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INTRODUCTION 

I. Les virus 

A. Définition et intérêts 

Les virus sont des particules subcellulaires, infectieuses, des parasites obligatoires 

nécessitant la machinerie cellulaire d’un hôte pour se répliquer. Les virus infectent les trois 

règnes du vivant (eucaryotes, bactéries et archées) ; ils sont responsables de beaucoup de 

maladies et sont la première cause de mortalité dans le monde chez l’homme.  

Cependant, les virus sont également des outils importants de la biologie moléculaire et 

cellulaire. En effet, les premiers travaux de biologie moléculaire et de nombreuses avancées 

ont été réalisés grâce à leur étude : invention de la PCR et de la mutagénèse dirigée, 

découverte du mécanisme de l’ARN interférence, développement de la thérapie génique à 

l’aide de vecteurs viraux, découverte des virus oncolytiques se multipliant spécifiquement 

dans les cellules tumorales et représentant une nouvelle stratégie pour lutter contre le 

cancer 171…  

B. Une grande diversité et quelques points communs 

Les virus sont présents sous toutes les latitudes de notre planète ; leur nombre est estimé à 

1031 90. Ils sont extrêmement divers dans leur morphologie, leur stratégie réplicative, leur 

génome ou encore dans le type d’organisme infecté. Les virus peuvent être néanmoins 

classés en fonction de la nature de leur acide nucléique (ADN ou ARN, simple ou double 

brin), de sa polarité (positive ou négative), de sa fragmentation ou non et en fonction de la 

présence ou non d’une enveloppe entourant la capside virale (tableau 1). 

Lorsqu’un virus parasite un être vivant, le cycle d’infection se décompose en deux grandes 

phases : une phase intracellulaire où les constituants du génome sont fabriqués et une 

phase extracellulaire qui permet sa dissémination vers d’autres cellules ; dans cette dernière, 

le virus est sous forme de particules virales ou virions. A l’exception des rétrovirus contenant 

deux copies homologues d’un ARNsb, tous les virus sont haploïdes.  
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Génome Particule virale Famille 

Enveloppée 

Poxviridae 

Herpesviridae 

Hepadnaviridae bicaténaire 

Nue 
Adenoviridae 

Papovaviridae 

ADN 

monocaténaire Nue Parvoviridae 

Enveloppée 

Flaviviridae 

Togaviridae 

Coronaviridae 

Retroviridae 
monocaténaire (+) 

Nue 
Picornaviridae 

Caliciviridae 

monocaténaire (-) 

et non segmenté 

Rhabdoviridae 

Filoviridae 

Paramyxoviridae 

monocaténaire (-) 

et segmenté 

Enveloppée 
Orthomyxoviridae (8 segments) 

Arenaviridae (2 segments) 

Bunyaviridae (3 segments) 

ARN 

bicaténaire segmenté Nue Reoviridae (10 segments) 

Tableau 1 : Les différents virus infectant l'homme 

C. Les rétrovirus 

1. Généralités 

Les rétrovirus constituent une famille de virus très diversifiée qui infectent les vertébrés et les 

invertébrés. Ce sont des virus enveloppés possédant un génome à ARN monocaténaire de 

polarité positive, coiffé en 5’, polyadénylé en 3’ et présent en deux copies de 7 à 10 kb. 

L’ARN génomique (ARNg) est converti en ADNdb lors du cycle réplicatif par la Reverse 

Transcriptase (RT) virale. Après import dans le noyau, l’intégrase virale (IN) permet 

l’intégration du génome viral (ou provirus) dans l’ADN de la cellule hôte. 

On retrouve chez tous les rétrovirus trois gènes : gag, pol et env codant respectivement les 

protéines de structure (MA, CA et NC), enzymatiques (PR, RT et IN) et d’enveloppe (gp41 et 

gp120). L’ADN proviral présente des séquences dupliquées à ses extrémités, les LTR (Long 

Terminal Repeat). Contrairement aux rétrovirus simples qui ne possèdent que les gènes 

gag, pol et env, les rétrovirus complexes possèdent, en plus, des phases de lecture ouvertes 

codant des protéines auxiliaires et régulatrices (figure 1). Les LTR et les gènes gag et pol 
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sont également retrouvés chez les rétrotransposons à LTR, rétroéléments endogènes et 

mobiles très semblables aux rétrovirus par leur cycle réplicatif.  

 

 

Figure 1 : Organisation des génomes rétroviraux. La position relative des différents cadres de 
lecture ainsi que les répétitions terminales (LTR, Long Terminal Repeats) du virus de la leucémie 
murine (MLV, rétrovirus simple) et du virus de l'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1, 
rétrovirus complexe) sont représentées. 

Les rétrovirus sont des virus enveloppés dont le diamètre est compris entre 80 et 120 nm. La 

bicouche phospholipidique qui entoure la particule virale provient d’une partie de la 

membrane plasmique de la cellule infectée emportée lors de l’étape du bourgeonnement. 

Elle est enrichie par les glycoprotéines virales de l’enveloppe, de surface (gp120) et 

transmembranaire (gp41) produites après clivage du précurseur Env par une endoprotéase 

cellulaire. L’enveloppe protège la capside interne ou « core » qui renferme le génome viral 

complexé à la protéine de nucléocapside (NC) ainsi que les autres constituants qui 

permettront un nouveau cycle réplicatif (ARNt amorce, RT, PR, IN…). 

 

2. Classification 

Le haut degré de conservation de séquence de la RT virale a permis au Comité International 

sur la Taxonomie des Virus d’établir un lien phylogénique et de classer les rétrovirus en 7 

genres. Ces genres se divisent ensuite en deux catégories selon la présence dans le 

génome viral d’autres gènes régulateurs et / ou accessoires (figure 2).  
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Figure 2 : Phylogénie des rétrovirus. Les genres qui incluent des rétrovirus endogènes sont 
marqués d’un astérisque rouge. (Source 226) 

 

D. Les lentivirus 
 

Les lentivirus (signifiant virus lent, en latin) sont des rétrovirus complexes qui causent une 

infection persistante et progressive. Cinq sérogroupes sont définis en fonction de l’hôte 

auquel ils sont associés : primates, chevaux, chats, chèvres / moutons et bétail.  

Les particules virales ont un diamètre de 80 à 100 nm et laissent apparaître un core de 

forme conique. Leur génome est de grande taille (supérieur à 9 kb), dimérique et représente 

2 % du virion en poids. Les protéines retrouvées dans le virion sont essentiellement les 

protéines virales structurales et d’enveloppe (gp41 et gp120 majoritaires) et non structurales 

(RT, IN et PR majoritaires), elles représentent 60 % de la masse totale. Les lipides, qui 

constituent 35 % de la masse du virion, se situent au niveau de l’enveloppe ; ils proviennent 

de la membrane plasmique de la cellule hôte.  

Les lentivirus peuvent être divisés en deux groupes selon leur tropisme cellulaire : les virus 

EIAV, CAEV et VMV qui infectent seulement la lignée monocyte / macrophage et les virus 

VIH, SIV et FIV capables d’infecter également les lymphocytes T porteur de l’antigène de 

surface CD4. Les lentivirus rendent l’hôte immunodéprimé en provoquant la mort des 
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cellules immunitaires infectées, ce qui favorise le développement d’infections opportunistes. 

Cette maladie est appelée Syndrome d’ImmunoDéficience Acquise ou SIDA.  

Bien que faisant partie de la classe des lentivirus, le virus EIAV fait exception. En effet, 

malgré une réplication et une variation antigénique rapide du rétrovirus, la plupart des 

animaux arrivent à contrôler l’infection en restant à un stade chronique et empêcher la 

progression de la maladie au stade symptomatique, c’est-à-dire au SIDA.  
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II. Le Virus de l’Immunodéficience Humaine de type 1 ou 

VIH-1 

A. Infection et SIDA 

1. Histoire 

Au début des années 1980, une infection particulière avec des manifestations pathologiques 

telles que des pneumonies ou des sarcomes de Kaposi (une forme très rare de cancer de la 

peau) est associée à un affaiblissement important du système immunitaire. Le terme SIDA 

fait alors son apparition pour désigner cette maladie. L’agent responsable est isolé en 1983 

par les équipes des professeurs Montagnier et Gallo 13,69 mais ce n’est qu’en 1986 que le 

nom de VIH ou Virus de l’ImmunoDéficience Humaine (HIV en anglais) est adopté.  

La même année, un autre virus, le VIH de type 2 (VIH-2), est identifié chez des patients 

originaires d’Afrique de l’Ouest 44. Bien que différent du VIH-1, le VIH-2 en est proche avec 

42 % d’homologie de séquence au niveau de leur génome. 

2. Origine et variabilité du VIH-1 

Les analyses phylogénétiques ont permis d’identifier la source du VIH comme étant très 

probablement simienne. Alors que le VIH-1 est proche du SIV infectant une sous-espèce de 

chimpanzés (SIVcpz), le VIH-2 est plus semblable au SIVsmm (infectant les sooty mangabeys) 

et au SIVmac (infectant les macaques) (figure 3).  

Les explications pour le passage du virus de l’immunodéficience du singe à l’homme ne 

manquent pas. Souvent pris comme animaux de compagnie ou chassés comme gibier, les 

contacts par morsures ou par blessures lors du dépeçage des animaux suffisent à expliquer 

comment ces virus ont pu infecter l'homme. 

Une des caractéristiques du VIH est une très grande variabilité ; on parle de quasi-espèce. 

Cette variabilité s’explique par un taux d’erreur très important de la RT (3.10-5 par cycle de 

réplication) 140, par un taux de production de nouvelles particules virales très élevé  (109-1010 

virions par jour/par individu) 169 et par le processus de recombinaison. 
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Figure 3 : Arbre phylogénétique des rétrovirus humains (VIH-1 et VIH-2) et de primates (SIV). 
(Adapté de 98) 

Les VIH-1 et -2 sont classés en plusieurs groupes puis sous-types qui diffèrent notamment 

par le gène de l’enveloppe. Le VIH-1 est classé en trois groupes présentant au moins 30 % 

de dissemblance entre eux : M (Major), O (Outlier) et N (Non-M, Non-O). Le groupe M 

prédomine et est le plus répandu dans le monde. Ce groupe comprend neuf sous-types avec 

15-20 % de différence (A, B, C, D, F, G, H, J et K) auxquels s’ajoutent plusieurs formes 

recombinantes (CRF, Circulating Recombinant Form) (figure 4). Les groupes O et N sont 

rares et sont retrouvés quasi-exclusivement en Afrique Centrale. Le VIH-2 infecte 



INTRODUCTION   II. Le VIH-1 

    - 8 - 

principalement les pays d’Afrique Occidentale et est composé de sept sous-types (A, B, C, 

D, E, F et G). 

 

Figure 4 : (a) planisphère de la distribution des sous-types du VIH-1 en 2008. (b) diagramme 
résumant la répartition des sous-types du VIH-1 dans le monde. (Source : laboratoire national de 
Los Alamos) 

3. Spectre cellulaire 

Le VIH-1 infecte en particulier les lymphocytes T CD4+, piliers du système immunitaire mais 

d’autres cellules sont atteintes : les monocytes / macrophages, les cellules dendritiques (DC, 

Dentritic Cell), les cellules des systèmes lymphatique, hématopoïétique et nerveux. Les sites 

primaires de réplication virale comprennent l’intestin, la moelle osseuse et les organes 

lymphoïdes secondaires (la rate et les nœuds lymphatiques). Ces tissus constituent les 

réservoirs des monocytes et lymphocytes infectés qui seront ensuite distribués vers les 

autres organes où les monocytes se différencient en macrophages et les lymphocytes sont 

activés. La différenciation et / ou l’activation de ces cellules induit l’expression des gènes 

viraux et la production de virus.  
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L’infection du Système Nerveux Central (SNC) est très précoce 52 bien que l’apparition de 

complications neurologiques soit tardive. L’entrée dans le SNC nécessite le passage de la 

barrière hémato-encéphalique que les inhibiteurs antirétroviraux actuels franchissent très 

faiblement 217. Ainsi, les cellules du SNC constituent également un réservoir pour le VIH 217. 

Les principales cibles sont les cellules microgliales qui représentent les macrophages 

résidents. 

4. Les modes de transmission 

Le VIH peut être isolé de la plupart des liquides biologiques : sang, sperme, sécrétions 

vaginales, lait maternel, salive, larmes, liquide céphalo-rachidien ou encore urine. Bien 

qu’enveloppé, le VIH est un virus fragile qui nécessite des contacts humains rapprochés 

pour être transmis. Les modes de contamination se font : 

– Majoritairement par voie sexuelle  

– Par voie veineuse lors d’échange de seringues (toxicomanie) ou par transfusions 

sanguines (avant dépistage des produits sanguins) 

– Par voie materno-fœtale. La transmission du virus peut se faire in utero durant la 

grossesse mais surtout au moment de l’accouchement. La contamination par le lait est 

également possible lorsque la mère nourrit son enfant, notamment si elle est phase de 

primo-infection. 

5. La pandémie de SIDA 

Depuis les premiers cas recensés d’infection par le VIH en 1981, l’épidémie est devenue 

mondiale. Jusqu’à ce jour, plus de 30 millions de personnes sont mortes du SIDA (environ 

6000 décès par jour actuellement). Plus de 7400 personnes, dont 1000 enfants de moins de 

15 ans, sont infectées par jour et le nombre de contaminations reste supérieur au nombre de 

décès dus au SIDA. Selon les dernières estimations de l’OMS / ONUSIDA, environ 33 

millions de personnes vivent avec le VIH (figure 5), le nombre de nouvelles infections s’élève 

à 2,7 millions et plus de 2 millions de personnes sont décédées du SIDA en 2007 . 

Il existe des inégalités géographiques marquantes dans la prévalence de l’infection. En effet, 

67 % des personnes vivant avec le VIH habitent dans les pays de l’Afrique subsaharienne, or 

cette population est celle qui a le plus de difficultés à accéder aux traitements rétroviraux. On 

estime que seulement 3 millions de personnes sont sous traitement antirétroviral sur 11 

millions qui en ont besoin.  
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Figure 5 : Nombre d’adultes et d’enfants vivant avec le VIH (estimations 2007). (Source : OMS / 
ONUSIDA) 

6. Histoire naturelle de l’infection 

L’évolution du SIDA s’effectue en trois phases (figure 6) : 

– La primo-infection. Trois à six semaines après la contamination, 50 à 70 % des 

personnes présentent des symptômes qui ressemblent à diverses infections virales aigües 

comme la mononucléose ou la grippe (fièvre, fatigue, courbatures). Cette phase correspond 

à une multiplication virale intense qui conduit à une diminution très forte des lymphocytes T 

CD4+ et à la dissémination du virus. Une réponse immunitaire anti-VIH se développe 

diminuant le taux de virus plasmatique. 

– La phase asymptomatique. Cette période peut se prolonger pendant plusieurs 

années et est caractérisée par une absence totale de symptômes. Le virus est 

continuellement produit et éliminé, un équilibre s’établit entre la production du virus et la 

défense immunitaire du patient. 

– La phase symptomatique / SIDA. L’augmentation du taux de réplication virale conduit 

à une diminution très forte du nombre de lymphocytes T CD4+ (décompte inférieur à 500 

cellules / mm3). L’immunodépression favorise alors le développement de maladies 

opportunistes (pneumonies, toxoplasmose…) et l’apparition de cancers (sarcome de Kaposi, 

lymphomes). La maladie aboutit au décès de la personne. 
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Figure 6 : Evolution du SIDA chez les individus ne recevant pas de traitement antiviral 

7. Les traitements antirétroviraux 51 

Actuellement, aucun traitement ne permet de guérir du SIDA. Les inhibiteurs utilisés de nos 

jours permettent de ralentir la prolifération du VIH chez les patients infectés. Ils visent quatre 

étapes du cycle viral : l’entrée et la fusion, la transcription inverse, l’intégration ou encore la 

maturation de la particule virale. Ces médicaments sont toujours utilisés en combinaison de 

trois ou quatre afin d’éviter au maximum l’apparition de mutations de résistance.  

