionnelles ou par une interaction avec un
cofacteur capable de I'inhiber.

Un role de TRB3 a été proposé dans la régulation d’A3A, et bien qu’il soit sujet & controverse,
il ouvre la possibilité d’une régulation d’A3A par dégradation nucléaire [Aynaud et al., 2012], [Land
et al., 2013]. Puisque la localisation cytoplasmique majoritaire d’A3A n’a été observée que dans les
cellules myéloides, il est possible qu'une protéine exprimée uniquement dans ces cellules soit capable
d’induire la dégradation d’A3A située dans le noyau. Dans cette situation, méme si 'expression d’A3A
était induite fortement par I'IFN, la quantité dans le noyau serait maintenue & des niveaux faibles et
un faible niveau d’expression d’A3A a été associé a une survie de la cellule. La quantité de sites édités
serait suffisamment faible pour permettre a la machinerie de réparation de ’ADN de tous les éliminer,
sans pour autant générer les cassures double brin létales pour la cellule.

A ce jour, aucune protéine capable de modifier la localisation cellulaire d’A3A n’a été décrite. Par
contre, un autre membre de la famille des cytidine désaminases, AID, voit son activité modifiée par
I'interaction avec la protéine nucléaire CTNNBLI1 [Conticello et al., 2008|. La capacité d’AID & induire
une diversification des anticorps est directement liée & son interaction avec CTNNBLI. Il a été proposé
que CTNNBLI1 adresse AID au locus des immunoglobulines et permet une édition localisée. De facon
analogue, on peut imaginer une protéine qui séquestrerait A3A hors des sites de transcription afin
d’éviter une édition de ’ADN nucléaire.

La dimérisation d’A3A a été observée en solution et dans une structure cristallographique et a
permis de proposer un autre modeéle de régulation de son activité [Bohn et al., 2015|. Lorsqu’A3A
est présente & de faibles concentrations, ’enzyme s’associe sous forme de monomeére & son substrat
ADN simple brin, avec une affinité moyenne. Lorsque la concentration d’A3A augmente, la protéine
se dimérise et devient plus affine pour son substrat. Ainsi, I'activité enzymatique serait directement
corrélée a la quantité de protéine présente dans le compartiment cellulaire considéré.

Le polymorphisme qui induit la délétion du géne d’A3B dans le génome humain conduit a 'ex-
pression d’'un ARNm mixte A3A-3’ UTR d’A3B. La protéine en résultant est 15 fois plus exprimée
qu’A3A avec son propre 3’'UTR |Caval et al., 2014a|. L’hypothése qu'un miARN s’associe au 3’'UTR
natif d’A3A a été formulée. On peut proposer que les cellules myéloides soient spécifiquement capables
d’exprimer un miRNA spécifique d’A3A qui leur permettrait de réguler son expression. Cependant,
cette régulation se ferait a 1’échelle de la cellule entiére et n’aurait pas d’influence sur la localisation
différenciée de la protéine.

Une derniére hypothése repose sur les modifications post-traductionnelles. AID et A3G, deux autres
membres de la famille des cytidines désaminases peuvent étre régulées par phosphorylation par ’enzyme
PKA [Demorest et al., 2011]. Ainsi, la thréonine 27 et la thréonine 218 d’AID et A3G respectivement

peuvent étre phosphorylées, ce qui contribue & diminuer ’activité de ces protéines. Grace a la nouvelle

119



méthode de purification d’A3A que nous avons développée, il serait intéressant de voir si A3A posséde
également un site phosphorylé (qui serait phosphorylé dans les cellules différenciées et pas dans les

cellules en division).

Intérét d’encoder deux isoformes d’A3A distinctes

Une étude du laboratoire du professeur Lingappa réalisée in vitro sur des protéines purifiées avait
suggéré que la forme longue avait une activité catalytique plus faible. Nos travaux et ceux d’autres
laboratoires n’ont pas noté de différence de comportement entre les deux isoformes en cellules HeLa
[Mussil et al., 2013]. La forme courte comme la forme longue possédent la capacité d’induire des cassures
double brin dans ’ADN nucléaire des cellules en division. On peut alors se demander quel est I'intérét
pour la cellule de conserver deux formes distinctes.

Lorsqu’on s’intéresse a la cinétique d’expression d’A3A en cellules dendritiques primaires stimulées
a I'TFN-« (données non présentées), on constate que la forme longue est exprimée en premier et qu’elle
persiste plus longtemps dans la cellule.

Lors de I'infection d’une cellule dendritique par un virus, la cinétique des phases précoces est ralentie
et cela permet & la cellule d’organiser sa défense. La possibilité de synthétiser deux protéines antivirales
(les deux isoformes d’A3A) a partir d’un seul ARN messager pourrait constituer un avantage cinétique
pour la cellule dans sa lutte contre le virus et expliquerait que les deux isoformes aient été conservées.

