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INTRODUCTION



La modification des acides nucléiques est un psusesjui caractérise la maturation de
transcrits ou le conditionnement du matériel géuéti Les mécanismes les plus connus sont
la coupure des chaines polynucléotidiques aux rex#Ee des ARN («triming »), la
polyadénylation en 3’ et la formation de la coifie 5’ (« capping »), I'épissage des ARN
messagers ou la modification de base (méthylagbytosylation) dans '’ADN (Gommers-
Ampt & Borst, 1995). La maturation des ARN (« presieg ») a pour but la production de
molécules (ARNt, ARNr, ARNm entre autres) aptegm@plir leur fonction dans la synthése
de protéines. Au niveau de I'ADN, les modifications base ont un réle dans le contrdle
épigénétique ou la protection (Meehan, 2003; WoBfeMatzke, 1999). Ces différents
mécanismes se caractérisent par la conservatianedgage génétique et sont doublés d'un
contrdle strict afin d’'empécher de possibles aliégna de I'information codée. Sur ’ADN,
des mécanismes complexes de réparation sont meewme pour prévenir des mutations
pouvant affecter les fonctions cellulaires (Barg&ekukas, 2007). Au niveau de I'ARN, des
mécanismes de dégradation des ARN présentant desitsléde codage assurent leur
élimination avant la traduction (Fasken & Corb2@05). Il est alors surprenant de constater
la présence de mécanismes qui ont comme fonctionoldification spécifigue du message
génétique (Blancet al, 2002), ou qui ont une action potentiellement mete capable
d’inhiber la mobilité d’'un certain nombre de virpathogénes ou de retrotransposons (Aguiar
& Peterlin, 2008).

Historiquement, le processus d’édition a tout drdbété mis en évidence sur les ARN. On
définit par édition des ARN, I'ensemble des prouesgui produisent des transcrits dont la
séquence et lI'information sont difféerentes de sepjertées par le gene correspondant. Ces
altérations peuvent étre des insertions/délétiandates ou des modifications de bases par
désamination. Elles peuvent conduire a des changsniacides aminés, la création de
codons d'initiation ou de terminaison de la tradhct la création de nouveaux cadres de
lecture. L’édition peut aussi influer sur la matioa ou I'épissage des ARN. Cette
découverte du processus d’édition des ARN a étdaimentale, dans la mesure ou elle a
remis en question le dogme selon lequel I'inforomattontenue dans le génome est transmise

de maniére linéaire jusqu’aux protéines.

Ce n’est que trés recemment que le processus idigditété mis en évidence sur les ADN.
Chez ’lhomme, un groupe d’enzymes nommeées APOBRBRJBcapacité de modifier 'ADN.

Ce mécanisme par sa capacité mutagene, constitdanger potentiel pour la cellule, semble
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néanmoins étre un mécanisme de défense cellubameéchant I'invasion du génome par des
géenes exogenes (Harrit al, 2002; Liddamentgt al, 2004; Petersen-Mahrt & Neuberger,
2003).

L’objectif du travail de cette thése consiste ppatement a étudier de tels mécanismes, en
étudiant plus particulierement les enzymes de hailla APOBEC3 impliquées dans les
phénomenes de restriction virale et d’édition obsersur les génomes viraux du VIH-1, du

papillomavirus, des hépatites B et C chez 'Homme.

1.L’édition dans différents organismes: deécouverte,

répartition et caracteristiques

C’est en 1986 que le phénoméne d’édition des ARMéadécrit pour la premiere fois,
chez les trypanosomes. Ces organismes unicellsilflagellés, qui font partie de la famille
des kinetoplastidag sont caractérisés par la présence d’'une mitoctenuhique, appelée
kinétoplaste. C’est par la description de résidugine, non codés mais présents dans
'ARNmM de la sous-unité 2 de la cytochrome c oxgddsox) mitochondriale chez
Trypanosoma bruceque ce phénomeéne a été révelé (Beehal, 1986). Suite a cette
découverte, il a été montré que des insertionsestdélétions d'uridines étaient fréquentes
dans les ARN mitochondriaux des trypanosomes (Ezt&Simpson, 1999). Le mécanisme
de I'édition des ARN des trypanosomes a été élueiddées facteurs impliqués dans ce
processus ont été décrits (Golden & Hajduk, 20@&pSonet al, 2003).

Depuis la découverte de I'édition chez les trypanoss, d’autres exemples de modifications
de transcrits ont été décrits chez d’autres orgass{ ableau 1). Ces données montrent que
I'édition est un processus plus général, et non paeicularité deskinetoplastidae En

fonction des organismes, la nature des changemésistant d’'un processus d’édition est
différente. Ces modifications peuvent étre classfedeux groupes : (a) insertions/délétions

de base et (b) conversions de base.



A l'origine, le processus d’édition a été décrindda mitochondrie, mais rapidement la
découverte de nouveaux évenements d’édition damsyleu ou le chloroplaste a permis de le

mettre en évidence dans tous les compartimentdaieds comportant du matériel génétique.

Comme chez les trypanosomes, dans la mitochondiggtale, I'édition a un rble tres
important dans la biogenése et la fonction de dorejle. La quasi-totalité des ARNm sont
edités (Brennicket al, 1999; Giege & Brennicke, 1999), et ce processtisi€cessaire pour
la production de protéines fonctionnel{ékernouldet al, 1993). Différente des trypanosomes
ou I'édition se caractérise par l'insertion/délétide U, I'édition chez la plante procede par
modification de base de type C-U. Si I'enzyme resable des changements C-U observés
n'a toujours pas été identifiée, il a été montrdl qiagissait bien d’'une désamination de
cytosine (Blaneet al, 1995) ; et dans la mitochondrie, des élémeistpour I'édition ont été
identifiés et sont localisés dans une région -16le$ C a éditer (Choumst al, 2004; Farrest

al., 2001).

Si le mécanisme décrit dans la mitochondrie végétmut étre considéré comme un
mécanisme contribuant a la diversification du ptgtrgénétique, les données obtenues ces
derniéres années proposent un autre réle poutibddiEn effet, avec la capacité d’édition de
'ADN décrite pour les APOBEC3, ce mécanisme pelarsaétre considéré comme un
mécanisme de défense cellulaire, empéchant l'iomadu génome cellulaire par des génes

exogenes.



The dilferent processes of BNA editing’

B reanism {genome) Transcriptis civ-acting rans-acting factons Mechanism
Tupe* 0 genome) Tr 15" L t acting lactor(s)  Mecharn
element{s)

Inser tionldeietion editing

1 insertion! deletion Kinetoplastids {mi) mRNAs Anchoring eRNAs, TUTase, Cleavage, TUTase or
seuence RN A ligase, U exonuclease action,
endonucleass, U and ligation
exonucleass, other
factors
Muosily C insertion; Physarm mRNAs, IRNAs, rRNA 7 7 Linked 1o
alse U1 UA, AA, CU polveephatum (mit) transcriplion
G, and GO
G insertion Paramyxoviruses P mRNA Slippery sequence  Viral polvmetase Paeudotemplated
(v] Lranscrplion
A insertion Ebola viruses (v} GP mENA Slippery sequence  Viral polvmerase Pseudotemplaied
LFARSCAPLO 0
Maodification editin
Cw I Land plants mBEMNAs (mL, cp), tIRNAs Flanking sequence C deaminase C deamination
(mtl fENAs (mi) -16/+6 (unknown)
Marmmals (n) mRMNAs, apol Moorng sequence, T deaminase C deamination
(Gln—stop), NFI elliciency and AU- (APOBEC-1), other
(Arg—stop) nch elsmnents factors
Phyvsaren coxl mENA 7 7 7
prod veepfalum {mi)
Marsupials {mt) BNA (Glv— Asp 1 L3 1
an lcodon)
Ui C Land plants (mt,  mRNAs Flanking sequence 7 U amination?
cpl
Muamumnals (n) WTl mBRNA (Leu—Pro) 7 7 7
Aol Manunals (n) mRMNAs, GluR-B, -C, -D, dsRNA siructure dsENA A deaminases A deamination
-5, 6, 3HTxcR {ADARI and -2)
Human hepatitis — Antipsnome {stop—Trp)  dsENA strocture ADMARI A deamination
delta

ADAR, a deaminase for BRNAL apoB, apelipoprotein B coxl, cyvtochrome ¢ oxidase subunit 1) GluR, glutama receptor; GP, glveopro-
tein; GPT, GleMac-l-phosphate transferase; 5HTwoR, serotonin 20 receptor; NFI, neurcfibromatoss tvpe | opene; TATase, tenminal
uridvivltransferase; WTIL Wilms™ susceptibility pene |: ¢p, chloroplast; ds, double stranded; mt, mitochendrial: n, nuclear; nt, nucleo-
tide: v, vikal: 7. uncertain or unknown.

This {putative) editing event has been reported For the NIH/SW mouse strain, Whether it occurs in other strains and species is unknown,

Tableau 1: Répartition et caractéristiques de I'édion dans différents organismes.

Modifié d’aprés (Brennicket al, 1999)

2. Edition des acides nucléiques chez 'Homme

Chez 'Homme, un seul type de mécanisme pour l@ditles acides nucléiques a été
identifié : la modification de base par désamimatiGe phénomeéne peut étre observé aussi

bien sur les ARN que sur les ADN.



2.1.Edition des ARN

2.1.1.Edition par conversion A-l

== - =3

MH, MH, o
/L : | - I
N by Ha HM____~"~ MH ) N MH
(L = (L) == )
Y N—=NZ ¢ NN
] N e
Ribose Fibose Ribose
“ = . R R—

Figure 1 : Mécanisme de désamination A-I

Au cours de ce mécanisme, la base subit une attaglrelytique, ce qui entraine la perte d'un
groupement amine.
D’aprés (Gerber & Keller, 2001)

Décrite pour la premiére fois ch&znopus laevil’enzyme responsable de ce processus
est appelée ADAR, pour adenosine deaminase actinBMA (Bass & Weintraub, 1987,
Rebagliati & Melton, 1987). Elle est spécifigue d&RN double brin, ces derniers étant
composeés d'un brin ou se trouve le résidu A a édee d’'un brin complémentaire. La
protéine ADAR est suffisante pour exercer le preaesle désamination A-l. Par homologie
de séquence, une famille de trois ADAR a été miseéeidence. ADAR-1 et -2 sont
impliquées dans I'édition A-l, et sont expriméesglale nombreux tissus. En revanche,

ADAR-3 n’est exprimée que dans le cerveau et aucible ne lui a encore été attribuée

Chez 'Homme, deux cas d’édition par conversion ént fait I'objet de nombreuses études.
Le premier concerne les canaux ioniques associégeémepteurs de glutamate du systeme
nerveux central. Les propriétés de ces canaux dépénes sous-unités qui les composent, et
en particulier de la nature d'un acide aminé I@&ala une position précise dans un des
domaines transmembranaires de ces sous-unités (Htinae 1991). C'est I'édition de
transcrits de certaines sous-unités qui est regbtmsle la nature de I'acide aminé en cette
position (Sommeet al, 1991), le codon glutamine (CAG) porté par le gétent édité en
codon arginine (CGG) (Melchat al, 1995; Rueteet al, 1995). Le second, décrit en 1990,
concerne le virus de I'Hépatite delthuo et al, 1990). Ce pseudo-virus humain est



caractérisé par un génome ARN circulaire et sinipie possédant environ 70% de bases
appariées, lui conférant une structure pseudo-@olbibh (Wanget al, 1987). Il ne produit
gu’'une seule protéine, 'antigedgHDAQ), qui se trouve sous deux formes, P24 et Eafis
les cellules infectées ainsi que dans le viriortteCderniére résulte de I'édition d’'un codon

Stop (UAG) en un codon Trp (UGG), conduisant falsese d’une protéine plus longue.

2.1.2.Edition par conversion C-U

3

“L": NH; OH - e
L 3
pE T HiO HWD 4\' HN)'I ]
_D)""-\-\.\.J C“}fl__-’ﬁ"""-‘-j-" o M
| -y |
Ribose Ribose Ribose
I_-.\I I_-.\I e

Figure 2 : Mécanisme de désamination C-U

Au cours de ce mécanisme, la base subit une attaglrelytique, ce qui entraine la perte d'un
groupement amine.
D’aprés (Gerber & Keller, 2001)

Les enzymes capables de désaminer la cytosineppoduire de 'uridine jouent un réle
trées important dans de nombreuses voies métabsligiepuis la bactérie jusqu’a I'homme.
Les cytosines désaminases catalysent la convedeidd en U dans la voie de récupération
(salvage pathway) des bases pyrimidiques chezalg®ities et les champignons (Ire&tral,
2002; Koet al, 2003). Chez les mammiferes, cette réaction seataniveau du nucléoside
par une cytidine désaminase (Weiragdral, 1993). Une autre cytidine désaminase est la
deoxycytidylate désaminase qui catalyse la désdimmae dCMP en dUMP, qui est un
substrat de la thymidylate synthase pour la prodnae nucléotides thymidine nécessaires
pour la réplication de 'ADN (Weineet al, 1993). Ces protéines qui opérent par un
mécanisme semblable se caractérisent par un msi{Ath-Val)-Glu-X,4.36Pro-Cys-X-X-
Cys contenant un motif de fixation au “ZnCet ion est utilisé pour I'activation d’une
molécule d’'HO pour faciliter la libération du Ndtu carbone C4 de la base (Smithal,

1994). Ce motif a été utilisé pour la découvertdéaetaractérisation de nouvelles cytidines
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désaminases. Au cours des dix derniéres annéeseynisi membres d’'une famille appelée
APOBEC ayant comme caractéristique la capacité éwmardiner les résidus C sur des

polunucléotides ARN ou ADN ont été identifiés.

2.1.3. APOBEC1

L'exemple le plus connu d’édition d’ARNm chez lesiaammiferes concerne
I'apolipoprotéine B (ApoB). C'est en 1987 que le cagisme d’édition de cet ARNm
permettant la synthese de deux protéines ApoB10P kba) et ApoB48 (241 kDa) a partir
d’'un méme gene est mis en évidence (Céteal, 1987; Powellet al, 1987). ApoB joue un
rle central dans le métabolisme des lipides. lbaéApoB100, présente dans le foie, permet
la synthése et la sécrétion des VLDL (very low dgnbpoptotein). La forme ApoB48,
présente dans l'intestin gréle, permet I'assembtigge chylomicrons. Elle est le résultat de
I'édition spécifique d’'une cytidine en position @6ajui se traduit par le changement d’un
codon glutamine (CAA) en un codon stop (UAA) (Cleest al, 2000). Figure 3)

GIn
foie CAA + —GlIn— ——— ———

APOB100
6666
édition l
Stop
intestin UAA > StOpm— ey d
|
6666 APOB48

Figure 3 : Edition de 'ARNm d’ApoB

Chez 'Homme, I'édition a lieu spécifiquement ddirgtestin. Ainsi, deux protéines sont
produites par le méme transcrit : APOB10O dansikeét APOB48 dans l'intestin suite a

I'édition du résidu C en position 6666.

Chez 'Homme, cette protéine est exprimée spéafigent au niveau de [lintestin
(Hadjiagapiou et al, 1994). Si APOBEC1 est indispensable, elle n'esgpeadant pas
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suffisante pour catalyser seule la réaction d'édit(Navaratnamet al, 1995; Teng &
Davidson, 1992). Au moins une autre protéine corsmes le nom d’ACF, pour APOBEC1
complementation factor, interagit avec APOBECL1 I@lekt al, 2000; Mehtaet al, 2000).
Cette protéine se lie au transcrit ApoB, sur umggoréqui encadre le site d’édition, et dirige la
sous-unité catalytigue d’APOBECL1 sur le site aefdiToutefois, il semble probable que
d’autres protéines soient impliguées dans ce msweemil'ensemble formant un complexe

appelé éditosome.

Une étude récente a montré que la protéine APOBEQfine est capable d’hypermuter
'ARN et 'ADN simple brin in vivo (Petit et al, 2008). L'ajout du cofacteur ACF murin,
bloque cette capacité d’hypermutation, ce qui stggge’APOBEC1 est intégrée au sein de
I'éditosome et retrouve son activité principale.ngij une surexpression d’APOBEC1
conduirait & un exces de protéines qui ne pourrgi@as étre incorporées au sein de ce
complexe, les protéines libres pourraient alorsehypmter I'ARN et '’ADN simple brin, ce

qui représente un danger pour la cellule.

2.2.Edition des ADN

2.2.1.Les cytidines désaminases de la famille AID/APOBEC

2.2.1.1.0rganisation génomique et fonction

Par similarité de séquence avec APOBEC1, plusiewnt®ines susceptibles de posséder une
activité cytidine désaminase ont été décrites didamme : AID, APOBEC2, la famille
APOBECS3 et APOBEC4 (Holme=t al, 2007b; Jarmuet al, 2002). Figure 4)



APOBEC1 |

AID |
APOBEC2

AFUBELSA
APOBEC3B
APOCBEC3C
APOBEC3D/E
APOBEC3F
AFPOBEC3G
APOBFC3H
APCBEC4

His-Xaa-Glu-Xaa,, ,,-Pro-Cys-Xaa, ,-Cys

Site actif

Figure 4 : Organisation des domaines des protéinddD/APOBEC humaines.

Les parties rouges représentent les motifs cytdi#saminases.
La séquence consensus est indiquée dessous.
D’aprés (Holmest al, 2007b).

Toutes les protéines de la famille AID/APOBEC centient 1 ou 2 copies du site actif His-
Xaa-Glu-Xaas 2gPro-Cys-Xaas-Cys, caractéristique de toutes les cytidines déssas. Les
résidus Cystéine et Histidine permettent la liaidarzinc, et le résidu Glutamate est impliqué
dans le transfert de proton lors de la désamingkimmeset al, 2007b).

Les géenesapobeclet AID sont localisés sur le chromosome 12, le gapebec2sur le

chromosome 6, et les geregsobec3sont organisés en tandem sur le chromosome 22igHar
& Liddament, 2004).Kigure 5)

Al AID
Chromaosome 12 =— /£ =
AZ
Chromosome 6 =
AAA 738 A3D A3F AJG AGH
Chromesome 22 = a= & —e" - i —
A3 AZE

10 kb
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Figure 5 : Localisation chromosomique des génes tiefamille AID/APOBEC

D’aprés (Harris & Liddament, 2004)

0 AID (Activation-induced cytidine deaminase)

Découverte en 1999 lors d’'un test d’hybridationstractive, cette protéine 24 kDa est
exprimée spécifiguement dans les lymphocytes B @uhatsu et al, 1999). Si sa
meécanistique est encore mal connue, il est étabdillg exerce son activité sur un substrat
ADN simple brin et est impliquée dans la diversifion des immunoglobulines, par
commutation isotypique et hypermutation somatigdenfo et al, 2004; Longerichet al,
2006; Neubergeet al, 2003).

0 APOBEC2

Cette protéine est exprimée spécifiguement danwkxle squelettique et cardiaque (Liao
et al, 1999). Son rble physiologique est inconnu, cagyua présent aucune activité d’édition
n'a été mise en évidence. La protéine APOBEC2 nesgmte pas d’activité cytosine
désaminase ni sur 'ADN ni sur le nucléotide libucun effet phénotypique sur I'état
général ou la fertilité n'est détecté pour les sou€.O pour APOBEC2. De plus, la
morphologie des muscles squelettiques et cardiagaesiormale (Miklet al, 2005). La
structure tridimensionnelle d’APOBEC2 a été détedri Si le monomere semble adopter un
repliement proche des cytidines désaminases (CRAjtains éléments de la structure
quaternaire (tétramere) affectent la coordinatiarethc, ce qui pourrait expliquer I'absence

d’activité cytidine désaminase vitro (Prochnowet al, 2007).

0 APOBEC3
Le génome humain possede 7 genes codant pouratésps de la famille APOBEC3 (A
a H). Les protéines APOBECS3B, 3DE, 3F et 3G conier 2 copies du site actif alors que
les protéines APOBEC3A, 3C et 3H n’en contiennemume seule, ce qui suggére que
certains genes ont connu des duplications. Ellas exprimées dans de nombreux tissus, y

compris les tissus tumoraux (Jarmeizal, 2002). Ces protéines sont surtout décrites pour
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leurs propriétés de restriction virale sur le VBighopet al, 2004; Danget al, 2006; Doehle
et al, 2005; Liddamengt al, 2004; Ribeircet al, 2005; Wiegancet al, 2004; Zhenget al,
2004), le MLV (Bishopet al, 2004; Harriset al, 2003; Kobayashet al, 2004; Mangeaét
al., 2003), le EIAV (Mangeaét al, 2003) et les « foamy virus » (Delebecapieal, 2006;
Lochelt et al, 2005; Russelet al, 2005). Il a aussi été montré que certaines presei
pouvaient inhiber différents rétrotransposons (Bdget al, 2006a; Bogercet al, 2006b;
Chen et al, 2006; Esnaultet al, 2005; Esnaultet al, 2006; Schumacheet al, 2005;
Stenglein & Harris, 2006), le VHB (Lt al, 2006; Noguchet al, 2005; Rosleet al, 2005;
Suspeneet al, 2005; Tanakat al, 2006; Turelliet al, 2004), et le parvovirus AAV (Chest
al., 2006).

0 APOBEC4
Il s’agit d’'une protéine qui a été prédite parlgs@ informatique (Rogoziet al, 2005).
Le domaine actif et la structure secondaire somisew/€s ce qui laisse penser que cette
protéine pourrait posséder une activité cytidingatidinase. Chez les mammiferes, APOBEC4
serait exprimée spécifiquement dans les testicudesqui suggere qu’elle pourrait étre

impliquée dans I'édition des ARNm au cours de krs@atogenése.

2.2.1.2.Evolution de la famille AID/APOBEC
Les membres de la famille AID/APOBEC sont retrouvést au long de la lignée des

vertébrés.Kigure 6)
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Primates

such as humans
AID, A1, A2 and A3A-A3H

I'! , AID Al, A2 and A3

[ Ar‘tludactyls
f such as cows

T — > AID, A1, A2and A3

Single- and double-deaminase-domain APOBECs

! I
|| Birss @
| | such as chickens =

' 3 ————— AID and A2

|II 'I & %;

' | Fish
| |
, | such as zebrafish <9 =]
' : > AID and A2

Single-deaminase-domain APOBECs

Figure 6: Représentation schématique du lien phyl@nétique entre les membres de

la famille AID/APOBEC et les vertébrés.

D’aprés (Harris & Liddament, 2004)

Les plus anciens membres de la famille AID/APOBBGt AID et APOBEC2. Des analyses
phylogénétiques suggerent que les geaapsbeclet 3 sont issus de la duplication du locus
AID (Conticelloet al, 2005). Les protéines APOBECL1 et 3 sont restreiatex mammiféres.
Pour APOBEC3, contrairement aux souris et aux autrammiféres non primates, le locus
chez les humains et les primates a connu une egpamdsultant en I'acquisition de 7 genes.
Le mécanisme et la pression de sélection qui omil@d a cette expansion ne sont toujours
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pas clairs. Toutefois, une hypothése suggere quiirrait s’agir d'un moyen mis en place
pour prévenir l'instabilité génomique due aux réansposons et aux rétrovirus humains.
Cette idée est supportée par de nombreuses étudeatgnontré la capacité de certaines de
ces protéines a inhiber différents rétrotranspogBngerdet al, 2006a; Bogeret al, 2006b;
Chen et al, 2006; Esnaultet al, 2005; Esnaultet al, 2006; Schumacheet al, 2005;
Stenglein & Harris, 2006) et rétrovirus (Bishah al, 2004; Delebecquet al, 2006;
Liddamentet al, 2004; Locheltet al, 2005; Mangeaet al, 2003; Ribeiroet al, 2005;
Zennou & Bieniasz, 2006).

3. Restriction des virus et des rétroéléments endogenear
les protéines de la famille APOBEC3

Suite a la découverte de la capacite d’édition’ABM décrite pour les APOBECS3, un
nouveau role a été proposé pour I'édition. Ce @erpeut en effet étre considéré comme un
mécanisme de défense cellulaire, empéchant l'iomadu génome cellulaire par des génes
exogenes. Avec la découverte de phénomeéenes died#is le génome du VIH-1, de
nombreux travaux se sont portés sur I'édition desles nucléiques viraux et des

rétroéléments chez 'Homme.