La persistance du virus dans les cellules quiescentes ou réservoirs, ainsi que l’apparition de 

virus résistants obligent le développement de nouveaux inhibiteurs. Ainsi, de nouvelles 

molécules (en cours d’étude) ciblent des étapes non bloquées par les antirétroviraux actuels 

comme l’assemblage. Une autre stratégie serait de stimuler les facteurs de restriction 

cellulaires ou bien d’inhiber les défenses virales qui neutralisent ces protéines, comme 

APOBEC3G et la protéine virale Vif respectivement. En conclusion, le meilleur « traitement » 

contre le VIH / SIDA reste encore la prévention. 
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B. Le cycle réplicatif du VIH-1 

Le cycle de réplication du VIH-1 peut se diviser en deux grandes phases : la phase précoce 

débutant par l’entrée du virus dans la cellule jusqu’à son intégration dans le génome de 

l’hôte et la phase tardive comprenant l’expression du provirus intégré (transcription et 

traduction des éléments viraux) jusqu’au bourgeonnement et à la maturation de la particule 

virale. 

1. La phase pré-intégrative 

La phase pré-intégrative est décomposée en plusieurs étapes : la reconnaissance et l’entrée 

dans la cellule hôte, la décapsidation et la transcription inverse et enfin l’import du génome 

viral suivi de son intégration dans celui de l’hôte (figure 7). 

 

 

Figure 7 : Etapes précoces du cycle réplicatif du VIH-1.  
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a. Reconnaissance et entrée 

i. L’attachement  

La première étape du cycle réplicatif consiste en l’attachement du virus à la surface de la 

cellule. Bien que le virus reconnaisse en premier le récepteur CD4, il semblerait que d’autres 

molécules soient nécessaires pour stabiliser cette première interaction et permettre la 

poursuite continuation du processus d’entrée 215. Ce sont les protéoglycanes héparanes 

sulfates, LFA-1 et la nucléoline. Leur mécanisme précis d’intervention reste néanmoins à 

déterminer.  

ii. La liaison au récepteur et co-récepteur 

Bien que le récepteur CD4 soit essentiel, il n’est pas suffisant pour permettre la fusion et 

l’entrée du virus. La présence de l’un des deux récepteurs aux chimiokines, CCR5 ou 

CXCR4, est en effet indispensable à une infection virale productive ; ils définissent 

également le tropisme des différentes souches du VIH-1 17. La liaison du trimère de gp120 

au récepteur CD4 situé à la surface de la cellule induit un changement de conformation des 

protéines de l’enveloppe qui permet alors dans un second temps, d’interagir avec le co-

récepteur défini 81.  

iii. La fusion et l’entrée 

L’interaction avec le co-récepteur permet la dissociation du complexe gp120 / gp41. Les 

deux domaines hélicaux de la protéine gp41 s’associent alors pour former une structure à six 

hélices 33,227. Cette structure s’insère dans la membrane plasmique et permet la fusion des 

membranes virale et cellulaire. Le core de la particule virale est entré dans la cellule. 

iv. L’endocytose 

Le VIH-1 entre également dans la cellule par endocytose. Très récemment, l’équipe de 

Melikyan a remis en cause le mécanisme d’entrée par fusion et a montré que le virus utilise 

de manière prépondérante la voie des endosomes cellulaires afin de pénétrer dans le 

cytoplasme des cellules TZM-bl (dérivées de cellules HeLa exprimant les récepteurs CD4, 

CCR5 et CXCR4) et de la lignée lymphoïde CEM-SS 147. Ce mode d’entrée impliquerait la 

protéine cellulaire Dynamine qui provoque la formation de vésicules d’endocytose par 

scission de la membrane plasmique en remodelant l’actine et favorisant la courbure de la 

bicouche lipidique. La voie d’entrée par les endosomes pourrait alors être directe ou 

indirecte. La voie directe implique l’internalisation du virion dans les particules d’endocytose 

immédiatement après contact avec les récepteurs cellulaires. La voie indirecte fait appel à un 



INTRODUCTION   II. Le VIH-1 

    - 14 - 

premier évènement de fusion entre le virus et la membrane cellulaire mais qui ne serait pas 

achevé par la libération du core viral dans le cytoplasme. Dans ce processus appelé 

« hémifusion », le virion commencerait à fusionner avec la membrane, serait ensuite 

internalisé dans des particules d’endocytose et le core viral serait enfin relargué dans le 

cytoplasme après fusion complète entre l’enveloppe virale et la membrane de l’endosome.  

L’endocytose est depuis longtemps connue chez les DC mais ce processus est particulier 

car il n’implique pas les récepteurs classiques utilisés par le VIH-1. En effet, dans ce cas, la 

protéine gp120 du virus interagit avec une molécule d’adhésion spécifique des DC, DC-SIGN 

(Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule 3-Grapping Non-integrin). Ce contact 

n’induit pas de changement de conformation de gp120 et ne déclenche pas de fusion mais 

seulement une internalisation du virus dans des vésicules acides non-lysosomales 32. Une 

fois mature, les DC migrent dans les nœuds lymphatiques où elles exposent les virus aux 

lymphocytes T. De cette manière, les particules virales peuvent être transmises directement 

de cellule à cellule (figure 8). Les DC participent ainsi à la dissémination du virus des 

muqueuses vers les organes lymphatiques 235.  

 

Figure 8 : (a) Schéma du contact entre une cellule dendritique et un lymphocyte T CD4+. (1) 
Transmission du VIH par exocytose. (2) Transmission du VIH par contact cellule-cellule 
(synapse virologique). (Adapté de 235). 
(b) Clichés de microscopie électronique d’une cellule dendritique interagissant avec un 
lymphocyte T CD4+ et détails de la synapse virologique. (Source 97) 
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b. Transcription inverse et décapsidation 

Suite à l’étape de fusion, le core est libéré dans le cytoplasme de la cellule hôte. Depuis de 

nombreuses années, le processus de décapsidation est décrit comme précédant l’étape de 

transcription inverse. Néanmoins, les dernières études montrent que la décapsidation aurait 

lieu après synthèse de l’ADN proviral, au niveau des pores nucléaires 5,143. Une 

décapsidation « tardive » empêcherait en effet une dilution dans le cytoplasme des différents 

partenaires impliqués dans la réplication et permettrait une meilleure efficacité du processus 

de transcription inverse. 

i. La transcription inverse 

Lors de cette étape, l’ARNg du VIH-1 est converti en ADNdb par la RT virale. La RT est un 

dimère de deux sous-unités, p66 et p51, qui confèrent à l’enzyme des activités ADN 

polymérase ARN dépendante, ADN polymérase ADN dépendante et RNase H. 

La transcription inverse est caractérisée par une série d’étapes (pour revue, 83 (figure 9) : 

– La RT initie la synthèse de l’ADN de polarité négative à partir de l’extrémité 3’ de 

l’ARNtlys3 hybridé au PBS (Primer Binding Site) jusqu’à l’extrémité 5’ de l’ARNg. De façon 

concomitante, l’ARNg est dégradé par l’activité RNase H. Ce brin d’ADN nouvellement 

synthétisé comporte les séquences U5 et R ; c’est l’ADN strong-stop (-). 

– Le premier transfert de brin est possible par la présence des séquences répétées R 

aux deux extrémités de l’ARN. L’ADN strong-stop (-) s’hybride alors à l’extrémité 3’ du 

génome pour permettre la synthèse du brin d’ADN (-) jusqu’au PBS. L’ARN viral est dégradé 

simultanément à l’exception des deux séquences PPT (PolyPurine Tract). 

– L’initiation de la synthèse du brin d’ADN (+) se fait à partir des séquences PPT. La 

synthèse se poursuit jusqu’à la transcription inverse d’une partie de l’ARNtlys3 encore attaché. 

L’activité RNase H de la RT clive l’ARNtlys3 et les séquences PPT libérant ainsi le PBS.  

– Le second transfert de brin est permis par l’hybridation des deux séquences PBS. La 

synthèse du brin d’ADN (+) s’achève au niveau d’une séquence centrale riche en AT et 

déplace le brin d’ADN déjà synthétisé sur approximativement 100 nucléotides. Ce 

recouvrement résulte en la formation d’une structure à trois brins d’ADN appelée « DNA 

flap » essentielle pour la suite du cycle viral. 
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Figure 9 : Transcription inverse de l’ARNg du VIH-1. 

ii. La décapsidation 

Bien qu’il semble nécessaire que le core reste relativement intact pendant la transcription 

inverse, le core, étant plus large que le pore nucléaire, doit se dissocier pour permettre le 

transport du génome viral dans le noyau. La décapsidation permet la transition du complexe 

de transcription inverse (RTC) vers le complexe de pré-intégration (PIC) dépourvu de CA. 
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Cette étape aurait lieu aux abords des pores nucléaires 5. La formation du « DNA flap » 

signalerait la fin de la transcription inverse et déclencherait la maturation du RTC en PIC 246 

c. Import et Intégration 

Le PIC protège l’ADN viral de la dégradation et facilite son intégration dans le génome de 

l’hôte (figure 10). Il comprend l’ADN proviral, certaines protéines virales (IN, MA, RT, NC et 

Vpr) et quelques protéines cellulaires (BAF, HMGs, LAP2α, LEDGF / p75…) 206. 

 

 

Figure 10 : Translocation du PIC dans le noyau et intégration. (Adapté de 206) 

i. L’import 

Contrairement aux rétrovirus oncogènes, les lentivirus ont la capacité d’infecter des cellules 

quiescentes (macrophages, lymphocytes T quiescents…). Seules les molécules d’un 

diamètre de 6 nm (correspondant à une protéine globulaire de 60 kDa) ont la capacité de 

traverser le pore par diffusion passive. Le diamètre du PIC est estimé à 56 nm, trop large 

pour rentrer par simple diffusion dans le noyau. Le VIH-1 a donc élaboré une stratégie 

complexe lui permettant d’importer son génome dans le but de l’intégrer à celui de l’hôte. Les 

protéines MA, Vpr, IN et le « DNA flap » sont essentiels à l’import du PIC directement ou 

indirectement, néanmoins le mécanisme précis reste incompris. La plupart des protéines du 

PIC possèdent un signal de localisation nucléaire (NLS) qui leur permet d’être importées de 

manière active dans le noyau. De plus, Vpr interagit avec de nombreuses nucléoporines et 

les protéines MA, Vpr et IN interagissent avec les membres de la famille des importines α, 

impliquées dans le transport des protéines à NLS. Des études récentes montrent que la 

nucléoporine Nup98, l’importine 7 ainsi que des ARNt cellulaires participeraient également à 

l’import 77,206. 
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ii. L’intégration 

L’intégration de l’ADN proviral dans l’ADN de l’hôte est l’étape finale de la phase précoce du 

cycle viral. Cette étape est médiée par l’intégrase virale et certaines protéines cellulaires 

(LEDGF / p75, hSNF5, HMGI(Y), émerine et BAF) dont les rôles exacts restent encore à 

déterminer 77. L’intégration du provirus dans l’ADN cellulaire ne se fait pas au hasard. En 

effet, elle se produit préférentiellement dans des zones où les gènes sont fortement 

transcrits par l’ARN polymérase II 184 et les histones post-traductionnellement modifiées 

(acétylation des histones H3 et H4 ainsi que la méthylation de l’histone H3) 221. Les 

composants cellulaires du PIC (notamment LEDGF / p75) ou liés à l’ADN cellulaire (facteurs 

de transcription) pourraient également intervenir dans la sélection du site d’intégration et / ou 

dans la rétention du PIC aux abords de l’ADN chromatinien 43,61. 

La réaction d’intégration se déroule en trois étapes (figure 11) : 

– L’intégrase clive un dinucléotide GT situé à l’extrémité 3’ du LTR des deux brins de 

l’ADN proviral, libérant des extrémités 3’OH rentrantes. Cette étape est appelée « 3’ 

processing » 

– L’IN catalyse une réaction de trans-estérification consistant en une étape de clivage 

de l’ADN cellulaire et de ligation de l’ADN viral aux extrémités 5’ phosphate générées dans 

l’ADN chromatinien. C’est le transfert de brin. 

– Le processus se termine par l’élimination des dinucléotides CA sortants et la 

réparation de l’ADN en ajoutant les nucléotides manquants au niveau du site d’insertion. 

Cette dernière étape fait intervenir les enzymes de réparation cellulaires (DNA-PK, ATM, 

ATR, Ku80 et ligase IV) 194. 

Tous les PIC n’aboutissent pas à une infection productive. L’ADN viral non intégré 

représente 99 % de l’ADN viral total, ainsi, l’intégration est un processus rare 41. L’ADN non 

intégré se présente sous trois formes : linéaire, circulaire à deux LTR (extrémités de l’ADN 

proviral liées de façon covalente) ou circulaire à un LTR suite à un évènement de 

recombinaison homologue. Aucune de ces formes ne produit de virus infectieux mais elles 

permettent, à des taux faibles, la production des protéines précoces comme Tat, Rev et Nef 
117,236. Dans les macrophages, l’ADN viral non intégré peut persister jusqu’à trente jours 

après infection. Dans le cas d’une co-infection ou de surinfection, un provirus intégré peut 

complémenter l’ADN non intégré et conduire à une augmentation de la diversité du VIH-1 75.  

Les « cercles » à deux LTR pourraient également servir à la production de virus. En effet, 

une fonction supplémentaire de l’IN a été récemment proposée 54. Elle pourrait cliver l’ADN 

circulaire à deux LTR au niveau de la jonction LTR-LTR. L’ADN redevenu linéaire pourrait 
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alors s’intégrer dans le génome de l’hôte. Cependant, l’existence de ce clivage reste à être 

démontrée in vivo. 

 

 

Figure 11 : Intégration de l’ADN viral dans l’ADN cellulaire. 
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2. Phase post-intégrative 

Après l’intégration, le provirus sert de matrice pour la synthèse des ARN viraux qui vont 

permettre l’expression des protéines structurales, enzymatiques, régulatrices et accessoires. 

Dans un second temps, les composants protéiques et l’ARNg s’assemblent, la particule 

virale se forme et bourgeonne de la membrane plasmique cellulaire. Le cycle viral se termine 

par la maturation du virion (figure 12). 

 

Figure 12 : Etapes tardives du cycle réplicatif du VIH-1.  

a. Transcription 

La région LTR en 5’ permet l’initiation de la transcription et comprend les éléments cis 

essentiels à la production d’ARN. Le LTR est composé de trois régions : U3 (Unique, 3’end), 

R (Repeated) et U5 (Unique, 5’end). La région U3 contient le promoteur de l’ARN 

polymérase II ainsi que des sites de fixation de différents facteurs de transcription cellulaires 

(figure 13).  
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Figure 13 : Représentation du LTR 5' sur l'ADN proviral intégré dans le génome de l'hôte. Le 
LTR se divise en 3 régions U3, R et U5. Le départ de la transcription s'effectue au début de la 
région R, les sites de fixation reconnus par différents facteurs de transcription de l'ARN 
polymérase II sont représentés en amont. La position des sites est relative au nucléotide de départ 
de la transcription. 