Cependant, bien que les deux isoformes soient capables d’induire des cassures double brin dans le
génome de cellules HeLa, l'efficacité de leur action antivirale n’est pas connue. De méme, il n’existe
pas de données claires sur la localisation des deux isoformes, et il serait intéressant de savoir si les deux
isoformes sont présentes a la fois dans le noyau et le cytoplasme, ou si I'une d’entre elles posséde une

localisation préférentielle.

Le role ambivalent des ROS

Comme nous 'avons montré, les cassures double brin induites suite a 1’édition de ’ADN nucléaire
par A3A sont responsables de la production de ROS dans les cellules en division. Les ROS sont de
forts oxydants et sont capables d’oxyder la plupart des molécules du vivant (ADN, protéines, lipides
et carbohydrates). En particulier, les ROS endogénes sont capables de générer 5000 lésions simple brin
sur 'ADN par cycle de réplication. Il s’agit de cassures simple brin, de sites apuriques/apyrimidiques,
de produits d’oxydation (8-oxo-guanine et thymine glycol) et de produits d’alkylation [Barzilai and

Yamamoto, 2004]. Environ 1 % de ces lésions simple brin sont converties en cassures double-brin, le plus
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souvent lors de la réplication de ’ADN, le reste des lésions étant réparé par les mécanismes cellulaires.
Ces cassures double brin vont conduire & la production d’histone YH2AX |Tanaka et al., 2006].

Il est donc trés probable que les dommages a ’ADN induits par A3A soient amplifiés par la
production de ROS, qui vont & leur tour induire des dommages supplémentaires dans I’ADN nucléaire.
Il serait trés intéressant de réaliser une étude cinétique afin de caractériser I'apparition de cassures
double brin et de ROS dans les cellules exprimant A3A. Des données préliminaires indiquent qu’A3A
est exprimée rapidement aprés induction (dés 8h dans les cellules dendritiques stimulées & 'TFN-« et dés
4h dans notre lignée inductible U937). Cette expression s’accompagne immédiatement de dommages a
I’ADN dans les cellules en division.

Le traitement de cellules avec des agents chimiques capables d’induire des dommages & '’ADN
entraine une production de ROS encore plus rapide (elle a lieu dans ’heure qui suit 'apparition de
dommages a ’ADN) [Kang et al., 2012|. Ainsi, il est possible que dés qu’un niveau suffisant de cassures
double brin est atteint dans la cellule, la production de ROS et I’amplification des cassures conduisent
irrémédiablement & la mort des cellules.

Le stress oxydatif chronique a été associé a une diminution de la quantité de I’histone H2AX dans
le cas de chimiothérapies pour traiter le cancer du sein |Gruosso et al., 2016]. Dans ces circonstances,
la présence élevée de ROS serait associée & un faible signalement des cassures double-brin. Ainsi, la
cellule accumulerait de plus en plus de cassures double brin, sans pouvoir les signaler efficacement & la
machinerie de réparation de ’ADN et donc sans pouvoir les réparer. Cette amplification des dommages
a ’ADN conduirait rapidement & la mort des cellules. Ce phénoméne permettrait donc une élimination
efficace des cellules cancéreuses en présence de quantités importantes de ROS.

On peut se demander si la réponse cellulaire serait la méme dans des cellules différenciées. En effet,
on a longtemps pensé que la formation de ROS était une conséquence néfaste du métabolisme aérobie
de la cellule. La mise en évidence des enzymes Nox (NADPH oxidases) et DUOX (dual oxidase), dont
la fonction est la production de ROS a remis en cause cette idée. Les ROS sont associés & I'explosion
respiratoire qui a lieu dans les cellules phagocytaires aprés exposition & un micro-organisme ou a
un médiateur inflammatoire. La destruction du micro-organisme contenu dans le phagosome serait
alors due soit & l'action directe des ROS, soit a la libération de protéases capables de digérer I'intrus
[Lambeth, 2004].

Les ROS sont capables de déclencher les récepteurs de I'apoptose comme TNF ou le récepteur
Fas [Simon et al., 2000]. Le role de la mitochondrie est double : elle est capable de produire des
ROS comme sous-produits du métabolisme, mais elle serait également la cible de ROS dans certaines
cellules. Dans les granulocytes par exemple, I'activation des récepteurs de ’apoptose ne suffit pas a
activer totalement la cascade des caspases et un role de la mitochondrie a été suggéré. L’oxydation des

pores de la mitochondrie augmenterait la libération des ROS produits par cet organite, permettant
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ainsi 'amplification de la cascade.