3.1.Virus du VIH-1

Depuis sa découverte en 1983, le VIH-1 fait I'obfg nombreuses études et des
publications voient régulierement le jour. L'isolent et la conception des molécules capables
de bloquer les différentes étapes du cycle deaamin du virus ne sont possibles que grace a
une meilleure connaissance de ce dernier. Lesigg@anitaires ont approuvé la mise sur le
marché de plusieurs molécules. Si celles-ci ne pttemt pas de guérir de la maladie, elles ont
considérablement amélioré la qualité et I'espérateceie des malades. Ces dernieres années,
la découverte des APOBEC3 a soulevé de nouveawirespt de nombreuses études ont été
menées afin de mieux comprendre le mécanisme dticties antivirale que ces protéines

possédent.
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3.1.1.Découverte du virus

En 1980, le docteur Michael Gottlieb soigne un hsexael qui présente des signes
cliniques d’amaigrissement, de mycose, de fieveepdeumonie et de candidose buccale.
C’est une quantité anormalement basse de lymphodedans le sang de ce patient qui
attire son attention. Deux autres malades, homatexeux aussi, présentent les mémes
symptébmes. L’épidémie est découverte en 1981 @&DC (Centers for Disease Control)
aux Etats-Unis apres I'annonce d’une recrudescdacgarcomes de Kaposi et pneumonies a
pneunocystis carinii deux maladies qui ont la particularité dinfectls personnes
immunodéprimées. Mais trés rapidement, des toxioesiat des hémophiles sont infectés.
Les américains décident d’'appeler ce syndrome A(pdr Acquired Immuno Deficiency
Syndrome), qui sera traduit SIDA en France. C'esfi883 que I'agent pathogéne est isolé
par une équipe francaise a I'Institut Pasteur airpde cellules lymphoides ganglionnaires
d’'un patient (Barre-Sinoussit al, 1983). Il est alors appelé LAV pour Lymphadenbpgat
Associated Virus. En 1984, deux autres virus sdehtifiés et nommeés HTLV-III, pour
Human T-cell Leukemia/lymphoma Virus type lll (Pepoet al, 1984), et ARV pour Aids-
Related Virus (Levyet al, 1984). En 1985, ces trois virus sont montréstideas. Et c’est
finalement en 1986 que la communauté scientificd@pte le nom de HIV-1 (pour Human
Immunodeficiency Virus), VIH-1 en France. Cette neéannée, le VIH-2 est découvert
(Clavelet al, 1986).

3.1.2.Classification et organisation génomique

Le VIH appartient au genre lentivirus, famille degroviridae Les virus de cette famille
sont caractérisés par un génome ARN simple briredgque capable de se répliquer a l'aide

d’un intermédiaire ADN qui s’intégre au sein du gémwe de la cellule hote.
Le génome du VIH-1 est composé de deux moléculddk’ simple brin identiques,

d’environ 9000 nucléotides, liées de maniere nomalemte et qui sont encadrées de

séquences répétées R et des régions U5 en 5 eerJ3’. Cet ARN possede les
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caractéristiques d'un ARN messager eucaryote,-@-@hte : une coiffe en 5° (m7GpppGm)

et une queue polyadénylée en 3'. Dans la celllA&N est rétrotranscrit en ADN proviral
double brin. Aux extrémités de ce dernier se trotieles séquences répétées non codantes
appelées LTR, pour « Long Terminal Repeat ». Cdgemités contiennent des éléments
essentiels au bon déroulement de I'intégratiorovétile et a la transcription virale effectuée
par ’ARN polymérase Il cellulaire. Les deux extiéds LTR encadrent les 9 cadres ouverts
de lecture des 3 génes principaag, pol, eny, et des 6 genes codant les protéines accessoires
Tat, Rev, Vpr, Vif, Nef et Vpu.Kigure 7)

rev
oo
. ! eny { LTR
pat =
L

MA CA NC 50U ™
P17 p24  p7 pb pp RT IN gpl20 gpdl

Structural
Proteins

MWCHO

Figure 7 : Organisation génomique de I’ADN du virusdu VIH-1

http://www.stanford.edu/group/virus/retro/2005ga@gnail/HIV.html

Le genegag code les protéines de structure du virus, comneapside et la nucléocapside.
Le geneenvdonne les protéines gpl20 et gp4l qui constitleenspicules du virus, et qui
sont impliquées dans les phénomenes d’entrée ds @ans la cellule cible. Le gépel code

les 3 enzymes virales : la transcriptase invessprdtéase et I'intégrase qui sont présentes au

sein de la capside virale.
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Le VIH-1 code pour 6 protéines accessoires (Tat, Ref, Vpr, Vpu et Vif) jouant un réle
dans la régulation du cycle viral. La protéine sa&gtivatrice Tat sert a stimuler I'expression
des genes viraux et Rev commande la transitioriétit lde latence vers la réplication. Vpu
joue un roéle important dans l'augmentation du bearmement des virions et dans la
dégradation des récepteurs CI%s trois protéines ne sont pas incorporées dawisida,
contrairement aux protéines Vpr, Nef et Vif. Cemires années, Vif est surtout décrite pour
sa capacité a se lier a des protéines de la faAH@BEC3 (Conticellcet al, 2003; Marinet

al., 2003; Stopalet al, 2003). Ce point sera plus amplement détaillélpasuite, dans le
paragraphe « lutte antirétrovirale : restriction lega APOBECS ».

3.1.3.Cycle replicatif

Le cycle de réplication du VIH-1 est composé dehases : une phase dite précoce, qui
aboutit a l'intégration du génome viral dans le @ée de la cellule cible, et une phase dite

tardive qui conduit a la formation de nouveauxons. Figure 8)

HIV virion new HIV virion
) iral bindin fusion buddin maturation L -
. . N \e“nreelope g A Y4 " Y
. ral
1 @l ' s K
et g genome - gp41 8= N g . [
i 1) =) Ay ol No NFY
L \ | & Jﬁl Y
TVETSE \ V4 o .’ ) _g
transcriptase - api20 :. - L o :
B w assembly
\ = fim. e
o S synthesis of gp120 = ?‘0:". .

and gp41 in the ER and =

reverse franscription membrane biidding

of viral RNA genome

synthesis of viral
core proteins and
reverse transcriptase

cell membrane

in the cytoplasm
VAR
viral cDNA ST
o s viral RNAs
integration NED NS
& A

chromasomal DNA
RIRGARARLRIF ISR LR SRR SRS ;
2% expression

cytoplasm nucleus Tat

Figure 8 : Cycle de réplication du virus du VIH-1
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3.1.3.1.Phase précoce

Elle débute par la reconnaissance spécifique atdserécepteurs cellulaires (CD4) et les
glycoprotéines de surface du virus. Cette intevacgiermet la fusion des membranes virales
et cellulaires, ce qui conduit a la libération dechpside virale dans le cytoplasme de la
cellule ou elle sera décapsidée. L’ARN viral essugte transcrit en une premiere molécule
d’ADN brin (-). Au cours de cette étape, le brilrABRN qui sert de matrice est dégradé par
I'activité RNase H de I'enzyme. La synthéese du I§tip peut ensuite étre réalisée, le brin (-)
servant de matrice. Il résulte de ces différenteg@ssus une molécule d’ADN viral double-
brin qui est transportée vers le noyau de la eelhdte, et insérée dans le génome cellulaire

via l'intégrase. Le virus est alors sous sa form@ivirus.

3.1.3.2.Phase tardive

C’est a partir du promoteur viral situé en 5 duR.Tjue I’ADN proviral est transcrit en
ARNmM, grace a 'ARN polymérase Il cellulaire et ankeractions coordonnées de la protéine
Tat et de facteurs de transcription NB- La transcription produit TARN du génome viral
ainsi que les ARN messagers correspondant auxipestédu virus. Dans une cellule infectée
par le VIH-1, on distingue trois classes dARNMARN génomique non épissé, les ARNm
partiellement épissés et les ARNmM complétemensépid_es transcrits partiellement épissés
et non épissés, en raison de la présence d'intsmmg, exportés vers le cytoplasme par un
mécanisme de transport unique et dirigé par laépretvirale Rev. Une fois dans le
cytoplasme, les transcrits non épissés sont diggepeur constituer ultérieurement 'ARN
génomique, les transcrits mono ou partiellemenss&s sont traduits pour donner les
protéines accessoires, de structure et les enzyimass, qui sont maturées au niveau de
I'appareil de Golgi. Les protéines de structurejsstorme de polyprotéines, sont transportées
a la membrane ou elles rejoignent les glycoprogtineles membranaires. Les ARN viraux
rejoignent les protéines virales. Les protéinessttactures s’assemblent pour former la
capside et la matrice, englobant cet ensemble.ofarg de la cellule infectée, la capside
arrache une partie de la membrane cellulaire. Apette étape de bourgeonnement doit
encore intervenir une étape de maturation au seimiribn. Les protéines de structure qui
sont toujours sous forme de polyprotéines vont élirees par la protéase virale, ce qui

permet aux virions d’étre infectieux.
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Lors de leur formation, les particules viralesarporent des protéines cellulaires. Certaines
d’entre elles ont pu étre identifiées, comme pange le facteur d’élongation eEF1A (EF1-
a) (Ottet al, 2000), la protéine Staufen (Moulaatlal, 2000), la protéine chaperonne Hsp70
(Gurer et al, 2002), une thioltransférase (Daws al, 1997), les propyl isomérases Pinl,
Cyclophilin A (CypA) et FK506-binding protein 12 (i§gs et al, 1999; Frankeet al, 1994,
Ott et al, 2000; Ottet al, 1995; Thaliet al, 1994), I'uracile DNA glycosylase 2 (UNG2)
(Priet et al, 2003), la glycéraldéhyde-3-phosphate-deshydrager{@APDH) (Ottet al,
2000), la lysyl-tRNA synthétase (Kleiman & Cen, 2D0des protéines membres de la voie
ESCRT (endosomal sorting complex required for pan3 (Ott et al, 1998; Stracket al,
2003; Stuchellet al, 2004; von Schwedleet al, 2003), des protéines de la famille
APOBECS (Ceret al, 2004; Wieganett al, 2004).

3.1.4.Lutte antirétrovirale : restriction par les APOBEC3

La réplication du virus du VIH-1 n’est possibleegdans certaines cellules, qui sont dites
permissives. Toutefois, certaines deviennent nemigsives face a des virus déficients pour
la protéine Vif AVif). A I'aide d’expériences de fusion de cellulesa été montré que le
phénotype non permissif des cellules était domijneatqui suggére que les cellules non
permissives produisent un facteur qui est suppparéVif (Simonet al, 1998). Par la suite,
ce facteur a été identifié comme étant APOBEC3&@¢8het al, 2002).

3.1.4.1.Restriction rétrovirale par APOBEC3G

Depuis la découverte de cette protéine et du plpaogu’elle confére aux cellules dans
lesquelles elle est exprimée, de nombreuses étadestté menées afin d’élucider ce
mécanisme antiviral. Les données majeures sur geepsus ont été apportées grace au
séquencage des cDNA rétroviraux issus de cellulestées avec des virg/if qui étaient
produits en présence dAPOBEC3G (Hamisal, 2003; Lecossieet al, 2003; Mangeaget

al., 2003; Zhanget al, 2003). Sur le brin (+) viral, de nombreuses fiteorss G-A ont pu étre
observées comparativement aux rétrovirus produitabsence dAPOBEC3G. Ces résultats
suggerent qu’APOBEC3G peut accéder au virion etlque de l'infection d’'une nouvelle
cellule, elle va exercer son activité de désanonatie cytidines sur le cDNA viral neo-

synthétisé au cours de I'étape de reverse trarnigeriges transitions G-A ne seraient alors
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que le reflet de la désamination des C sur le twmplémentaireRigure 9). Les mutations

sont alors fixées au niveau de la séquence vitgewevent affecter la viabilité du virus.

G G € ARN (+)
Désaminase l Edition ARN
G G U ARN (+)
[T o THIT o TIIT & T ae
— T, I _
Désaminase l Edition ADN
U

ik

Figure 9 : Mécanisme de conversion C/T et GA

La protéine APOBEC3G contient deux sites catalgsju_.a modification d’acides aminés
conservés au sein de ce motif réduit la capacitéedeiction rétrovirale de la protéine
(Mangeatet al, 2003; Shindeet al, 2003; Zhanget al, 2003). Toutefois, le role de chacun de
ces motifs n'est pas clairement élucidé a ce jbwemblerait en effet, que seulement un des
deux domaines (en N ou C-terminal) de la protésienécessaire pour maintenir une activité
anti-VIH-1, mais seul le domaine en position C-terae est essentiel pour l'activité de
désamination (Newmamt al, 2005). Il semble donc que les deux domaines ytajaes
d’APOBECS3G ne sont pas équivalents, et que sedbiraine situé en position C-terminale

est catalytiquement actif.

3.1.4.2.Incorporation d’AOPBEC3G dans le virion
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Le fait que le brin (+) viral présente de nombrasusansitions G-A, comparativement aux
virus produits en absence d’APOBECS3G, suggére aite aerniere pourrait accéder au
virion et ainsi exercer son activité lors de licfien d’'une nouvelle cellule, au cours de
I'étape de reverse transcription. Plusieurs étusé®té menées et de nombreux groupes ont
confirmé la présence d’APOBEC3G dans les particuledes (Harriset al, 2003; Mangeat
et al, 2003; Sheehyt al, 2002), mais la fagon dont elle est incorporéestnfias encore
claire. Plusieurs explications sont en effet pdesibPremierement, de part sa localisation
cytoplasmique (Marinet al, 2003; Stopaket al, 2003; Svarovskaiat al, 2004), il est
possible que la protéine soit simplement incorp@é@éemoment du bourgeonnement de la
particule virale. Deuxiemement, il se peut que camPOBEC1, APOBEC3G nécessite la
présence d’au moins une autre protéine cellulaog ptteindre sa cible. Il se pourrait ainsi
que son incorporation dans le virion soit facilifige cette protéine cellulaire. Troisiemement,
APOBEC3G pourrait se lier a un composant du vis. dernier point a fait I'objet de
plusieurs études (Alce & Popik, 2004; Gatral, 2004; Svarovskaiet al, 2004).

Par des études de co-immunoprécipitation, il andtétré que la protéine Gag du virus
pouvait interagir avec APOBEC3G. Il en résulte ¢bois des résultats contradictoires. En
effet si certains ont identifié une séquence de @égessaire pour linteraction (Alce &
Popik, 2004; Ceret al, 2004), d’autres ont montré que cette méme séguet@ait pas
indispensable pour l'incorporation dans les paltiswirales (Svarovskaiat al, 2004). Un
autre point de désaccord porte sur la sensibiéitéalte interaction a la RNaseA. Toutefois, il
a été montré que les protéines Gag et APOBEC3Ggienivse lier a I'ARN (Berkowitzt
al., 1995; Jarmuet al, 2002; Liet al, 2004). Il est donc possible que I'interactionrerdes
deux protéines se fasse par lI'intermédiaire d’'urNAdRI d’'un complexe contenant de 'ARN.
Récemment, Bogerd et Cullen (2008) ont montré goeidaction entre le domaine NC de
Gag et APOBEC3G nécessitevitro la présence d’ARN simple brin de petite taillehgcen

G ou de régions simples brins situées au sein d’ARdcturés tels que les ARN Y et ARN
7SL.

3.1.4.3.Dégradation d’APOBEC3G médiée par Vif

L'effet dAPOBEC3G est clairement visible en absende la protéine virale Vif. En
revanche, son incorporation dans les virions ederigent inhibée en présence de Vif
(Conticelloet al, 2003; Kaoet al, 2003; Marinet al, 2003; Sheehwt al, 2003; Stopalet
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al., 2003). La quantité de protéine est fortementitéden présence de Vif, ce qui suggére
gue Vif pourrait compromettre la stabilité de latgine APOBEC3G. De nombreuses études
ont montré que Vif pouvait interagir avec APOBEC®E permettre le recrutement de
différentes protéines cellulaires telles que eloBgielonginC, Cullin5 (CUL5) et Ring-box 1
(RBX1) (Yu et al, 2003). La formation de ce complexe entraine lbyymquitinylation
d’APOBECS3G et ainsi sa dégradation par la voie ciigasome (Sheelst al, 2003; Yuet

al., 2003). Figure 10

0 Proteasomal
degradation

Mature Reviews | Immunoclogy

Figure 10 : Mécanisme de dégradation d’APOBEC3G mééde par Vif

La protéine Vif se lie & APOBECS3G et recrute lest@ines cellulaires Elongin B et C, qui
permettent l'ajout d'ubiquitine par CUL5 et RBX1. al protéine APOBEC3G
polyubiquitynilée est ensuite dégradée par le psaie.

D’aprés (Harris & Liddament, 2004)

Récemment, des travaux ont mis en évidence uneaien entre APOBEC3G et la protéine
kinase A (PKA) (Shirakawaet al, 2008). Cette derniére est capable de phosphoryler
spécifiguement la Thréonine 32 d’APOBEC3G, ce auiiadne une diminution de la liaison a
Vif, et par conséquent une diminution de la dégiadad’APOBEC3G par le protéasome.
Des études, grace a des modélisations structiebéedes mutants, ont permis de montrer que

I'interaction entre les résidus Arg24 et Thr32 d@BEC3G était cruciale pour l'interaction
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avec Vif. Ces résultats suggerent que la phospdioypl d’APOBEC3G par la PKA peut
réguler l'interaction APOBEC3G-Vif.

3.1.4.4.Restriction rétrovirale par APOBEC3B, 3DE &

Une large majorité des travaux réalisés a ce jowuapour sujet d'étude la protéine
APOBECS3G. Toutefois, le génome humain code pouuttka protéines qui présentent de
fortes similitudes avec APOBEC3G (Jarmatk al, 2002). Ces protéines pourraient étre
capable d'interférer elles aussi avec la réplicatin VIH-1. Il a ainsi été montré que les
protéines APOBEC3B, 3DE et 3F sont capables d'ehibfficacement I'infection par le
VIH-1 (Bishopet al, 2004; Danget al, 2006; Liddamenet al, 2004; Wieganct al, 2004;
Zhenget al, 2004 ).

La protéine APOBEC3B présente environ 50% de siitélavec 3G (Jarmuet al, 2002).
Elle présente une activité antirétrovirale conteeMIH-1 qui n’est pas affectée par Vif
(Bishop et al, 2004). La protéine exerce son activité dans untestte dinucléotidique

préférentiel 5’-TC

Le géneapobec3Fest localisé a coté du geapobec3Gsur le chromosome 22 (Jarmeizal,
2002), ces deux genes présentent plus de 90% tit@lelans la région promotrice (Jarmetz
al., 2002; Liddamengt al, 2004). Comme pour APOBEC3G, 3F a montré une factwité
d’édition de I'ADN au cours de tests de mutatiofeetués cheZ. coli (Liddamentet al,
2004). Cependant, APOBECSF differe ’APOBEC3G av2aux. Premierement, le contexte
dinucléotidique pour son activité de désaminatwrlC) (Bishopet al, 2004; Liddamenét
al., 2004; Wiegancket al, 2004) est difféerent de celui APOBEC3G (5-LCHarris et al,
2003; Mangeaet al, 2003; Yuet al, 2004; Zhanget al, 2003). Deuxiemement, APOBEC3F
est résistante a la dégradation par Vif, mais dfagen moindre qUAPOBEC3B (Liddament
et al, 2004).

La protéine APOBEC3DE a été montrée comme étaratpsmidée dans les virions produits en
absence de la protéine Vif. Le contexte nucléotidige cette protéine pour son activité de
désamination est 5TCComme pour APOBEC3G, Vif est capable de se lier s
APOBECS3DE entrainant ainsi sa dégradation par ika o protéasome (Dargg al, 2006).
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Tout ceci est en accord avec le fait que 3B, 3DBFesont plus importantes que 3Gvivo
pour la restriction du virus du VIH-1. En effetslenutations GA en AA sont trouvées plus
frequemment que les GG en AG dans les séquencesgbes issues de patients (Jarehal,
2001). La résistance a Vif ’APOBEC3B et 3F peun¢ @&xpliquée par la séquence en acides
aminés correspondant a la région d’interaction AEOB-Vif définit par Asp128. Pour la
protéine APOBEC3G, cet acide aminé fait partie diumtif Trp-Aspl128-Pro-Asp, alors que
le résidu Glu27 correspondant pour 3B et 3F sevie@u sein d’'un motif Trp-Glul127-Arg-
Asp. Il est probable que la charge positive degltane neutralise la charge totale de cette
région, ce qui rendrait la protéine résistante &2 Woutefois, ce facteur n’est pas le seul qui
soit impliqué dans l'interaction APOBEC3-Vif. Enfeff, APOBEC3B est complétement
résistante a Vif (Bishopet al, 2004), alors que 3F n’est que partiellement tasis
(Liddamentet al, 2004). La résistance totale ’APOBEC3B a la dégpian médiée par Vif

peut aussi s'expliquer par sa localisation nuckégdtenglein & Harris, 2006).

3.2.Autres virus

Suite a la découverte de modifications résultantaddésamination de cytosines sur le
génome du VIH-1, conduisant a un phénomene deatéstrvirale, de nombreuses études ont
été menées afin de savoir si ce mécanisme et ssgaq@ences pouvaient étre retrouves pour

d’autres virus humains.

3.2.1.Virus de I'hépatite B (VHB)

Peu de temps aprés la découverte de la restricteora réplication du VIH-1 par
APOBECSG, il été montré que les protéines APOBECH&; 3C et 3F pouvaient inhiber la
réplication du VHB (Baumeret al, 2007; Bonvinet al, 2006; Bonvin & Greeve, 2007,
Nguyenet al, 2007; Rosleet al, 2005; Rosleet al, 2004; Turelliet al, 2004), virus a ADN
double brin qui possede dans son cycle de rémitatine activité de reverse transcription.
Une premiére étude a montré que l'analyse des ségaeADN issues des nucléocapsides
produites dans des cellules hépatiques Huh7 exptiMROBEC3G présentent un faible
niveau d’hypermutations G-A, qui est augmenté dei$quand cette expérience est réalisée
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dans les cellules hépatigues HepG2 (Rosteal, 2005; Roslert al, 2004). Ces résultats
suggerent que I'édition de 'ADN du VHB médiée palPOBEC3G est dépendante de la
lignée cellulaire. Mais une deuxieme étude a momiee les protéines APOBEC3G, 3F, 3B et
3C sont capables d’éditer massivement ’ADN virahsl les cellules Huh7 (Suspeeteal,
2005). Si ce point doit encore étre éclairci, tbatefois été montré que des virus présentant
des transitions G-A peuvent étre trouvés chez &®ms infectées par le VHB (Noguaodt

al., 2005).

L’absence d’hypermutations G-A constatée dans emyar temps (Turellet al, 2004), a
suggéré que l'inhibition de la réplication du virggar APOBEC3G pouvait se faire
indépendamment du mécanisme d’édition. Ceci a@iérmé grace a des mutations au sein
du domaine catalytique situé en position C-ternairgali bloquent I'activité de désamination
de la protéine, et qui n’ont aucun effet sur I'inition de la réplication du VHB (Turelét al,
2004). D’autres travaux ont pu montrer qu’APOBEQCBGait sur 'empaquetage de 'ARN
génomique dans les nouveaux virions en le rendamilsle aux nucléases (Roskr al,
2005).