La transcription du provirus est effectuée par l’ARN polymérase II, les ARN sont donc coiffés 

en 5’ et polyadénylés en 3’. La synthèse se déroule en deux étapes : celle sous le contrôle 

des facteurs cellulaires et celle sous le contrôle de la protéine virale Tat. 

i. La phase précoce 

La faible efficacité d’élongation de l’ARN polymérase II résulte en la synthèse d’ARN courts 

non polyadénylés mais qui persistent à cause d’une structure en tige-boucle appelée TAR 

(Trans-Acting Responsive element) 111. L’activation de la cellule permet la relocalisation 

nucléaire du facteur NF-κB qui se fixe sur le domaine activateur du LTR 5’. Il en résulte un 

remodelage de la chromatine conduisant à l’augmentation de l’initiation et de l’élongation de 

la transcription 11. L’ARN viral est produit en faible quantité, puis multi-épissé, exporté et 

enfin traduit par la machinerie cellulaire afin de synthétiser les protéines régulatrices Tat, Nef 

et Rev. Les protéines Tat et Rev sont alors réimportées dans le noyau afin d’activer la 

transcription et permettre le transport des ARNg et mono-épissés, respectivement. 

ii. La phase tardive 

La protéine Tat augmente de façon très importante (plus de deux log) la transcription 53,63. En 

effet, Tat reconnaît une tige boucle en 5’ de l’ARN viral, l’élément TAR, et recrute le facteur 

d’élongation P-TEFb formé de la cycline T1 et de la protéine kinase Cdk9 225. P-TEFb 

phosphoryle alors le domaine C-terminal (CTD) de l’ARN polymérase II qui devient plus 

processive, c’est la phase d’élongation de la transcription. Le complexe Tat / TAR / P-TEFb 

se dissocie après acétylation spécifique de Tat sur la Lys50 et interaction avec le facteur 

PCAF (p300 / CREB binding protein-Associated Factor) 150. 
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b. Epissage et export des ARN 

i. L’épissage 

L’utilisation alternative des cinq sites donneurs et des neuf sites accepteurs d’épissage 

présents sur l’ARNv conduit à la génération de plus de trente transcrits viraux 174 qui se 

divisent en 3 classes (figure 14) : 

– L’ARN non épissé (9,2 kb) qui représente l’ARNg plus tard encapsidé et sert 

également de messager pour la synthèse des précurseurs protéiques Gag et Gag-Pol 

– Les ARN mono-épissés (~ 5 kb) qui codent les protéines Vif, Vpr et Vpu / Env 

– Les ARN multi-épissés (1,7 à 2 kb) qui permettent la synthèse de Tat, Rev et Nef. 

 

Figure 14 : ARN messagers du VIH-1 et modèle de structure secondaire de la région 5’UTR 
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ii. L’export 

Les ARN multi-épissés sont exportés par la voie classique utilisés par les ARNm cellulaires 

faisant intervenir le complexe NXT1 / TAP. Les ARN non et mono-épissés présentent des 

signaux de rétention nucléaire localisés dans les gènes gag, pol et env 137,179. Afin d’être 

exporté, ils nécessitent l’intervention de la protéine Rev. Cette protéine possède deux 

séquences de localisation : une nucléaire (NLS) et une cytoplasmique (NES) qui lui 

permettent de faire la navette entre le cytosol et le noyau. Rev se fixe sur une tige boucle 

très stable présente sur les ARN non et mono-épissés, l’élément RRE (Rev Responsive 

Element) localisé dans le gène env 139. La fixation coopérative des multimères de Rev sur le 

RRE induit une exposition du signal NES 47. Grâce à ce domaine, la protéine virale interagit 

avec la machinerie d’export médiée par CRM1 et la GTPase Ran. L’hydrolyse du GTP 

permet une déstructuration du complexe ARN / Rev / CRM1 / Ran et le retour de Rev dans 

le noyau (figure 15). 

 

Figure 15 : (a) Export des ARNm épissés du VIH-1 dépendant de NXT1 / TAP. (b) Export des 
ARNm non ou mono-épissés du VIH-1 dépendant de Rev, de CRM1 et du facteur Ran. (Adapté 
de 46) 

c. Traduction 

Une fois dans le cytoplasme, les ARN messagers viraux sont traduits grâce à la machinerie 

de l’hôte. Le VIH-1 possède deux messagers polycistroniques : l’ARN non épissé permettant 

la synthèse des précurseurs polyprotéiques Gag et Gag-Pol et l’ARN mono-épissé Vpu / Env 

codant les protéines Vpu et d’enveloppe. La traduction de ces messagers se fait par des 

mécanismes originaux : 
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– La synthèse de la protéine Env est permise grâce à un évènement de « leaky 

scanning ». Le faible consensus de la séquence Kozak autour de l’AUG de Vpu autorise une 

poursuite du balayage du messager par le ribosome jusqu’au prochain AUG correspondant à 

Env, initiant ainsi la traduction de Env 186. 

– La traduction des polyprotéines Gag-Pol implique un décalage du cadre de lecture 

(« frameshift ») en -1 104. La présence d’une tige-boucle et d’une séquence de glissement 

(UUUUUUA) à la fin de la traduction de Gag induit un recul du ribosome d’un nucléotide ; ce 

changement de cadre de lecture prolonge la synthèse au-delà du premier codon stop sur 

l’ORF de pol. La fréquence de ce mécanisme d’une fois sur vingt évènements de traduction 
104 est critique pour l’assemblage et la propagation du virus 112,191.  

L’ARN non épissé joue également le rôle d’ARNg. La transition entre la traduction et la 

phase d’encapsidation est régulée par le taux de protéines Gag et Gag-Pol dans le 

cytoplasme 3. En effet, lorsqu’il y a peu de protéines, la traduction est stimulée mais en 

présence d’un excès des précurseurs polyprotéiques, le domaine NC de Gag commence à 

lier l’ARN et à le transporter au lieu d’assemblage du virion. La liaison des protéines inhibe la 

fixation du ribosome et donc la traduction. 

La protéine Rev est également impliquée dans la traduction des protéines virales. Sa 

présence augmente l’association des polysomes sur les ARN messagers contenant la 

séquence RRE (Gag-Pol, Vif, Vpr et Vpu / Env) 6,48. Une étude récente propose que Rev ne 

soit pas uniquement impliquée dans la traduction des ARN contenant le RRE mais dans tous 

les ARN comprenant la séquence 5’UTR viral 89. En effet, Rev lie la boucle A de la tige-

boucle 1 (SL1) de la séquence leader située dans le LTR5’ 68,88. A haute concentration, Rev 

inhibe la traduction de manière aspécifique, probablement en recouvrant l’ARN, le rendant 

inaccessible à la machinerie traductionnelle. Cependant, à de plus basses concentrations, 

Rev stimule la traduction des ARN contenant la séquence 5’UTR du VIH-1 89. Cette 

stimulation est dépendante de la présence de la boucle A et indépendante du domaine RRE. 

Le mécanisme exact de cette régulation reste néanmoins à déterminer et à étudier ex vivo 

sur des ARN viraux intacts. 

d. Assemblage 

Le précurseur Gag est l’effecteur central dans l’assemblage de la particule virale en dirigeant 

l’encapsidation des principaux composants du virion via des interactions protéine / protéine, 

protéine / ARN ou encore protéine / lipide 71. Pr55Gag code les protéines MA, CA, NC, p6 et 

les peptides intermédiaires p1 et p2. Gag peut s’auto-assembler pour former des pseudo-

particules virales (VLP) en absence des autres constituants du virus 76. Dans la particule 
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virale, le domaine MA du précurseur Gag forme la « coquille » interne du virus se trouvant 

immédiatement sous la bicouche lipidique où sont enchassées les protéines de l’enveloppe. 

La partie CA renferme l’ARNg interagissant avec le domaine NC de Gag et avec les 

protéines enzymatiques de Gag-Pol.   

i. Encapsidation de l’ARNg et ancrage à la membrane plasmique de Pr55Gag 

Deux copies de l’ARNg viral sont incorporées dans la particule virale. L’encapsidation 

spécifique de l’ARNg est médiée par des interactions entre le domaine NC de Pr55Gag et le 

signal d’encapsidation Psi situé dans la région leader de l’ARNg 50,130. L’interaction NC / 

ARNg favorise la multimérisation de Gag 42,151 et la formation des complexes Gag / Gag-Pol 
122. L’association de la polyprotéine Gag en trimères induit l’exclusion du groupement 

myristyl situé en N-terminal. A la membrane plasmique, ce groupement s’insère dans la 

bicouche lipidique 84 ; l’interaction d’une région basique de MA avec le phosphatidylinositol 

4,5-biphosphate (PI(4,5)P2) permet de stabiliser cette liaison 163. L’assemblage s’effectue au 

niveau de microdomaines de la membrane plasmique, les radeaux lipidiques 158,164, qui sont 

enrichis en cholestérol, sphingolipides et protéines membranaires. L’ancrage de Gag à la 

membrane plasmique induit une courbure de la membrane qui favorisera ensuite le 

bourgeonnement. 

ii. Incorporation des protéines de l’enveloppe 

La protéine Env est synthétisée sous forme d’un précurseur gp160. La polyprotéine transite 

dans le réticulum endoplasmique où le domaine gp120 est fortement glycosylé puis dans 

l’appareil de Golgi où, après assemblage en trimères, gp160 est clivée en gp120 et gp41. 

gp41 conduit le complexe gp41 / gp120, associé de manière non covalente, à la membrane ; 

gp120 s’ancre à la membrane extracellulaire alors que gp41 reste transmembranaire avec 

une petite partie cytoplasmique. Une protéine cellulaire, TIP47 (Tail-Interacting protein of 47 

kDa), sert alors d’adaptateur entre les protéines de l’enveloppe et le précurseur Gag. A la 

membrane plasmique, TIP47 interagit avec la queue cytoplasmique de gp41 puis avec le 

domaine MA du précurseur Gag 132 afin de médier l’incorporation des protéines d’enveloppe 

dans les particules virales.  

Une autre voie d’assemblage semble exister en particulier dans les macrophages 86,157. En 

effet, les particules produites par les macrophages présentent dans leur enveloppe des 

marqueurs des corps multi-vésiculaires et ne possèdent pas les caractéristiques des 

radeaux lipidiques. Le VIH-1 utiliserait la voie classique de transport et de sortie des 

exosomes. Les vésicules serviraient de lieu d’assemblage du virus et seraient transportées à 

la membrane plasmique puis excrétées. 
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e. Bourgeonnement et maturation 

i. La libération de la particule virale 

Le bourgeonnement implique une courbure de la membrane plasmique qui va conduire à la 

libération des particules virales dans le milieu extracellulaire. Le virus détourne la voie que la 

cellule utilise pour l’expulsion des exosomes, le système VPS (Vacuolar Protein Sorting). Ce 

système est composé des complexes ESCRT-I, -II et –III (Endosomal Sorting Complex 

Required for Transport). Le domaine p6 de Pr55Gag contient deux séquences essentielles 

pour le bourgeonnement : le motif PTAP en N-terminal et la séquence LYPLTSLRSL en C-

terminal. Une protéine du complexe ESCRT-I, Tsg101, initie l’étape de bourgeonnement en 

interagissant avec le motif PTAP de Gag 101. La liaison avec les autres complexes ESCRT 

serait assurée par le contact entre Tsg101 et la protéine cellulaire Alix 202,220 (figure 16). 

Cependant, bien que le motif PTAP soit essentiel pour l’étape du bourgeonnement, il 

semblerait que la délétion du domaine de liaison à Alix n’altère pas de façon significative la 

libération de la particule virale 1. 

 

Figure 16 : (a) Bourgeonnement de la particule virale de la membrane plasmique. (Adapté de 66). 
(b) Cliché de microscopie électronique d’un virion bourgeonnant d’une cellule. 

ii. La maturation de la particule virale 

En microscopie électronique, la particule virale immature présente, sous la bicouche 

lipidique, une surface sphérique dense aux électrons (figure 17b). Durant ou immédiatement 

après le bourgeonnement, la protéase virale, PR, clive les précurseurs Gag et Gag-Pol 

libérant les protéines nécessaires à un réarrangement de la particule virale et à son 

infectivité. Le clivage initial conduit à la libération de PR suite au rapprochement de deux 

Pr160Gag-Pol. La protéolyse des précurseurs Gag et Gag-Pol s’effectue ensuite de manière 

séquentielle 213,231 et permet la libération des protéines MA, CA, NC, RT et IN (figure 17a). 
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Dans un premier temps, PR clive Pr55Gag au niveau des jonctions p2 et NC libérant les 

protéines MA / CA / p2 et NC / p1 / p6. Des clivages intermédiaires entre p1 / p6 et CA / MA  

sont suivis par des coupures entre CA / p2 et NC / p1. Cette dernière étape déclenche une 

condensation de la NC autour de l’ARNg et la formation du core par la protéine de capside 

(figure 17c). La particule virale est infectieuse et peut commencer un nouveau cycle 

réplicatif. 

 

Figure 17 : Maturation des particules virales. (a) Clivage séquentiel du précurseur Pr55Gag par la 
protéase virale. Schéma et coupe transversale de particule virale immature (b) et mature (c) 
obtenus par cryo-tomographie électronique. (Source 71) 
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III. Interaction hôte / VIH-1 

A. Protéines cellulaires impliquées dans le cycle viral  

Etant donné la taille restreinte de leur génome, les rétrovirus ont besoin de protéines et 

d’ARN cellulaires afin d’effectuer leur cycle réplicatif. Ces protéines sont impliquées dans 

toutes les étapes du cycle viral et certaines sont encapsidées dans la particule. 

1. Les protéines cellulaires interagissant avec le VIH-1 dans la 

cellule 

Afin d’identifier les partenaires cellulaires du VIH-1, plusieurs cribles ont été réalisés sur des 

cellules transfectées avec des siARN spécifiques de gènes cellulaires puis infectées avec le 

virus 24,124,248. Dans chaque étude, plus de 220 gènes ont été révélés comme étant 

importants dans la réplication virale soit en la favorisant soit en l’inhibant. Cependant, parmi 

tous les gènes identifiés, moins d’une dizaine sont communs à toutes les analyses. Cette 

discordance peut s’expliquer par les différences expérimentales et d’analyse de chacun des 

trois cribles : type cellulaire, virus utilisé, temps d’action des siARN... De plus, certains gènes 

connus comme partenaires dans la réplication virale n’ont pas été identifiés ; c’est le cas de 

LEDGF / p75 (partenaire de l’intégrase) mais aussi d’APOBEC3G (facteur de restriction 

contré par Vif). 

Parallèlement à ces cribles, une banque de données référençant toutes les interactions 

hôte/virus a été crée (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/RefSeq/HIVInteractions/). Cette 

banque compile les informations de plus de 3200 articles décrivant des liaisons putatives 

entre 1448 protéines cellulaires humaines et les composants du VIH-1. Plus de la moitié (58 

%) des interactions décrites ont été confirmées par au moins deux articles. La majorité des 

contacts sont indirects (68 %) et 37 % des protéines cellulaires identifiées interagissent avec 

plus d’une protéine virale 65,173. Tous les compartiments ainsi que toutes les voies de 

signalisation métaboliques et cellulaires sont impliquées dans la réplication du VIH (figure 

18). 
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Figure 18 : Voies dans lesquelles sont impliquées les protéines cellulaires interagissant avec les 
protéines virales du VIH-1. (Source 65) 

2. Les protéines et ARN cellulaires encapsidés dans le virion 

En plus des protéines virales, certains composants cellulaires sont incorporés dans le virion 

lors de l’étape d’assemblage puis de bourgeonnement. Ces protéines et ARN sont présents 

à la surface ou à l’intérieur de la particule virale. On en retrouve trois sortes lorsque le 

contenu du virus est analysé 165 : 

– Ceux encapsidés à cause de leur proximité du site d’assemblage et incorporés de 

manière aspécifique. Leur présence peut fournir des informations importantes sur 

l’environnement et le lieu de l’assemblage. Ainsi, l’identification de plusieurs tétraspanines 

(CD9, CD53, CD81…) retrouvées à la surface de la particule virale permet de situer le 

bourgeonnement au niveau de domaines de la membrane plasmique riche en tétraspanines 

(TEM, Tetraspanins-Enriched Microdomains) 

– Les facteurs encapsidés de manière spécifique par interactions avec l’ARN ou des 

protéines virales. Ce sont les partenaires essentiels dont le virus aura besoin soit pour 

l’étape d’infection ou pour les étapes suivantes telles que la décapsidation. Ces facteurs sont 

très nombreux et leur analyse permet de mieux comprendre les différentes phases du cycle 

réplicatif viral. Parmi eux, l’ARNtLys3, l’actine, l’ubiquitine, les protéines de la famille ESCRT 

(Tsg101, Alix, VPS28) sont retrouvées dans le virion. 