Cependant, comme on I’a vu précédemment, tout est une question d’équilibre. Plusieurs antioxy-
dants sont impliqués dans la protection des cellules contre les ROS : le glutathion, la N-acétyl-cystéine
et il existe également des enzymes comme la catalase ou la superoxyde dismutase (SOD) qui ont pour
role de détruire les ROS dans I'organisme. Ainsi, comme ce qui a été observé pour les cassures double
brin, il y a certainement établissement d’un équilibre entre production de ROS et neutralisation par
la cellule, qui dans certains cas aboutit & la stimulation des voies de 'apoptose (ou de la nécrose) et
dans d’autres cas permet la survie de la cellule.

Plus surprenant par rapport a ce que nous avons observé, des études ont corrélé les ROS produits
par Nox1 (et en particulier HyO2) a la croissance cellulaire et & un phénotype tumorigénique [Suh et al.,
1999], [Arnold et al., 2001]. Dans des cellules tumorales du colon qui expriment Nox1, les niveaux de
ROS sont plus élevés dans les cellules sous-confluentes que dans les cellules confluentes en arrét de
croissance [Perner et al., 2003|. Une surexpression de Nox1 et une génération de ROS sont également
retrouvées dans des variants de kératinocytes humains [Chamulitrat et al., 2003]. A3A étant exprimée
dans les kératinocytes, cette production accrue de ROS pourrait étre en partie due a 'activité d’A3A.

On peut ici faire le lien avec le role antiviral d’A3A. En effet, un role anti-VIH a été décrit pour
A3A seulement dans les cellules myéloides, tandis que son expression artificielle dans des cellules
HeLa ou HEK 293T ne conduit pas & une restriction du virus et provoque méme la mort des cellules.
Dans les cellules myéloides et plus particuliérement dans les cellules phagocytaires, A3A pourrait étre
exprimée & des niveaux élevés sans risque de toxicité pour la cellule, grace & la présence d’enzymes
et de molécules antioxydantes. L’action d’A3A, conduirait alors & I’édition de ’ADN du pathogéne
entrant et & sa neutralisation par la cellule, tandis que les éventuels ROS issus d’une action d’A3A sur
I’ADN nucléaire seraient neutralisés. Au contraire, dans les cellules non-myéloides, aucun mécanisme
de protection n’étant présent, 'expression d’A3A conduirait a la mort des cellules sans effet antiviral.
Il serait intéressant de regarder le niveau d’édition de pathogénes se répliquant dans le cytoplasme des

cellules myéloides (Leishmania dans les macrophages par exemple).

Induction de ROS et signalisation

La mort cellulaire a lieu principalement soit par apoptose (non-inflammatoire) soit par nécrose
(inflammatoire). Le facteur de nécrose tumorale (TNF) joue un role central dans la survie des cel-
lules, ’apoptose et la nécrose, ainsi que dans la communication intercellulaire. La dérégulation de ces
processus est une marque souvent retrouvée dans les maladies inflammatoires et les cancers. Dans ces
contextes, TNF régule un réseau de signalisation complexe qui peut déclencher la mort des cellules ou

participer & leur survie |Brenner et al., 2015].
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La forme soluble de TNF (sNTF) s’associe au récepteur TNFR1 qui est exprimé de fagon ubiquitaire
a la surface de tous les types cellulaires. La transduction du signal passe par 'activation du facteur de
transcription NF-xB. Un deuxiéme récepteur de TNF, TNFR2 est présent seulement dans la membrane
des cellules immunes et endothéliales et sa stimulation permet de moduler la régénération tissulaire et
la réponse immunitaire.

Les ROS sont impliqués dans la régulation de la voie de signalisation TNF-TNFR, impliquée dans
la survie ou la mort des cellules. Leur synthése est accrue dans les cellules aprés liaison de TNF & son
récepteur et ils sont capables de stimuler la production de cytokines pro-inflammatoires en activant
NF-£B [Morgan and Liu, 2011]. Une étude réalisée en macrophages murins a mis en évidence le fait
qu’H2O4 active l'expression de TNF via les voies p38 et JNK. Ainsi, on a une boucle de régulation
positive dans laquelle les ROS induits par TNF conduisent & une production de ROS.

Les ROS peuvent déclencher la mort cellulaire par apoptose ou par nécrose selon la sévérité du
stress oxydatif [Teramoto et al., 1999]. Suite & une stimulation par les ROS, NF-kB peut contribuer
& la mort de la cellule en interagissant avec la voie JNK ou en induisant ’expression de protéines
productrices de ROS. Il peut également contribuer a la survie de la cellule en induisant I’expression de
protéines antioxydantes (I’enzyme superoxyde dismutase au manganése, SOD2 en est I’exemple le plus
courant). Le role de NF-xB dans lactivation ou la neutralisation des ROS dépend du type cellulaire :
en particulier, les cellules immunitaires sont plutét caractérisées par une forte production de ROS
[Anrather et al., 2006].