3.2.2.Papillomavirus

En partant de I'hypothese que le génome des pamlNous humains pouvait étre sujet a
la désamination par les APOBEC3 qui ont une loaabs nucléaire, une étude a
dernierement pu mettre en évidence la présencepéhutations au niveau de '’ADN des
virus (Vartanianet al, 2008). Cesvirus a ADN bicaténaire circulaire, non enveloppés,
possedent un petit génome, ayant un fort pouvaing@éne Les analyses se sont portées sur
des verrues plantaires causées par le HPV1a dlioj@ses cervicales précancéreuses causees
par le HPV16. Pour les deux virus, des transitiBr& et C-T ont pu étre mises en évidence,
ce qui suggéere des phénomenes d’édition sur leslaéns d’ADN. Comme pour le HPV1, le
contexte nucléotidique préférentiel pour I'éditipour le HPV16 est 5Tt 5’CC ce qui
suggere qu’APOBEC3A, 3C et 3H pourraient étre raspbles des phénoménes d’édition
observés. Ces résultats suggérent que les virudN double brin pourraient aussi étre des

cibles pour les protéines de la famille APOBECS3.
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3.2.3.Virus de I'hépatite C (VHC)

Récemment, des travaux ont été menés afin d'étutbepression de la protéine
APOBECS3G chez les patients chroniguement infecé$epVHC, et non traités a l'interféron
(Komoharaet al, 2006). Le virus du VHC est wirus a ARN (+) monocaténaire linéaire,
flanqué de deux régions non traduit#sa ainsi été montré que I'expression d’APOBEC3G
était augmentée chez les patients infectés, cotiyvarent aux patients non infectés. Ces
résultats suggerent que le VHC induit une augmiemtake I'expression de cette protéine dans
les hépatocytes. Des études complémentaires omigpde montrer que parmi les protéines
virales non structurales, seule la protéine NS5&it éesponsable de l'augmentation de
I'expression observée. Si des phénomenes d’hypationtsur le génome du VHC n’ont pas
encore été décrits, il semble toutefois que cadteds ouvrent de nouvelles perspectives pour

la compréhension de l'infection chronique par leG/H

3.3.Rétroéléments endogénes

Les protéines de la famille APOBEC3 ont aussi étihtnées comme agissant sur les
rétroéléments endogenes (Bogetdl, 2006a; Chemt al, 2006; Dutkoet al, 2005; Esnault
et al, 2006; Kinomotoet al, 2007; Muckenfusst al, 2006; Schumacheet al, 2005;
Schumann, 2007; Stenglein & Harris, 2006). Lesogéments sont des séquences ADN
mobiles qui s’integrent dans le génome cellulatreeerépliquent via des transcrits ARN qui

sont copiés en ADN double brin par une reversestré@ptase.

3.3.1.Classification

Les rétroéléments peuvent étre classés en au Bgrmipes : les rétrovirus exogenes,
les rétrotransposons qui contiennent des LTR, etréérotransposons sans LTR. Chez les
mammiféres, la plupart des éléments mobiles gémdigsont des rétrotransposons qui

représentent plus de 45% de I'ADN génomique hunetimurin (Deiningeret al, 2003;
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Holmeset al, 2007b; Kazazian, 2004; Kazazian & Goodier, 2002zazian & Moran, 1998;
Landeret al, 2001; Prak & Kazazian, 2000).

3.3.1.1.Rétroéléments LTR

Les rétroéléments LTR comprennent aussi les rétrevendogenes, comme I'HERV, les
éléments murins MusD et IAP, ainsi que les élémé&gisde la levure. Les rétrotransposons
LTR actifs contiennent un gempel fonctionnel qui code pour une reverse transcrgpesine
intégrase ; ce qui permet la réplication autonddeeplus, ils possédent un gegeg qui code

pour une protéine structurale qui permet la foraratle particules virus-like.

3.3.1.2.Rétroéléments non LTR

Les rétrotransposons non-LTR peuvent étre classésdeux familles: LINE (long
interspersed elements) et SINE (short intersperdedhents). LINE-1, I'élément LINE
humain le plus commun, est transcrit par 'ARN po&rase Il pour donner un ARNm qui
code pour deux protéines, ORF1 et ORF2, qui saptisepour la rétrotransposition (Brouha
et al, 2003; Kolosha & Martin, 1997; 2003; Landsral, 2001; Sassamaet al, 1997). Au
contraire, les éléments Alu sont transcrits en ARIN codants par 'ARN pol 11l (Schumann,
2007). Les séquences Alu se sont accumulées atvemfes et représentent 11% du génome
humain (Landeet al, 2001).

3.3.2.Restriction de la rétrotransposition par les APOBEG

Ces élements mobiles modifient profondément le g@nales organismes vivants.
Toutefois, les eucaryotes ont besoin d’une granaleilsé de leur génome. lls ont donc été
amenés a développer des stratégies pour limiteroléération de ces éléments mobiles. De
part leur similarité avec les rétrovirus, la fonatides APOBEC3 face a ces éléments a été
examinée. De nombreuses études ont démontré qupelevent restreindre ces rétroéléments.
Elles sont ainsi capables d’inhiber la rétrotrasgm de IAP et MusD, ces derniers
présentant alors des substitutions G-A au seirules Iséquences (Bogegtlal, 2006a; Chen
et al, 1987; Esnaulet al, 2006). APOBEC3C, 3F et 3G inhibent la rétrotrars$jon des

-27 -



éléments Tyl chez la levure, et cette inhibitioncesrélée a la présence d’hypermutations C-
T au sein de ces éléments (Dutbal, 2005; Schumachest al, 2005). APOBEC3A, 3B,
3C, 3F, mais pas 3G, inhibent la rétrotransposities €léments L1 (Cheet al, 2006;
Esnaultet al, 2005; Muckenfusst al, 2006; Stenglein & Harris, 2006). La rétrotranspos
des éléments Alu dépend de la reverse transcriptaiee par les éléments LINE-1 (L1). Des
études ont montré qu’APOBEC3G inhibe fortementékrotransposition des séquences Alu,
non pas en inhibant la fonction des éléments Ll reaiséquestrant les ARN Alu (Bogetd
al., 2006b; Kinomoteoet al, 2007; Muckenfus®t al, 2006; Schumann, 2007; Stenglein &
Harris, 2006).

3.4.Restriction par les APOBEC3, par un mécanisme autiee

I’édition

Si la capacité d’'induire des mutations grace aivaé de désamination de cytosine de
'ADN par les APOBEC3 permet dexpliquer la restiom des rétrovirus ou des
rétroéléments, daombreuses études suggerent que les APOBEC3 possgtd mécanisme

antiviral indépendant de I'édition.

Il a ainsi été décrit que la protéine APOBEC3G psuite a des mutations, perdre son activité
cytidine désaminase mais maintenir un certain niv@®activité antivirale face au virus du
VIH-1 (Newman et al, 2005). Le méme phénomene a pu étre observé poprotéine
APOBECS3F (Holmet al, 2007a). Ce phénoméne a aussi été mis en évigencde virus

du VHB. En effet, une premiére étude réalisée dasscellules Huh7 montre clairement
gu’APOBEC3G bloque la réplication du virus, maisnsachangement significatif de
nucléotide. De plus, I'enzyme rendue catalytiquetmeactive suite a des mutations est
toujours capable de bloquer la réplication du VHBrélli et al, 2004).Ce phénomene est
aussi observé pour les rétrotransposons. En &RMHBEC3A est considérée comme un fort
inhibiteur des rétrotransposons LTR. Toutefois,ua@cmutation n'a pu étre observée dans ce
cas ce qui suggere ici aussi un mécanisme d’inbibindépendant de I'activité d’édition
(Bogerdet al, 2006a).
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Dans le cadre du VIH-1, il a été montré que laginet APOBEC3F catalytiguement inactive
entrainait une diminution de I'accumulation desdpits de reverse transcription dans les
cellules (Holmest al, 2007a). Une hypothese pour expliquer le réleadardtéine dans cette
observation serait une inhibition de [linitiatione da synthése de cDNAet/ou de la

processivité de la polymérase.

Pour le VHB il a été montré qu’APOBEC3G inhibaitdeoduction de I’ADN viral (Rosleet

al., 2005; Turelliet al, 2004). Ces deux études sont toutefois en déshscorun point, I'une
suggérant que les ARN associés au core sont 5@lassfaibles en présence ’APOBEC3G
(Turelli et al, 2004), cette derniere interfererait alors sumpaquetage de I'ARN
prégénomique dans la particule virale, alors qaette étude n’observe pas de différence
(Rosleret al, 2005). Dans le cadre de la restriction de leoténsposition de L1, il a été
montré qu’APOBEC3A empéchait I'accumulation de I'NRle L1 néosynthétisé (Bogeed

al., 2006a). L'ensemble de ces données suggére qu&vit@ d’inhibition indépendante de
l'activité d’édition associée a ces protéines esnhglexe et met en jeu des mécanismes

multiples.

4. Objectifs de I'étude

Des études précédentes au laboratoire ont permisatige en évidence un processus
d’édition dans des cellules H9/LAI chroniquementeatées par le virus du VIH-1. Des
changements G-A et C-U ont été observes entre datre le cadre de lecture de TARNm de
vpr. Par la suite, des études complémentaires ontrénque des transitions G-A pouvaient se
produire au niveau de I’ADN proviral lui-méme. Leofeine VPR (96 aa, 14 kDa) possede
plusieurs propriétés dont sa capacité a bloquéivigion cellulaire en phase G2 (Ayyaveb
al., 1997; Bodeust al, 1997). Elle serait aussi impliqguée dans le preresi’apoptose des
lymphocytes TCD4+ infectés (Rogel al, 1995). Ce processus de mort programmeée, induit
par VPR, aboutit en quelques heures a la fragmentde I'ensemble de 'ADN génomique
en des multiples de 200 paires de bases (Steaval, 1999; Stewarket al, 2000). Etant
donné l'action cytotoxique de cette protéine, cosat a I'élimination des cellules infectées,
nous pouvons imaginer que la diminution de l'expi@s de vpr soit un mécanisme de

protection cellulaire, aboutissant a I'établissetn@nne infection chronique par le VIH-1.

-29 -



Pour ces cellules H9/LAI, les mutations observémg ppr pourraient ainsi étre a l'origine de
virus défectifs, ce qui pourrait expliquer I'étdtranique de I'infection dans ces cellules. Les
modifications G-A et C-U observées sur I'ADN praliret les ARN viraux sont
caractéristiques de l'activité de cytidines désawas. |l est ainsi possible d’envisager que de
par leur activité d’édition, ces protéines soienpliguées dans I'apparition de virus défectifs,

et ainsi dans la chronicité de l'infection.

Nous avons cherché a préciser quelles désaminasds exprimées dans les cellules
chroniguement infectées, et quelles sont celles mplvent étre responsables de ce
phénomene. Afin de vérifier notre hypothese, sédouielle la chronicité de I'infection dans
ces cellules pourrait étre corrélée a une act@édésamination de type C-U, nous avons
étudié la séquence degr chez des patients non progresseurs a long terms, gue
I'expression des différentes désaminases chezeseseds. Par la suite, avec la mise en place
d’un testin vitro, nous avons cherché a préciser le role de cedirgt désaminases. En effet,
étant donné la diversité des APOBEC3 et l'ubiqdiéces protéines dans différents types
cellulaires, il est important de mieux définir I&le de chacune et d'identifier la (ou les)
cytidine désaminase de la famille APOBEC3 qui paitiétre responsable des modifications

observées sur la séquenge du génome du VIH-1.
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MATERIELS ET METHODES
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MATERIELS

1. Souches bactériennes

La souche bactérienne DHS' Escherichia col(E. coli) a servi pour la construction et
I'amplification de différents plasmides utilisés@urs de ce travail. Cette souche posséde le
génotype suivant :"FendAlL glinV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoRnupG ®80dacZAM15
A(lacZYA-arghU169, hsdRL7(rk” mk*), A—. Cette souche a la particularité de posséder le
marqueur lacZAM15, ce qui permet la sélection de colonies bldeo/bpar a-

complémentation du gene deflayalactosidase.

Pour I'expression des différentes cytidines désas@n de la famille APOBECS3, les souches
d’E.coli BL21 (DE3) ou C41 (DE3) ont été utilisées. La sadi 21 (DE3) possede le
génotype suivant : FompT gal dcm lon hsd@s" mg) AM(DE3 [lacl ladJV5-T7 genel indl
san¥ nin5]). La souche C41 (DE3) est dérivée de la soudiELBDE3), et posséde au moins

un mutation non caractérisée.

2. Cellules humaines

2.1.Cellules en suspensions

Les cellules Jurkat et H9 sont des cellules lymptaies T cancéreuses en suspension,
issues de lymphomes cutanés. Exprimant naturellelaedcepteur CD4, ces cellules ont été
sélectionnées pour leur capacité d'étre infectéedepVIH-1 (source ATCE). Les cellules
H9/LAI, établies par le Dr Barré-Sinoussi (InstitBasteur), sont issues d'une leucémie a
cellules lymphocytaires T et sont chroniquementdtdes par le VIH-1 isolat Lai. La

manipulation de ces cellules H9/LAI est réaliséasdane enceinte de type P3.

2.2.Cellules adhérentes
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Les cellules HelLa sont des cellules épithélialeads d'un prélevement effectué sur une

patiente atteinte d'un cancer du col de l'utérueédée en 195HenriettaLacks.

Les cellules Huh7 sont une lignée de cellules aiiés issues d'un hépatocarcinome d’un
patient japonais. Les cellules Huh7-NS3-5B sontaddisiles Huh7 qui expriment de maniére
constitutive la polyprotéine NS3-NS5B et qui permet la production d’'un complexe de
réplication efficace. Les cellules Huh7 rep5.1 @xent le réplicon Rep5.1 du VHC, et sont

manipulées dans une enceinte de type P3.

Les cellules HepG2 sont des cellules adhérentesmuété établies a partir d’'un carcinome
hépatique humain. Les cellules HepG2.2.15, établipartir des cellules HepG2, contiennent
une copie du génome du virus de I'hépatite B irtégile maniére stable. Ces cellules sont
ainsi capables de produire les protéines viralegeetelarguer des virions dans le milieu de

culture. Elles sont donc manipulées dans une etecéetype P3.

2.3.PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell)

Les PBMC sont les cellules mononucléaires circutkarts le sang périphérique et sont
principalement constituées de lymphocytes et deoryirs. Les PBMC sains nous on éte
donnés par le Service de Virologie et d'ImmunoloBielogique du CHU de Bordeaux. Les
PBMC des patients NPLT ont été obtenus grace acolieboration avec le Service de

Médecine Interne et Maladies Infectieuses du Pifr&ssy, du CHU Kremlin Bicétre.

3. Plasmides

La plupart des constructions ont d'abord été aftext a l'aide du plasmide pGEMTeasy

(Promega ™), avant d’étre sous-clonées par la daite des vecteurs d’expression.

3.1Le plasmide pGEM-T Easy
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Ce vecteur de clonage de 3kb posséde un géne dtanés a I'ampicilline pour sa
sélection dans les bactéries. Les séquences @irgént insérées au niveau du multisite de
clonage situé dans le gene LacZ. Ce plasmide viemélrisé contient un T a I'extrémité 3’ de
chaque brin permettant le clonage des produits @& Pbtenus avec la polymérase
AmpliTag-Gold (Applied Biosystem).
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3.2Le plasmide pcDNAS3 (Invitrogermv)

Ce vecteur d'expression eucaryote de 5,4 kb possedeultisite de clonage positionné
entre le promoteur constitutif fort CMV la séquerteeminatrice de polyadénylation de
I'hnormone de croissance bovine (BGH pA). L'insertidune séquence codante dans ce
multisite de clonage permet une expression transitde protéines dans les cellules
humaines. Ce plasmide peut étre amplifié dans desthes grace a l'origine de réplication

bactérienne et au gene de résistance a I'ampéillin
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* There is an ATG upstream Bsml A-150228

of the Xba | site.

3.3Le plasmide pET32a (Novagenm)

Ce vecteur d’expression de 5,9 kb possede un nbeltie clonage positionné entre un

promoteur inductible a I''PTG et la séquence délarédoxine. L'insertion d’'une séquence

codante dans ce multisite de clonage permet unessipn inductible de protéines étiquetées

dans les bactéries. Ce plasmide confere a la ataéesistance a I'ampicilline.
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3.4Le plasmide pG-KJES8 (Takara)

Ce vecteur d’expression de 11,1 kb a été choisi palcapacité a produire les protéines
chaperonnes groES-groEL dans la bactérie. Cetthuption est inductible par la tétracycline.
Ce plasmide confére a la bactérie la résistanahlmuamphénicol.

N
; CmfT

araC

araB groEL- "
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mnBT1T2

3.5Le plasmide pmaxGFP (Amaxar)

Ce plasmide de 3,5 kb est utilisé comme contrd@isitip pour évaluer I'efficacité de
transfection des cellules de mammiféres. Il perftetpression de la maxGFP, sous le
contrdle du promoteur constitutif fort CMV. Ce piaisle peut étre amplifié dans les bactéries

grace a l'origine de réplication bactérienne ejene de résistance a la kanamycine.
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3.6.Le plasmide pcDNAG/TR (Invitrogem)

Ce vecteur d'expression eucaryote de 6,6 kb pdiex@iression du répresseur Tet, sous
la dépendance promoteur constitutif fort CMV. Casphide s’integre de maniére aléatoire
dans le génome cellulaire, conférant alors la ta@si® a la blasticidine. Il peut étre amplifié
dans les bactéries grace a l'origine de réplicaliactérienne et au géne de résistance a

I'ampicilline.
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3.7.Le plasmide pOG44 (Invitrogem)

Ce plasmide de 5,8 kb permet I'expression constéutie la Flp recombinase sous le
contréle du promoteur CMV humain. Il est utilisé emme temps que le plasmide
pcDANS/FRT/TO, dans le systéme Flp-In T-Rex (Inmifen), pour permettre I'insertion site
spécifiqgue de ce dernier dans le génome cellul@ieeplasmide peut étre amplifié dans les

bactéries grace a l'origine de réplication bactégeet au gene de résistance a I'ampicilline.

3.8.Le plasmide pcDNAS/FRT/TO (Invitrogem)

Ce vecteur d'expression de 5,1 kb permet l'intégnatd’'une séquence d'intérét de
maniere unique et stable dans le génome celluidireonfere aux cellules la résistance a
I'hygromycine. L’expression du gene d'intérét emductible, et ne peut se faire qu’en
présence de tétracycline dans le milieu de cultGe plasmide peut étre amplifié dans les
bactéries grace a l'origine de réplication baatégeet au gene de résistance a lI'ampicilline.
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METHODES

1. Cultures cellulaires et transformations

1.1Les bactéries

1.1.1.Conditions de culture

Les bactéries sont cultivees a 37°C sous agitd@@0 rpm) dans un milieu LB (Luria-
Bertani : 1% bactotryptone, 0,5% yeast extract,Nae| et 0,2% agar si milieu solide), avec
ou sans pression de sélection. Les cultures erunslolide sont faites en LB + 1,5% agar,

avec l'ajout d’antibiotiques selon le vecteur gtli

L'amplification des plasmides est réalisée dansoli DH5a rendues compétentes par la
méthode de Hanahan (1983). Pour cela, une colautétienne est mise en culture la nuit
dans 5 ml de milieu LB. Le lendemain, ces 5 ml dieuce sont ensemencés dans 200 ml de
SOB (2% bactotryptone, 0,5% bacto yeast extractmONacCl, 25 mM KCI, 10 mM MgGl

10 mM MgSQ) jusqu'a I'obtention d'une Re.mde 0,5. Les bactéries sont ensuite incubées
dans la glace pendant 15 min, puis centrifugée9@05pm pendant 5 min a 4°C. Les culots
sont repris dans 60 ml de tampon RF1 (100 mM RBCINM MnC} 4H,O, 30 mM acétate
de potassium, 10 mM Cag:ll5% glycérol, pH 5,8) et incubés 15 min dansld&e avant une
nouvelle centrifugation de 5 min a 5 000 rpm, 4E€s culots sont ensuite repris dans 16 ml
de tampon RF2 (10 mM MOPS, 10 mM RbCI, 75 mM GaCb%% glyceérol, pH 6,8). Apres
une incubation finale de 10 min dans la glace, Hastéries devenues compétentes sont

aliguotées dans des tubes de 1 ml et conservé85@.-

1.1.2.Transformation des bactéries

La transformation est basée sur un choc thermigaebdctéries compétentes en présence
de 'ADN plasmidique. Aprés décongeélation, 200 pllzhctéries compétentes sont incubées

avec 100 ng d'ADN plasmidique (ou 2 pl de mélangdightion) pendant 30 min dans la
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glace. Apres le choc thermique de 90s a 42°C e¢fnoidissement de 5 min dans la glace, les
bactéries sont cultivées 1h a 37°C, sous agitg@@® rpm), dans 800 pl de milieu non
sélectif SOC (milieu SOB contenant 20 mM glucode) de permettre I'expression du gene
de résistance. Les bactéries transformées sorttisal@ées sur boite de LB-agar additionné

d’un antibiotique.

1.2.Les cellules humaines

1.2.1.Conditions de culture

Les cellules HeLa, Huh7, Huh7 NS3-5B, Huh7 Rep®l#pG2 et HepG2.2.15 sont
cultivées dans du milieu Dubelcco modified Eagledimen (DMEM) (Invitrogen')
supplémenté par 10% de sérum de veau foetal (SVE).SWF est préalablement
décomplementé 20 min a 56°C. Les cellules Jurkét,eHH9/LAI sont cultivées dans le
milieu RPMI 1640 Glutamine (Invitroge€n supplémenté par 10% de SVF et 2 mM

glutamine.

Toutes ces cellules sont cultivées dans une étud¥°&, sous atmosphere humide et
contenant 5% C® Elles sont maintenues par passage 2 a 3 foisgpaaine selon leur vitesse
de croissance. Pour les cellules adhérentes, ilantent a la trypsine-EDTA est nécessaire
pour décoller du support plastique la monocoucheceldules formée par les cellules
confluentes. Les milieux DMEM et RPMI 1640 contienhdu rouge phénol, un indicateur de
pH. Une forte croissance des cellules entraineagidification du milieu et le rouge phénol

vire au jaune.

1.2.2. Nucléofection

Les cellules H9 et Jurkat sont trés difficilemenansfectables (<10% de cellules
transfectées). Une nouvelle technologie de tratiefec appelée nucléofection, a été
développée par la société Amaxaermettant de transfecter les cellules difficilés
nucléofection est basée sur la combinaison d'unc cltectrique effectué par le
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nucleofectorlf, ajouté & une solution de composition inconnugpesée permettre le
guidage de I’'ADN plasmidique vers le noyau de lguée En effet, en utilisant les protocoles
proposes, le temps d’expression peut étre consilbdnant réduit. Le programme S-18 du
nucleofectorl? en combinaison avec la solution V (kit Amajatesté avec le plasmide
contrdme pmaxGFP (Amaxa s'est avéré le plus adapté a nos besoins, awe®er90% de

cellules transfectées et un taux de mortalité < 5%.

Brievement, 2.10cellules/essai mélangées & 5 pg d’ADN plasmidipre reprises avec 100
pl de solution V et transférées dans une cuvettdectroporation fournie avec le kit de
transfection. La cuvette est placée dans l'appafdl d’exécuter le pulse électrique du
programme sélectionné. Les cellules sont immédiat¢meprises avec 500 pul de milieu de
culture préchauffé a 37°C et transférées dans Uegue 6 puits préchauffée a 37°C et
contenant 2,5 ml de milieu par puit. Les cellulestsensuite placées dans I'étuve de culture a

37 °C. En cas de sélection par un antibiotiqueyie®In'est rajouté qu’au bout de 48 heures.

1.2.3.Quantification de la fluorescence par cytométrie délux

Apres 3 lavages en PBS, les culots cellulaires sapris dans 500 pl de PBS-EDTA 2
mM. Les cellules sont analysées au cytométre de ([RACSCalibur, Becton-Dickinson).
Cette technique permet d'obtenir des informatiamdes propriétés optiques et fluorescentes
de chaque cellule analysée. Pour cela, chaqude@i incluse dans une microgouttelette
constituée par le liquide de "gaine" et soumiséam@alyse de deux lasers. Les informations
obtenues concernent la taille, la granulométriéreensité de fluorescence. La quantification
de fluorescence des cellules est réalisée sur Q0c@0ules sur FACS Calibur (Bechton-
Dickinson, San Jose, CA). Les analyses des dors@@sréalisées grace au logiciel FCS

express v3.00.0103. Les résultats sont reportgeercentage de cellules fluorescentes.

1.2.4.Infection des cellules H9 par le virus du VIH-1

Le virus du VIH-1 est produit au laboratoire soosditions de sécurité P3. Pour cela, les

cellules H9/LAI sont cultivées en présences deutad| MT4 ou C8166-45 dans du milieu
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RPMI complet. Au bout de 48 heures, le surnagear @¢o-culture est centrifugé, filtré (0,22
um Milex-HA), puis aliquoté et stocké a -80°C. Leille de l'infection, les cellules H9 sont
ensemencées dans des plaques 24 puits, & rais80.H& cellules par puit. Le jour de

I'infection, le virus est ajouté directement sus tellules, a une MOI de 1.