– Ceux « emmenés » après l’étape d’assemblage, typiquement les protéines de 

surface cellulaires. 
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Bien que les protéines de toutes les voies cellulaires puissent être encapsidées, les 

protéines impliquées dans le trafic (des vésicules notamment) et les voies de signalisation 

sont majoritaires.  

B. Défense cellulaire et évasion virale 

Les organismes pluri-cellulaires ont développé des systèmes de défense parfois très évolués 

afin de contrer les diverses invasions par les pathogènes tels que les bactéries ou les virus. 

Cependant, afin de survivre, les virus ont appris à leurrer et à contrecarrer la réponse 

immunitaire cellulaire.  

Seuls les évènements relatifs à la défense cellulaire suivant une infection virale et les 

stratégies d’évasion du virus seront détaillés ici.  

1. Défense cellulaire  

a. Réponse immunitaire 

La réponse immunitaire se divise en deux phases : une première étape qui fait intervenir une 

réponse non spécifique, la réponse innée et une deuxième étape qui va cibler 

spécifiquement le pathogène, la défense adaptative. 

i. Défense immunitaire innée 

La réponse immunitaire innée est la première ligne de défense de l’organisme. Elle permet 

de limiter la propagation du virus dans les premières heures de l’infection en attendant la 

mise en place de l’immunité adaptative. Cette défense est non spécifique du virus, 

immédiate et intervient localement. La réponse innée est médiée par des cellules 

(monocytes / macrophages, cellules « Natural Killer », NK et DC) mais également par des 

molécules telles que le complément, l’interféron ou encore les cytokines (figure 19).  

En présence d’une cellule infectée par un virus ou d’un virus lui-même, la voie alternative du 

complément est activée. Le fragment C3 initie cette cascade en se fixant à la surface de la 

cellule contaminée ou de la particule virale 92. Les cellules ou virions ainsi recouverts sont 

plus facilement reconnus et phagocytés par les macrophages. Ils exposent alors à leur 

surface des fragments de peptides viraux (antigènes), ce sont des cellules présentatrices 

d’antigènes (APC, Antigen Presenting Cell). Les macrophages synthétisent également des 

cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12) et le TNFα qui permettront le 

recrutement d’autres effecteurs de la réponse immunitaire au niveau du site de l’infection 152. 

Les interférons α et β (IFNα et IFN β) sont également synthétisés par les cellules infectées, 
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les DC et macrophages. Ces cytokines permettent la surexpression des molécules du 

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I et la résistance à l’infection des 

cellules non infectées. Les cellules NK sont activées par l’interleukine 12 et l’IFNα. Une fois 

stimulées, elles induisent la lyse des cellules qui ne présentent pas ou peu de molécules du 

CMH-I à leur surface. Elles tiennent aussi un rôle très important dans le développement de la 

réponse adaptative notamment en synthétisant l’interféron γ. 

 

Figure 19 : Les différents acteurs de la réponse immunitaire innée et adaptative 

ii. Réponse immunitaire adaptative 

Le système de défense immunitaire existe chez les invertébrés et les vertébrés mais les 

vertébrés sont les seuls capables de réponse adaptative. Contrairement à la défense innée, 

cette réponse est spécifique du pathogène et induit un processus de mémoire qui persiste et 

qui pourra être réactivé dans le cas d’un contact futur avec un pathogène identique. La 

réponse adaptative est soit humorale (basée sur la production d’anticorps produits par les 

lymphocytes B) soit cellulaire (basée sur l’action des lymphocytes T) 105 (figure 19). 
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● Présentation des antigènes viraux 

La réponse immunitaire adaptative est basée sur la reconnaissance du pathogène et donc 

sur la présentation des antigènes à la surface des cellules. Les antigènes viraux peuvent 

être endogènes ou exogènes selon que le virus est intra ou extracellulaire, respectivement. 

Dans les deux cas, les protéines virales sont fragmentées en peptides de 8-20 acides 

aminés et associés à des molécules du CMH-I pour les antigènes endogènes ou de CMH-II 

pour les antigènes exogènes. Les complexes CMH / antigène sont alors exposés à la 

surface de la cellule. Les DC immatures exposant un tel complexe migrent vers les tissus 

lymphoïdes et « se présentent » aux cellules T CD4+ naïves qui deviennent actives 108.  

● La différenciation des lymphocytes T CD4+ et CD8+ 108 

Les lymphocytes T CD4+ peuvent se différencier en Th1 (T helper 1) qui synthétisent l’IL-2 et 

l’IFNγ (impliqués dans la réponse cellulaire) soit en cellules Th2 (T helper 2) qui produisent 

essentiellement les IL-4, -5 et -6 (impliqués dans la réponse humorale). La production 

d’IFNγ, lors de la réponse innée par les cellules NK, oriente la différenciation des 

lymphocytes T vers les LTh1 et inhibe la formation des LTh2. La modification de la surface 

des lymphocytes T suite à leur activation leur permet de migrer jusqu’au site de l’infection. 

Ce processus est engagé quatre à cinq jours après l’invasion virale. 

La reconnaissance du complexe CMH / antigène à la surface d’un macrophage par un LTh1 

provoque la synthèse d’IFNγ et induit la stimulation du macrophage. Le macrophage activé 

présente une activité antivirale renforcée (production de radicaux oxygénés), surexprime les 

molécules du CMH-II et produit les cytokines IFNα et β ainsi que l’IL-12 qui orientent la 

différenciation des cellules T naïves vers les LTh1. Les LTh1 synthétisent également les 

TNFα et β qui permettent le recrutement de nouveaux phagocytes au site de l’infection. 

Dans les tissus lymphoïdes secondaires, les lymphocytes T CD8 cytotoxiques (LTc) naïfs 

reconnaissent le complexe CMH-I / antigène à la surface des APC et deviennent actifs.  

● La réponse humorale 

L’activation des lymphocytes B est initiée après contact entre une cellule B présentatrice du 

complexe CMH-II / antigène avec un LTh1. Cette interaction déclenche la libération d’IL-4 

par les LTh2. Les lymphocytes B vont proliférer et se différencier en plasmocytes, producteur 

d’anticorps, ou en lymphocytes B mémoires. 

Les anticorps capables de neutraliser les virus (anticorps neutralisants) permettent de 

bloquer la fixation du virus à la cellule et donc l’entrée. Néanmoins, lorsque le virus est déjà 

à l’intérieur de la cellule et se réplique, il devient moins accessible à la réponse humorale et 
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échappe à la neutralisation. Les anticorps neutralisants peuvent toutefois immobiliser les 

virus qui sont libérés à la surface de la cellule infectée. Le complexe anticorps / virus ou 

anticorps / cellule infectée va induire la cascade du complément (voie classique) qui conduit 

à la lyse du virus ou de la cellule 30. 

● La réponse adaptative cellulaire 

La réponse à médiation cellulaire est conçue pour reconnaître et détruire les cellules 

infectées avant que la réplication et la libération de nouveaux virus ne soient accomplies. 

Les LTc ou les cellules NK interagissent avec une cellule infectée présentatrice d’antigènes 

et induisent la libération de perforines et de granzymes, molécules qui vont initier l’apoptose. 

L’apoptose peut également être déclenchée par la fixation du récepteur Fas à son ligand 

FasL se trouvant à la surface de la cellule infectée. 

b. Défense cellulaire activée suite à la reconnaissance d’un ARN double 

brin 

En plus de la réponse immunitaire classique, la cellule a développé un mécanisme de 

défense spécialisé dans la reconnaissance et l’inhibition de l’ARNdb, caractéristique d’une 

invasion virale. 

i. Famille des PRR 23,72 

Dans la cellule, il existe une famille de récepteurs, les PRR (Pattern Recognition Receptor) 

qui sont sensibles à certaines caractéristiques des pathogènes (PAMP, Pathogen 

Associated Molecular Pattern). Les PRR regroupent deux classes de récepteurs : les TLR 

(Toll-Like Receptor) et les RLH (Retinoic acid-inducible gene (RIG-I)-like RNA helicases). 

Après reconnaissance du pathogène, ces récepteurs déclenchent une cascade de réactions 

qui conduisent à la synthèse d’IFNα et β et de cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-6, IL-

12…).   

Les virus possèdent un génome ARN ou ADN protégé par une capside et parfois sont 

recouverts d’une enveloppe. Tous ces éléments constituent les PAMP que reconnaissent les 

PRR. L’ARNdb ou un appariement local double brin d’ARN généré au cours du cycle viral 

constitue un élément clef de la réaction gouvernée par les PRR. Le lieu où s’effectue la 

reconnaissance PAMP / PRR engage l’une des deux classes de récepteurs : les TLR à la 

surface de la cellule (reconnaissance de particules virales ; implication de TLR-2 et -4) et 

également dans les endosomes (TLR-3, -7, -8 et -9) et les récepteurs RLH dans le 

cytoplasme. 
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ii. Les protéines PKR et 2’-5’ oligoadénylate synthétase 72 

Suite à la synthèse d’IFN, deux voies sont initiées : la voie gouvernée par la protéine PKR 

(dsRNA-activated Protein Kinase R) et la voie mise en place par la 2’-5’ oligoadénylate 

synthétase (2’-5’OAS) (figure 20). Ces deux mécanismes permettent à la cellule de préparer 

la venue d’une potentielle infection. Cette condition cellulaire est appelée veille antivirale. 

 

Figure 20 : Mécanismes de la PKR (a) et de la 2’-5’OAS (b). (Adapté de 72) 

● La protéine PKR 

PKR est une protéine de 68 kDa qui phosphoryle ses cibles sur les résidus sérine ou 

thréonine. La fixation d’un ARNdb par PKR induit son homodimérisation ainsi que son 

autophosphorylation (figure 20a). PKR phosphoryle alors de nombreuses protéines dont le 

facteur d’initiation de la traduction eIF2α qui conduit à un arrêt total de la traduction. PKR 

phosphoryle également IκB ce qui induit la libération du facteur de transcription NF-κB qui 

active alors la synthèse de cytokines et d’IFN. L’étape finale de ce mécanisme conduit à 

l’apoptose de la cellule infectée. 
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● La protéine 2’-5’OAS 

La 2’-5’OAS induite dans un premier temps par l’IFN est, dans un second temps, activée par 

un ARNdb (figure 20b). Cette enzyme polymérise alors l’ATP en oligoadénylates liés par une 

liaison 2’-5’ (2’-5’A). La fixation de 2’-5’A sur la RNase L conduit à la dimérisation de la 

nucléase qui devient à son tour active. En conséquence, la RNase L dégrade les ARN 

cellulaires et viraux ce qui conduit à un arrêt de la traduction et à terme à l’induction de 

l’apoptose. 

iii. Mécanisme de l’ARN interférence ou silencing 57,148 

Lorsqu’un virus pénètre dans la cellule et commence son cycle réplicatif, des intermédiaires 

ARN double brin ou des appariements locaux double brin d’ARN sont souvent observés. Ces 

structures sont reconnues par l’enzyme Dicer qui fragmente l’ARN en petites molécules de 

21-30 nucléotides de long, les siARN. La reconnaissance d’un des brins du siARN par une 

protéine Argonaute est suffisante pour créer le core d’un complexe spécifique, le complexe 

RISC (RNA-Induced Silencing Complex) responsable du mécanisme d’interférence. Dans ce 

complexe, le siRNA sert de guide pour la reconnaissance des séquences complémentaires 

au niveau d’un ARN cible qui sera clivé puis dégradé (figure 21). 

 

Figure 21 : Mécanisme de l’ARN interférence médié par la reconnaissance d’un ARNdb 
provenant de virus. (Source : Clément Chevalier, modifiée avec sa permission) 
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c. Différentes cibles, différentes stratégies mais un but commun 2,62 

i. Les virus contrecarrent la défense immunitaire innée. 

La réponse innée est non-spécifique du pathogène et est gouvernée par les cytokines telles 

que l’IFN et les IL. Les cytokines sont sécrétées par les cellules infectées et les APC (DC et 

macrophages) afin d’initier, activer et coordonner les acteurs de la réponse immunitaire. Le 

contrôle de la réponse innée permet aux virus d’échapper non seulement à la première 

barrière de défense de la cellule mais également d’empêcher l’activation d’une réponse 

spécifique à l’invasion : la réponse immunitaire adaptative. Les stratégies et les techniques 

développées par les virus pour contenir la défense innée sont très variées, quelques-unes 

sont énoncées ci-dessous (tableau 2) : 

Différentes stratégies Différentes techniques 
Exemples de virus qui ont 

adopté cette stratégie 

Camouflage de la particule virale (incorporation 

de protéines cellulaires ou glycosylation des 

protéines virales au niveau de l’enveloppe) 

VIH 

CMV 

Virus de la vaccine 

HTLV 

Non-activation de la voie 

alternative du complément 

Induction de l’expression d’inhibiteurs cellulaires 

de la voie du complément (DAF et MCP) 
CMV 

Interférence dans la 

transduction du signal suite à la 

fixation de l’IFN sur son 

récepteur. 

Mécanisme exact inconnu 

Adénovirus 

EBV 

HBV 

Neutralisation des cytokines 
Production d’homologues de récepteurs aux 

cytokines 
Poxvirus 

Détournement de la voie des 

cytokines 

Synthèse de virokines (cytokines produites par 

les virus) qui permet d’attirer les cellules cibles 

du virus 

EBV 

Masque de l’ARNdb viral 
EBV 

Virus de la vaccine 

Inhibition de l’activation de PKR (synthèse d’un 

ARNdb qui bloque PKR, dégradation de PKR ou 

activation de la protéine cellulaire inhibitrice de 

PKR, la TRBP) 

EBV 

VIH 

Adénovirus 

Synthèse d’un analogue au 2’-5’ oligoadénylate 

qui bloque l’activation de la RNase L 
HSV 

Contournement de la veille 

antivirale et de la voie médiée 

par les PRR 

Inhibition de la transduction du signal après 

fixation du PAMP sur le récepteur PRR (RLH ou 

TLR) 

HCV 

Virus de la vaccine 

Virus de la grippe 

Tableau 2 : Exemples de stratégies virales permettant de contrecarrer la défense immunitaire 
innée. 
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ii. Inhibition de la réponse adaptative 

Contrairement à la réponse innée, le système immunitaire adaptatif permet la mise en place 

d’une réponse spécifique à chaque pathogène. L’initiation de la défense adaptative repose 

sur la présentation des antigènes viraux par les molécules du CMH. L’inhibition de cette 

reconnaissance par les lymphocytes T est au cœur des stratégies virales et peut être 

régulée à plusieurs niveaux (tableau 3) : 

Différentes stratégies Différentes techniques 
Exemples de virus qui ont 

adopté cette stratégie 

Diminution de l’expression des molécules du 

CMH-I (inhibition de la transcription, 

dégradation) 

VIH 

Adénovirus 

CMV 

Inhibition de l’exposition du CMH-I à la surface 

de la cellule (internalisation, rétention…) 

Adénovirus 

VIH 

CMV 

Interférence avec l’expression 

des antigènes présentés par les 

molécules du CMH-I 

Empêchement de la liaison CMH-I / antigène 
CMV 

HSV 

Séquestration des protéines du complément 
Herpèsvirus 

CMV 
Inhibition de la voie classique du 

complément Synthèse d’analogues de récepteurs aux 

anticorps (liaison de l’anticorps sur le virus ou 

cellule / récepteur viral) 

HSV 

CMV 

Infection virale latente 
Non-production de protéines virales (pas de 

synthèse d’antigènes) 

VIH 

EBV 

Herpèsvirus 

Alphavirus 

Immunodépression Infection des cellules immunitaires 
Lentivirus 

Virus de la rougeole 

Plus de correspondance entre 

antigène et virus 
Evolution rapide, réassortiment génétique 

(Virus à ARN) 

Virus de la grippe 

VIH 

Tableau 3 : Exemples de mécanismes employés par les virus pour inhiber la réponse immunitaire 
adaptative 

Les lymphocytes mémoires permettent de reconnaître les pathogènes lors d’une surinfection 

et de mettre en place beaucoup plus rapidement une réponse immunitaire adaptée. La 

capacité des virus à évoluer rapidement inhibe l’action des lymphocytes mémoires : les 

antigènes reconnus lors du premier contact ne sont plus les mêmes et par conséquent, toute 

la réponse adaptative doit être réamorcée. Ainsi, pour les virus hautement mutagènes, 
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l’élaboration de vaccins est impossible, le principe d’immunisation faisant appel aux 

lymphocytes mémoires.  

iii. Evitement de l’apoptose 

L’apoptose ou mort cellulaire programmée est déclenchée par contact entre une cellule 

infectée et une cellule NK ou un LTc. Cet évènement se produit lors de la réponse 

immunitaire adaptative mais également lors de la défense innée. L’apoptose permet au 

système immunitaire d’éliminer les cellules infectées sans déclencher d’inflammation. Cette 

voie est contrôlée par les caspases et la balance entre les facteurs pro- et anti-apoptotiques. 