Les ROS dérivés des mitochondries contribuent & la production de cytokines pro-inflammatoires
(IL-15, IL-6 et TNF-«) dans des monocytes traités au LPS [Bulua et al., 2011]. On peut se demander
si les ROS induits par 'action d’A3A sont également capables de conduire & la sécrétion de TNF ou
d’IL-6 dans le milieu extracellulaire. Ce phénoméne permettrait de transmettre le signal d’inflammation
aux cellules environnantes et ainsi de mettre I’organisme entier en alerte dans le cas d’un pathogéne.
Quelles que soient les modalités d’action, il est important que la réponse cellulaire aux ROS soit
finement régulée. Ainsi, quand trop de dommages sont apparus dans une cellule, il est plus avantageux

pour l'organisme de la supprimer, au bénéfice des cellules environnantes.

A3A, inflammation et cancer

L’ADN se trouvant dans le cytoplasme, qu'’il soit d’origine endogéne (mitochondrie) ou pathogéne
(virus) est une source de stress pour la cellule. A3A est capable de désaminer ’ADN cytoplasmique et
il a été proposé par I'équipe du professeur Wain-Hobson que ce mécanisme participe au catabolisme de
PADN [Suspéne et al., 2011a|. En participant a la dégradation de PADN cytoplasmique, A3A aurait

pour effet de diminuer le signal de danger dans la cellule et d’empécher que le signal inflammatoire ne
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se propage de fagon trop importante [Suspéne et al., 2017|. Ces observations sont en contradiction avec
le role antiviral d’A3A en cellules myéloides. En effet, selon ce modéle, A3A serait un régulateur négatif
de la réponse interféron, et inhiberait ainsi ’expression des protéines codées par les ISG. Pourtant,
des études menées au laboratoire ont montré que l'expression d’A3A et de nombreux ISG étaient
fortement stimulée apreés infection de cellules myéloides par le VIH-1. Il serait donc intéressant de voir
si 'implication d’A3A dans le catabolisme de ’ADN est modulée en présence d’'un pathogéne, ce qui
permettrait & la cellule de signaler efficacement I'infection.

Nos travaux ont mis en évidence le fait que 'activité éditrice d’A3A conduit a la production de ROS
dans les cellules en division. Il a été montré que la présence de ROS peut conduire & ’activation de la
réponse inflammatoire via les protéines MAP kinases et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
[Mittal et al., 2014].

En 1863, Rudolf Virchow repére la présence de leucocytes associés a des tumeurs et fait une
connexion entre inflammation et cancer. Il émet I’hypothése que les origines du cancer se situent a
des sites d’infection chronique. Des études récentes ont confirmé cette hypothése et un grand nombre
de cancers se développent au niveau de sites d’infection, d’irritation chronique ou d’inflammation. Le
microenvironnement tumoral, au sein duquel les cellules inflammatoires jouent un réle important, est
un participant essentiel impliqué dans le processus tumorigénique, la prolifération cellulaire, la survie
de la tumeur et sa migration |[Balkwill and Mantovani, 2001].

Un certain nombre de cancers sont associés a une infection virale ou a une inflammation persistente
(cancer de la vessie, carcinome oesophagien, cancer du col de I'utérus, sarcome de Kaposi, carcinome
pulmonaire ...). De plus, la prise de médicaments anti-inflammatoires pendant de longues durées est
associée & un risque plus faible de développer un cancer du colon, des poumons, de I'estomac, de
I’oesophage ou du sein. Un état d’inflammation persistant est donc néfaste & l'organisme, puisqu’il
favorise l'apparition de divers cancers [Coussens and Werb, 2002|, [Ostrand-Rosenberg and Sinha,
2009].

On peut se demander quel role joue A3A dans ces processus tumorigéniques et inflammatoires.
L’expression de cette protéine est fortement augmentée en cellules myéloides aprés stimulation a I'TFN-
a, et elle pourrait participer a I’activation des processus inflammatoires en plus de son role de facteur de
restriction. La conséquence potentielle serait une toxicité pour la cellule, qui serait alors "sacrifiée" aprés
avoir transmis le signal d’inflammation & 'organisme. Le fait que son expression soit quasi-indétectable
en ’absence de stimulation IFN permet de proposer un autre mécanisme. L’expression basale d’A3A a
bas bruit servirait cette fois-ci & limiter 'inflammation, en éliminant les ADN cytoplasmiques et sans
présenter de danger pour la cellule.