2. Manipulation des acides nucléiques

2.1 Purification de 'ADN plasmidique

Les préparations d’ADN plasmidiques, a partir debdatérieE. coli, ont été éffectuées en
utilisant le kit Wizard® plus SV minipreps DNA pfidation system de Promegaa partir
des culots bactériens obtenus a partir de 10 ndudtere d’environ 12h (O.N) a 37°C en
milieu séléctif. L'ADN plasmidique est élué aved1dl de TE (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1
mM EDTA), quantifié en mesurant la DO au spectraph@tre (NanoDrop ND-1000), et
stockeé a -20°C.

L’ADN plasmidique utilisé pour les transfections ciglules humaines est purifié a I'aide du
kit PureYield™ Plasmid Midiprep System de Promegsermettant d’éliminer de maniére

efficace les endotoxines bactériennes.

2.2 Extraction d’ADN a partir de gels d’agarose

Pour extraire une bande apres migration en geaag, nous avons utilisé le kit Illustra
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Héwtare). Le morceau de gel d'agarose
contenant la bande d'intérét est placé dans unawbe du Capture buffer type 2 a raison de
10 pl de tampon pour 10 mg de gel. Le tout est mgélgoar inversion et incubé a 60°C
jusqu'a la dissoluion compléte de l'agarose. Lat®wl obtenue est alors déposée sur une
colonne GFX, incubée 1 min a température ambiagtteentrifugée 30 s a 13 000 rpm.

L'ADN se fixe sur la membrane de silice contenuesda colonne GFX. Cette derniére est

-43 -



ensuite lavée avec 500 ul de Wash buffer type ADN' est élué par centrifugation avec 50
ul de tampon TE et conservé a -20°C.

2.3 Extraction des ARN totaux des cellules de mammitere

Les cellules sont lavées en PBS puis culotées gairiftigation 2 min a 2 000 rpm,
température ambiante. Le culot est repris dansud@e Trizof (Invitrogen) et vortexé 10 s.
160 pl de choroforme sont ajoutés. Le tout estex&t30 s, puis centrifugé 10 min a 13 000
rpm. La phase aqueuse est ensuite récupérée, 40i8qoropanol froid y sont rajoutés. Apres
1h de précipitation a -20°C, I'ARN est récupéré yrae centrifugation a 13 000 rpm pendant
30 min, a température ambiante, et lavé avec 20@'@ihanol 70%. Apres une nouvelle
centrifugation de 10 min, le culot est séché avb@tre repris dans 50 pl B DEPC. La
DO est mesurée au spectrophotométre (NanoDrop NID)1@t les ARN sont stockés a -
80°C.

2.4Séquencage

Les séquences d'ADN sont déterminées par séquengaipgnatique (séquenceur
capillaireABI Prism™ 310 Genetic Analyset séquenceur 16 capillaira8l PRISM 31303l
en utilisant le Kit BigDye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reactidpplied
Biosystems).

Les réactions sont effectuées a partir de 100 ar@b@’ADN plasmidique auxquels sont
ajoutés 0,4 pmoles d'amorce, 2 ul de mix, 4 plagdgpon. Aprés une dénaturation d'1 min a
96 °C, 30 cycles incluant 10 s de dénaturation @96 s dhybridation a 55°C et 4 min
d'élongation a 60°C sont réalisés. Les produitbmfyation sont alors précipités avec 2,5
volumes d'éthanol absolu, 1/10 volume d'acétaodaim 3 M pH5,2, 1/10 volume d'EDTA
25 mM, pendant 15 min a température ambiante. Aymmescentrifugation de 30 min a 13 000

rpm, les culots sont lavés avec 250 ul d'éthan®, fiuis séchés a I'abri de la lumiére.
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Aprés séquencage automatique, l'analyse se faiegaé logiciel 4Peaks. Les différentes

amorces qui ont été utilisées sont indiquées datable 1.

Nom des Séquences
Amorces dansle sens 5 -3
SP6 TTTAGGTGACACTATAGA
T7 AATACGACTCACTATAG
PU GTAAAACGACGGCCAGT
PR GGAAACAGCTATGACCATG

Table 1 : Amorces utilisées pour les réactions déguencage

2.5 Amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction)

L’enzyme utilisée pour les réactions de PCR eSDN polymerase AmpliTaqg Gold
(Applied Biosystems). Le mélange réactionnel de iD8st composé de 10 ul de tampon de
réaction 10X, de MgGla une concentration finale de 2,5 mM, de dNTP & aoncentration
finale de 200 uM, de chaque amorce a une concemréhale de 0,2 uM, de 2,5 unités

d’enzyme.

Le programme de PCR commence par 12 minutes daictivde la Taq polymerase a 94°C.
Cette étape est suivie de 30 cycles composés dil dai dénaturation a 94°C, d'1l min
d’hybridation des amorces a 55°C et d’l minute atigation a 72°C. L’élongation de

produits dont la synthese est déja initiée, estquovie pendant 12 min a 72°C.

Les produits obtenus sont ensuite déposés sur '‘gghrdse 1% afin de vérifier que

I'amplification obtenue est correcte.

Nom des Séquences Taille du
Amorces (dans le sens 5’ - 3)) produit
apobec3A 5'A ext TGAGCAAGTCGCAAGAGCGGG 805 pb
3'A ext ATCTACTTGATCGGGAGCATAC
5'BCD GGCTGAACATGAATCCACAGA 1162 pb
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bec3B 5'BCD GGCTGAACATGAATCCACAGA
apobec 1162 pb
3'ABG CATCCTTCAGTTTCCCTGATTC
apobec3C 5'BC e>.<t GACAGGGACAAGCGTATCTAA 943 pb
3'C extintron | GATTACAGGCGTGAGTCACCA
apobec3DE 5'BCD GGCTGAACATGAATCCACAGA 581 pb
3'D ext TCACCTGAGAATCTCCTTTA
apobec3F 5'FG GGCCAAGGATGAAGCCTCACT 1137 pb
3'F ext GAGACCCCTCACTCGAGAATCT
apobec3G 5FG GGCCAAGGATGAAGCCTCACT 1168 pb
3'ABG CATCCTTCAGTTTCCCTGATTC
Aid ehAID 5’ ACACCACTATGGACAGCCTC
| 613 pb
ehAID 3’ AGTTGCTATCAAAGTCCCAA
apobecl ehApol 5’ AGAGCACCATGACTTCTGAG 722 pb
ehApol 3’ TATTCATCTCCAAGCCACAGA
apobec? ehApo2 5’ GCCCCTCCATGGCCCAGAAG 689 pb
ehApo2 3’ AGTTGCCCTACTTCAGGATGTC
: 5'b actine TGCTATCCAGGCTGTGCTATCC
B-actine : 157 pb
3'b actine GCCAGGTCCAGACGCAGG

Table 2 : Amorces utilisées pour les réactions dedR

Pour chaque géne ciblé, les amorces sens et ansisahindiquées, ainsi que la taille attendue pour

chaque produit amplifié.

2.6.Synthése de cDNA

Préalablement & la synthese de cDNA, toute conttiom éventuelle des ARN par de
I'ADN génomique résiduel est éliminée par un tragat a la DNase | Amplification Grade
(Invitrogen). Pour cela, 1 pg d'ARN est traité aenzyme pendant 15 min a température
ambiante. La réaction est arrétée avec l'ajout @&R5 mM, chauffée 10 min a 65°C, et
enfin placée 1 min dans la glace. Aprés ce traiteme volume de LiCl 7,5 M est ajouté au
mélange réactionnel. Aprés 1h de précipitationC8C2 I'ARN est culoté, et repris dans 50 pl
d'H,O DEPC.

Pour I'étape de reverse transcription, l'enzymdisag est la Superscript™ Il Reverse

Transcriptase (Invitrogen). L’ARN est mélangé al2lggdNTP (10 mM) et aux amorces. La
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réaction pouvant étre réalisée en présence de deptandoms primers (Promega) ou
d’oligonucléotides poly(dE} (MWG). Aprés une incubation de 10 min a 65°C, 4@IDTT
(0,1 M) et 8 ul tampon de réaction 5X sont ajoustde tout est incubé 2 min a 42°C avant

I'addition de I'enzyme. Le mélange réactionneliestibé pendant 1h30min a 42°C.

Les cDNA obtenus sont purifiés sur des colonnesoigk (QIAGEN) et la concentration est

déterminée par mesure spectrophotométrique a 260 nm

2.7 PCR quantitative

Les PCR quantitatives sont effectuées avec I'appdseQ iCycler Single Color Real-
Time RT-PCR Detection System (BioRad). Les réastiosont realisées selon les
recommandations du fournisseur du kit Maxima™ SYBRen gPCR Master Mix (2X)
(Fermentas). Le mix contient les dNTPs, l'enzymeaxXiha™ Hot StartTaq DNA
polymerase), le marqueur fluorescent (SYBR® Gredhmax excitation : 494 nmymax
émission : 521 nm)). Le SYBR® Green | est un irdkot de I'ADN double brin et qui émet
alors un signal fluorescent, ce dernier augmerdanfacon proportionnelle avec la quantité
d'ADN.

Pour chaque essai, sont ajoutés les amorces sanisemns a une concentration finale de 0,3
UM, le Maxima™ SYBR Green gPCR Master Mix (2X),3& ng de cDNA dans un volume

final de 25 pl. Les différents oligonucléotidediséis sont répertoriés dans la table 3.

Nom des Séquences Taille du
Amorces (dans le sens 5’ - 3') produit
GAPDH+ GGAAGGTGAAGGTCGGAGTCAACGG
gapdh 230 pb
GAPDH- TCCTGGAAGATGGTGATGGGATTTC
apobec3B 3BS GCGCCAGACCTACTTGTGCT 71 pb
3BAS TGTGCTGGTCCATCAGGACC
apobec3C 3CShis TCGCTGTGGAGATCATGGA 136 pb
3CASbis TCTCCCGTAGCCTTCTTTTCA
apobec3DE 3DS GGCTGAGCACCCCAATGTCA 52 pb
3DAS CACCCACCGCCAATCTCA
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apobec3F 3FS CTATGGTCGGAACGAAAGCT 50 pb
3FAS TCTTCCAGGAGATAGGTGAG

apobec3G 3GS GGTCAGAGGACGGCATGAGA 71 pb
3GAS GCAGGACCCAGGTGTCATTG

Table 3 : Amorces utilisées pour les réactions dedR quantitative
Pour chaque géne ciblé, les amorces sens et ansisahindiquées, ainsi que la taille attendue pour

chaque produit amplifié.

Le programme contient une phase de dénaturatid@?@ pendant 3 min suivie de 42 cycles
d’amplification : dénaturation (10 s a 95°C), plbridation (30 s a 60°C), et élongation (30
s a 72°C). L'intensité de fluorescence est mesar@efin de chaque cycle d’élongation. A la
fin de la PCR, on réalise une étape dite de diafoni permettant d’obtenir des courbes de
fusion et ainsi déterminer le Tm de chaque prosyitthétisé. Pour ce faire, la température
augmente de 55°C a 95°C par palier de 0,5°C tdesek0 s.

Les résultats sont normalisés par rapport au témé@nne, la gapdh, et exprimés en nombre

de copies pour Y@opies de gapdh.
La détermination du nombre de copies est effecygartir de la formule suivante :
Copies/mL = (N X Geg) / PM

Dans cette formule, N représente le nombre d’Avomyd6,023.18%, C la concentration

mesurée a une DO de 260 nm, et PM le poids moiéeula

Une fois le nombre de copies déterminé, il estigmssible de réaliser une gamme de
dilution de 16 a 10 copies, ceci afin de vérifier que I'amplificatioobservée est
proportionnelle a la quantité de séquence cibkgalei Pour cela, I'efficacité de PCR (E) est

calculée grace a la formule suivante :

E = 1d—l/pente)
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L’efficacité de PCR doit étre comprise entre 90%%@3%, ou une pente comprise entre -
3,59<pente<-3,10.

Nous pouvons donc comparer les résultats entreegubes normalisant par rapport au témoin
interne (propre & chaque échantillon), la GAPDHexairimés en nombre de copies pouf 10
copies degapdh Pour déterminer le nombre de copies dans I'édlmantpar rapport a la

gapdh nous avons utilisé une méthode de quantificattative an applicant la formule du 2
ACt

Il est a noter que chaque mesure a été effectédie de facon indépendante, et chaque point

a éete réalisé en 3 exemplaires pour chaque édbantil

3. Manipulation des protéines

3.1. Expression et purification degrotéines produites dans les

bactéries

3.1.1.Expression des APOBEC3

Les protéines APOBEC3DE, 3F et 3G sont produitassda souche &.coli BL21
(DE3), les protéines APOBEC3B dans la souclteatli C41 (DE3).

3.1.1.1. Production en absence de protéines chaperonnes

Les bactéries transformées avec le plasmide pE$8&acultivées a 37°C dans 300 ml de
milieu LB, en présence d’ampicilline (100 pl/mlordsque la densité optiqgue a 600 nm de la
culture atteint une valeur d’environ 0,8, I'expiiessde la protéine APOBEC3 est induite par
addition d’'IPTG a une concentration finale de 1 mAprés 3 heures, les bactéries sont

collectées par centrifugation pendant 20 min a@mén, puis congelées a -80°C.
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3.1.1.2. Production en présence de protéines chaperonnes

Les bactéries co-transformées avec les plasmidmsni@nants pET32a-APOBEC3 et pG-
KJ8 qui code pour les chaperonnes GroEs-GroEL, adaitivées dans 150 ml de milieu LB,
en présence d’ampicilline (100 pg/ml), de chloraémpbol (20 pg/ml), de tétracycline (10
mg/ml), et de glucose (20 mM final), a 42°C. Lagamréce de tétracycline permet l'induction
des protéines chaperonnes. Lorsque la densitéuegpfige00 nm atteint une valeur de 1, la
culture est centrifugée a 4 000 rpm pendant 10 harculot est repris avec 300 ml de millieu
de LB, et la production de la protéine APOBECS3 iedluite par addition d’'IPTG a une
concentration finale de 1 mM. Aprés incubation marida nuit a 16°C sous agitation, les
bactéries sont récupérées par centrifugation 04 p® pendant 10 min, puis congelées a -
80°C.

3.1.2.Extraction des protéines

Le culot bactérien est repris dans 50 ml de tangmiyse (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 50
mM KCI, 0,1% Triton X-100, 0,1 mM DTT, inhibiteurde protéases), puis 2,25 ml de
lysosyme (20 mg/ml) sont ajoutés. Le mélange astdal0 a 30 minutes a température
ambiante, jusqu’a ce qu’il devienne visque®uis, 750 pl de DNAse (RQ1 RNase dree
DNase Promega) sont ajoutés. Aprés 10 min d’incoibat température ambiante, le mélange
est soumis a un traitement par ultrasons, d’au sn®ipulsations de 20 secondes. Le lysat est

centrifugé 20 minutes a 4 000 rpm. Le surnageadrnglasé a 4°C, le culot est stocké a -80°C.

3.1.3.Solubilisation des protéines a partir des corps diclusion

Le culot obtenu apreés la lyse bactérienne est pesal dans 20 ml de tampon de lyse a
I'aide des ultrasons avec 3 pulsations de 20 sexoadi°C. Les protéines resuspendues sont
centrifugées pendant 10 min a 4 000 rpm. Le cudbtrepris dans 20 ml de tampon TEDU
(100 mM Tris-HCI pH 7, 5 mM EDTA, 2% Triton X-106, mM DTT, 2 M urée, contenant
des inhibiteurs de protéases). Aprés un traitentlent2 pulsations de 10 secondes aux
ultrasons, le lysat est centrifugé 10 min a 8 Q0@.rCette étape de lavage au tampon TEDU

est répétée 5 fois. Le culot est ensuite repris daml d'un tampon CAPS 50 mM pH 11,
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contenant 0,3% N-lauroylsarcosine. Aprés un tragteinpar ultrasons de 2 pulsations de 5
secondes, la solution protéique est centrifugéem® a 15 000 rpm. Le surnageant est
récupéré et dialysé sur la nuit a 4°C, dans 1 ltadgpon Tris-HCI 50 mM pH8, 0,1 mM
DTT). Le lendemain, aprés une centrifugation deni@® a 15 000 rpm, le volume du
surnageant est mesuré et du Dowex 50% Yy est rajpugéson de 3 ul de dowex pour 100 pl
de surnageant. Aprés une incubation de 15 minu#&Casous agitation, le surnageant est

récupéré pour étre aliquoté en 50% glycerol etkgt@c-20°C.

3.1.4.Purification des protéines solubles sur colonne dckel

Le lysat de bactéries dans lequel les APOBEC3 tétpéoduites en présence des
chaperonnes est obtenu comme décrit précedemmersurhageant contenant les protéines
solubles est injecté sur une colonne de 1 ml HiMaphelating HP (GE Healthcare) a raison
de 0,5 ml/min, puis la colonne est lavée par 5mwas d’'une solution de lavage (50 mM Tris
pH 7,5, 50 mM KCI, 100 mM NacCl, 50% glycérol) jusgl’obtention d’'une DQs nulle.
L’élution des protéines fixées sur la colonne sefdar passage d’'une solution contenant de
I'imidazole (50 mM Tris pH 7,5, 50 mM KCI, 100 mMacCl, 250 mM imidazole, 50%
glycérol). Les fractions contenant les protéinegé$ sont ensuite groupées et stockées a -
20°C.

3.2Expression et purification des protéines de cellsilede

mammiferes

3.2.1.Expression et extraction des protéines

Les cellules sont transfectées avec le plasmideNg&@qui permet I'expression des
difféerentes APOBEC3 étiquetées en position N-telCater avec une étiquette TAP-tag. Au
bout de 72 heures, les cellules sont lavées FfolBBS puis centrifugées 2 min, 2 000 rpm a
température ambiante. Apres 3 cycles de congéldBonngélation, les cellules sont reprises
dans le lysis buffer 2X (100 mM Tris HCI pH 7,5,@%M NaCl, 10% Glycérol, 0,4%
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Tween 20, 3 mM MgG| 50 mM NaF, 2 mM N&/Q,, inhibiteurs de protéases (Roche)) et
incubées 15 minutes dans la glace.

3.2.2.Purification des complexes protéiques par TAP-tagHPLC)

500 pl de billes d'lgG Sepharosé Fast Flow (GE Healthcare) sont lavées 3 fois d&e
lysis buffer 2X par des centrifugations successipess incubées avec I'extrait protéique, 3h
a 4°C sous agitation. Apres centrifugation, le agaant est éliminé et les billes sont lavées 4
fois avec le lysis buffer 2X, 1 fois avec le TE\éaVvage buffer (10 mM Tris HCI pH 7,5, 100
mM NaCl, 0,2% Tween 20). Les billes sont incubéesi116°C avec 100 unités d' ACTEV
protéase (Invitrogen). Le surnageant récupéré jestéaa 2 mM CaGlest déposé a 0,1
ml/min sur une colonne calmoduline (500 pl de billeCalmoduline SepharoselB, GE
Healthcare - équilibrées en TEV cleavage buffe2 mM CaC}). La colonne est ensuite
lavée avec le tampon final (50 mM Tris pH 7,5, OB NaCl, 50 mM KCI, 20% Glycérol,
0,2% Tween 20) + 2 mM Ca£lLes protéines fixées sur la colonne calmodulovd snsuite

éluées avec le tampon final + 2 MM EGTA, et stosk#e20°C.

3.2Dosage des protéines

La concentration en protéines présentes est détéengirace a la méthode colorimétrique
décrite par Bradford (1976). Pour cela, 1 ml detiéde Bradford (BIORAD) dilué au 1/5 est
ajouté a 1 pl d'échantillon protéique dont la cotregion est a déterminer. Aprés une
incubation de 10 minutes a température ambiant&)@ea 595 nm des échantillons est
mesurée. Une courbe étalon est obtenue dans lessnéanditions avec des quantités

connues d'albumine de sérum bovin (BSA).

3.3 Gels de protéines et Western blot

3.3.1.Séparation électrophorétique des protéines
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Les protéines préalablement mélangées avec 10 tedndgon de charge (50 mM Tris-
HCI pH 6,8, 100 mM DTT, 2% SDS, 10% glycérol, 0,b%u de bromophénol) sont séparées
sur un gel de polyacrylamide contenant du SDS. i@elest composé d'un gel de séparation
(12,3% acrylamide, 0,33% bisacrylamide, 375 mM -HGI pH 8,8, 0,1% SDS, 0,1% NH
persulfate (APS), 0,1% N,N,N',N'-Tetramethyleth@dimmine (TEMED)) au sommet duquel
est coulé un gel de concentration (5% acrylamigE3% bisacrylamide, 126 mM Tris-HCI
pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,1% TEMED). L'éledhangse est réalisée dans un tampon
Tris-Glycine (25 mM Tris-Base pH 8,3, 192 mM glyejr0,1 % SDS), a 80 V jusqu’a I'entrée
des protéines dans le gel de concentration, et G \AGusqu’a l'arrivée du bleu de
bromophénol a la fin du gel de séparation. La masskculaire d'une protéine peut étre
évaluée par comparaison avec la migration des rearqude taille PageRuler™ Prestained

Protein Ladder (Fermentas).

3.3.2.Coloration au bleu de Coomassie

Aprés migration, le gel est incubé pendant 1 helaes une solution de coloration
contenant 0,1% de bleu de Coomassie R250, 40% tleanw et 20% d’acide acétique. Le

gel est ensuite décoloré pendant 1 heure dans lamgeé30% méthanol, 10% acide acétique.

3.3.3.Coloration au nitrate d'argent

La coloration au nitrate d'argent est réaliséeeyedc kit ProteoSilver™ Silver Stain Kit
(Sigma®), selon les recommandations du fournisdegs.ions argent liés a la protéine sont

réduits par le formaldéhyde a pH alcalin et formemtlépot d'argent métallique dans le gel.

3.3.4.Western blot

Les protéines séparées sur gel SDS-PAGE sont éréesf sur une membrane Immobilon
P (Millipore) préalablement immergée dans du méthaé I'aide de I'appareil Milliblot ™

Graphit Electrobloter System (Millipore). Le geltaacubé 15 minutes dans le tampon
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cathode (25 mM Tris-Base, 20% méthanol, 40 mM glgki Le transfert est réalisé de la
maniéere suivante : 2 papiers Whatman 3MM sont pbd@ment plongés dans du tampon
anode 1 (300 mM Tris-Base, 20% méthanol) et dépmsékanode. A ces 2 premiers papiers
sont superposés un papier Whatman 3MM imbibé dpdananode 2 (25 mM Tris-Base,
20% méthanol), et la membrane Immobilon P qui apééalablement immergée dans du
méthanol, puis imbibée du tampon anode 2. Endeitgel de polyacrylamide est placé sur la
membrane, suivi de 3 papiers Whatman 3MM préalabtgrplongés dans le tampon de la

cathode. Le transfert est effectué avec une irttedsi 2.5 mA/crhpendant 30 minutes.

Apres transfert, la membrane est lavée dans dudampBS (100 mM Tris-HCI pH 7,5, 155
mM NacCl, 0,1% Tween 20), pendant 30 minutes. Elieemsuite incubée toute la nuit sous
agitation avec l'anticorps primaire, a températumbiante. Le lendemain matin, la membrane
est lavée 3 fois pendant 10 minutes avec le tami@®@s. Aprés une incubation d' 1 heure a
température ambiante, avec l'anticorps secondaupl€ a la péroxydase, la membrane est a
nouveau lavée 3 fois pendant 10 minutes avec dpdani TBS, puis 3 fois pendant 10
minutes avec le tampon TBS (100 mM Tris-HCI pH 7,55 mM NacCl). Elle est ensuite
révélée par incubation dans une solution de réweélaf0,05% chloronaphtol, 16,6%
méthanol, 0,05% kD,, TBS). La réaction est arrétée par immersion dedenbrane dans
l'eau.