La destruction des cellules infectées permet, dans certains cas, d’accélérer la propagation 

des virus ayant achevé leur cycle viral (surtout les virus à ARN). Cependant, pour les virus 

qui se répliquent lentement, l’apoptose réduit considérablement le taux de particules virales 

produites. C’est pourquoi de nombreux virus inhibent ou retardent l’apoptose (tableau 4). 

Différentes stratégies Différentes techniques 
Exemples de virus qui ont 

adopté cette stratégie 

Synthèse d’analogues des molécules du CMH-I CMV 
Résistance aux cellules NK 

Déplétion partielle des récepteurs CMH-I VIH 

Séquestration des caspases Poxvirus 

Synthèse d’homologues au récepteur du TNF Poxvirus Inhibition de la voie des 

caspases 
Réduction des récepteurs Fas à la surface de la 

cellule 
Adénovirus 

Production d’homologues à Bcl-2 
Herpèsvirus 

Adénovirus Synthèse des molécules anti-

apoptotiques 
Augmentation de la synthèse de Bcl-2 

EBV 

VIH 

Séquestration de p53 

Adénovirus 

Herpèsvirus 

Papillomavirus 

HBV 

Contrôle du facteur pro-

apoptotique p53 

Dégradation de p53 Papillomavirus 

Tableau 4 : Exemples de voies utilisées par les virus pour empêcher l’apoptose 

iv. Inhibition de l’ARN interference  

Le mécanisme d’ARN interférence peut être considéré comme faisant partie de la défense 

immunitaire innée. Cette voie dépend de petits ARN de 21-30 nucléotides, les siARN (figure 

21). 
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Beaucoup de virus codent une ou plusieurs protéines suppresseur du silencing (VSR, Viral 

Suppressor of RNA silencing). Ces VSR ciblent différentes étapes et acteurs de la voie de 

l’ARN interférence 57,216 : 

– Masque de l’ARNdb et inhibition du clivage. L’association de l’ARNv avec une 

capside ou des protéines de transport réduit son accessibilité aux RNases. La réplication 

virale dans des vésicules ou des organelles permet également d’échapper à la machinerie 

de l’ARN interférence. 

– Stimulation de l’expression de facteurs cellulaires inhibiteurs du silencing. Le 

mécanisme exact d’action de ces régulateurs reste inconnu. 

– Synthèse d’une protéine qui lie les siARN. Ces protéines sont souvent retrouvées 

chez les virus mais ne présentent aucune similarité dans la séquence en acides aminés et le 

repliement tridimensionnel ni entre elles ni avec les protéines cellulaires ayant un domaine 

de liaison à l’ARNdb. Elles ne sont pas spécifiques d’une séquence mais plutôt d’une 

structure. En effet, alors que la protéine P19 du virus de la mosaïque du Cymbidium 

s’homodimérise afin de lier les ARNdb de 21 pb, la protéine B2 du virus « Flock-House » 

reconnaît plutot un duplexe ARN de conformation A indépendant de sa longueur. Ces 

protéines permettent de séquestrer les siARN qui ne peuvent plus alors être associés avec 

le complexe RISC.  

– Modifications post-transcriptionnelles des siARN. Certains facteurs viraux peuvent 

inhiber la méthylation des siARN requise pour les stabiliser ; en son absence, ils sont 

dégradés. Ainsi, la protéine HcPro des potyvirus bloque l’activité de la méthyltransférase 

HEN1 responsable de la méthylation des siARN ; les siARN deviennent oligo-uridinilés puis 

sont dégradés. 

– Inhibition de la formation ou de l’activité du complexe RISC. En séquestrant certaines 

protéines essentielles pour la formation du complexe RISC ou en inhibant son activité, le 

mécanisme d’ARN interférence est interrompu. La protéine 2b du virus de la mosaïque du 

concombre agit de cette manière en interagissant avec les siARN chargés par AGO1 ce qui 

inhibe l’activité de clivage du complexe RISC 

d. Le VIH-1 contourne la réponse immunitaire 

La première défense du VIH contre le système immunitaire consiste en sa capacité à évoluer 

très rapidement, par le camouflage de la particule virale en incorporant dans son enveloppe 

des protéines cellulaires et par la glycosylation de gp120. Le VIH inhibe également la 

réponse immunitaire adaptative avant son activation. En effet, une fois le VIH entré par 

endocytose dans les DC, ces cellules migrent vers les tissus lymphoïdes afin d’activer les 

lymphocytes T. Le VIH infecte alors les lymphocytes naïfs avant leur différenciation 235. 
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Etant un virus complexe, le VIH code en plus des protéines structurales, enzymatiques et 

d’enveloppe, les protéines régulatrices (Tat et Rev) et auxiliaires (Vif, Vpr, Vpu et Nef). 

Initialement, ces protéines étaient supposées comme non-indispensables à l’infection, mais il 

a été démontré depuis qu’elles sont importantes pour une infection productive in vivo. 

Certaines protéines virales sont impliquées dans des mécanismes de défense contre le 

système immunitaire classique alors que d’autres ont pour fonction de contrecarrer des 

facteurs anti-rétroviraux 138.  

L’apoptose est très régulée par le VIH tout au long de son cycle réplicatif. Plusieurs protéines 

virales (Tat, Nef, Vpr, Vpu, PR et Env) sont impliquées dans la mise en place d’un équilibre 

entre la survie et la mort cellulaire en régulant soit des facteurs pro-apoptiques soit des 

facteurs anti-apoptiques. Cette régulation est très complexe (pour revue 85,188) et ne sera pas 

discutée ici. 

 

i. Tat et Nef contre le système immunitaire classique 

● La protéine Tat 

Tat est une petite protéine de 14 kDa dont la fonction principale est d’activer la transcription 

des gènes viraux en recrutant le facteur cellulaire PTEF-b. Elle est également impliquée 

dans les mécanismes d’évasion du système immunitaire mis en place par le VIH. 

A faible taux, l’élément TAR des ARN viraux active la protéine PKR qui s’auto-phosphoryle et 

peut alors cibler le facteur d’initiation de la traduction eIF2α qui sera dégradé. La protéine Tat 

agit comme un compétiteur avec eIF2α et prévient sa phosphorylation. Tat phosphorylée 

présente une meilleure affinité pour l’élément TAR et stimule plus fortement la transcription 

des ARN viraux. A haute concentration, TAR inhibe également la voie médiée par PKR en 

séquestrant la kinase. Des études récentes ont également montré que Tat pouvait inhiber 

l’activation de PKR en prévenant sa phosphorylation 22. 

Tat interfère également avec le mécanisme du silencing. En sa présence, le complexe RISC 

ne peut s’associer. Tat intervient en effet en aval du processus du clivage de l’ARNdb 

probablement en séquestrant les mi / siARN produits par Dicer 175. L’élément TAR participe 

aussi à cette régulation en liant la protéine cellulaire TRBP (TAR RNA Binding Protein). 

Cette protéine fait partie du complexe RISC 36 et sa fixation sur TAR prévient sa formation 14. 

L’association TAR / TRBP ou TAR / Tat masque également la structure double brin et 

prévient l’activation des défenses faisant appel à la présence d’un ARNdb.  

 



INTRODUCTION                                   III. Interaction hôte/VIH-1 

    - 41 - 

● La protéine Nef 

La protéine Nef (Negative factor) est une protéine de 27 kDa, myristylée à son extrémité N-

terminale et essentielle à la pathogénie du VIH in vivo. Nef est multifonctionnelle, elle inhibe 

la réponse immunitaire innée et adaptative et augmente l’infectivité du virus de plusieurs 

façons. En complément de l’action de la protéine Vpu, Nef diminue l’expression des 

récepteurs CD4 73. Le manque de ces récepteurs au niveau des endosomes permet aux 

protéines de l’enveloppe virale, auparavant séquestrées par les molécules CD4, d’être 

délivrées jusqu’au lieu d’assemblage du virion. De plus, l’absence de CD4 au niveau de la 

membrane renforce l’infectivité en favorisant les processus d’assemblage et de 

bourgeonnement.  

Nef permet également l’internalisation spécifique de certains allotypes des molécules du 

CMH-I 185, normalement retrouvés en surface de la cellule. En régulant spécifiquement la 

présence de certains récepteurs du CMH-I, Nef perturbe le processus de présentation 

d’antigènes viraux aux lymphocytes Th1 tout en préservant la cellule infectée de l’apoptose. 

En effet, une cellule qui ne possède pas ou peu de récepteurs du CMH-I est reconnue par 

les cellules NK qui induisent son élimination. Dans les macrophages, Nef induit également la 

production de chimiokines qui recrutent de nouveaux lymphocytes au lieu de l’infection 208. 

Cet aspect facilite la dissémination du virus.  

ii. Les facteurs de restriction anti-rétroviraux 

D’après les récents résultats, il devient évident que la cellule a développé, en plus de son 

système immunitaire classique, d’autres voies faisant appel à des facteurs spécifiques de 

l’infection par les rétrovirus : les facteurs de restriction anti-rétroviraux. Théoriquement, ces 

protéines peuvent intervenir à toutes les étapes du cycle viral : de l’attachement à la cellule 

hôte jusqu’à la libération et la maturation des particules virales. En plus de contrer la voie 

classique, le VIH contourne ces défenses cellulaires spécifiques des rétrovirus par des 

mécanismes variés. L’étude des facteurs de restriction ainsi que les stratégies mises en 

œuvre afin de les contrecarrer peut fournir de nouvelles cibles aux médicaments antiviraux 

qui inhiberaient les protéines virales impliquées ou au contraire stimuleraient l’expression 

des protéines cellulaires. 

● TRIM5α, cyclophiline A et CA 

La protéine TRIM5α (TRIpartite Motif protein 5α) a récemment été identifiée comme un 

facteur de restriction important dans les cellules de mammifères en bloquant l’infection par 

les rétrovirus d’une manière espèce dépendante. Le gène TRIM5 a été identifié suite à un 

crible d’une banque d’ADNc afin de déterminer le facteur responsable de la restriction de 
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l’infection par le VIH-1 chez le singe rhésus 204. Les protéines Ref1 (chez l’humain) et Lev1 

(chez le singe) ont été identifiées comme des variants de TRIM5α 94,115. 

 La protéine TRIM5 α 

La protéine TRIM5α fait partie d’une superfamille de protéines qui comptent plus de 70 

membres chez l’homme. Cette famille se caractérise par la présence d’un domaine en trois 

parties qui lui a donné son nom, ce motif est appelé RBCC parce qu’il contient un domaine 

RING, un domaine B-Box 2 et un domaine Coil-Coiled (figure 22). Le domaine RING est un 

domaine de liaison au zinc impliqué dans des interactions protéine-protéine et retrouvé dans 

des protéines ayant une activité E3 ubiquitine ligase. Le motif B-Box est également un 

domaine de liaison au zinc médiant putativement les interactions protéine-protéine. Le 

domaine coiled-coil est responsable de la multimérisation de la protéine.  

 

 

Figure 221 : Organisation génétique du gène TRIM5 chez l’homme et organisation de la protéine 
TRIM5α en domaines. (Source 107) 

La fonction de la plupart des protéines TRIM reste à être déterminée bien que plusieurs 

membres soient impliqués dans la défense immunitaire innée. La majorité des gènes TRIM 

codent un domaine additionnel en C-terminal, le domaine B30.2 ou SPRY, responsable de la 

spécificité de TRIM pour ses cibles virales 177. Le gène TRIM5 code plusieurs isoformes 

grâce à un mécanisme d’épissage alternatif permettant le raccourcissement du domaine 

SPRY. La plus longue de ces isoformes est la protéine TRIM5α avec 493 acides aminés. 

Cette protéine s’associe sous forme de trimère dans le cytoplasme et est exprimée dans la 

plupart des tissus 181. La structure de cette protéine est encore inconnue mais par analogie 

avec des protéines comportant les mêmes domaines que TRIM5α, des hypothèses sont 

émises. Le core du domaine SPRY se replierait en feuillets β antiparallèles entourés par des 

boucles de longueur variable selon les espèces ; ce domaine présenterait deux faces de 

liaison aux substrats.  
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 La protéine de capside 71 

La protéine de capside du VIH-1 constituée de 231 acides aminés représente le constituant 

élémentaire du core viral. Cette protéine est synthétisée sous forme de précurseurs, Gag et 

Gag-Pol, qui seront clivés lors de la maturation par la PR virale. CA est composée de deux 

domaines : le NTD (résidus 1-145) connecté par une région linker au CTD (résidus 151-231) 

(figure 23). Le NTD est structuré en sept hélices α (1-7), la boucle reliant l’hélice 4 à 5 

renferme le site de liaison à la cyclophiline A (CypA). Le CTD est composé d’une hélice 310 

courte suivie d’une boucle et d’un motif à quatre hélices α (8-11). Il renferme un domaine très 

conservé chez la plupart des rétrovirus et des rétrotransposons, MHR (Major Homology 

Region), impliqué dans l’assemblage de Gag. Après le clivage de Gag, 4000 à 5000 

molécules de CA s’assemblent afin de construire le core viral mature. L’assemblage des 

protéines de capside forme un cône de fullerène fermé par cinq pentamères à l’extrémité la 

plus étroite et par sept pentamères à l’autre extrémité (figure 23). Les protéines CA matures 

du corps du core viral forment un réseau d’hexamères constitué d’un anneau de six NTD 

connectés aux multimères voisins par des interactions CTD-CTD. 

 

Figure 23 : (a)Structure de la protéine virale de capside mature. (b) Modèle du core en structure 
de fullerène avec les hexamères (en vert) et les pentamères (en rouge) de capside. (c) Structure 
d’un hexamère de capside. (Source 71) (d) Cliché de microscopie électronique de core purifié.  

 Mécanisme antiviral et évasion 

Lorsque le core du VIH-1 pénètre dans le cytoplasme de cellules simiennes, la protéine de 

capside qui le forme est reconnue rapidement par TRIM5α. Le complexe virus / TRIM5α 
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conduit à un blocage du cycle au niveau des étapes post-entrée avant le processus 

d’intégration. Ce mécanisme de restriction reste flou mais implique probablement une 

décapsidation précoce 107.  