En plus des cellules myéloides, A3A est exprimée dans plusieurs types de cellules épithéliales : les

kératinocytes, les cellules des trompes de fallopes et les cellules du col de I'utérus. Plusieurs études ont
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rapporté 'expression d’A3A dans ces cellules épithéliales soit dans un contexte inflammatoire, sans
dans un contexte cancéreux. Ainsi, A3A est surexprimée dans les kératinocytes de patients atteints de
psoriasis, une maladie inflammatoire chronique [Madsen et al., 1999]. Une étude trés récente a montré
I'expression d’A3A dans les cellules épithéliales des trompes de Fallope aprés exposition au fluide
folliculaire |Brachova et al., 2017|. Ce fluide, libéré dans les trompes de Fallope lors de I'ovulation
posséde des propriétés inflammatoires, et contribue a la prolifération cellulaire. Il est également riche
en ROS, et capable d’induire des ROS et des cassures double brin intracellulaires [Huang et al., 2015].
On peut penser & un modéle analogue a celui que nous avons observé dans la lignée myéloide U937.
Le fluide folliculaire induirait une expression d’A3A dans des cellules dont il active en méme temps
la prolifération. A3A éditerait le génome cellulaire, la prolifération rapide empécherait une réparation
efficace de ’ADN et contribuerait a amplifier le signal inflammatoire du fluide folliculaire. Dans ce
contexte, les cellules épithéliales des trompes de Fallope pourraient acquérir un phénotype cancéreux
et étre & l'origine de carcinomes. L’observation de substitutions C vers T caractéristiques d’une activité
cytidine désaminase dans les carcinomes ovariens séreux de haut grade (HGSC) appuie I’hypothése
qu’A3A joue un role dans 'apparition de cancers |Leonard et al., 2013|.

Au contraire, A3A est un facteur de restriction de plusieurs papillomavirus humains (VPHI16,
VPHI18). 11 a été proposé que l'expression d’A3A influence le développement de tumeurs lices & HPV
en éditant le génome cellulaire [Vartanian et al., 2008|. Une étude de 2015 a proposé qu’A3A ait plutot
un role anticancéreux dans le cas de lignées cellulaires dérivées de cancers du col de 'utérus. Les
auteurs proposent que ’expression d’A3A inhibe le développement du cancer en induisant I’apoptose
des cellules cancéreuses et en atténuant leur migration [Chen et al., 2015].

Il semble donc que 'expression d’A3A nécessite une fine régulation de la part de 'organisme pour
éviter ’apparition de cancers : son activité d’édition serait bénéfique pour I’organisme lorsqu’elle inhibe
des virus oncogénes ou lorsqu’elle induit I’apoptose de cellules hypermutées, mais sa présence serait

délétere lorsqu’elle entraine ’accumulation de mutations dans le génome cellulaire.
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Chapitre 5

Conclusion et perspectives

Cellules différenciées Cellules en division

Peu d’entrée dans le
noyau

Machinerie
BER

=> Mort /

cellulaire

=> Pas de mort cellulaire

FIGURE 5.1 — Caractérisation du comportement cellulaire d’A3A dans des cellules différen-
ciées ou en division. Dans les cellules myéloides différenciées, A3A est majoritairement cytoplasmique
et n’induit pas de cassures double brin dans le génome. Au contraire, dans les cellules en division, A3A
entre dans le noyau, est capable d’y désaminer I’ADN nucléaire, ce qui conduit & 'apparition de cas-
sures double brin aprés action de la machinerie de réparation de ’ADN. Ces cassures double brin vont

induire la production de ROS via les enzymes Nox et la mort des cellules.
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En conclusion, nous avons caractérisé la différence de comportement d’A3A selon la lignée cellulaire
étudiée (HeLa ou U937). Nous avons montré que le comportement génotoxique d’A3A n’était pas lié
au type cellulaire dans lequel la protéine est exprimée, mais au fait que la cellule se divise ou soit
différenciée. Les cellules myéloides (monocytes, macrophages et cellules dendritiques) dans lesquelles
A3A est exprimée naturellement sont donc probablement protégées par leur statut différencié.

Dans les cellules en division, A3A entre dans le noyau et édite les cytidines de ’ADN nucléaire. La
machinerie de réparation de ’ADN va alors cliver les uraciles, ce qui conduit a des cassures d’ADN
double brin lorsque de nombreux sites d’éditions sont proches. Ces cassures sont détectées par les
acteurs de la réponse aux dommages & '’ADN et entrainent la phosphorylation de I’histone H2AX.
L’activation des enzymes Nox conduit a la production d’espéces réactives de 'oxygeéne (ROS) et a la
mort de la cellule par stress oxydatif.