3.4 Test Elisa

Les protéines sont fixées sur une plaque 96 poitetune nuit, sous agitation a 4°C, en
présence de 200 pl de tampon de couplage (16 midbrate de sodium, 34 mM bicarbonate
de sodium, pH 9,6) par puit. Aprés 6 lavages au ABSTween20 0,05%, I'étape de
saturation est réalisée pendant 1h a T°C ambianig agitation, en présence de 200 pl PBS
1X. Aprés 6 lavages au PBS 1X Tween20 0,05%, 1aDyne solution de PBS 1X Tween20
0,05% contenant I'anticorps primaire (1/5000 pouwr ahti S-tag) sont déposés dans chaque
puit. Apres 2 heures d’incubation a 37°C, suiviesbdavages au PBS 1X Tween20 0,05%,
200 pl d’'une solution PBS 1X Tween20 0,05% contefanticorps secondaire (1/5000 pour
anti-lapin peroxydase) sont déposés dans chaque ppiés 2 heures d’incubation a

température ambiante, et sous agitation, les paiislavés avec du PBS 1X Tween20 0,05%.
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La révélation s’effectue suite a I'ajout de 100duine solution contenant de LB, et de
'ABTS (2,2'azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-suie)) dilué a 375 mM dans le l'acide
citrique ajusté a pH4. Au bout de 10 minutes, urleration verte apparait dans les puits qui

réagissent positivement. Les résultats de la plaquelus a 405 nm.

4. Testsin vitro

4.1 Marquage et purification des oligonucléotides

Les oligonucléotides, vprC et vprU, sont purifiés gel 12% polyacrylamide/7M urée. lIs
sont visualisés sur plaques en couche mince regeude fluorescéine illuminée par une
lampe UV a 254 nm. lIs sont élués du gel dans ohdisn 0,5 M acétate ammonium, EDTA
1mM, SDS 0,1%, toute une nuit a 4°C. lls sont grspiécipités avec 2 volumes d’éthanol

100% et repris dans 20 pl &@, et la DO est mesurée.

Les oligonuclétotides sont marqués & leur extréiitavec du §-P*JATP (Perkin Elmer).
Pour cela, dans un volume final de 20 ul, 60 pmalessubstrat, 15 unités de T4
polynucléotide kinase (Promega), 2 pl de tampomden10X et 7 pl dey{P*JATP (6000
Ci/mmol, 10 mCi/ml) sont incubés 1 heure a 37°Cs kebstrats ainsi radiomarqués sont
purifiés a I'aide de colonnes « microspin™ G25 m@sham Pharmacia Biotech) dans le but
d’éliminer I'excédent d’ATP libre. La radioactivitdes solutions est déterminée au moyen du

compteur Wallac 14009.

4.2 Test de désamination

4.2.1.Test réalisé en présence d’'UDG

1 pmole de substrat est incubée pendant 2 heuB&@ en présence ou non de 10
pmoles d’APOBEC3, dans un tampon de réaction (50 HBWWES pH 7,0, 15 mM NacCl, 15
mM Mg(Aspartate), 130 mM K-acétate, 1 mM DTT, 5% PEG 6000). Apreg étape de
dénaturation de 5 minutes a 95°C, du DTT (1 mMlfieadu Tris HCI pH 8 (20 mM final)
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sont ajoutés, suivi de I'ajout de 5 unités d’'UDGe(N England Biolabs). Le mélange est
incubé 30 min a 37°C. Une étape d’hydrolyse alealies sites abasiques est réalisée par
I'action du NaOH (0,15 M final). Le mélange estubé 30 min a 65°C. Les échantillons sont
repris dans du tampon de charge dénaturant 98%aforde (98 % formamide, 10 mM
EDTA pH 8, 0,025% xyléne cyanol FF, 0,025% bleunbophénol), dénaturés 3 minutes a
95°C. 5 000 cpm sont déposés sur un gel 12% polgaside/7M urée. L’électrophorese est
réalisée a 30W400V, 25mA. Le gel est séché sous vide puis se@nautoradiographie une
nuit a -80°C avec les films « Biomax » (Kodak). tadlle des fragments est déterminée par
comparaison avec le marqueur de taille OligonueoSizing Markers (8-32 bases) (GE
Healthcare Life Sciences).

4.2.2.Test réalisé en présence de GAPDH

Le principe de ce test est le méme que celui déedessus. Il differe de ce dernier en 2
points : I'ajout de 10 pmoles de GAPDH dés le détmuta réaction et I'absence d'utilistaion

d’'UDG dans la réaction.

4.3 Expérience de retard sur gel

1 pmole de substrat est incubée en présence ouwda&d® pmoles dAPOBECS et 10
pmoles de GAPDH dans un tampon de réaction (50 niWwES pH 7,0, 15 mM NaCl, 15
mM Mg(Aspartate), 130 mM Kacétate, 1 mM DTT, 5% PEG 6000). Des ces sans
APOBECS3 ou sans GAPDH ont aussi été réalisés. Panalyse électrophorétique, 5 000
cpm des écahntillons repris dans du tampon de ehasg dénaturant (10 mM Tris pH 8, 1
mM EDTA, 0,1% xylene cyanol FF, 0,1% bleu de bromm&mwl, 30 % glycérol) sont déposes

sur un gel de polyacrylamide non dénaturant de 6&tnete décrit précedemment.

-56 -



RESULTATS ET DISCUSSION

-57 -



Partie 1

Etude de I'expression des apobec3 dans les cedtiles

de leur activité sur I'orf vpr
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En travaillant sur des cellules chroniquement itfes par le virus du VIH-1, un
processus d’édition a pu étre mis en évidence sugéhome de ce virus au laboratoire
(Bouraraet al, 2000). Parallelement a ces travaux, une prenadeseription des cytidines
désaminases de la famille APOBEC3 chez 'hommeéaréalisée (Jarmuet al, 2002).
Depuis, de nombreux travaux ont été menés afinci@dér le mécanisme de restriction virale
qui leur a été attribué par la suite. La premiéxgi@ du travail présenté ici a pour objectif de
faire le lien entre ces difféerentes études et ddrenen évidence les cytidines désaminases
impliquées dans I'état chronique de ces cellulestmaz des patients non progresseur a long

terme.

1.Cytidines désaminases de la famille APOBEC3 et

infection par le virus du VIH-1

1.1.Cytidines désaminases de la famille APOBEC3 et atiien
chronique par le VIH-1

1.1.1.Etude d'un effet antiviral potentiel des cytidinesdésaminases
de famille APOBEC3 dans les cellules chroniquememmfectées par le virus
du VIH-1

Une des régions la plus modifiée dans le modéleetiales chroniqguement infectées par
le virus du VIH-1 étudié au laboratoire est 'ORpt. L’ADN proviral correspondant apr a

ete amplifié, cloné et séquend¢agure 11).
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M E QA P E D Q Q E P H
AATGAATQACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTT G AAT GAA GCT
N E wW T L E L Ly E E L K N E A
GTT AGA CAT TTT CCT AGG ATT TGG CTC CAT GGC TTA GGG CAA CAT
V. R H F P R I W Ly H G L G Q H
v v
ATC TAT GAA ACT TAT GGG GAT ACT TGG GCA GGA GTG GAA GCC ATA
Il Y E T Y G D T W A G V E A

& £BG

ATA AGA ATT CTG CAA CAA CTG CTG TTT ATC CAT TTC AGA ATT

Il R I L Q Q L L F 1 F R I G
A

TGI CGA CAT AGC AGA ATA GCC GIT ACT CAA CAG AGG AGA GCA AGA
C R H S R | G v T R Q R R A R

AAT GGA GCC AGT AGA TCC TAG
N G A S R § =

Figure 11 : Transitions C-T et G-A sur la séquencerovirale de vpr dans les cellules

chroniquement infectées par le VIH-1.

Les fleches de petite taille indiquent que lesditions conduisent a des mutations sei$ (

ou silencieuses), alors que les fleches de grande taiITé'T) indiquent que les

changements conduisent & mutations non sens oel iahibition de I'épissage.

L’analyse des séquences proviralesygedans les cellules H9/LAI chroniquement infectées
par le virus du VIH-1 montre 3 transitions C-T & ttansitions G-A, les transitions G-A

seraient le reflet de la désamination de C sur fi@ lcomplémentaire. Sur ces 13

modifications, 6 peuvent conduire a une inactivatite vpr puisqu’elles créent des codons
stop. Il est intéressant de noter qu'une des nuadifins concerne le motif TGGG qui est
changé en TAGG. Or, ce tétrameére a été décrit comianaet une séquence inhibitrice de
I'épissage alternatif (Del Gattet al, 1996). En effet, dans un contexte hétérologute ce

séquence est aussi capable d’abolir completemgpisfage d’'un exon alternatif du gene de
la fibronectine chez le rat (Del Gatad al, 1996). Toutefois, I'action inhibitrice de cette

séquence n’est possible que si elle est assoaigesite faible d’épissage. Par ailleurs, une
séquence inhibitrice CAA(UAG) été identifiee au niveau d’un petit exon crypéigitué du

géeneenv(Wentzet al, 1997). Il semble donc que le motif TAGG créé esiditune transition
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G-A soit capable de provoquer linhibition de I'épage des ARNm au niveau du site
accepteur d'épissage de vpr. Cette hypothése phirtée par les travaux de Jacquenet et al.
(2001) sur les sites inhibiteurs d’épissage (E88¢s au sein de I'exon 2 diat. Au cours de
cette étude, un deuxiéme site ESS (ESS2p) a étémévidence au sein cet I'exon 2, en 5’
du site d’épissage, le premier (ESS2) étant sitadvaron 60 nucléotides en 3’ de ce méme
site d’épissage (Amendit al, 1994; Amendtet al, 1995; Siet al, 1997). Il a aussi été
montré que la protéine hnRNP se fixe a cet élénm@mbiteur ESS2p. De plus, deux
substitutions U-C au sein de cet élément ESS2pusaict a une diminution de I'affinité de
la protéine hnRNP, concomitante avec une augmentate l'efficacité d’épissage. Ces
résultats suggérent que la protéine hnRNP esttdiremt impliquée dans linhibition de
I'épissage. La comparaison de cet élément ESS2p éhtsouches de VIH-1 des groupes M,
N et O, et de SIV, a permis de mettre en évidemae farte conservation d'une séquence
UUGG. Lors de ces mémes analyses, pour certaineshes, le deuxieme résidus U de ce
motif, en position 5362, au niveau de la séqueondamte de/pr, peut étre remplacé par un C
ou un A, ce qui n'altere pas la capacité codant€¢ ARN. Il apparait donc que I'élément
ESS2p est important pour la propagation du viru¥/iHr1. Ainsi, au sein de la séquence de
vpr, la conversion du résidus G en A au sein de laadgpe UUGGGUU empécherait la
fixation de la protéine hnRNP, interférant ainse@Vépissage et donc avec la multiplication

du virus dans les cellules infectées.

Chez 'homme, par similarité de séquence avec APCBBlusieurs protéines susceptibles
de posséder une activité cytidine désaminase érdéirites, toutes présentant au moins une
copie du site actif caractéristique de ces enzyfidebneset al, 2007b; Jarmuet al, 2002).
Dans la mesure ou les APOBEC3 sont décrites contamé @biquitaires (Jarmut al, 2002;
Sheehyet al, 2003), et afin d’appuyer I'hypothése selon latpuales protéines seraient
responsables des mutations observées dans lelesdl/LAl, nous avons voulu confirmer
leur présence dans ces cellules, par RT-PCR. D#ératices d'expression de ces
désaminases pouvant avoir un impact sur I'acteitiédvirale qui leur est attribuée, nous avons
voulu évaluer la quantité de ces derniéres. Lanigcie de RT-PCR classique ne permettant
pas d'accéder a cette information, il nous a falkvelopper une méthode de RT-PCR

guantitative.
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1.1.1.1.Identification des cytidines désaminasepranées dans les lignées lymphocytaires
chroniquement infectées par le virus du VIH-1 ou no

Dans un premier temps, avant de quantifier les egiibnous avons vérifié leur expression
dans les cellules, par RT-PCR, chaque couple d'eesayant été préalablement testé pour sa

spécificité d’amplification.

PM 1 2 3 4 E

6 7 8 9 10 1112 1314 1516 1718 19 20

Figure 12: Détection des cytidines désaminases eixpées dans les lignées
lymphocytaires saines H9, et chroniquement infectéepar le virus du
VIH-1, H9/LAI.
Les résultats sont donnés des pistes 1 a 10 poeelkiles H9, et des pistes 11 & 20 pour
les cellules H9/LAIL.Apobec3A pistes 1 et 1lapobec3B pistes 2 et 12apobec3C
pistes 3 et 13apobec3DE pistes 4 et 14apobec3F pistes 5 et 15gpobec3G pistes 6
et 16,apobecl: pistes 7 et 1&pobec2 pistes 8 et 19%id : pistes 9 et 20, dictineutilisée

comme géne de ménage : pistes 10 et 17.

Parmi les cytidines désaminases de la famille APCBEtoutes saufapobec3Asont
exprimées dans ces cellules (pistes 1 a 6 et B). &&dbmme attendwpobeclapobecZetaid

ne sont pas exprimées dans les cellules H9 et HYfhistes 7, 8, 9, 17, 18 et 19) (Chetral,
1987; Liaoet al, 1999; Powelket al, 1987). Ainsi, nous pouvons penser que toutesnzu
partie de ces isoformes pourraient étre responsalads modifications qui ont été observées
sur le génome du VIH-1 dans les cellules H9/LAlalitte part, ces résultats semblent

indiquer qu'’il existe des différences d’expressitences isoformes au sein des cellules H9 et
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des cellules H9/LAI. Afin de confirmer cela, et posavoir si de telles différences
d’expression existent au sein et entre ces deusstyellulaires, nous avons développé une

technique de dosage des difféerergpsbec3par RT-PCR quantitative.

1.1.1.2.Mesure de I'expression des cytidines désases de la famille APOBEC3 dans les

lignées lymphocytaires chroniqguement infectées pavirus du VIH-1 ou non

a. Mise au point de la RT-PCR quantitative
Lors de la mise en place de cette technique, neoissadissocié les étapes de transcription

inverse et de PCR.

Afin de corriger les variations expérimentales, noemalisation des données est nécessaire.
Nous avons pour cela, décidé d'utiliser la gapdmroe témoin endogéne. Toutefois, il faut

que ce dernier ne soit pas sujet a des variatimxpmkssion au cours de la croissance et du
vieillissement cellulaire. Pour vérifier cela, noagons mesuré I'expression de la gapdh au
sein de 3 échantillons issus de cellules de pasgiifiérents. Nous avons choisi les passages
2, 7 et 14 qui correspondent, respectivement, amase, 3 semaines %2 et 7 semaines de

culture apres la décongélation, la passage 14 létgaissage maximum que nous réalisons.

4501 450
400 1 1400
2 3507 1350
o 1 4
5 =00t 1300
E 1 4
T o2s0t 1250
C I 1
2 o0t 1200
s 1 1
S 180¢ 1150
E 1 1
@ 1007 1100
E 1 1
T 50t 150
0 {z=—"1 J +0
-5|:| L B e S e e I B S m e s e m m e e e S e S S a e S B E B A S m m p me s e -5|:|

o2 4 & &5 10 12 14 16 15 20 22 24 26 28 30 32 34 36 35 40 42 44

s

Figure 13 : Mesure de I'expression de la gapdh
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La gapdh a été mesurée au sein de 3 échantillonsiltige d'age différent. La courbe en
bleu foncé correspond aux cellules agées d'1 sen(difi® passage), la courbe en bleu clair
aux cellules agées de 3 semaines ¥3°@Fassage), et la courbe violette aux cellules adées

7 semaines (F4°passage).

Les résultats obtenus lors de cette expériencetramirclairement que la gapdh est présente
en quantité constante, indépendamment de I'dge delture cellulaireLe genegapdhest
donc adéquat comme témoin interne pour les analgsegression par gPCR dans les

conditions expérimentales que nous utilisons.

Toujours dans une idée d’optimisation, et afin téolir un meilleur signal de détection du
produit PCR, nous avons décidé de vérifier la répoen faisant varier la source de cDNA
lors de I'étape de transcription inverse. Pour ,ciels cDNA correspondants ont été obtenus
par reverse transcription a partir des ARN totasoit avec des hexamers de séquence
aléatoires, « random primers » (CDNAtot), soit parorcage avec de l'oligo dT (cDNAm).
Afin d’évaluer la réponse avec les deux types d&lA&Dl'expression de lagapdha été

analysée aux mémes passages que précédemment.

007 500
4501 1450
— 4007 1400
& + 4+
w3501 1350
[ 1 1
B 300+ 1300
§ 4 4
& zE0t 1250
3 4 4
[Fa]
22007 1200
|
» 1501 1150
! 1
o 1004 1100
[ -+ -+
o
S0+ 150
DL—F— %
e 50
O 2 4 6 5 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44

mwrle

Figure 14 : Mesure de I'expression de la gapdh
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La gapdh a été mesurée, a partir des cDNAtot etAlDNau sein de 3 échantillons de

culture d’age différent. Les courbes en vert forroéige et vert clair, obtenues a partir des
cDNAm, correspondent aux mesures réalisées a msircellules agées de 1, 3 Y2 et 7
semaines respectivement. Les courbes en violetiehax et bleu foncé, obtenues a partir
des cDNAtot, correspondent aux mesures réalisfesti des cellules dgées de 1, 3 2 et 7

semaines respectivement.

Nous pouvons observer une différence du signalétiection. En effet, il apparait clairement
que comparativement aux cDNAtot, les cDNAmM pernmeéttBobtenir un signal de détection

plus précoce de 2 Ct; le Ct appelé aussi cycld setrespondant au nombre de cycles a
partir duquel le signal fluorescent est signifieathent supérieur au bruit de fond. Comme
précédemment, ces résultats montrent que 'ARNradmapdhest en quantité constante au
sein des échantillons, indépendamment de I'aga dalture cellulaire. Ces données montrent
que l'utilisation d’oligonucléotides poly(dT) au ws de I'étape de reverse transcription

permet d’obtenir une meilleure détection.

Une contrainte majeure pour la mise en place d& ¢ethnique a porté sur le choix des
amorces pour I'amplification des différentes déswsés. En effet, ces derniéres exhibent de
fortes similarités de séquences, et certaines pesedes duplications de séquence. De plus,
les amorces doivent permettre I'amplification dfusgment d’'une taille comprise entre 50 et
250 pb, de fagon a ce que I'élongation ne soityres étape limitante. A cause de leur forte
similarité de séquence, nous avons vérifié quewhaquple d’amorce est bien spécifique de
la désaminase ciblée et n'est pas capable d’amplés autres. Pour cela, nous avons testé
chaque couple d’amorces sur les différentes ségseate désaminases. La confirmation de la
présence d’'un seul produit d’amplification peufaee au travers de la courbe de fusion et de

I'analyse sur gel d’agarose.
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Figure 15 : Vérification de la spécificité des amares pour I'amplification d’apobec3F

a- Cinétique d’amplification d’apobec3F avec lesélifints couples d’amorces

b- par analyse de la courbe de fusion (variation aldluorescence en fonction de la
température)

c-par analyse du produit PCR sur gel d’agarose. Risteb,O, piste 2 : échantillon n'ayant

pas subi I'étape de revers transcription, pist83 ng de cDNA

Dans I'exemple montré dans la figure 15, les caupleamorces 3A(S/AS), 3B(S/AS),
3C(Shis/ASbis), 3D(S/AS), 3F(S/AS) et 3G(S/AS) ét# testés sur la séquencapbbec3F
clonée dans le plasmide pGEMT-easy. Seul le co@pl¢S/AS) permet d’obtenir une
amplification Figure 15-g). Ces résultats confirment la spécificité du ceufibmorces pour

la désaminase ciblée. L'analyse de la courbe derfusrrespondante révele la présence d’'un
seul pic, ce qui confirme la présence d’un seutipitod’amplification Figure 15-b). Dans le

cas ou plusieurs produits auraient étaient amplifi@us aurions observés des épaulement au
niveau de ce pic, voire plusieurs pics. Le dépdtgal d’agarose confirme que le produit
amplifié a bien la taille attendu&igure 15-9. Un résultat similaire a été obtenu avec les
désaminases APOBEC3B, 3C, 3DE et 3G.

Afin de vérifier si dans les conditions utilisées duantité de produit PCR obtenue est

proportionnelle a la quantité de séquence cibleenmialement, nous avons réalisé une
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gamme de dilution de plasmide de?1810 copies du plasmide contenant le géne

d’apobec3Hvoir Matériels et Méthodes).

550 550
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Figure 16 : Mesure de I'efficacité de la PCR

a-amplification des différentes dilutions issues dasmide pGEMT-easy contenant la
séquence @pobec3F
b-gamme étalon qui représente la valeur de Ct obtexpiérimentalement en fonction de la

quantité de séquence cible mise initialement ex@eien nombre de copies.

Dans les conditions que nous avons définies, upense parfaitement proportionnelle avec

une efficacité de PCR de 99,2% a été obtenue, pbeetous les couples d’amorces utilisés

avec les matrices respectives.
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Les différents parameétres relatifs a cette métlaydemt été testés et validés, il nous est alors
possible de quantifier 'expression des différemtésaminases.

b. Expression des différentes cytidines désaminasesnddes cellules H9 et HO/LAI
Pour chaque mesure réalisée dans les cellules H®/&AI nous avons utilisé 30 ng de
cDNA. Les résultats obtenus ont été normalisésagaport a lagapdh,utilisée comme géene

de référence.

10
10°
10* —
H9

10»3 mH9 lai
107
10 |
1 : : , ,

apobecB apobec3C apobec3DE apobec3F apobec3(

Figure 17: Expression des pobec3dans les cellules lymphocytaires saines (H9) et

chroniquement infectées par le virus du VIH-1 (H9/IAl).

L'axe des abscisses indique les différentes désmmg) et I'axe des ordonnées, le nombre

de copies de ces dernieres aprés normalisatiorapport au gene de référence.

Nous pouvons observer une augmentation de I'expresapobec3DE 3F et 3G de 830,
190 et 8 fois respectivement dans les cellulesriguement infectées par le virus du VIH-1,
par contreapobec3e montre pas de variation.
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Ce résultat semble appuyer I'hnypothese selon légliekpression accrue d’'une ou plusieurs
cytidines désaminases de la famille APOBEC3 pouéte responsable de I'apparition de
mutations au niveau de la séquence provirale pausanduire a le formation de virus
défectifs, et ainsi étre impliquée dans la chraéide I'infection dans ces cellules. En effet, il
faut noter que sur les 13 modifications observéedas séquence provirale dgr dans les
cellules chroniquement infectées, 7 sont retrouvds un contexte nucléotidique 5-CC
caractéristique de la protéine APOBEC3G (Haetial, 2003; Mangeagt al, 2003; Zhanget

al., 2003), et 2 dans un contexte 5’-Tdaractéristiques des autres cytidines désaminases
(Bishopet al, 2004; Liddamengt al, 2004; Wieganct al, 2004).

1.1.2.Etude d'un effet antiviral potentiel des cytidinesdésaminases
de la famille APOBEC3 chez des patients non progresurs a long terme
(NPLT)

Les cellules chroniqguement infectées par le virud/tH -1 sont capables de maintenir
une faible production virale, et ne meurent palidiection par le virus. Parmi les personnes
qui sont infectées par le virus du VIH-1, certaimes présentent pas les manifestations
cliniques classiques qui découlent de cette irdactEn effet, malgré leur séropositivité
établie, ces personnes restent pendant une longrisde dans un état asymptomatique (au
moins 10 ans). Elles présentent alors un taux dé @Pmal et une charge virale basse voire
indétectable pour certains, tout ceci en I'abseaffedraitement anti-rétroviral. Ces patients
sont définis comme «non progresseurs a long ter(NELT). Plusieurs mécanismes tels
gu’'une réponse immune anti-VIH trés efficace, umetgrtion de I'hdte par des facteurs
cellulaires, ou encore la présence d'un virus diéfgreuvent expliquer ce phénomene
(Alexanderet al, 2000; Carringtoret al, 1999; Greenought al, 1997; Harreet al, 1996).
Nous nous sommes alors demandés si les cytidirszsniléases de la famille APOBECS3, de
part leur activité d’édition, pouvaient étre impl@ps dans linfection chronique chez ces
patients. Une telle situation devrait se traduiee |a présence de virus défectifs dont les
mutations devraient étre caractéristiques de lmasige des APOBEC3, c'est-a-dire la
présence de résidus T a la place de C, ou A aatzeple G, analogues a celles décrites pour
vpr dans les cellules chroniguement infectées. Pquundre a cette question, nous avons

analysé les séquences provirales des patients N#rficulierement la séquence da. Ce
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choix s’explique par le fait que des mutations a@in sle cette séquence pourraient conduire a

une diminution de son expression, protégeant &asiellules de I'action cytotoxique de cette
protéine.