La découverte de deux protéines de fusion entre TRIM5α et CypA chez les singes renforce 

l’idée que CypA intervient dans le mécanisme de restriction 160,182. Dans le cas de ces deux 

fusions, cette protéine remplace le domaine SPRY de TRIM5α (figure 24). CypA est une 

enzyme ubiquitaire cytoplasmique qui catalyse l’isomérisation cis / trans de la liaison 

peptidique au niveau d’un résidu proline. Cette protéine est encapsidée dans la particule 

virale après interaction avec le précurseur Gag au niveau du domaine de capside. La 

présence de CypA dans la cellule nouvellement infectée jouerait un rôle plus important que 

la protéine préalablement encapsidée. La fixation de CypA sur la capside formant le core 

conduit à l’isomérisation de la liaison Gly89-Pro90 au niveau de la surface externe de la 

capside (figure 24) et ce changement est essentielle à l’infectivité 211. 

 

Figure 24 : (a) Domaines de la protéine TRIM-Cyp. (b) Structure de la CypA lié au domaine N-
terminal de la capside. La boucle d’interaction entre CA et CypA est indiquée en rouge. (Source 
71) 

Le rôle de la CypA dans la réplication virale est ambigu. En effet, dans les cellules 

simiennes, CypA fait le lien entre TRIM5α et CA et conduit à la restriction de la réplication du 

VIH-1. L’inhibition spécifique par ajout de siARN ou d’inhibiteur de CypA (comme la 

cyclosporine) permet une restauration de l’infectivité virale 19. Néanmoins, dans les cellules 

humaines, sa présence permet au virus d’effectuer un cycle viral normal et de produire des 

particules virales infectieuses. En résumé, CypA agit en facteur positif pour la réplication du 
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VIH-1 dans les cellules humaines et en facteur négatif pour la réplication du VIH-1 dans les 

cellules simiennes 212.  

La protéine TRIM5α humaine lie avec une faible affinité la protéine de capside du VIH-1 205. 

De faibles changements dans le domaine SPRY de TRIM5α chez l’homme affecte sa 

capacité d’interaction. Ainsi, la mutation du résidu 332 confère à TRIM5α une meilleure 

efficacité de liaison à CA et permet de restreindre l’inhibition par le VIH-1 131. Une possibilité 

pour expliquer ces différents résultats est que le complexe CA / CypA permet d’améliorer 

l’affinité de TRIM5α pour sa cible 211. Dans le cas d’une infection chez l’homme, TRIM5α 

pourrait donc reconnaître la capside mais serait incapable de médier la restriction du VIH-1. 

L’isomérisation de CA par CypA pourrait expliquer l’arrêt du mécanisme de restriction mené 

par TRIM5α. Une autre hypothèse dit qu’au contraire, l’isomérisation de la capside serait un 

prérequis à la reconnaissance de CA par TRIM5α 211. Dans ce cas, TRIM5α ciblerait 

uniquement les protéines de capside en conformation cis et les bloquerait dans cette 

conformation, processus qui favoriserait une décapsidation précoce. 

De nombreuses expériences restent à accomplir afin d’élucider le rôle précis de la CypA 

dans le mécanisme de résistance chez l’homme et le devenir du virus après la 

reconnaissance par TRIM5α (dégradation, décapsidation prématurée ?). 

● Téthérine et Vpu 

L’infection de cellules HeLa par un virus VIH-1 pseudotypé avec VSV-G requiert la présence 

de la protéine virale Vpu. La nécessité de Vpu est cellulaire-dépendante ; l’infection de 

cellules simiennes (Cos par exemple) par le VIH-1 pouvant se faire en son absence. Le 

défaut de production de particules virales à partir d’hétérocaryons entre une cellule HeLa et 

une cellule Cos infectés avec un virus pseudotypé a permis de démontrer l’existence d’un 

facteur de restriction spécifiquement retrouvé dans les cellules HeLa et absent des cellules 

Cos. L’ajout en trans de Vpu restituant la production de virions permet de conclure que Vpu 

est responsable du contournement de ce facteur de restriction 219. Des études récentes ont 

permis son identification 156. 

 La protéine Téthérine 

Auparavant nommée BST-2, HMI 1.24 ou encore CD317, la protéine téthérine a été 

identifiée comme étant responsable de la restriction du VIH-1 en absence de la protéine Vpu 
156. Chez l’homme, la téthérine est une protéine de 180 acides aminés qui effectue la navette 

entre la membrane plasmique et les membranes cellulaires internes (réseau trans-Golgien et 

endosomes). Cette protéine présente peu d’homologies de séquence avec les différents 



INTRODUCTION                                   III. Interaction hôte/VIH-1 

    - 46 - 

orthologues mais la fonction reste conservée entre les espèces 78. Elle est ubiquitaire et 

semble jouer un rôle en régulant le développement des cellules B 103. Son taux d’expression 

varie selon le type cellulaire 103 et est contrôlé par la présence d’IFNα 155, lui-même stimulé 

lors d’une infection virale. A la membrane cytoplasmique, cette protéine est majoritairement 

extracellulaire et est composée de trois domaines : un domaine transmembranaire en N-

terminal avec une petite queue cytoplasmique, un motif central coiled-coil et un domaine C-

terminal couplé avec un lipide (GPI) permettant l’ancrage de la protéine à la membrane 127. 

Le domaine central coiled-coil est probablement impliqué dans des interactions protéine-

protéine et l’homodimérisation. La téthérine est localisée au niveau des radeaux lipidiques 

par la présence du résidu GPI, siège de l’assemblage de la particule virale.  

 La protéine Vpu 161 

La protéine Vpu n’est pas retrouvée dans tous les génomes des lentivirus : elle est absente 

chez le VIH-2 et les quelques virus simiens proches phylogénétiquement. Vpu est une petite 

phosphoprotéine de 16 kDa exprimée tardivement dans le cycle viral à partir d’un ARN 

bicistronique. Cette protéine est localisée à la membrane plasmique, dans le réticulum 

endoplasmique, l’appareil de Golgi et également dans les endosomes. Vpu forme des 

oligomères à la membrane plasmique mais n’est pas encapsidée dans la particule virale. Elle 

est composée de trois hélices α réparties en deux domaines majeurs : le NTD hydrophobe 

qui permet l’ancrage à la membrane (résidus 1-27) et le CTD cytoplasmique (acides aminés 

27-81) formé de deux hélices α (résidus 35-50 et 58-70) reliées par une boucle flexible 

renfermant deux résidus serine conservés phosphorylables.  

Ces deux domaines sont indépendamment requis pour les deux fonctions principales de 

Vpu. Le premier rôle identifié de Vpu est d’induire la dégradation des récepteurs CD4 dans le 

réticulum endoplasmique. Après formation du complexe Vpu / CD4, la protéine virale induit le 

recrutement d’une E3 ubiquitine ligase (βTrCP) dans ce compartiment cellulaire. Les résidus 

sérine phosphorylés ainsi que le CTD de Vpu sont essentiels pour l’interaction avec βTrCP. 

Le récepteur CD4 ubiquitiné est relargué du réticulum endoplasmique dans le cytoplasme où 

il est dégradé par la voie du protéasome. La seconde fonction de Vpu essentielle à la 

production de virions infectieux est portée par le NTD. En effet, dans les cellules humaines 

(HeLa, monocytes / macrophages, cellules T naïves), Vpu contourne un facteur de 

restriction, la téthérine. 
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 Mécanisme de restriction et évasion virale 

En absence de Vpu, la téthérine induit un blocage dans la libération des virus caractérisé par 

une accumulation de particules virales matures à la surface de la cellule 156 (figure 25). 

 

Figure 25 : Clichés de microscopie électronique de la surface de cellules surexprimant la téthérine 
et infectées par un virus WT (a) ou un virus délété de Vpu (b). (Source 156 ) 

Les mécanismes exacts de restriction et d’évasion virale restent à éclaircir. Néanmoins, les 

éléments déterminés permettent d’échafauder plusieurs hypothèses. La téthérine permettrait 

la construction d’un pont entre la cellule et le virion ou entre virions en ancrant le motif GPI 

d’un monomère de téthérine dans une des membranes du complexe et le motif lipidique du 

second monomère dans la membrane partenaire 156. L’association de la téthérine avec le 

virus induit le recrutement de la machinerie cellulaire de l’endocytose qui conduit à 

l’internalisation du virion dans des endosomes tardifs puis à sa dégradation 154. Vpu diminue 

l’expression de la téthérine en déclenchant son clivage par la voie de l’ubiquitine / 

protéasome 78. La déplétion de la téthérine dans la cellule et au niveau de la membrane 

plasmique permet aux particules virales d’achever leur cycle réplicatif.  

Cependant, la stratégie employée par Vpu afin de réduire l’expression de la téthérine reste 

floue. En effet, bien qu’il ait été montré que Vpu interagisse avec la téthérine via son 

domaine transmembranaire dans les compartiments intracellulaires 156, de nombreuses 

questions demeurent. Vpu inhibe-t-elle la localisation membranaire de la téthérine en 

interagissant avec elle dans les endosomes ou induit-elle un transport rétrograde de la 

téthérine de la membrane plasmique vers les endosomes ? Une fois dans les endosomes, 
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comment Vpu recrute les membres de la voie de l’ubiquitine / protéasome ? Le mécanisme 

est-il identique à celui employé pour la dégradation du récepteur CD4 ? De plus, une étude 

récente montre que la téthérine ne serait pas l’unique facteur que Vpu contrerait afin 

d’induire le bourgeonnement du virion 218. Un autre niveau de complexité s’ajoute en effet par 

la présence d’une protéine impliquée dans le recyclage d’un récepteur de l’hormone EGF 

(Epidermal Growth Factor) à la membrane plasmique, la protéine CAML (CAlciulm 

Modulating cyclophilin Ligand). L’expression de cette protéine dans une cellule permissive à 

l’infection par un virus ∆Vpu transforme le phénotype de la cellule en un état restrictif et la 

déplétion de CAML dans une cellule restrictive permet de produire des particules virales 

infectieuses en absence de Vpu. De plus, les protéines Vpu et CAML colocalisent dans les 

compartiments périnucléaires 218. Des études supplémentaires devront être menées afin de 

répondre à plusieurs interrogations sur le devenir de CAML en présence de la protéine Vpu, 

si CAML est effectivement un autre facteur de restriction et enfin si la téthérine et CAML font 

parties d’un mécanisme de défense commun et par conséquent de définir les interactions 

entre ces deux protéines. 

● APOBEC3G et Vif 

Le VIH-1 délété du gène Vif peut se répliquer uniquement dans les cellules permissives : 

certaines lignées de cellules T (Jurkat et SupT1) et les lignées non hématopoïétiques (HeLa, 

293T, COS). Des expériences d’hétérocaryons entre une cellule permissive et une cellule 

non-permissive (cellules naturelles de l’infection du VIH-1 : lymphocytes T CD4+ activés, 

monocytes / macrophages) ont montré l’existence d’un facteur de restriction présent 

uniquement dans les cellules non-permissives 136,193. Le mode d’action de ce facteur est 

particulier car il n’agit pas au premier cycle de l’infection mais au second. En effet, la 

production de particules virales infectieuses ne dépend pas de la cellule dans laquelle le 

virus se réplique mais de la cellule source d’où sont issus les virions. L’identification de ce 

facteur a été effectuée par l’analyse soustractive de banques d’ADNc provenant des cellules 

CEM (non permissives) et de cellules CEM-SS (permissives). Cette protéine d’abord 

nommée CEM15 puis APOBEC3G (APOlipoprotein B mRNA-Editing enzyme, Catalytic 

polypeptide, A3G) a permis de mieux comprendre le phénotype des virions ∆Vif produits à 

partir de cellules non-permissives 189. Depuis, de nombreuses études tentent d’élucider quels 

sont les mécanismes gouvernés par la protéine virale Vif afin d’annihiler l’action d’A3G. 
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 Revue : Tumultuous relationship between the human 

immunodeficiency virus type 1 Viral infectivity fac tor (Vif) and 

the human APOBEC3G and APOBEC3F restriction factors  

Cette revue discute des rôles des protéines Vif et A3G dans la réplication du VIH-1. Elle 

s’articule en plusieurs parties et décrit : 

1. Les propriétés générales de la protéine Vif : son expression et la régulation de son 

expression ainsi que sa localisation dans la cellule 

2. Les défauts structuraux et fonctionnels des particules virales produites en absence de Vif 

3. Les fonctions de Vif dans l’assemblage : son interaction avec l’ARNg, son encapsidation 

dans la particule virale et sa fonction comme possible régulateur du cycle de réplication 

4. Le rôle des protéines A3G et A3F comme facteurs de restriction : leur mécanisme 

désaminase-dépendant et –indépendant 

5. La stratégie virale conduite par Vif afin de contrecarrer l’action des protéines A3G et A3F. 
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Bien que de nombreux aspects aient été exposés dans cette revue, il m’a semblé important 

de revenir sur certains points afin de les développer davantage. Ainsi, dans un premier 

temps, je détaillerai un peu plus la protéine A3G : son expression, sa structure, sa 

localisation et enfin sa fonction dans la cellule. Dans un second temps, je m’attarderai sur la 

protéine Vif et plus précisément, je décrirai son organisation et l’importance de son domaine 

de multimérisation dans la production de particules virales infectieuses. 

 La protéine APOBEC3G 

La protéine A3G est une cytidine désaminase faisant partie de la sous-famille des protéines 

APOBEC3 qui compte sept membres. Bien que beaucoup d’éléments aient été rassemblés 

sur l’activité d’A3G, peu de choses sont connues sur sa régulation transcriptionnelle. Le 

gène codant A3G est localisé sur le chromosome 22 et le promoteur possède des sites de 

fixation aux facteurs de transcription Sp1 et Sp3 149. L’identification de ces facteurs de 

transcription stimulant la synthèse d’A3G n’exclut pas l’existence d’autres protéines régulant 

la production d’ARNm A3G. Cet ARN possède plusieurs isoformes ayant toutes en communs 

huit exons 106 mais différent par leur partie 5’UTR plus ou moins longue 149. La diversité de 

taille des ARN pourrait faire intervenir des mécanismes de régulation différents. Cependant, 

une isoforme de l’ARNm est retrouvée majoritairement, elle contient 297 nucléotides en 

5’UTR, une séquence codante de 1152 résidus et une région 3’UTR de 321 nucléotides. 