Au contraire, dans les lignées myéloides qui ne se divisent pas, A3A est majoritairement située
dans le cytoplasme, ce qui 'empéche d’avoir accés & ’ADN nucléaire. Ainsi, lorsque les cellules se
différencient, A3A est exclue du noyau par un mécanisme encore inconnu. La demi-vie d’A3A étant
d’environ 4h, les protéines contenues dans le noyau avant différenciation seront rapidement éliminées
[Berger et al., 2011b|. L’expression d’A3A n’est alors associée a aucun signal de cassure double brin.
La présence d’histone YH2AX n’est pas détectée non plus dans les cellules myéloides primaires traitées
a 'TFN-a.

Malgré I’absence de cassures double brin dans les cellules U937 différenciées a la PMA ou dans les
cellules myéloides primaires, il serait intéressant de savoir si ces cellules produisent un niveau basal
de ROS aprés expression d’A3A. Des expériences préliminaires réalisées au laboratoire suggérent un
faible niveau de ROS dans ces cellules différenciées. Cela pourrait étre du a un niveau indétectable de
cassures double brin dont le signal serait amplifié et conduirait & une production détectable de ROS.
Une étude plus poussée est en cours afin de confirmer ces résultats.

On peut également se demander quel est 'effet de ces ROS dans la cellule et sur le milieu extracellu-
laire. La production importante de ROS dans la cellule pourrait libérer des cytokines pro-inflammatoires
dans le milieu cellulaire qui agiraient sur les cellules voisines. Une analyse du surnageant des cellules
exprimant A3A est en cours au laboratoire afin de déterminer s’il y a effectivement propagation d’un
message pro-inflammatoire dans le milieu. La présence d’une grande quantité de ROS dans la cellule
pourrait également avoir des conséquences néfastes sur la cellule, par exemple en aggravant les dom-
mages & ’ADN. Dans un contexte plus global, on pourrait s’intéresser a 'effet de cette production
accrue de ROS sur l'organisme et le développement de cancers in vivo. Pour cela, un modéle de souris
humanisées exprimant les APOBEC3 humaines serait un outil & exploiter.

Une autre question soulevée est le role des deux isoformes d’A3A. Alors qu’en Hel.a, le phénotype

associé a chacune des isoformes semble similaire & celui en présence d’A3A W'T, quelques points restent
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a explorer. La localisation des deux isoformes reste & déterminer en cellules HeLa. L’induction de
cassures double brin par les deux isoformes en cellules U937 différenciées ou non a la PMA n’a pas
encore été déterminée et permettrait de confirmer les résultats obtenus en cellules HelLa.

Parmi les questions qui restent en suspens, le mécanisme par lequel la cellule régule l'activité
d’A3A est toujours inconnu. Il serait intéressant de continuer la recherche de modifications post-
traductionnelles ou de potentiels partenaires cellulaires impliqués dans cette régulation. On pourrait
alors envisager de moduler ’expression de ces partenaires (par invalidation génétique) et voir quel effet

cela aurait sur activité d’A3A.

Les résultats de cette thése permettent de faire pour la premiére fois le lien entre dommages a
I’ADN induits par A3A et production de ROS. Les ROS ont un réle ambivalent dans les cellules, des
dommages oxydatifs aux effets immunitaires. On peut se demander dans quelle mesure la présence
d’A3A et les ROS qu’elle induit sont bénéfiques pour la cellule dans un réle immunitaire et dans quelle
mesure ces effets sont néfastes pour 'organisme car impliqués dans la carcinogénése.

Il serait intéressant d’établir un lien entre les phénotypes décrits et le role antiviral d’A3A en cellules
myéloides. Les deux isoformes semblent avoir un réle redondant dans la cellule et on peut se demander
si elles sont toutes les deux capables de restreindre le VIH-1 avec la méme efficacité. L’induction d’A3A
suite a 'infection par le VIH-1 pourrait également déclencher une réponse immunitaire dans les cellules
voisines, afin de leur conférer un avantage cinétique sur le virus. L’exploration du lien entre A3A, VIH-
1 et signalisation immunitaire permettrait de mieux comprendre la réponse immunitaire innée et ses

conséquences pour 'organisme.
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Chapitre 6

Annexe

Programme utilisé pour ’analyse des images d’immunofluorescence
Ces programmes ont été créés par Mathilde Dumond (Laboratoire de Reproduction et Développe-
ment des Plantes, ENS de Lyon).