1.1.2.1.Analyse des séquences provirales corresaohd vpr chez les patients NPLT
L’analyse chez de tels patients a été possibleegédane collaboration avec le Service de
Médecine Interne et Maladies Infectieuses du Plréesy, au CHU Kremlin Bicétre, le Dr.
Olivier Lambotte nous faisant parvenir des PBMCpdéients NPLT. Pour intégrer I'étude,
les patients doivent répondre a plusieurs crit€fableau 2.

Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient4  Patient5
Année de diagnostic 1988 1985 1993 1987 1985
Sexe/Age F/49 M/48 Fl42 M/47 M/69
Nb CD4 (x10¢celulesls/l) 982 753 876 592 706
ARN HIV (copies/ml) <50 <50 <50 <50 <50
ADN HIV (copies/10PBMC) 3 7 indétectable 80 40

Tableau 2: Caractéristiques des différents patient8IPLT intégrés a I'étude

Tous sont séropositifs depuis plus de 10 ans eteptént une charge virale plasmatique
inférieure a 400 copies/ml. De plus, ces persomegesont pas et n'ont jamais été sous
traitement anti-rétroviral. Pour tous ces patielgsyirus du VIH-1 est du groupe M, sous-
type B.

Pour les différents patients NPLT, ’ADN provirarcespondant apr a été amplifié, cloné et
séquencéTableau 3.
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Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 | Patient5
clones vpr analysés n=7 n=11 n=12 n=12 n=11
Transitions G/A, C/T - 1 - 14 1

Tableau 3: Analyse de la séquence dgr chez les patients NPLT

Pour chaque patient sont précisés le nombre deeglanalysés ainsi que le nombre de

transitions G-A et C-T observées.

Sur les 5 patients NPLT, 3 présentent des transit{® A et C-T au niveau de la séquence de

vpr (Figures 18 et 19. Le patient 2 ne montre qu’une seule transitiohegt de type G-A et

qui conduit a une mutation silencieuse, le codorG@ant remplacé par un codon GAA, les

deux codants pour I'acide glutamigueigure 18). Le patient 5 ne montre lui aussi qu’une

seule transition, qui est de type C-T et qui conduwine mutation silencieuse, le codon AGC

étant remplacé par un codon AGT, les deux codanislp sérineKigure 18).

1/1

ATG GAA CAA GCC CCA GAA GAC CAA GGG CCA CAG AGG GAG CCA CAC
M E Q A P E D Q G P R E P H

v

AAT GAA TGG ACA CTA GAG CTT TTA GAG GAG CTT AAG AAT GAA GCT
N E W T L E L E E K N E A

GTT AGA CAT TTT CCT AGG ATT TGG CTC CAT GGC TTA GGG CAA CAT
V R H F P | W L H L G Q H

ATC TAT GAA ACT TAT GGG GAT ACT TGG GCA GGA GIG GAA GCC ATA
I y E T Y G D T W A G V E A |

ATA AGA ATT CTG CAA CAA CTG CTG TTT ATC CAT TTC AGA ATT GGG
[ R | L Q Q L L F I H F R 1 G
AGA A

v
TGI CGA CAT AGC AGA ATA GCC GIT ACT CGA CAG AGG AGA GCA AGA
cC R H S R | G v T R Q R R A R

AAT GGA GCC AGT AGA TCC TAG
N G A S R § *
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Figure 18: Transitions C-T et G-A sur la séquence novirale de vpr chez les patients
NPLT 2 et5

Patient 2 ¢ ), patient 5¢)

Le patient 4 présente 10 transitions G-A et 4 items C-T au niveau de la séquencevge
Pour ce patient, certaines mutations observéeBAdDIN proviral sont comparables a celles
observées dans les cellules chroniqguement infe(ftégsre 19).
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Figure 19: Transitions C-T et G-A sur la séquence npvirale de vpr chez le patient
NPLT 4

Les fleches de petite taille indiquent que lesditons conduisent a des mutations seh$ (

ou silencieuses¥), alors que les fleches de grande tailﬁ) indiquent que les
changements conduisent a mutations non sens oa #hibition de I'épissage. Les résidus
pour lesquels les mutations sont comparables aesceffouvées pour les cellules

chroniquement infectées par le virus du VIH-1, soatqués en rouge.
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Pour le patient 4, sur les 14 modifications obsesyéd peuvent conduire a une inactivation de

vpr dans la mesure ou elles créent des codons stqgeweent conduire a linhibition de

I'épissage dans cette région. Ceci suggere que aheatient, des phénomeénes d’édition par

désamination de cytosines pourraient étre a I'neigle virus défectifs, et ainsi étre impliqués

dans son état d’infection chronique.

1.1.2.2. Mesure de l'expression des cytidines désases de la famille APOBEC3 dans

des PBMC sains et du patient 4

La mise en évidence de modifications au nivealadgfuence dgr chez un patient NPLT,

comparables a celles observées dans des celluterigirement infectées par le virus du

VIH-1, nous a conduit a corréler cette observatiwac I'expression des apobecs3 dans les

cellules mononucléaires circulant dans le sangppérique (PBMC Peripheral Blood

Mononuclear Cell) de ce patient.

Les PBMC sont principalement constituées de lymptescet de monocytes. Le niveau

d’expression de chaque désaminase pouvant étreemti® par des facteurs intrinseques

propres a chaque personne, nous avons réalisénabses sur 4 échantillons indépendants,

de facon a obtenir une expression moyenne des desser dans les PBMC des personnes

séronégatives.
Apobec3B apobec3C apobec3DE apobec3F Apobec3
PBMC 0| 2,710+15.1d| 1,8.10°+9.10 100+ 3,2.14 | 1,2.16 +9,7.16
ppa'?i';"r% 100+98.16 | 431d+07.1d| 1,9107+2.10 | 5816+87.1d | 2.4.16 + 3,5.16
% + 160 % + 105 % + 600 % +200 %
variation

Tableau 4: Expression des@obec3dans les PBMC sains et du patient 4

Les mesures des différentes apobec3 ont été ealg RT-PCR quantitative, & partir de

30 ng de cDNAmM.
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L’analyse chez le patient 4, montre clairement amedification de lI'expression de ces
désaminases, qui se traduit principalement parawggnentation de leur expression. Ainsi,
apobec3Fet 3G voient leur expression augmenter de 6 et 2 fapeaetivement. L’expression
d’apobec3C et 3DEeste similaire. Une différence majeure qu’il @aportant de souligner
est la forte expression apobec3Bdans les PBMC de ce patient, alors qu’il n'y a pas

d’expression dans les PBMC de sujets sains.

De nombreux travaux ont montré que les protéine®BEC3B, 3F et 3G sont capables
d’inhiber efficacement l'infection par le VIH-1 ptésentent une forte activité d’édition sur un
substrat ADN au cours de tests de mutations e#fsatheZ. coli (Bishopet al, 2004; Dang

et al, 2006; Liddamenet al, 2004; Xuet al, 2004; Zhenget al, 2004). L'analyse des 14
transitions observées sur la séquence proviralg@dehez ce patient révele que 7 se font dans
un contexte nucléotidique 5’-C@ dans un contexte nucléotidique 5’5TXdans un contexte
5-AC et 1 dans un contexte 5-GGi ces 2 derniers ne nous apporte aucune infmmat
quant a la protéine responsable de cette actigiédamination, le contexte nucléotidique 5’-
CC est caractéristique de la protéine APOBEC3G (Hatrial, 2003; Mangeaét al, 2003;
Zhang et al, 2003), alors que le contexte 5-TE€st lui caractéristique des protéines
APOBECSB, 3C et 3F (Bishoet al, 2004; Liddamenet al, 2004; Wiegancet al, 2004).
Ces données, associées a l'apparition prononcépoblec3Bet a l'augmentation de
I'expression dapobec3Fet 3G, sont un bon argument pour postuler que ces pedéfectifs
ont été générés par un mécanisme d'édition. De méseappuient I'hypothése d'une
possible action des désaminases d'acides nucléiqures|'état NPLT de ce patient.

1.2.Etude de I'expression des apobec3 suite a I'infentde

cellules par le virus du VIH-1

Dans la majorité des cas, I'infection par le vidusVIH-1 conduit & une infection aigué,
et non pas a un état chronique. Nous nous sommmeandi€s si dans le cadre d’une infection
aigué, ces désaminases étaient aussi sujettes \‘adasons d’expression, et si oui, a quel
moment par rapport a l'infection. Pour répondreeétec question, nous avons infecté des

cellules H9 avec le virus du VIH-1 et suivi I'expeton des différentes désaminases sur une
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durée qui correspond a I'accomplissement d’'un cyal@ complet, soit environ 48 heures
post-infection (Perelsoet al, 1996).
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Figure 20: Mesure de I'expression des cytidines désinases de la famille APOBEC3
au cours des 48 heures suivant l'infection des celés lymphocytaires H9
par le virus du VIH-1.

(a) : mesure de I'expressionagiobec3B(3B), (b) : mesure de I'expressionagobec3((3C),
(c) : mesure de I'expressionagiobec3DE(3DE), (d) : mesure de I'expressionagbbec3F
(3F), (e) : mesure de I'expressiorapbbec3E3G)

Cette expérience a été répétée 4 fois de facompamdiante, et I'analyse de chaque point est

réalisée en 3 exemplaires.
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Le premier constat que nous pouvons faire est qo@us des 48 heures qui suivent
I'infection des cellules par le virus du VIH-1, chee désaminase présente un profil qui lui est
propre. Ceci suggere que dans la cellule, toutesyt@ines désaminases ne répondent pas de
maniére équivalente aux signaux mis en place dansellule suite a linfection. Nous
pouvons toutefois, en fonction du moment ou cesifications apparaissent, classer les
désaminases en 3 groupes: celles qui sont mogliecours de la phase précoce qui
correspond aux 8 premieres heures suivant I'indactDesfarges, 2007), au cours de la phase
tardive qui débute 8 heures aprées I'infection, ncoee celles dont I'expression n’est modifiée

gue pendant un court moment au cours du cycle. viral

Ainsi, apobec3C3F et3G voient leur expression diminuer au moment de ksptprécoce du

cycle viral. La fixation et I'entrée de la partieulvirale entrainent certainement des
changements au sein de voies de signalisation delllde qui peuvent étre responsables de
cette modification d’expression. Néanmoins, nougpaevons pas écarter la mise en place

d’'un mécanisme de dégradation des ARNm de ces eamym

Apobec3DEconnait une stimulation d’'un facteur 9 de son esgion a une étape précise du
cycle du viral, entre 5 et 7 heures apres linfattiEtant donné que la protéine virale Vif
entraine la dégradation d’APOBED3DE (Dagtgal, 2006), 'augmentation de I'expression
observée pourrait étre due a un phénoméne de caatmenmis en place par la cellule, afin
de palier a la diminution de quantité de protéitess le cytoplasme.

Enfin, pourapobec3Bious pouvons détecter une stimulation de I'exprsasau moment de la
phase tardive du cycle viral. Dans la mesure ou BIPCBB n’est pas dégradée par la
protéine Vif (Doehleet al, 2005), I'hypothése d'une induction compensatqet étre
exclue pour expliquer ce phénomene. Cette modificat’expression pourrait étre le résultat
de changements au sein des voies de signalisaitamakllule, suite a la fixation et a I'entrée

de la particule virale.

Ces résultats montrent clairement que les difféermésaminases sont sujettes a des
variations d’expression, au cours de 48 heuresuyuent I'infection des cellules par le VIH-
1. Toutefois, nous ne savons pas a I'’heure actpeltequel processus ceci est possible. En

effet, nous ne sommes pas en mesure de précises shangements sont dus au mécanisme
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général de la fixation du virus a la surface calha, ou s'’ils sont spécifiques des composants
du VIH-1.

2. Mesure de I'expression des cytidines désaminases lde

famille APOBEC3 dans différents contextes viraux

Suite a la découverte de modifications résultantaddésamination de cytosines sur le
génome du VIH-1, conduisant a un phénomene deatéstrvirale, de nombreuses études ont
été menées afin de savoir si ce mécanisme et sggq@ences pouvaient étre retrouves pour
d’autres virus humains. Il a ainsi été montré querple virus de I'hépatite B (VHB),
plusieurs APOBEC3 étaient capables d’édition entdhition de la réplication virale
(Baumertet al, 2007; Bonvinet al, 2006; Bonvin & Greeve, 2007; Nguye al, 2007;
Noguchiet al, 2005; Rosleet al, 2005; Rosleet al, 2004; Suspenet al, 2005; Turelliet
al., 2004). Dans le cadre du papillomavirus humain\(HRles phénomeénes d’édition ont
récemment été mis en évidence (Vartaretal, 2008). Enfin, pour le virus de I'hépatite C
(VHC), si des phénoménes d’édition n'ont pas été em évidence jusqu’a présent, il a été
montré quapobec3Geétait plus exprimée chez des patients chroniquenméectés par le
VHC (Komoharaet al, 2006). Dans la mesure ou nous avons mis au paiiutil qui nous
permet d’avoir une vision plus précise quant a giession des différentes cytidines
désaminases dans les cellules, nous avons voubir sadans ces différents contextes viraux

il était possible de corréler ces observations aescmodifications d’expression dgsobec3
Les différentes analyses ont été réalisées de lmenf@con que précédemment pour les
cellules H9 et H9/LAI, c'est-a-dire au cours d@lese exponentielle de croissance. L'ARN a

été rétrotranscrit en utilisant les oligos dT comameorce et la quantification des transcrits

des difféerentes apobec3 a été déterminée comnuuiddians le Matériel et Méthodes.

2.1.Virus de I'hépatite B (VHB)
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Pour I'analyse de I'expression des cytidines désagsgs dans le cadre d’une infection par
le virus de I'hnépatite B, la lignée cellulaire igde est la lignée HepG2.2.15. Cette derniere
est issue des cellules adhérentes HepG2, étabfiadiades carcinomes hépatiques, contient
une copie du génome du virus de I'hnépatite B irdégile maniére stable. Ces cellules sont

capables de produire les protéines virales etldeguger des virions dans le milieu de culture.

10°
10° I
10"
10° | e 02.2.15

10° — —

10 —— —

I

apobecB apobec3 apobec3DE apobec3F apobec3(

Figure 21: Expression desapobec3dans des cellules hépatiques contenant ou non le
génome du VHB

L'axe des abscisses indique les différentes désmes) et 'axe des ordonnées, le nhombre

de copies de ces derniéres aprés normalisatiorapport au géne de référence.

L’expression deapobec3DE3F et3G est augmentée de 150, 100 et 60 fois, respectiveme
dans les cellules HepG2.2.15 qui produisent le \f{#B rapport aux cellules non infectées.
Par contre, I'expression apobec3Cest similaire dans ces deux lignées, et le transcr

d’apobec3Best indétectable.

De nombreux travaux ont montré que plusieurs pretéide la famille APOBEC3 sont

capables d’inhiber efficacement l'infection desluleks par le VHB (Baumeret al, 2007;
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Bonvin et al, 2006; Bonvin & Greeve, 2007; Rosktral, 2005; Rosleet al, 2004; Suspene
et al, 2005; Turelliet al, 2004). Cette interférence virale par les APOBHE8t étre le

résultat de deux mécanismes distincts, dépendamoaude I'activité cytidine désaminase
associée a ces protéines. Quel que soit le mécanisimterférence virale, les résultats
obtenus suggérent que pour certaines de ces pstéllactivité antivirale qui leur est

associée, serait corrélée a une augmentation dexpression.

2.2.Virus du papillome humain (HPV)

Les cellules HeLa sont une lignée cellulaire adh@éree kératinocytes établie a partir
d'un préléevement sur une patiente atteinte d’'unceramu col de l'utérus. Ces cellules
présentent le génome du HPV de type 18 intégré Bmmsgénome (Schneider-Gadicke &
Schwarz, 1986).

10°

10*

10°

Hela

107

10

apobecB apobec3C apobec3DE ap8b¢ apobec3(

Figure 22: Expression despobec3dans les cellules présentant le génome du HPV-18

intégré dans leur génome.

L'axe des abscisses indique les différentes désemem et I'axe des ordonnées, le nombre de

copies de ces derniéres aprés normalisation pporgau gene de référence.
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Les résultats que nous avons obtenus montrentewiaimt que dans ces cellules Hela,
apobec3Cest trés fortement exprimée comparativement audresicytidines désaminases.
Elle est en effet 12.2p 11.1G et 25.18 fois plus exprimée qgapobec3DE 3F et 3G

respectivement.

Basée sur I'hypothése que le génome des papilloogiiumains pouvait étre une cible pour
les APOBEC3 qui ont une localisation nucléairegtude a récemment pu mettre en évidence
la présence d’hypermutations au niveau de '’ADNcds virus (Vartaniaet al, 2008). Les
analyses qui ont porté sur le HPV1a, responsabledeaes plantaires, et le HPV16, retrouvé
au sein de biopsies cervicales précancéreusespembis de mettre en évidence des
transitions C-T et G-A sur les génomes viraux, spiifont principalement dans un contexte
nucléotidique 5'TCet 5’'CC Ces résultats suggerent que parmi les protéif83BEC3 qui

ont une localisation nucléaire, APOBEC3A, 3C et Bburraient étre responsables de
phénomenes d’édition observés. Il est donc intarésie noter que dans les cellules HelLa qui
contiennent le HPV16apobec3Ctres fortement exprimée comparativement aux autres

désaminases dans ces mémes cellules

2.3.Virus de I'hépatite C (VHC)

Le VHC est un virus a ARN (+) monocaténaire linédftigure 24). Ce dernier code pour
une polyprotéine qui est clivée par des protéaskslaires et virales, et permet I'obtention de

10 protéines virales qui sont classées en protéinesturales et non structurales.

HCV BRNA
+———— Region encoding polyprotein precursor ———
[ 5'NTR | | | 3 NTR |
/FUE“ITEH W Nonstructural proteins

p22 gp35 gpTl pT p23 prl p8  p27 pSE58 pas

of 15 = B nssa | [ Nsss
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Figure 23: Organisation génomique du VHC

L’ARN est encadré par deux régions non traduitesodle pour des protéines structurales
(C, E1 et E2) et des protéines non structuraled (NES5B).

Pour I'analyse de I'expression des désaminases ldaredre du virus de I'hépatite C, nous
avons a notre disposition des lignées cellulaitabliés a partir de cellules Huh7 qui sont des
cellules adhérentes issues d’'un carcinome hépatidgiex lignées ont été utilisées : la lignée
Huh7 Rep5.1 qui contient le génome complet du vetusa lignée Huh7 NS3-5B qui ne

contient qu’une partie du génome correspondanipaabéines non structurales NS3 a NS5B.

10°
10*

10°
B 0O Huh?

100 Ed O Huh7 NS35B
OHuh7 Rep5.1

10 | ™=

10t

apobecB apobec3( apobec3DE apobec3F apobec3(

Figure 24: Expression desapobec3dans des cellules hépatiques contenant ou non,

toute ou une partie du génome virale du VHC.

L'axe des abscisses indique les différentes désee et I'axe des ordonnées, le nombre

de copies de ces dernieres aprés normalisatiorapport au gene de référence.

Pour les cellules qui n’expriment que les protéinea structurales (Huh7 NS3-5B), nous

pouvons constater une augmentation de I'expressgsndifférentes cytidines désaminases.
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Ainsi, apobec3C3DE, 3F et 3G sont augmentées de 18, 4, 14 et 2,5 fois respectint par
rapport aux cellules Huh7. L'expressiorapbbec3Bn’est pas détectée dans les différentes

lignées de cellules huh7.

Pour les cellules qui contiennent le génome contle?HC (Huh7 Rep5.1), nous constatons
une augmentation tres significative des 4 cytididésaminase®Apobec3C 3DE, 3F et 3G
voient leur expression augmenter de 400, 250, 16(befois respectivement, par rapport aux

cellules Huh?7.

Parmi les protéines non structurales du virus duCYMS5A est seule responsable de
'augmentation dapobec3G(Komoharaet al, 2006). A ce jour, cette étude n'a pas été
étendue aux autres cytidines désaminases. Ledatdsguue nous avons obtenus avec les
cellules qui ne contiennent que les genes des ipesténon structurales confirment cette
observation mais indiquent clairement apobec3Gne serait pas la seule désaminase a étre
sensible a une telle régulation. En effapobec3C 3DE et 3F voient leur expression
augmenter d’une maniere encore plus importantepmiiec3G De plus, le taux d’expression
desapobec3observé dans la lignée Huh7 Rep5.1 qui contiemgfélgome complet du VHC
suggere que la régulation de I'expression des désaes est un processus plus complexe que
prévu et dans lequel d’autres protéines viralesbgmmh prendre part. Cette observation pose
le probleme de savoir comment des protéines qui sormalement localisées dans des
structures membranaires lors de la réplicationleif@artenschlageet al, 2004), sont
capables d’agir a un niveau nucléaire. Une podsibilerait que la réponse observée soit
produite par I'intermédiaire d’autres facteurs térgerféron, IFN-o ou IFN<y (Komoharaet

al., 2006; Matyset al, 2003; Tanakat al, 2006; Tayloret al, 2004).De nombreuses études
ont examiné l'effet de I'lFNz sur l'expression des APOBEC3 dans différents types
cellulaires et viennent conforter cette possihililéa ainsi été montré que I'expression
d’APOBEC3G était stimulée par I'IFN- dans les macrophages, les hépatocytes, les
lymphocytes, les PBL et les cellules dendritiquesmacytoides (Komoharet al, 2006;
Penget al, 2006; Tanakat al, 2006; Tayloret al, 2004; Wanget al, 2008). Dans ces
derniéres, il a également été montré qu’APOBEC383trpas la seule cytidine désaminase a
étre stimulée par I'lFNt, APOBEC3A, 3C, 3F voyant aussi leur expressionnarger
(Wang et al, 2008). Par ailleurs, la protéine NS5A stimuleclaissance cellulaire par
I'activation de facteurs nucléaires tels que la RCISTAT-3 et NF«B (Choi & Hwang,
2006; Ghoslet al, 1999; Girardet al, 2004; Wariset al, 2005) et est capable de bloquer
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'apoptose par inibition de la transactivation né&dipar la voie de P53, permettant la
production virale dans les cellules infectées parHC (Lanet al, 2002).
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Partie 2

Etudein vitro des APOBEC3
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Dans la premiere partie de ce travail, nous avans €hypothese selon laquelle les
cytidines désaminases de la famille APOBEC3 powmaen partie, étre impliquées dans
I'infection chronique par le VIH-1. Etant donnédaersité des APOBEC3 et I'ubiquité de ces
protéines dans différents types cellulaires, ilimgtortant de mieux définir le rdle de chacune
et d'identifier la (ou les) cytidine désaminase laefamille APOBEC3 qui pourrait étre
responsable des modifications observées sur laeeégupr provirale. C'est ce que nous
avons cherché a déterminer dans la deuxieme mhatee travail. Pour cela, nous avons mis
en place un tesh vitro qui consiste a mettre en présence une cytidinantiéase et un

substrat, et regarder si nous avons ou non unatacte désamination sur ce dernier.

1. Obtention des protéines APOBEC3

Les différentes cytidines désaminases ont été méas dans la bactéie coli. Pour cela,
nous avons utilisé le plasmide pET32a. Ce derdermpart son c6té inductible a I'lPTG, est
classiquement utilisé pour obtenir une forte exgices de protéines, possédant alors une
étiquette histidine et une étiquette thiorédoxiné germettent une détection et une
purification facilitée. Outre ces caractéristiquéétiquette thirédoxine est décrite pour sa
capacité a pouvoir aider a la solubilisation desgines auxquelles elle est fusionnée, et qui
normalement s’agregent en forme insoluble ckezoli (LaVallie et al, 1993). Dans ce
systéme Pet (Novagen), I'lPTG va induire la T7 Rpilymérase présente dans la bactérie, et
non directement le géne codé par le plasmide. Gttédégie est utile pour minimiser la
transcription basale du géene cloné avant l'inductiétant donné la toxicité potentielle des
protéines APOBEC3 de part leur activité mutagerariisl & Liddament, 2004; Liddameet
al., 2004; Petersen-Mahrt & Neuberger, 2003). Poua,ckd plasmide recombinant est
introduit dans une bactérie portant un épisome deegene du lysosyme qui inactive
'ARNpol T7 qui peut étre produite avant I'induatigMoffatt & Studier, 1987; Studier,
1991).
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APOBEC3G-trx
(65 kDa

Figure 25: Expression de la protéine APOBEC3G fusimnée a la thiorédoxine

Les protéines sont séparées sur gel SDS-PAGE.dta pireprésente la fraction protéique

présente dans le surnageant, la piste 2 la fracboespondant au culot bactérien. Pour ces
deux pistes, la révélation est effectuée par ctitoraau bleu de coomassie. Les pistes 3 et 4
confirment ou non, grace a I'Ac anti-trx, la préserde la protéine d'intérét dans les deux

fractions (piste 3 : surnageant, piste 4 : culot).