La protéine A3G est exprimée dans les cellules hématopoïétiques (lymphocytes T CD4+, 

monocytes / macrophages, les DC), le poumon, le foie, la rate, les ovaires, les testicules et 

également dans certaines lignées de cellules cancéreuses 106. A3G est une protéine de 384 

acides aminés (taille prédite de 46 kDa) phosphorylable sur le résidu thréonine 32 par la 

protéine kinase A (PKA). La phosphorylation d’A3G diminue l’affinité de Vif pour A3G ainsi 

que l’ubiquitination et la dégradation par le protéasome 192. A3G se structure en deux 

domaines : le NTD responsable de la liaison à l’ARN et impliqué dans l’incorporation dans le 

virion et le CTD porteur de l’activité catalytique (figure 26). Bien que seul le CTD soit 

fonctionnel 153, les deux domaines possèdent la signature d’un motif cytidine désaminase de 

type doigt de zinc composé des résidus His-X-Glu-X27-28-Pro-Cys-X2-Cys 93. La structure 

cristallographique (résidus 197-380 99) et les études RMN (résidus 198-384 35 et résidus 193-

384 67) du CTD d’A3G ont permis d’établir le repliement du domaine catalytique en cinq 

feuillets β entourés par six hélices α. L’atome de zinc est enfermé entre les résidus H257, 

C288, C291 et une molécule d’eau. La présence du zinc est essentielle pour l’activation de la 

molécule d’eau afin de produire un résidu hydroxyle nucléophile qui induit la désamination 31.  
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Figure 26 : Organisation de la protéine A3G en domaines. DC : domaine catalytique 

La forte homologie entre les domaines N- et C-terminaux ainsi que la résolution de la 

structure en tétramères d’APOBEC2 172 ont permis de modéliser la structure complète 

d’A3G. Contrairement à A3G, APOBEC2 ne possède qu’un domaine catalytique. Plusieurs 

études montrent qu’A3G est capable de s’associer pour former des homodimères 
16,34,102,224,230. Bien que certains résultats soient contradictoires, plusieurs indices argumentent 

vers une dimérisation d’A3G via son NTD (figure 27a) et que cette association soit 

dépendante de l’ARN : (1) toutes les structures du CTD résolues montrent que ce domaine 

est monomérique, (2) les mutations dans le NTD induisant une perte d’oligomérisation 

entrainent également une diminution de la capacité à lier l’ARN et (3) les dimères d’A3G sont 

dissociés après un traitement à la RNase. La présence de résidus basiques (R14, R24, R29, 

R30, K63, K99, R102, R122, R136, K141 et R142) et de résidus aromatiques (124YYFW127) à 

l’interface construite par les deux NTD d’un dimère d’A3G induit la formation d’une surface 

de charge positive caractéristique de la fixation des acides nucléiques 102 (figure 27b). De 

plus, des mutations des résidus basiques à l’intérieur de la poche induit une perte 

d’oligomérisation, un défaut de liaison à l’ARN, un défaut d’encapsidation ainsi qu’une 

disparition de l’activité antivirale 102. A3G peut également former des hétérodimères in vitro et 

dans les cellules avec A3F et A3DE 49,230 ; la fonction de ces hétérodimères reste encore à 

élucider. 
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Figure 27 : (a) Modélisation d’un dimère d’A3G relié par le NTD. L’atome de zinc est représenté 
par une sphère rouge (b) Distribution des charges à la surface du dimère modélisé. En bleu, les 
charges positives et en rouge, les charges négatives. (Source 102) 

La protéine A3G est cytoplasmique et ne parait pas faire la navette entre le noyau et le 

cytoplasme. La présence d’un motif putatif de rétention cytoplasmique (résidus 113-128) et 

des premiers 60 acides aminés du NTD sont nécessaires à la localisation d’A3G 15,199. Dans 

les cellules T activées et H9, A3G est présent dans des complexes ribonucléoprotéiques 

(RNP) de haut poids moléculaire (HMM, High Molecular Mass) (5-15 MDa) où l’activité 

désaminase est inhibée. Ces complexes HMM peuvent être convertis en une forme 

catalytique active correspondant à des complexes de bas poids moléculaires (LMM, Low 

Molecular Mass) (46-100 kDa) suite à un traitement à la RNase A, suggérant que l’ARN joue 

un rôle prépondérant dans l’assemblage des complexes HMM 39. La découverte de 

l’existence d’A3G sous ces deux formes a permis d’établir une corrélation entre la 

configuration intracellulaire d’A3G et l’état de permissivité des cellules à l’infection par le 

VIH-1. En effet, les lymphocytes T circulants qui sont réfractaires à l’infection présentent 

A3G sous forme LMM 39 alors que les lymphocytes T CD4+ résidents dans le tissu lymphoïde 
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qui sont permissifs 59 possèdent A3G sous forme HMM 126. Les complexes LMM fonctionnent 

comme un facteur de restriction au niveau des étapes post-entrée, le mécanisme est 

désaminase-indépendant et implique un retard dans l’accumulation des produits tardifs de la 

transcription inverse 39. La restriction contrôlée par A3G LMM est indépendante de la 

présence ou de l’absence de Vif car Vif est incorporée très faiblement dans les virions (7-20 

Vif / particule virale) 26 et la synthèse de nouvelles protéines intervient après la mise en place 

de la restriction. Les monocytes, avant leur différenciation en macrophages, présentent 

également A3G sous forme de complexes LMM 39 et sont hautement restrictifs 196. La 

différenciation et l’activation des cellules immunitaires dépendent de leur environnement et 

de la présence de cytokines ; l’expression d’A3G est également stimulée 201. Les cytokines 

induisent un changement de l’assemblage d’A3G : les complexes LMM sont convertis sous 

forme HMM et les nouvelles protéines produites s’associent directement en complexe HMM 
39,126,201. Cette différence d’association est accompagnée par une augmentation de la 

susceptibilité cellulaire au VIH-1 39,201. De manière surprenante, les DC immatures possèdent 

peu d’A3G et A3G est présent sous forme HMM. Leur maturation stimule la production 

d’A3G et leur association en complexe LMM 170,201 ; les DC matures sont moins permissifs à 

l’infection que les DC immatures.  

Des expériences de TAP-Tag et de spectrométrie de masse ont permis l’identification des 

composants protéiques et ARN des complexes HMM 40,70,125. Parmi plus d’une centaine 

identifiée, de nombreuses protéines lient l’ARN et ont divers rôles dans la fonction et le 

métabolisme de l’ARN (dégradation, rétention / répression, traduction). Les protéines et ARN 

partenaires d’A3G sont caractéristiques de deux granules cellulaires : les « processing 

bodies » (P bodies) et les granules de stress (SG, Stress Granules).  

Les P bodies et les SG sont des granules d’ARN impliquées dans la dégradation et / ou le 

stockage des ARNm retrouvés dans le cytoplasme de la cellule. Ces deux ensembles sont 

composés d’ARNm « dormants » issus de la traduction et de protéines communes comme 

eIF4E, FAST (Fast-Activated Serine / Thréonine kinase), ainsi que certains éléments de 

l’ARN interférence (Argonaute et miARN). Bien que proches, les P bodies et les SG se 

distinguent néanmoins par quatre points : (1) les SG se forment uniquement lors de stress, 

(2) l’association des SG est dépendante de la phosphorylation de eIF2α, (3) seuls les SG 

contiennent le complexe de pré-initiation de la traduction, le 48S (eIF3, eIF4A, eIF4G, PABP 

et la petite sous-unité ribosomique (40S)) et (4) les P bodies renferment spécifiquement les 

composants des complexes de dégradation comme les enzymes de « décoiffage », DCP 

(DeCapping Protein) 1a et 2. Les SG et les P bodies se distinguent également par leur taille 

et leur capacité de mouvement. Les SG sont de taille variable et ont la capacité de se diviser 

et de fusionner, cependant, ils sont fixes dans le cytoplasme. Au contraire, les P bodies ont 
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des formes et des tailles constantes mais se déplacent dans le cytosol et rentrent parfois en 

contact avec les SG où des échanges de certains composants peuvent être effectués 116. 

Des expériences de microscopie confocale ont permis de confirmer la localisation d’A3G 

dans les P bodies et les SG 70,125,229. Les complexes HMM d’A3G sont dynamiques et 

transitent rapidement des polysomes aux P bodies ou aux SG 125. En présence d’A3G, la 

protéine Vif a été également identifiée dans ces deux « compartiments » 229 et il a été 

proposé que Vif favoriserait la formation des complexes HMM d’A3G 79. La plupart des 

interactions entre A3G et les protéines retrouvées dans les complexes HMM sont indirectes. 

Un traitement à la RNase les dissociant, les protéines du complexe sont donc rattachées à 

A3G par un intermédiaire commun ARN. Les ARN retrouvés spécifiquement en contact avec 

A3G sont : son propre transcrit, l’ARNg du VIH-1 et les ARN des rétroélements Alu et Y (Y1-

5) 40,125.  

Il existe deux types de rétroéléments : les rétrotransposons à LTR (IAP et MusD chez la 

souris, Ty1 chez la levure) et ceux sans LTR (LINE, Long Interspersed Nuclear Element dont 

L1 est le plus représentatif et SINE, Short Interspersed Nuclear Element avec Alu 

majoritairement) qui seront détaillés ici. Le génome humain contient entre 80 et 100 

rétroéléments L1 actifs qui codent les enzymes nécessaires à sa propre transposition et 

environ 10 % de l’ADN humain sont des éléments Alu. Pour se répliquer et se « disperser », 

Alu se sert de la transcriptase inverse / endonucléase produite par L1. La réplication de L1 et 

d’Alu commence par un intermédiaire ARN dans le cytoplasme, se poursuit par l’étape de 

transcription inverse dans le noyau et finit par l’intégration du nouvel ADN à un nouvel 

emplacement dans le génome. Contrairement à A3A, A3B, A3C et A3F, A3G n’inhibe pas la 

rétrotransposition de L1 mais empêche la réplication L1-dépendante d’Alu 38 (figure 28). En 

effet, Alu fait partie des complexes HMM et A3G prévient sa transposition en le séquestrant 

dans le cytoplasme. Bien que les phénomènes de transposition se produisent dans les 

cellules somatiques, ils restent rares et sont plus fréquemment observés dans les cellules 

germinales au moment de l’embryogénèse où le génome n’est pas encore méthylé 114. Le 

taux d’expression élevé des protéines A3 dans les cellules germinales permet donc de limiter 

la transposition et de protéger le génome contre des insertions de rétrotransposons 

délétères. 
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Figure 28 : Inhibition de la rétrotransposition des rétroélements LINE1 (a) et SINE (Alu) (b) par 
les protéines humaines A3. Les protéines A3A / B / C inhibent également la rétrotransposition 
de SINE mais indirectement en bloquant celui de LINE1. (Adapté de 38) 

 La protéine virale Vif 

Vif est une petite protéine virale de 192 acides aminés (23 kDa) hautement basique (pI = 

10,7) et exprimée à partir d’un ARN viral mono-épissé. La tendance de Vif à s’agréger 

facilement rend difficile toutes les études in vitro et par conséquent l’obtention de cristaux 

permettant la visualisation de la structure tridimensionnelle. Néanmoins, des expériences de 

mutagénèse dirigée, de dichroïsme circulaire, de spectrométrie de masse ou encore de 

modélisation donnent quelques indices sur les domaines importants et le repliement de Vif. 

La fixation du zinc au niveau du doigt de zinc (résidus 108-139) induit une rapide agrégation 

de Vif 168 et sa chélation inhibe le recrutement de la Culline 5 et par conséquent la 

dégradation d’A3G 237. Le domaine de multimérisation a été ciblé entre les résidus 151-164 
240, cependant il semble que le motif 161PPLP164 riche en proline soit suffisant 239 : sa délétion 

réduisant de 80 % les interactions Vif-Vif. Toutefois, des expériences de co-

immunoprécipitation entre une protéine Vif sauvage et une protéine mutée dans le motif de 

multimérisation (161AALA164) montrent que Vif WT / Vif AALA peuvent encore interagir 198. 

Néanmoins, cette expérience ne montre pas que le domaine PPLP n’est pas requis pour 

l’oligomérisation, des études de co-immunoprécipitation entre deux protéines mutées AALA 

n’ayant pas été menées. L’oligomérisation de Vif est importante pour la production de virions 

infectieux 58,146,239. En effet, l’association d’un peptide antagoniste (QRRRGQGGSPLPSRV) 
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du domaine de multimérisation augmente la quantité d’A3G incorporée dans le virion et par 

conséquent induit une diminution de l’infectivité des particules virales 146. Le lien entre le 

défaut d’oligomérisation de Vif et le recrutement d’A3G dans le virion a été élucidé par des 

études de mutagénèse du motif PPLP 58. La protéine Vif ne pouvant plus multimériser perd 

effectivement la capacité d’interagir avec A3G mais conserve la faculté de recruter les 

ElonginC et Culline 5 : A3G n’est donc plus dégradée et est encapsidée dans le virion où le 

mécanisme de restriction peut commencer.  

La protéine Vif fait partie des RTC dans les cellules infectées et est essentielle pour une 

transcription inverse efficace in vitro et in vivo 27,28,55,247. Récemment, il a  été mis en 

évidence que Vif interagit avec la RT de manière ARN-indépendante via les résidus 161-168, 

plus particulièrement avec la séquence 161PPLP164 et que les résidus 169-192 sont 

également nécessaires à la stimulation de l’activité de transcription inverse 113. 

Des études de spectrométrie de masse sur la protéine entière ont permis de montrer que le 

NTD est compact alors que le CTD est intrinsèquement non structuré 7. Cette dernière 

conclusion est également retrouvée par des expériences de dichroïsme circulaire sur le CTD 

(résidus 141-192) de Vif 176. Ces deux équipes proposent que ce domaine se structurerait en 

présence de ses partenaires. En effet, l’ajout de micelles DPC (lipides phosphatidylcholine) à 

une solution de protéines Vif afin de mimer l’environnement de la membrane plasmique 

induit une diminution de la partie non structurée de 60 % à 38 % et une augmentation de la 

proportion de repliements en feuillets β de 13 % à 38 % 176. Néanmoins, aucun changement 

dans la conformation de Vif n’est observé après mise en contact avec un peptide dérivé du 

domaine de liaison à Vif de l’ElonginC 176. Le domaine de liaison de la protéine Vif à 

l’ElonginC ou « BC box » (résidus 139-176) a été cristallisé avec ses deux partenaires : 

l’ElonginB et C 198 (figure 29b). Dans cette structure cristallographique, seuls les résidus 140-

155 de Vif sont visibles ; leur repliement en hélice α suivie d’une boucle induit une surface 

hydrophobe nécessaire à la liaison de l’ElonginC. Malgré le peu d’homologie de la protéine 

Vif avec d’autres protéines cellulaires et virales, deux modélisations de la structure de Vif ont 

été construites 10,135. L’intégration des résultats obtenus d’après des expériences de 

mutagénèse dirigée dans l’élaboration du modèle tridimensionnel de Lv et al. permet de se 

rapprocher de la réalité. Ce modèle a été construit en prenant comme bases deux protéines 

différentes : le domaine N-terminal de NarL pour le NTD et la partie SOCS-box de la protéine 

VHL (Von Hippel-Lindau tumor suppressor protein) pour le CTD (figure 29a). Ces modèles 

sont à utiliser avec précaution à cause de la difficulté de modéliser les larges boucles de Vif, 

d’orienter le NTD par rapport au CTD et également parce qu’aucune de ces études ne tient 

compte de la présence du doigt de zinc 12.  
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Figure 29 : (a) Modélisation de la structure tridimensionnelle de la protéine Vif. (Source 135). (b) 
Structure cristallographique de la BC box de la protéine Vif complexée avec l’ElonginB et 
l’ElonginC. (Source 198) 

 Mécanisme antiviral et évasion. 

Dans la plupart des cas, A3G agit comme un facteur de restriction au niveau du deuxième 

cycle d’infection et doit être encapsidée dans la particule virale (7 ± 4 molécules d’A3G en 

absence de Vif 238). Bien que certains résultats soient contradictoires, le consensus général 

veut que l’incorporation d’A3G dans le virion soit ARN- et Gag-dépendants. Cependant, des 

incertitudes demeurent sur une interaction directe entre Gag et A3G ou indirecte via un ARN. 

Soros et al. proposent qu’à faible concentration d’A3G, Gag lierait A3G d’une manière ARN-

dépendante et qu’à haute concentration, l’interaction entre Gag et A3G serait directe 197. En 

effet, des mutants dans le NTD d’A3G montrent une bonne corrélation entre la capacité à 

dimériser et à lier l’ARN avec la possibilité d’interagir avec Gag 82,102. Le domaine de Gag 

impliqué dans la reconnaissance d’A3G se situe au niveau de la NC et plus précisément au 

niveau du premier doigt de zinc et du motif basique 25. Il apparaît qu’A3G est recrutée dans 

le virion sous forme LMM mais plusieurs études s’opposent sur la provenance de ces 

complexes : A3G LMM pourrait provenir de protéines A3G nouvellement synthétisées 25, 197, 

d’une conversion d’un complexe HMM ou des deux 80. Enfin, une dernière incertitude 

demeure sur l’identité de l’ARN qui sert de lien entre Gag et A3G : l’ARN 7SL, composant de 

la SRP (Signal Recognition Particle), l’ARNv 203... 
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Les arguments en faveur de l’implication de l’ARN 7SL proviennent de l’étude de mutants 

d’A3G capables de lier les ARN cellulaires et viraux mais incapables d’intéragir avec l’ARN 

7SL, ces mutants présentent un défaut d’encapsidation dans les particules virales 222. Wang 

et al. montrent également une corrélation entre l’inhibition de l’incorporation de l’ARN 7SL et 

la diminution de l’encapsidation d’A3G 222,223. Cependant, ce résultat est en contradiction 

avec des expériences sur des virions bourgeonnant d’une cellule dépourvue de l’ARN 7SL 

qui ne présentent pas de diminution de la quantité d’A3G 9. Enfin, alors que deux études 

montrent que la partie du domaine NC du précurseur Gag requis pour l’encapsidation de 

l’ARN 7SL est identique à celle nécessaire pour l’incorporation d’A3G 9,210, l’équipe de King 

révèle que l’ARN 7SL est recruté dans la particule virale de manière NC / Gag indépendante 
162. 