Programme d’analyse (Script.py)

#!/usr/bin/python

# coding: utf8
from functions import *

#path = ’/Users/mdumond/Desktop/Mathilde/Data’
path = ’../Data’
pathOut = path+’/0Out’

checkExists (pathOut)

fileOut = pathQOut+’/summary.csv’

writer = initialize(fileOut)

# liste les fichiers & lire

listFiles = listAllFiles(path)

# pour chaque fichier
for £ in listFiles:
print(f)

# 1it et parse le fichier
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data

readFile(f)

cond = extractInfo(f)

# une liste qui contient

# pour chaque cellule

print(cond)

k=1

for ¢ in data:

print (k)

k+=1

# fait les calculs

lim = limits(c)

# trouve les limites du cytoplasme et du noyau,
#respectivement [lcl, 1nl, 1n2, 1c2]
#print O #### LIMITS ####°)

#print (1im)

1 = lengthNucl(c, lim)

mn = meanNucl(c, 1lim)

mc = meanCyt(c, 1lim)
# remplit le tableau
w = cond[:] # ce q’on va écrire dans le tableau

w.extend([1l, mn, mc])

writer.writerow(w)

Fonctions utilisées (Functions.py)

22

#!/usr/bin/python

# coding: utf8
import os
import csv

import numpy as np

def 1listAllFiles(path):

Lists all the files in a folder (your data files)
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def

def

def

)35
f=10
for (dirpath, dirnames, filenames) in os.walk(path):
f.extend(filenames)
break
files = []
for fil in f:
if not(£il1[0]==".7):
files.append(path+’/’+£il)

return files

checkExists(path):

23

if the folder (Out) does not exists, creates it

22

if not(os.path.isdir(path)):

os.makedirs(path)

initialize(fileOut):

f = open(fileQut, "wb")

writer = csv.writer(f, delimiter=’;’, quotechar=’"’)
entete = [’date’,’type cellulaire’,’proteine’,’PMA’,
’dox’,’taille Noyau’, ’signal Noyau’, ’signal Cytoplasme’]
writer.writerow(entete)

return writer

readFile(filename) :

PR

Reads your csv file:

The input is the name of the file
The output is a list of lists:

1[i] = cell i

1[i]1[0] = column XO
1[i][1] = column YO
1[i][2] = column Y2
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)0

print (’Reading the file ’+filename.split(’/’)[-1])
data= []
with open(filename, ’rU’) as csvfile:
csvreader = csv.reader(csvfile, delimiter=’;’,dialect=csv.excel_tab)
for row in csvreader:
# reads each row one by one
if ’ell’ in row([O0]:
# marche si tu écris ’Cellule’ ou ’cellule’ ou ’Cell’ ou ’cell’,
# et ne devrait pas apparaitre autre part
# c’est une nouvelle cellule, j’ajoute une case
print (row)
data.append([[],[1,[11)
elif ’X0’ in row([0]:
pass
else:
# on a des données
datal[-1] [0] . append(float(row[0]))
data[-1][1].append(float(row([1]))
datal[-1][2] .append(float(row[2]))

return data

def extractInfo(filename):

f = filename.split(’/?)[-1]
f=1f[:-4]

f = f.split(’_?)

£2 = []

for s in f:
if s[0] in [’+’,’-7]:
s = "'"+s
£2.append(s)

return f2

def limits(c):
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)0

Finds the limits (indexes of the values in the lists)

limits of the cytoplasm : > 10 in Y1 (in c[2])

limits of the nucleus : > 20 in YO (in c[1])

At least 3 values for each case

Returns [lcl, 1nl, 1n2, 1c2] (limit cytoplasm = lc, limit nucleus = 1n)

)0

1imN

20

Il
[0}

nn

1imC 10

nc =1

1ni limit(c[1],1imN, nn, deb=True) # on part du début

1n2 = 1imit(c[1],1imN, nn,deb=False) # on part de la fin

lcl = 1limit(c[2],1imC, nc,deb=True)

1c2

limit(c[2],1imC, nc,deb=False)
# check if the signal to detect the cytoplasm was not too low
# -> if so, the limits are the extremes of the line

if 1c1>Inl: 1ci

0

if 1c2<1n2: 1c2 = len(c[0])
lim = [1lcl, 1nl, 1n2, 1lc2]

return lim

def 1imit(1l, lim, nn, deb):
i=0
if not(deb): i=len(1)-1
il = None
n=20
try:
while n<nn:
if 1[i]>1lim:
if n ==0: 11 = 1
n+=1
else:
n=0

if deb: i+=1
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else: i-=1
except:
if deb: il=0
else: il=len(1)

return il

def lengthNucl(c, 1lim):
22
c[0] carries position information
1im[1] and 1im[2] are the limits of the nucleus

22

return round(c[0] [1im[2]]-c[0] [1im[1]],4)

def meanNucl(c, 1lim):