Nous pouvons remarguer une forte expression deéipet la taille de 65 kDa dans le culot
(piste 2), mais pas dans le surnageant (pistel.abalyses en Western blot nous ont permis
de confirmer que la protéine fortement expriméecée en piste 2 est bien notre protéine
d’intérét (piste 4). La protéine APOBEC3G est absete la fraction soluble (pistes 1 et 3) et
se trouve au sein de corps d’inclusions. Un réssitailaire a été obtenu lorsque les protéines

APOBECSB, 3DE et 3F ont été exprimées en suivaméme protocoleHigure 26).
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Figure 26: Expression des APOBEC3 fusionnées a laibrédoxine au sein de corps
d’inclusion
Les protéines sont séparées sur gel SDS-PAGE. Id@atéon des protéines est réalisée
grace a l'anticorps anti-Trx.

M : marqueur de poids moléculaire, piste 1 : APOBBdTx, piste 2 : APOBEC3DE-Trx,
piste 3 : APOBEC3F-Trx, piste 4 : APOBEC3G-Trx.

Etant donné que le test d’activité vitro nécessite une protéine soluble, les désaminases on
été solubilisées a partir des corps d’inclusionurPcela les culots contenant les corps
d’inclusion, aprés plusieurs étapes de lavage awetampon contenant de l'urée, ont été
repris dans du CAPS pH 11 et du N-Lauroylsarcosiemélange est dialysé contre un
tampon Tris-HCI pH8, et le N-Lauroylsarcosine essigte éliminé grace a I'utilisation de
Dowex AG1-X8. Les protéines sont alors stockée®0aCG, en 50% glycérol (voir Matériels

et Méthodes).

Une autre alternative a été de co-exprimer lefudifftes cytidines désaminases avec des
protéines chaperonnes dans la bactérie. Les pest@naperonnes sont impliquées dans les
processus de repliement des protéines (Thomhad, 1997). Un plasmide codant pour les
chaperonnes groES-groEL, dont I'expression estrotag par la tétracycline, a été utilisé
pour la co-transformation H:.coli avec le vecteur d’expression des désaminases. &auns
choisi d’induire I'expression des chaperonnes awkinduire I'expression des désaminases
avec de I'IPTG, de facon a ce gu’elles soient prieseet des le début de la production des

désaminases (Matériels et Méthodes). Enfin, darmiiede nous dégager d'un effet négatif

- 88 -



potentiel de I'étiquette thiorédoxine, et du fail'@le ne permettait pas de solubiliser les
APOBEC, nous avons aussi éliminé la région contefi@tiquette Trx via des délétions

directement sur le plasmide.

APOBEC3G-trx
(65 kDa) —

APOBEC3G
(46 kDa)

Figure 27: Expression de la protéine APOBEC3G prodite en présence des protéines
chaperonnes groES-groEL, fusionnée ou non a la thi@doxine
Les protéines sont séparées sur gel SDS-PAGE. latéimes fusionnées a la thirédoxine
sont situées pistes 1 a 4, les protéines non faéEma la thiorédoxine, pistes 5 a 8.
Les pistes 1 et 5 représentent la fraction pro&mpésente dans le surnageant, les pistes 2 et
6 représentent la fraction correspondant au cdipeslasion. La révélation des pistes 1, 2, 5
et 6 est effectuée par coloration au bleu de cosimalses pistes 3 et 4 montrent la présence
de la protéine APOBEC3G, révélée par I'anticorps-arx (piste 3 : surnageant, piste 4 :
corps d’inclusion). Les pistes 7 et 8 confirmentaog a I'Ac anti-S-Tag, la présence

d’APOBEC3G dans les deux fractions (piste 7 : sgeaat, piste 8 : culot).

La co-expression d’APOBEC3G avec les chaperonneESygroEL conduit toujours a la

surexpression d’'une protéine a la taille attendaresde culot (pistes 2 et 8), mais une quantité
importante de la désaminase se trouve dans ladinasbluble (piste 1 et 5). Les analyses en
Western blot confirment quUAPOBEC3G se trouve pg@tadans ces deux fractions (pistes 3

-89 -



-4, et 7-8). Ainsi, dans les conditions expérimistanises en place, nous avons pu obtenir
toutes les désaminases sous forme soluble, et@epa sans I'étiquette Trkigure 28).

M 1 2 3 4 M 5 6 7 8
70 _ 100 |
kDa kDa
- 10—
55— L
= L
55 ——
40—
40——
35 —L

Figure 28: Expression des différentes APOBEC3 dana fraction soluble grace a la
coexpression avec les protéines chaperonnes groE®#L .
Les protéines sont séparées sur gel SDS-PAGE. I@atéon des protéines est réalisée
grace a l'anticorps anti-S-Tag.
M : marqueur de poids moléculaire, piste 1 : APOBBQTX, piste 2 : APOBEC3B, piste

3: APOBEC3DE-Trx, piste 4: APOBEC3DE, piste 5 P@BEC3F-Trx, piste 6:
APOBECSF, piste 7 : APOBEC3G-Trx, piste 8 : APOBEC3

Les APOBECS3 ont été purifiées a l'aide de coloniekel, grace a I'étiquette histidine
qu’elles possédenE{gure 29).
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Figure 29: Chromatogrammes résultant de la purificéion sur colonne de nickel
(HiTrap Chelating HP, GE Healthcare) de la protéine APOBEC3G a
partir de la fraction soluble de I'extrait bactérien.

Le chromatogramme indique la fraction non retenudacolonne, qui s’étend des fractions

X1 a X3, ainsi que le pic obtenu apres élutionirmitiazole (250 mM final), et qui s'étend

des fractions A4 a AS8.

L’apparition d’'un pic d’absorbance a 280 nm, saii&lution par I'imidazole, qui s’étend des

fractions A4 a A8 correspond a la présence de d&épre APOBEC3G comme le révele la
réaction avec l'anticorps anti-S-Tag par test ELI&#Agure 30). Ce test a pour avantage de
nous donner une réponse rapide quant a la présknoetre protéine dans les différentes

fractions, la mise an place de tests d’activit@tdangue et complexe a mettre en place.
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Figure 30: Test ELISA effectué sur les différentedractions obtenues lors de la
purification dAPOBEC3G sur colonne de nickel.
Les puits — et + sont des contrbles positifs etatifyy Le puit — contenant le tampon de
couplage seulement, le puit + contenant la protAROBEC3G. Les puits X1, X2 et X3
représentent la fraction protéique non retenue dorpassage sur la colonrféigure 29).

Les fractions A4 a A8 représentent les fractionscgurespondent au pic d’élutiofigure
29).

Les résultats obtenus pour les puits contréleg{({)) valident les conditions expérimentales.
Les fractions X1, X2 et X3 non retenues par la spde nickelKigure 29) ne révélent pas
la présence de la désaminase recombinante. Parecdes fractions A4 a A8, qui
correspondent au pic délutiorFigure 29), réagissent positivement. Les fractions qui

contiennent la protéine sont ensuite poolées ekées a -20°C, en 50% glycérol.

2. Testsin vitro

La réaction de désaminatiam vitro est basée sur la réaction de clivage en miliealialc
d’'un déoxynucléotide qui présente un site abasiqDette situation est générée par
I'apparition d’'un résidu U dans la chaine nuclégti@ suite a I'action de la désaminase de
cytidines, suivie d’un traitement par une UracilRAGlycosylase (UDG).

2.1.Choix du substrat

Un substrat de 35 nucléotides (vprC) a été cha@ssdine zone ou nous avons observé
des modifications C-U dans la séquencevpe(Figure 31). Comme contrdle, nous avons

choisi un substrat similaire (vprU), dans lequaldsidu Gy a été remplacé par un U.
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5" ATGGAACAAG CCCCAGAAGA CCAAGGGCCA CAGAGGGAGC CAGACAA
3 TACCTTGTTC GGGGTCTTCT GGTTCCCGGT GTCTCCCTCG GTAITT

ATGGACACTA GAGCTTTTAG AGGAGCTTAA GAATGAAGCT GTTAGAC
TACCTGTGAT CTCGAAAATC TCCTCGAATT CTTACTTCGA CAATINAS

TTCCTAGGAT TTGGCTCCAT GGCTTAGGGC AACATATCTA TGARATT
AAGGATCCTA AACCGAGGTA CCGAATCCCG TTGTATAGAT ACTATSA

GGGGATACTT GGGCAGGAGT GGAAGCCATA ATAAGAATTC TGBEBACA
CCCCTATGAA CCCGTCCTCA CCTTCGGTAT TATTCTTAAG ACGTGAT

GCTGTTTATC CATTTCAGAATGCGAGTCG ACATAGCAGA ATAGGCGTTA
CGACAARAG GTAAAGTCTT AACCCACAGC TGTATCGTCTTABGCAAT

CTCAACAGAG GAGAGCAAGA AATGGAGCCA GTAGATCGTA G
GAGTTGTCTC CTCTCGTTCT TTACCTCGGT CATCTAGGAT C

— vyprc 5 ATTCTGCTATGT CGACACCC _AATTCTG AAATGG AT 3

— VprU :5 ATTCTGCTATGT CGACACC UAATTCTG AAATGG AT 3’

Figure 31: Choix des substrats utilisés pour les $¢sin vitro au sein de la séquence de
vpr

La totalité de la séquence de 'ORpr est montrée comme ADN double brin. La séquence
qui est préférentiellement modifiée par APOBEC3Gt asdiquée en bleue.
L'oligonucléotide choisi comme substrat (VprC), dioppé en triplets, est signalé en bas de
la figure. L'oligonucléotide VprU correspond a laine éditée et est utilisé comme contrble

positif lors de la réaction de désamination.

Pour la réalisation des tests vitro, les oligonucléotides ont été préalablement marqué
I'extrémité 5" avec duy-P*)JATP, puis purifiés sur un gel dénaturant de palykmide.

2.2.Tests de désamination in vitro

2.2.1.Principe du test de désamination
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Substrat non édité vprC Substrat édité vprU el
5’ ATTCTGCTATGTCGACACCCAATTCTGAAATGGAT3’ 5’ATTCTGGIATGACACIAATTCTGAAATGGATS

Marquage l l Marquage

5 * ATTCTGCTATGTCGACACCCAATTCTGAAATGGAT3 *AFTCTGCTATGTCGACATKATTCTGAAATGGATI'

Désaminases l

5 * ATTCTGCTATGTCGACAGATTCTGAAATGGATS' UDG
UDG l
v
5 * ATTCTGCTATGTCGACAGRATTCTGAAATGGATS  5* ATTCTGCTATGTCGACAMATTCTGAAATGGATS'
NaOH l l NaOH
5 * ATTCTGCTATGTCGACACC 3’ 5 ATTCTGCTATGTCGACACC 3'
5 AATTCTGAAATGGAT 3’ 5 AATTCTGAAATGGAT 3’

Figure 32: Principe du test de désamination

Le substrat vprC est incubé avec la désaminase l@ansonditions décrites dans le
Matériels et Méthodes. Aprés 2 heures d’'incubaéid@v°C, I'ajout d’'UDG assure le clivage
de la base U générée par I'action de la désamiRasa@ement le produit est soumis a l'action
du NaOH qui produit le clivage de la liaison phasgilester au niveau du site abasique. La
réaction contréle avec le substrat vprU est réaltans les mémes conditions, sauf gu’il n’y a
pas d’'incubation avec la désaminase. Ce test patenstassurer que les étapes auxiliaires a
'essai de désamination de C, le traitement UDGI'tetdrolyse alcaline, fonctionnent
correctement. Les produits de clivage sont détgmésutoradiographie aprés électrophorese

sur gel de polyacrylamide.

2.2.2.Test de désamination

Dans un premier temps, nous avons effectué ledestiésamination en absence des
APOBECS3 afin d’écarter la possibilité d'un clivagen spécifique dans les conditions de

I'essai Figure 33).
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unG | + - + | -

piste | 1 2 3| 4

3B nt—p

19nt— -

Figure 33: Test de clivage a 'UDG

La migration des produits issus de la réactionréatisée sur un gel dénaturant 12 %

polyacrylamide, 7M urée

Nous pouvons observer le clivage de vprU lorsqu®G est rajoutée au mélange réactionnel
(pistel). Le substrat vprC ne subit pas de clivaggrésence d’'UDG (piste 3). En absence
d’'UDG, les deux substrats ne sont pas modifiétgfset 4). L'ensemble de ces résultats
confirme que le clivage observé pour vprU corregp@nla perte de base qui facilite
I'hydrolyse par la soude. De plus, aucun clivage spécifique, pouvant étre I'action de

nucléases contaminantes de 'UDG, n’est observé.

Ce test de désamination a ensuite été reéalisé lagedifféerentes protéines APOBEC3 que

nous avons produite&igure 34).
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a) Vpru VprC

ubG - + - + + + + +

APOBEC3 3B | 3DE | 3F | 3G

35n —
19n —»
b) VpruU VprC
UDG - + - + + + + + + | + + | +
APOBECH 3B |3DE| 3F | 3G |3B|3DE| 3F| 3G
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

35 nt_, <«—35nt
«—24nt
<« 19nt

19 nt_>

Figure 34: Tests de désamination

La migration des produits issus de la réaction réstisée sur gel dénaturant 12 %
polyacrylamide, 7M urée.

a- Test réalisé avec les protéines issues des cadfisclusion

-96 -



b- Test réalisé avec les protéines solubles obtesusuite a la co-expression avec des
protéines chaperonnes
Les réactions 5 a 8 sont réalisées avec les pestéinsionnées a la thiorédoxine, les

réactions 9 a 12 avec les protéines sans |'étigtieitbrédoxine.

Pour les protéines fusionnées a la thiorédoxinels nwavons pas pu mettre en évidence
d’activité cytidine désaminase (Pistes 5 di@ures 34a et ). Pour ces différents tests, les
conditions expérimentales (UDG) ne sont pas enecéRistes 1 a 4jgures 34a et . Pour

les protéines produites sans étiquette thiorédpxaneprésence des protéines chaperonnes,
nous pouvons observer un clivage de vprC en présdifPOBEC3G, mais pas avec les
autres protéined={gure 34b, pistes 9 a 12). Dans ce cas, si vprC reste mdjertant non
clivé, deux bandes de faible intensité apparaisged® et 24 nucléotides. La taille des
fragments obtenus est compatible avec la désamimdés résidus C20 et C25 par la protéine
APOBECSG Figure 35).

VprC : 5 ATT CTG CTATGT CGA CAC CAATT CTG AAATGG AT 3

Figure 35: Localisation des sites de clivage obsé&w sur vprC au cours du test de
désamination réalisé avec la protéine APOBEC3G sdile ne possédant

pas I'étiquette thiorédoxine.

Les deux sites concernés sont indiqués en rouge.

Sur toutes les désaminases testées, seule APOBBRG8BGntré une activité sur le substrat
vprC. La question que I'on peut alors se poserdessavoir si ce substrat est adéquat pour
'ensemble des désaminases. Sur les 35 nucléajidés composent, 8 résidus sont des C qui
peuvent étre sujettes a la désamination par lesBE3. Sur ces 8 sites, 3 se situent dans un
contexte dinucléotidique 5T 2 dans un contexte dinucléotidique 5’ALse situent dans un
contexte dinucléotidique 5'Ct 1 dans un contexte dinucléotidique 5:(&T les contextes
nucléotidiqgues 5’ACet 5'GC ne sont pas de sites cibles identifies pour |le©BPC3, le
contexte 5’CCest lui caractéristique d’APOBEC3G (Haresal, 2003; Mangeagt al, 2003;
Zhanget al, 2003), et le contexte 5'T€st caractéristique des autres désaminases (B&hop
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al., 2004; Liddamenet al, 2004; Wieganckt al, 2004). Le substrat vprC est donc une cible
adéguate pour I'ensemble des désaminases.

Afin de visualiser l'interaction des protéines avecsubstrat VprC, nous avons réalisé des
expériences de retard sur gelgure 37). Le test consiste a incuber le substrat vprC da®c

protéines de la famille APOBEC3. Le mélange réacti#d est ensuite soumis a une
électrophoreése en conditions non dénaturantes.akml’mteraction, le signal radioactif sera

déplacé dans une zone de masse moléculaire pleeéle

VprC + + + + +
APOBECY 3B |3DE | 3F 3G

Figure 36: Test de retard sur gel entre VprC et lesAPOBEC3

La migration est réalisée sur un gel non dénatuénatpolyacrylamide.

Dans les conditions utilisées, le signal radioatifst déplacé qu’en présence de la protéine
APOBECS3G (piste 5), ce qui suggere que cette pretést capable de se fixer au substrat.
L’absence de fixation des autres désaminases sulstrat (pistes 2 a 4) permet d’expliquer

I'absence d’activité de ces dernier€sgre 34). En effet, dans la mesure ou le substrat est
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une cible potentielle pour chague désaminase, pousons penser que cette absence de
fixation pourrait étre due a un mauvais replieméatla protéine ce qui empécherait cette
derniere d’exercer son activité. Une autre posgbpour expliquer 'absence d’activita

vitro pourrait étre 'absence de cofacteurs facilitattivité des APOBECS.

Lors de leur formation, les particules virales ipmyent des protéines cellulaires. Des études
montrent QU APOBEC3G peut étre incorporée dansites/eaux virions (Ceet al, 2004).

La protéine APOBEC3G serait alors idéalement platéa point de vue stratégique pour
exercer son activité de désamination. Il est istgaat de noter que des protéines cellulaires
comme I'UNG2 qui est une uracile DNA glycosylaseigPet al, 2003), ou la GAPDH qui
outre sa fonction dans la glysolyse posséde aussiactivité UDG (Meyer-Siegleet al,
1991), ont été trouvées incorporées dans les wrthnVIH-1 (Ottet al, 2000; Prietet al,
2003). Or I'activité UDG placée dans le méme enviement pourrait accéder rapidement a
I’ADN viral modifié par APOBEC3G. Une étude récemtanontré que UNG2 ne participait
pas a I'effet antiviral ’APOBEC3G (Kaiser & Emerma&006). La GAPDH est une protéine
aux fonctions multiples (Sirover, 1999; 2005), qat capable de se lier a 'ADN (Peruokto
al., 1977), mais aussi a I'ARN (Nagy & Rigby, 1995;a&gnov, 1985; Singh & Green, 1993)
et qui intervient dans l'action de plusieurs vi(D® et al, 1996; Schultzt al, 1996; Zanget

al., 1998).

Dans la mesure ou nous savons que la GAPDH esbleaga se lier a 'ADN et d'interagir
avec des protéines (Peruchbal, 1977; Sirover, 1999), nous avons voulu savoinsdan
premier temps, si la GAPDH était capable d’interayiec le complexe APOBEC3G-VprC
Afin de tester cette possibilité, nous avons inoogpla GAPDH dans les expériences de
retard sur gel. Le test consiste a incuber le satogprC avec la GAPDH, en présence ou non
de la protéine APOBEC3G. Le mélange réactionnekmstiite soumis a une électrophorese

en conditions non dénaturantes.
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1 2 3 4

VprC + + +
GAPDH - + ] +
APOBECS3(G] - - + +

Figure 37: Test de retard sur gel entre vprC, APOBE3G et la GAPDH

La migration est effectuée sur un gel non dénatuf&h polyacrylamide.

Dans les conditions utilisées, aucun retard deofals vprC n’est observé avec la GAPDH
(Figure 38, piste 2). Comme observé précédemmentdéplacement du signal radioactif est
obtenu lorsque vprC est incubé avec APOBEC3G (@st®Quand vprC est incubé avec les
deux protéines, le retard est évident dans uneoméde masse moléculaire supérieure,
suggérant la formation d'un complexe tripartite @pgkPOBEC3G-GAPDH (piste 4). Le fait

de ne pas observer une bande nette pour les @seds4, peut s'interpréter comme une
dissociation du complexe au cours de I'électroptmré&e résultat suggere que la GAPDH

interagit avec APOBEC3G, formant un supercomplesee e substrat.
Devant ces résultats, nous avons veérifié que la@APossédait bien I'activité UDG qui lui

était attribuée (Meyer-Sieglet al, 1991). Pour cela, nous avons utilisé vprC et vpobhme
substrat dans les conditions similaires a celletestin vitro déja décrifFigure 38).
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Vpru VprC
ubG | + - - - +
GAPDH - + -+ -

3Bnt___,

19nt__,

Figure 38: Test de 'activité UDG de la GAPDH suré substrat vprU

La migration des produits issus de la réactionréatisée sur un gel dénaturant 12 %

polyacrylamide, 7M urée.

En présence de GAPDH, le substrat vprU est clivia deéme facon qu’avec 'UDG (pistes 1
et 2). Comme attendu, vprC utilisé comme contr@lesubit aucune modification en présence
de la GAPDH (piste 4) ou de 'UDG (piste 5). Cesuléats montrent que la GAPDH posséde
bien une activité UDG, et que celle-ci est compatdvec les conditions que nous utilisons

lors de nos expériences.

Dans le cas de I'édition du transcrit de I'apolipmipine B, il a été montré que la protéine
APOBECL1 est nécessaire mais pas suffisante poadysat seule la réaction d'édition
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(Navaratnanet al, 1995; Teng & Davidson, 1992). La protéine ACFymmee pour interagir
avec APOBECI1 (Lellelet al, 2000; Mehtaet al, 2000), est capable de se lier sur le transcrit
sur une région qui encadre le site a éditer, dangealors la sous-unité catalytique de la
désaminase sur le site d’édition. Dans le cas deréééine APOBEC3G, nous avons
vraisemblablement a faire a un tout autre mécanideme effet, d’aprés nos résultats, et
contrairement & APOBECI1, la protéine APOBEC3G sadmble étre suffisante pour
catalyser la réaction de désamination (Cheéital, 2006; Harriset al, 2003; Phanet al,
2007).