22

Returns the mean of signal (in c[2]) of the inside of the nucleus
23
d = c[2] [1im[1]: (1im[2]+1)]

return round(np.mean(d),4)

def meanCyt(c, lim):
)3
Returns the mean of signal (in c[2]) of the inside of the cytoplasm
(in 2 parts)
)3
d = c[2][1im[0] :1im[1]]
d.extend(c[2] [(1im[2]+1) : (Lim[3]+1)1)

return round(np.mean(d),4)

Programme d’analyse (analyse.r)

#!/usr/bin/Rscript

#First, read the datafile

path <- ’/Users/mdumond/Desktop/Mathilde/Data’
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filename <- paste(path,’/Out/summary.csv’,sep=’’)

data <- read.table(filename, header=TRUE, sep=";", quote=’’)

# 1. Does the date have an influence on the experiment outputs?

# Make a new column which differentiates each kind of experiment

cond <- c()
for (i in 1:dim(data)[1]1){

cond <- c(cond, paste(datali,2], datali,3], datali,4], datali,5],sep=’_"))
}

data <- cbind(data, cond)

#0nly the conditions appearing in several dates can be tested:
toTestExpe <- c()
allExpe <- unique(datal,9])
for (i in 1:length(allExpe)){
print(paste(’The condition: ’,allExpel[i],’ was done °’
,toString(length(unique(dataldatal[,9]==allExpe[i],1]))),’ time(s).’,sep="’))
# for loop with values taken in the experiments labels
if (length(unique(dataldatal,9]==allExpe[i],1]1))>1){
toTestExpe <- c(toTestExpe, allExpel[il)
+}r

# Then, for each condition retained, we will do an ANOVA to test

whether the date of the experiment influences the results

# * on nuclei sizes
if (length(toTestExpe)>1){
for (i in 1:length(toTestExpe)){
subdata <- dataldatal,9]==toTestExpelil,]
res <- lm(subdatal,6] “subdatal,1])
if (summary(res)$coefficients[,4] > 0.05){
print(paste(’The experiment ’, toTestExpel[i],’ was not different between the dates.’))

} else {
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print(paste(’The experiment ’, toTestExpelil,’ was different

between the dates (p-value: ’,summary(res)$coefficients[,4],’)’,sep=’’))}

+}

# * on absolute nuclei signal

if (length(toTestExpe)>1){

for (i in 1:length(toTestExpe)){
subdata <- dataldatal,9]==toTestExpel[il],]
res <- 1lm(subdatal[,7] subdatal,1])

if (summary(res)$coefficients[,4] > 0.05){

print(paste(’The experiment ’, toTestExpel[i],’ was not different between the dates.’))

} else {
print (paste(’The experiment ’, toTestExpeli],

> was different between the dates (p-value: ’,summary(res)$coefficients[,4],’)’,sep="’))}

}}r

# * on absolute cytoplasm signal

if (length(toTestExpe)>1){

for (i in 1:length(toTestExpe)){
subdata <- datal[datal,9]==toTestExpel[i],]
res <- 1lm(subdatal,8] “subdatal,1])

if (summary(res)$coefficients[,4] > 0.05){

print(paste(’The experiment ’, toTestExpel[i],’ was not different between the dates.’))
} else {

print(paste(’The experiment ’, toTestExpeli],

> was different between the dates (p-value: ’,summary(res)$coefficients[,4],’)’,sep=""))}

+}r
# * on the ratio between the signals
if (length(toTestExpe)>1){
for (i in 1:length(toTestExpe)){
subdata <- dataldatal,9]==toTestExpel[il],]
res <- 1lm((subdatal,7]/subdatal,8]) subdatal,1])

if (summary(res)$coefficients[,4] > 0.05){

print(paste(’The experiment ’, toTestExpel[i],’ was not different between the dates.’))

} else {

print (paste(’The experiment ’, toTestExpeli],
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> was different between the dates (p-value: ’,summary(res)$coefficients[,4],’)’,sep=""))}

3}

# * on the difference between the signals
if (length(toTestExpe)>1){
for (i in 1:length(toTestExpe)){
subdata <- dataldatal,9]==toTestExpel[i],]
res <- 1m((subdatal,7]-subdatal,8]) subdatal,1])

if (summary(res)$coefficients[,4] > 0.05){

print(paste(’The experiment ’, toTestExpel[i],’ was not different between the dates.’))

} else {
print(paste(’The experiment ’, toTestExpeli],

> was different between the dates (p-value: ’,summary(res)$coefficients[,4],’)’,sep=""))}

T}
# Taking the control (-dox) into account?

# 2. Does the protein localisation depends on: the protein? the PMA addition?
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