Les données que nous avons obtenues avec la GABDhefient de postuler un réle de cette
derniere dans la réaction d’interférence virale [FPOBEC3G. De plus, I'interaction de la
GAPDH avec la désaminase pourrait expliquer pourglie est retrouvée encapsidée dans
les virions, APOBEC3G étant elle-méme incorporéesdas virions grace a une interaction
spécifique avec la protéine virale Gag (Alce & Ro@004; Ceret al, 2004; Svarovskaiat

al., 2004). Il serait intéressant d’analyser la préseate la GAPDH dans les virions provenant
de souches de VIH-AVIf.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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Partie 1

Dans la premiere partie de ce travail, nous avansnpttre en évidence dans les cellules
chroniquement infectées par le virus du VIH-1 e¢zxlun patient non progresseur a long
terme, des transitions C-T et G-A au niveau deétpusncerpr qui pourraient étre le résultat
de I'activité de cytidines désaminases. Ces chaeg&rconduisent a la création de codons
stop ou a l'inhibition de I'épissage. Or, la proeiVPR possede plusieurs activités qui lui
conferent une activité cytotoxique. Ainsi, la dimiion de I'expression de cette protéine
pourrait étre considérée comme un mécanisme deqgbiart cellulaire visant a abolir I'effet
cytotoxique de VPR. En échappant ainsi a la desbrucla cellule se trouverait dans un état
d’infection chronique. Des analyses par RT-PCR noofs permis de mettre en évidence
I'expression dapobec3B, 3C, 3DE, 3F et 3&ns ces cellules. Grace a la mise en place d’'une
technique de dosage des différentes apobec3 pd&GR quantitative, nous avons pu mettre
en évidence des différences d’expression de cadirnsg désaminases dans un contexte
d’infection chronique, comparativement a un corgegain. Ces différences se traduisent
principalement par une forte augmentatiorapdibec3DE, 3F et 3Glans les cellules
chroniquement infectées, et par une augmentatias faible de ces mémes apobec3 chez le
patient NPLT, ainsi que I'apparition de I'expresstoes prononcée @pobec3BCes données,
appuyées par les contextes nucléotidiques de deaaam, nous permettent de dire que pour
les cellules chroniquement infectées par le viud/tH-1 et pour le patient 4, il nous semble
fortement envisageable de penser que cet étatigaeaoit du a la présence de virus défectif,
dont I'origine serait imputable a I'action de priogs de la famille APOBEC3 surexprimées.
Devant ces résultats, il serait donc intéressateddre cette étude a d’autres patients NPLT.
Sur les 5 patients intégrés a I'étude, 1 présedwmihombreuses transitions C-T et G-A au
niveau de la séquence dgr, capables de conduire a I'inactivation de vpr.nalyse chez un
plus grand nombre de patients nous permettraideirssi d’autres présentent des mutations
comparables, ceci afin de savoir si les phénomdietion observés et les modifications
d’expression des différentes désaminases pouttienpd sont un cas unique ou s’ils peuvent

étre généralisés a d’autres patients NPLT.
Dans la mesure ou dans la majorité des cas, lliofepar le virus du VIH-1 ne conduit pas a

un état chronique mais donne lieu a une infectiggu& nous avons voulu savoir Si

I'expression des cytidines désaminases est s@eattess modifications suite a I'infection, et si
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oui, a quel moment par rapport a I'infection. Ainsous avons pu observer qu’au cours des
48 heures qui suivent l'infection des cellules [gavirus du VIH-1, I'expression de chaque
désaminase est soumise a des modifications. Narsgu classer les cytidines désaminases
en 3 groupes, en fonction du moment ou ces motdita sont visibles. Ainsgpobec3C, 3F

et 3G voient leur expression diminuer au cours de laspharécoce du cycle viral.
Apobec3DEvoit son expression stimulée d’'un facteur 9 a étape précise du cycle viral. Et
enfin, I'expression @ipobec3Best stimulée au moment de la phase tardive due cyl. Il
apparait clairement que l'infection des celluleslpavirus du VIH-1 modifie I'expression des
transcrits correspondants aux apobec3. ToutefoBs stade, nous ne sommes pas en mesure
de préciser si ces changements sont dus au méeagisnéral de la fixation du virus a la
surface cellulaire, ou s’ils sont spécifiques dasposants du VIH-1. Afin de répondre a cette
question, il serait intéressant de réitérer cetpgence d’infection avec des pseudoparticules

virales.

Enfin, dans la mesure ol nous avons a notre a Waposition un outil qui nous permet
d’avoir une vision plus précise quant a I'expressites différentes cytidines désaminases
dans les cellules, nous avons voulu savoir s'ilit g@ssible de corréler une possible
augmentation de I'expression de ces désaminaseas lagephénomenes d’édition ou de
chronicité observés pour d’autres virus. Ainsi,slencadre du papillomavirus, nous avons pu
mettre en évidence une forte expressiorapdbec3C comparativement aux autres
désaminases, ce qui semble aller dans le sens meeem récentes qui suggerent que la
protéine APOBEC3C pourrait étre responsable desmighénes d’édition observés sur le
génome de ce virus (Vartaniat al, 2008). Dans le cadre du virus de I'hépatite Byso
avons pu mettre en évidence une augmentation xieréssion ddpobec3Fet 3G, qui ont été
montrées comme étant capables d’éditer massivelmgédinome viral (Susperet al, 2005).
Nous avons aussi mis en évidence une forte stimonlde I'expression d’apobec3DE, mais a
ce jour aucune étude ne portant sur la capacitéetle protéine a éditer le génome du VHB
n'a été menée. Il serait intéressant en effet dmisa’il est possible de corréler cette
augmentation d’expression a ce phénomene. Enfin lgourus de I'hépatite C, nous avons
confirmé une augmentation de I'expressioaptbec3G et mis en évidence I'augmentation
de l'expression d’autres désaminasepopec3C 3DE, 3F). Un étude menée en 2006
(Komoharaet al, 2006), a permis de mettre en évidence que I'egwa dapobec3Gétait

stimulée par la protéine non structurale NS5A, npais par les autres. Les résultats obtenus
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suggerent que d’autres désaminases pourraients@edes a de telles régulations par les

protéines virales non structurales, mais aussigggorotéines virales structurales.

Partie 2

Grace a des modifications apportées au protocolerdéuction des désaminases chez la
bactérie, nous avons pu obtenir des protéinesfsome soluble. Au cours des différents tests
in vitro, nous avons pu mettre en évidence, une activitdédamination pour la protéine
APOBECS3G sur le substrat vprC. Ceci suggere que pedtéine pourrait exercer seule son
activité de désamination et pourrait étre respdiesddés phénomenes d’édition observés sur le
génome du VIH-1 dans les cellules chroniquemergcidies. L'absence d’activité des autres
cytidines désaminases ne permet pas de concluedlegu’ne sont pas responsables des
phénomeénes d’édition dans ces mémes cellules. lpeag en effet que leur cible ne
corresponde pas a l'olignonucléotide VprC que nausns choisi, mais soit une autre
séquence au niveau ®pr, voire une autre séquence au sein du génome dilVlhe autre
possibilité est que ces protéines auraient beseinofiacteurs pour exercer leur activité. La
réalisation de test® vitro en présence de facteurs nucléaires pourraient peunsettre de

répondre a cette hypothese.

Des études ayant montré qu’APOBEC3G était incospaians les nouveaux virions (Cen
al., 2004) et dans la mesure ou lors de leur formatam particules virales incorporent des
protéines cellulaires, certaines de ces protéinesirrgient participer a [lactivité
d’APOBEC3G. Nous nous sommes alors orientés velSARDH, car cette derniére a en
effet été montrée comme étant incorporée dansitemy (Ottet al, 2000), et posséde une
activitt UDG (Meyer-Siegleet al, 1991). Nous avons confirmé l'activité UDG qui kest
associée. Nous avons aussi montré que cette praddincapable d’interagir avec la protéine
APOBECS3G, mais elle ne se lie pas au substrat M\gn@.analyse préliminaire montre que la

présence de GAPDH semble modifier I'activité d’APEXE3G.
Si la mise en place de ces tesisvitro nous a apporté quelques informations, il serait

intéressant de développer un systéeme de eestivo Pour cela, la technique envisagée

consiste a mettre au point des cellules conteagéhevpr intégré de maniére stable dans le
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génome cellulaire, et dont I'expression serait oiile. Le test consisterait alors a
surexprimer une désaminase dans ces cellulesppuidonage suivi de séquencage, regarder

si des phénomenes d’édition peuvent étre obsetwdARN et 'ADN correspondant &pr.

Il est aussi important de signaler que la fonctientelles désaminases dans la cellule, ainsi
gue les mécanismes de protection des acides nueticellulaires de l'action mutagéne
potentielle de ces enzymes sont inconnus. Il setoblkefois évident que ces enzymes soient
régulées au sein de la cellule. En effet, si latmsai de cette fonction peut conférer a la
cellule un potentiel d’évolution accru, un dysfoonhement peut étre a l'origine de
pathologies et éventuellement contribuer a la foionade tumeurs. Il semble donc nécessaire
de connaitre la fagcon dont ces protéines sont éégubans la cellule. Pour cela, une
possibibilité consisterait a identifier les partees cellulaires de ces protéines. La technique
envisagée fait appel au systeme TAP-tag dans ledeschumaines. Pour cela, les cellules
sont transfectées avec un plasmide codant pourolgipe dont on cherche les partenaires
potentiels. La purification du complexe protéigusacié a la désaminase est réalisée en
conditions non dénaturantes, grace aux étiquait@srinées en position N-ter ou C-ter de la

protéine.
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TRAVAUX EN COURS
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1. Mise en place d'un test de désaminatioax vivo

1.1.Principe du test

Parallelement aux tests de désaminaitiovitro, nous avons voulu développer un systeme
ex vivo Ce systeme nous permet de nous affranchir dédeones liés a la production et a la
purification des protéines dans un systéme baatérieut en étant dans un contexte
physiologique optimum. Pour cela nous avons che@hinettre au point des cellules
contenant la séquence der intégrée de maniére stable dans le génome cedlutaais dont
I'expression est inductible. Une fois cette étapalisée, le test consiste a surexprimer une
désaminase, puis par clonage suivi de séquencegatder si des phénoménes d’édition
peuvent étre observés sur 'ARN (via analyse deblAapres reverse transcription) ou
I’ADN correspondant &pr. Pour mettre au point cette lignée cellulaire,snavons utilisé le
systéme Jurkat Flp-in T-REx de chez Invitrogen. Daotre systeme, I'expression de ce
dernier est induite par I'ajout de tétracycline slsmmilieu de culture.

Les cellules Jurkat Flp-in possedent un site FRp Recombination Target) intégré dans leur
génome. C’est au niveau de ce site que la séqukintérét sera insérée par la suite, a l'aide
du plasmide pOG44 codant pour une Flp recombinaseéquence d’intérét est portée par le
plasmide pcDNAS/FRT/TO. C’est au niveau du site kReTce plasmide que l'intégration est
réalisée, et I'expression du géne d’intérét esudtible par la tétracycline. Ce systeme
nécessite donc qu’au préalable, les cellules stiansfectées avec le plasmide pcDNAG/TR
codant pour un répresseur. Ainsi, en absence deyétine, le plasmide pcDNA6 code pour
un répresseur qui va venir se fixer au niveau dunpteur du plasmide pcDNAS/FRT/TO, ce
qui réprime I'expression de notre gene d’intérét.degesence de tétracycline, celle-ci vient se
fixer sur le répresseur, entrainant un changemegbdformation de ce dernier. Le complexe
répresseur-tétracycline ainsi formé se détacherdmateur, permettant la transcription du

gene d’intérét.

1.2.Mise au point des conditions de transfection
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La lignée cellulaire Jurkat est une lignée lymphatg. Le probléme de ces cellules est
guelles sont difficilement transfectables par lgerds de transfection classiqguement utilisés,
les taux de transfections variant de 3 a 5 % awxni€es taux sont tres insuffisants pour
espérer mettre au point ce systéme. Nous avorésléesticléofection. Pour chaque essaf, 10
cellules sont transfectées avec 1 pg de plasmidgréde, le pmaxGFP. Les différents
programmes congus pour le la nucleofection de elsles ont été testés, et nous avons pu

obtenir plus de 90 % de cellules transfectées Evpmgramme S-18{gure 39).

Cellules Jurkat non transfectées % cellules
10 ‘ : 1024 fluorescentes

768 ] 768 |

SSC-H

512 512

SSC-H

R2 0,9 %

256 o 2561

0 256 512 768 102 10° 10 10° 10° 10
FSC-H FL1-H

Cellules Jurkat + pmaxGFP

1024 1024

768 | 7681

94,29 %

5121

SSC-H
SSC-H

256

‘ ‘
0 256 512 768 102 10 10" 10 10 10
FSC-H FL1-H

Figure 39: Quantification par cytométrie de flux, de la fluorescence associée a la
nucléofection du plasmide pmaxGFP, dans les cellddurkat.

1.3. Obtention de populations clonales

La premiére transfection avec le plasmide pcDNAGEBRuUNne étape primordiale dans la
mise en place de la lignée cellulaire. En effetyaut I'endroit ou le gene codant pour le

répresseur est inséré dans le génome, il serapbien exprimé. Nous avons réalisé un tri
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cellulaire afin d’obtenir des populations clonalSsr les 4 plaques 96 puits réalisées pour le
tri cellulaire, nous avons pu obtenir apres séeactpar les antibiotiques adéquats, 32

populations clonales.

1.4.Sélection de la population clonale adéquate pous kests ex

VIVO

Chacun des 32 clones a été testé par transfeatamsitbire a lI'aide du plasmide
PCDNAS/FRT/TO contenant la séquence deMGFP a la place de la séquengear, ceci afin
d’analyser leur comportement en présence et ennebsde tétracycline. La population
clonale idéale étant alors définie comme celle araiyas, ou peu, de fluorescence en absence
de tétracycline, et une forte fluorescence en paEsele tétracycline. Nous avons reproduit
ces transfections 3 fois, de maniére indépendafitede confirmer les résultats obtenus. Au
bout de 48 heures apreés la transfection, les esllsibnt analysées a I'aide d’'un cytomeétre de
flux. Sur les 32 populations initiales, il s’avéyee seul un clone, le clone B5A2, correspond
au profil recherchéHigure 40). Nous avons donc sélectionné ce clone pour |t e

I'étude.
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Figure 40: Quantification par cytométrie de flux de la fluorescence associée a la

nucléofection d’'un plasmide codant pour '’hMGFP, enprésence et en

absence de tétracycline, pour le clone B5A2.

1.5.Etablissement de la lignée cellulaire contenant s&quence

vpr intégrée de maniere stable dans son génome

Le clone B5A2 a alors été co-transfecté avec lesmide pOG44 et le plasmide

PCDNA5/FRT/TO contenant soit la séquence daVIIGFP (contrble), soit la séquence

correspondant &pr, de facon a obtenir un lignée contenant les séampsedevpr ou de

I'hMGFP intégrées de maniére stable dans leur génome. Bowss réussi a établir une
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lignée contenant la séquence deMGFP intégrée de maniere stable au sein de son génome
cellulaire. A ce jour, nous n‘avons pas été en mesliétablir une telle lignée avec la

séquencenpr.

2.Recherche des partenaires cellulaires potentiels sle

cytidines désaminases de la famille APOBEC3

La fonction de telles désaminases dans la cellidst ipas élucidée. En effet, si ces
protéines sont principalement étudiées pour letivisx de restriction virale, il ne faut pas
oublier qu’elles sont aussi exprimées dans un gtatin. L'identification de ces partenaires
protéigues serait un grand pas en avant quantantigréhension du role et de la régulation
des APOBEC3 dans la cellule. Pour cela, nous aw#tidé d'utiliser la technique de
purification de complexes protéiques par TAP-tamddles cellules humaines. Cette méthode
consiste a étiqueter une protéine, et aprés exkinadans des conditions non dénaturantes, la

purifier et analyser les protéines qui lui sonbagses.

2.1.Principe de la technique

L’étiquette que nous avons utilisée est constitlée deux domaines d'affinité CBP et

Protéine A séparés par un site de clivage pardgtase TEVKigure 41).

C-terminal TAP tag

T eV [Prota] |

N-terminal TAP tag

N|pmm| TEV el

Figure 41: Etiquettes utilisées pour la purification des complexes protéiques
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Différentes constructions ont été réalisées, danpldsmide pcDNA3, de fagcon a obtenir
chaque cytidine désaminase fusionnées en posititer Nu C-ter avec cette étiquette. Les
cellules sont transfectées de maniere transitcarelg plasmide contenant la construction
d’intérét. Au bout de 72 heures, les cellules dgsdes et les protéines totales extraites. Les
complexes protéiques sont purifiés par passagdein colonnes et coupure spécifique a la
TEV. Dans un premier temps, les protéines totalas incubées avec des billes d'IgG. Aprés
plusieurs lavages afin d’éliminer le maximum det@irees contaminantes, les complexes sont
élués par clivage par la TEV et passées sur umagelcalmoduline. L’élution des complexes
protéiques se fait par ajout EGTA.

Assoclated )
proteins \ " ProtA
Targe TlE\.*r Pro!e:se
protein cleavage site
Contaminants
©)
I
©

TEV protease
cleavage | |

00
C |"I 0,0 I
O —
O Second affinity
column (Ca™)
Calmodulin
beads
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Figure 42: Principe de la purification de complexeprotéiques par TAP-tag

2.2.Mise au point de la technique

Afin d’avoir une quantité de matériel suffisantggus avons besoin de transfecter au
moins 2.16 cellules, or le protocole standard de nucleofecsaggére I'utilisation de £0
cellules par trasfection. Suite a différents essasis avons pu, grace au programme S-18 et
une quantité d’ADN plasmidique de 5 pg, augmergaydantité de cellules par transfection a

2.10, et ce avec un pourcentage de transfection coraptis 90 et 95%.

Une fois les cellules transféctées, il a d’abortufaérifier 'expression de la construction
dans les cellules. Pour cela, nous avons extraitpi@téines 24, 48, 72 heures apres
transfection, puis I'expression de la protéine éatalysée par Western blot. Etant donné la
présence du domaine protéine A dans la protéiniglen, nous avons pu utiliser des IgG

comme anticorps primaire.

<«—— APOBEC3G-TAP

Figure 43: Expression de la protéine APOBEC3G fusitnée au TAP-tag

Les protéines sont séparées sur gel SDS-PAGE.dta pireprésente la fraction protéique
issues de cellules non transfectées, les pistesl2safractions issues de cellules transfectées
avec le plasmide codant pour la protéine APOBEQB®Nnée en N-ter avec le TAP-tag, a
24 h (piste 2), 48 h (piste 3) et 72 h (piste 4).
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L’absence de réaction en piste 1 confirme la spitéifde la détection. La protéine est
détectée au bout de 48 heures aprées la transfatgmmellules (piste 3).’expression de la
protéine étant plus importante a 72 h qu’a 48 &té€gi2 et 3), nous avons choisi d’extraire les

protéines au bout de 72 heures.

2.3.Purification et analyse des complexes protéiques

Pour chaque construction, 10 transfections de’Zdlules sont effectuées. Au bout de 72
heures, et aprés 3 cycles de congélation-décoragéléds culots cellulaires sont repris dans
du tampon de lyse. Le lysat ainsi obtenu est in@use des billes d’IgG. Puis 100 unités de
TEV sont rajoutées. Les billes d’'lgG sont alorsta&rgées et le surnageant déposé sur une
colonne calmoduline, & raison de 0,1 mL/min, apaesir été ajusté a 2 mM CaCl
final. Aprés le dépot de I'échantillon sur la caben celle-ci est lavée et les protéines sont
éluées en présence dEGTA, 2mM final. Nous avorssiai¢alisé cette expérience avec des
cellules H9 non transfectées. Ces derniéres coastiun témoin négatif et nous donnent des

indications sur les protéines qui pourraient serfoe facon non spécifiques.

Figure 44: Chromatogrammes obtenus apres élution BEEGTA

a- cellules non transfectées
b- cellules transcfectées par le plasmide codamt jaoprotéine APOBEC3G fusionnée en

C-ter par le TAP-tag.
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Dans les cas des cellules H9 non transfectéagure 44-3, nous pouvons observer
I'apparition d’'un pic de faible intensité au momeiet I'élution. Ce dernier nous indique que
des protéines non spécifiques, dites protéinesaounantes, sont capables de se fixer et ainsi
d’étre purifées. Pour les cellules transfectées dseconstruction codant pour la protéine
APOBECS3G fusionnée en C-ter avec le TAP-tag, nhaasi® pu observer un pic au moment
de I'élution nettement plus important que pourdelules non transfectéeBigure 44-b). Ce
premier résultat suggere que des protéines autresles protéines contaminantes se sont

fixées.

Apres élution, les fractions correspondant au patutdon sont regroupées. La quantité de
protéine est ensuite mesurée. Les protéines ssntterprécipitées, par la méthode méthanol
chloroforme. Les culots protéiques ainsi obtenust smsuite directement repris dans du
tampon de charge. La migration est effectuée sugalrSDS-PAGE. A cause de la faible
guantité de protéines, une coloration au bleu denassie n’est pas envisageable. Nous avons
donc coloré les gels au nitrate d’argent, a l'agtle kit ProteoSilver™ Silver Stain Kit

(Sigma®), ce dernier étant compatible avec lesyapalen spectrométrie de masse.

kDa

10 ——»
70 —»
55 —»

40 —»

35 —»

25 —»>

Figure 45: Analyse des protéines co-purifiées avéa protéine APOBEC3G

Les protéines sont séparées sur gel SDS-PAGE (lacfdamide). La révélation des

protéines est réalisée grace au nitrate d’argdiaidi du kit ProteoSilver™ Silver Stain Kit
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(Sigma®). La piste 1 correspond a I'éluat obtenurges cellules H9 non transfectées, la
piste 2 correspond a I'éluat obtenu pour les cedlufansfectées avec la construction TAP-
APOBEC3G

Nous n’'observons pas de protéine pour les cellubsstransfectées. Lors des tests effectués
avec la protéine APOBEC3G, nous avons pu mettrévatence I'apparition de 5 bandes sur
le gel SDS-PAGE, ce qui suggéere I'existence d’umgiexe d’au moins 5 protéines. A ce
jour, nous n‘avons pas obtenus de résultats quiédeatification de ces protéines. Toutefois,
nous pouvons supposer que la bande *2 d’environkBa correspond a la protéine
APOBECS3G dans la mesure ou c’est elle qui sertpiapSur les 4 autres bandes observées,
la bande *4 a une taille qui pourrait corresporaoelle de la GAPDH (37 kDa), protéine que

nous avons montré comme interagissant avec APOBER®&8&ultats et Discussion, Partie 2).

L’identification des différentes protéines est pbkesgrace a la spectrométrie de masse. A ce
jour, a cause d’une trop faible quantité de pr&&n sein des échantillons, nous n’avons pas
réussi a identifier ces différentes protéines. Wwdution pour palier a ce probleme

consisterait a augmenter la quantité de matérielepart.
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Avec la découverte de I'édition des acides nucksqule dogme selon lequel
'information génétique est transmise de maniedelé jusqu’aux protéines a été remis en
guestion. Mise en évidence sur les ARN, I'éditiat définie comme la modification de
certains transcrits résultant dans la productionalprotéine différente de la séquence codée
par le géne. Sur I'ADN, ce processus serait un mén® de protection, empéchant
l'invasion du génome cellulaire par des genes exegeChez 'homme, la conversion C-U
est catalysée par des cytidines désaminases dumddie APOBEC3.

L’objectif de ce travail a consisté a étudier legyames de la famille APOBECS3 impliquées
dans les phénomenes de restriction virale obsesuésle génome viral du VIH-1, en
particulier dans la région de I'ORF Vpr. Des traoes C-T et G-A conduisant a
I'inactivation de vpr, corrélées a la variation ltexpression des apobec3, suggerent que les
protéines de la famille APOBEC3 pourraient étrepartie responsables de la présence de
virus défectifs, et ainsi étre impliquées dans Heonicité de I'infection observée pour les
cellules H9/LAI et pour au moins un patient nongesseur a long terme. Des tests de
désaminationin vitro ont permis de montrer une activit¢ dAPOBEC3G aveau de 2
résidus C. Nous n’avons pas pu mettre en évidelamtivité de désamination sur ce méme
substrat pour les autres APOBECS3 testées. Ceceseigmie la protéine APOBEC3G pourrait
étre responsable des modifications observées sgémeme du VIH-1. Des expériences
préliminaires a la recherche des partenaires e@d potentiels, suggérent I'existence d’'un
complexe composé d’au moins 5 protéines.

RNA editing is a post-transcriptional process ttiznges the informational capacity
within the RNA. This process modifies transcriptamany organisms and thus contributes to
expanding the number of gene products without #meeration of new genes. Base changes
on DNA by C deaminases can be considered as acpostemechanism preventing the
invasion of the cell by exogenous genes. In humfeh,and C-U conversion have been
described. The C-to-U changes are catalyzed by ARDBYtidine deaminases, with the
APOBECS3 family involved in DNA modifications.

The aim of this work is to study the APOBEC3 progethat are involved in viral restriction
phenomenon observed particularly in HIV-1 infecio®ne of the targets for deamination,
the vpr orf, was chosen as model. The correlatietwben C-T and G-A transitions
inactivating vpr with the variation of apobec3 esgsion, led us to postulate that APOBEC3
family proteins could be partially responsible loé fpresence of defective viruses. In that way,
the activity of restriction deaminases may be imgdl in chronic infection observed in the
H9/LAI cells and, in some cases, on long-term noogpessor patient$n vitro deamination
assays showed that two C residues in vpr can béfietbch Us by APOBEC3G, but not by
other APOBEC3 deaminases, suggesting that APOBEG3(@sponsible of the changes
observed on the HIV-1 genome. | also look for pb&trcellular partners for APOBEC3G
using a TAP-tag approach. Preliminary experimemticate a complex composed of at least
five proteins.
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