L’autre hypothèse d’incorporation d’A3G porte sur une interaction avec l’ARNg et avec Gag. 

Khan et al. ont en effet montré que l’encapsidation d’A3G dans un virus helper ∆Vif 

(n’incorporant pas d’ARNg) est diminuée 119,120 et que celle-ci est rétablie par apport en trans 

de l’ARNg 120. De plus, l’ARN viral délété de la tige-boucle SL1 est encapsidé mais ne 

permet pas l’incorporation d’A3G dans le virion 119. Enfin, la même équipe a également 

montré qu’A3G encapsidée en absence d’ARNg ne s’associe pas avec le core et que cette 

association est restaurée par  son ajout 119,120. Pour résumer cette hypothèse, A3G lierait 

l’ARNg d’une manière Gag-dépendante au niveau de la tige-boucle SL1 et cette association 

permettrait l’incorporation d’A3G dans le core viral. La protéine A3G s’associe 

spécifiquement avec l’ARNg dans les P bodies et les SG 125. Néanmoins, la colocalisation de 

Gag avec A3G n’est pas visible dans ces deux granules mais uniquement à la membrane 

plasmique 25, suggérant que Gag recrute la protéine A3G nouvellement synthétisée dans le 

cytoplasme. 

D’autres groupes proposent également que l’interaction entre Gag et A3G soit renforcée par 

un ARN non spécifique. L’ARNg favoriserait l’encapsidation d’A3G mais ne serait pas 

essentiel et pourrait être remplacé par des ARN cellulaires 133,207. L’identité de l’ARN 

complexé avec A3G et Gag importerait peu 21,245, la présence d’un ARNsb permettrait 

uniquement la stabilisation de l’interaction entre A3G et Gag et l’encapsidation d’A3G dans la 

particule virale. 

Très récemment, il a été montré qu’A3G pouvait être incorporée dans les exosomes 121. Les 

cellules T CD4+ H9 exprimant A3G l’incorporent en effet dans des vésicules qui sont 

relarguées dans un second temps dans le milieu extracellulaire. Dans les exosomes, A3G 

est catalytiquement active, suggérant l’encapsidation sous forme de complexe LMM. Arrivés 

à la membrane cellulaire voisine, les exosomes sont internalisés libérant A3G dans le 
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cytoplasme où elle agirait comme un facteur de restriction post-entrée, d’une manière 

identique au cas des lymphocytes T CD4+ circulants, monocytes et DC matures. Néanmoins, 

in vivo, en présence d’un virus sauvage, il semble que les exosomes n’inhibent pas la 

réplication du VIH-1. Cet évènement pourrait s’expliquer parce qu’une faible proportion des 

exosomes contiendrait A3G : les lymphocytes, principales cellules exprimant A3G, sont 

également les cibles du VIH-1 qui, une fois entré, déplète partiellement la cellule des 

protéines A3G et par conséquent des exosomes. 

 

Les mécanismes de restriction désaminase-dépendant et -indépendant d’A3G ainsi que la 

régulation de son activité par Vif sont exposés dans la revue.  

 

Le VIH n’est pas le seul virus cible d’A3G. Effectivement, la protéine humaine A3G est active 

contre d’autres rétrovirus comme le SIV, le MLV, le MMTV et le EIAV. La surexpression 

d’A3G bloque également la réplication de HBV, un hépadnavirus dont le cycle implique la 

transcription inverse d’un intermédiaire génomique ARN. Les autres protéines de la famille 

A3 médient également la restriction de certains rétrovirus et rétrotransposons 38 (tableau 5) : 

Rétrovirus Autres Virus 
Rétrotransposons 

à LTR 

Rétrotransposons 

sans LTR 

 

VIH-1 

∆Vif 

SIV∆

Vif HTLV-1 MLV 
PFV

∆Bet HBV AAV IAP MusD Ty1 LINE-1 Alu 

A3A - -  -   + + +  + + 

A3B +/- + +/- +/-  + - + +  + + 

A3C +/- + +/- - + +/- - + + + + + 

A3DE +/- +  -       -  

A3F + + +/- - + + - + + + +/-  

A3G + + + + + + - + + + - + 

A3H - -  -       -  

Tableau 5 : Les protéines humaines A3 sont actives contre plusieurs rétrovirus, virus et 
rétrotransposons. +, inhibé ; -, non inhibé ; +/-, modérément inhibé ; case grisée, non déterminé. 
(Source 38) 

● De nouveaux facteurs antirétroviraux ? 

Actuellement, de nouveaux facteurs de restriction continuent à être découverts, leur mode 

d’intervention ainsi que la stratégie avec laquelle le VIH parvient à les contourner sont le 
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sujet de nombreuses études. Très récemment, l’étude des cellules CEM.NKR (une lignée 

dérivée des cellules CEM) a révélé que ces cellules n’autorisent pas la production de 

particules virales infectieuses. Les virus peuvent pourtant pénétrer la cellule, effectuer leur 

cycle mais sont incapables de produire de nouveaux virus pathogènes 91. Ces cellules 

exprimeraient un facteur de restriction qui agirait au niveau des étapes post-entrée lors du 

second cycle d’infection. Ce facteur nécessiterait en effet d’être encapsidé dans la particule 

virale pour, lors d’une nouvelle infection, inhiber la réplication virale 249. Cette protéine ainsi 

que son mode d’action exact restent encore à être identifiés.  

 

Le VIH-2 ainsi que les virus simiens proches permettent l’expression de la protéine Vpr 

comme le VIH-1 mais codent en plus la protéine Vpx, très similaire à Vpr et issue d’une 

duplication de gènes 64. Des études sur les macrophages et les DC ont révélé que Vpx était 

nécessaire pour une infection productive par le VIH-2. L’infection par un virus ∆Vpx 

d’hétérocaryons entre un macrophage et une cellule 293T a permis de démontrer la 

présence d’un facteur de restriction spécifiquement exprimé dans ces cellules immunitaires 
187. De plus, l’ajout en trans de la protéine Vpx rétablissant la production de particules 

infectieuses permet de conclure que Vpx contrecarre ce facteur de restriction 187. 

Néanmoins, l’identification du facteur de restriction, son mode d’action ainsi que le 

mécanisme dont Vpx se sert afin de contourner ce facteur restent à déterminer. 

 

La protéine ZAP (Zinc-finger Antiviral Protein) est un facteur cellulaire qui inhibe la réplication 

de nombreux virus (MLV, Ebola, Alphavirus…) en empêchant l’accumulation d’ARN viraux 

dans le cytoplasme. Afin d’être dégradés, les ARNm doivent comporter une séquence 

spécifique pour recruter ZAP, le ZRE (ZAP-Responsive Element). Une fois reconnu, l’ARNm 

est dégradé par la voie classique utilisée pour l’élimination des ARN cellulaires : la queue 

polyA est d’abord retirée et le complexe de l’exosome recruté afin de poursuivre la 

dégradation 250. Le VIH ne semble pas être inhibé par cette défense cellulaire. La raison de 

cette résistance potentielle reste inconnue mais peut être expliquée par deux hypothèses : 

(1) les ARN viraux du VIH ne possèdent pas de séquence ZRE et sont donc résistants 

« naturellement » à ZAP ou (2) le VIH a mis en place une défense pour contrecarrer ce 

facteur de restriction. De plus amples études sur ce facteur antiviral et son implication dans 

le cycle du VIH doivent être réalisées afin de répondre à ces questions. 
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Très récemment, il a été montré que la protéine FMRP (Fragile X Mental Retardation 

syndrome Protein) pourrait être un nouveau facteur de restriction contre le VIH-1 166. FMRP 

est associée à une maladie génétique, le syndrome X-Fragile qui affecte 1 homme sur 4000 

et 1 femme sur 7000. FMRP est un des composants des granules dans les neurones et est 

impliquée dans l’export et la traduction localisée des ARN. Cette protéine cible les ARN 

contenant une structure en G-quartet ou des séquences riches en U. Une extinction de 

l’expression de FMRP par l’emploi de siARN conduit à une augmentation de l’infectivité 

tandis qu’une surexpression de FMRP réduit la production de particules virales infectieuses. 

De plus, FMRP interagit avec Gag et est encapsidée dans le virion. Pan et al. proposent que 

FMRP pourrait s’associer avec l’ARNg et ainsi moduler l’export et la traduction. Il serait 

intéressant de connaître la réelle participation de FMRP dans le cycle réplicatif ainsi que 

d’élucider si effectivement FMRP lie l’ARNg du VIH.  

iii. Une nouvelle stratégie pour inhiber la réplication du VIH-1 ? 

Aujourd’hui, l’agence américaine de contrôle des denrées alimentaires et des médicaments 

(FDA, Food and Drug Administration) a approuvé 26 molécules inhibitrices de la réplication 

du VIH-1. Cependant, l’émergence de mutations de résistance au sein du virus ainsi que les 

sérieux effets secondaires dus aux traitements (hyperglycémie, hyperlipidémie…) appellent 

le besoin de créer de nouveaux inhibiteurs. Ces nouveaux inhibiteurs pourraient bloquer des 

acteurs de la réplication virale non encore ciblés comme les protéines virales accessoires et 

régulatrices 8,178. La découverte des facteurs de restriction encourage également à 

poursuivre dans cette voie. En effet, de nouvelles stratégies se basent sur l’existence de tels 

mécanismes afin d’imaginer des inhibiteurs capables de rétablir cette défense immunitaire 

innée soit en renforçant l’action de ces facteurs de restriction ou encore en diminuant les 

effets des protéines virales impliquées dans le mécanisme de contournement.  

 

Je vais seulement détailler les voies possibles dans lesquelles les inhibiteurs contre la 

protéine Vif du VIH-1 pourraient intervenir 29,178. Majoritairement, les inhibiteurs testés 

agissent en empêchant Vif de contrecarrer le facteur de restriction A3G. Ceci peut se faire 

de plusieurs manières : 

– En augmentant le taux de synthèse d’A3G, en inhibant sa dégradation ou en 

favorisant son encapsidation dans la particule virale 

– En ciblant Vif directement en jouant sur sa production, en augmentant son taux de 

protéolyse ou encore en altérant sa localisation dans la cellule 

Comme mentionné précédemment, la multimérisation de Vif est essentielle à l’infectivité des 

particules virales. Ainsi, des expériences de « phage display » ont permis d’identifier des 
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peptides inhibiteurs de la multimérisation de Vif et de la réplication virale en culture cellulaire 

qui ne semblent pas être toxiques pour la cellule 239. Ces peptides ont pour caractéristique 

de tous posséder le motif PXP, présent également dans le domaine d’oligomérisation de Vif. 

Yang et al. proposent que ces peptides miment la structure hydrophobe du motif 161PPLP164 

de Vif et qu’ils se lient à cet endroit afin d’inhiber l’assemblage de Vif.  

La protéine Vif possède un doigt de zinc essentiel au recrutement de la Culline 5 et donc de 

dégradation d’A3G. L’inhibition par de petites molécules chélatrices de zinc a donc été 

testée. L’emploi de TPEN (chélateur de zinc et cellule-perméable) induit une augmentation 

de la stabilité de la protéine A3G et du taux d’incorporation dans le virion qui résulte en une 

forte diminution de l’infectivité du VIH-1 237. De manière surprenante, les concentrations de 

TPEN utilisées (IC50 = 1,79 µM) ne sont pas toxiques pour la cellule. 

 

Les inhibiteurs pourraient également cibler d’autres partenaires cellulaires de Vif comme la 

kinase Hck, ZIN (Zinc finger protein Inhibiting NFκB), Sp140… Enfin, ils pourraient intervenir 

en modulant les fonctions de Vif au niveau de l’assemblage et de la maturation de la 

particule virale en interférant avec l’ARNg, la NC ou encore avec PR.  
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE 

Peu de temps après la découverte du facteur de restriction A3G, de nombreux laboratoires 

ont tenté d’élucider la manière dont A3G inhibe l’infectivité virale et quels sont les 

mécanismes mis en jeu par la protéine Vif du VIH-1 pour contrecarrer cette défense. Les 

premières publications relatives à ce dernier point étaient en faveur d’une inhibition d’A3G au 

niveau traductionnel 110,141,200. Néanmoins, la découverte de la voie de dégradation d’A3G 

par Vif par l’intermédiaire du protéasome 142,190,243 ainsi que l’identification des ubiquitine 

ligases, ElonginB / C et Culline 5, comme partenaires de Vif nécessaires à la dégradation 
123,134,243,244, ont orienté une grande majorité des études sur cette voie. 

L’équipe de Greene a été la première à démontrer la présence de deux mécanismes 

simultanés pour réguler l’expression de la protéine A3G par Vif : l’inhibition de la traduction 

et la dégradation 200. En effet, en bloquant spécifiquement le protéasome par ajout 

d’inhibiteur (époxomycine), Stopak et al. ont montré que la diminution du taux de la protéine 

A3G persistait. Le taux d’ARNm d’A3G étant constant en présence de Vif 110,200 suggère que 

la diminution de la quantité de protéines A3G observée correspond à une inhibition de sa 

traduction. Cette inhibition d’A3G en présence de Vif a également été confirmée par des 

expériences de « pulse chase »  110,141,200. 

 

Dans le but de comprendre les mécanismes de régulation traductionnelle de la protéine A3G 

en présence de la protéine Vif du VIH-1, mon travail de thèse s’est divisé en trois parties. 

Toutes les études menées ont été effectuées avec deux protéines Vif : la protéine sauvage 

(Vif WT) et celle mutée dans le domaine de multimérisation « PPLP » (Vif AALA). Ce 

domaine est essentiel à la production de particules virales infectieuses 58,146,239. Nous avons 

ainsi étudié l’importance de ce motif dans l’inhibition traductionnelle d’A3G. 

– De nombreux mécanismes de régulation de l’expression au niveau traductionnel font 

intervenir la reconnaissance d’un ARNm par une protéine qui interagit généralement avec les 

régions UTR de son ARNm cible. La protéine Vif possède un domaine de liaison à l’ARN et 

cette propriété de fixation à l’ARN est essentielle pour l’infectivité virale 118,247. Dans les 

cellules infectées, Vif interagit avec l’ARNg du VIH-1 55,247. Récemment, des travaux dans 

notre laboratoire ont montré que Vif lie précisément l’ARNg au niveau de sa région 5’-

terminale 18,95. Nous nous sommes par conséquent intéressés à la fixation de Vif à l’ARNm 

d’A3G. Cette étude a été menée sur plusieurs constructions de l’ARNm d’A3G afin 

d’identifier les sites de haute affinité. L’utilisation de la Vif AALA doit nous permettre de 

comprendre le rôle du domaine de multimérisation dans la fixation de Vif aux ARN. 
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– Comme déjà mentionné, la capacité de Vif à multimériser est essentielle pour 

l’obtention de virions infectieux 58,146,239. Cependant, peu d’informations sont disponibles sur 

l’état exact d’oligomérisation des protéines Vif WT et AALA. Nous avons donc mené des 

études à caractère biophysique afin d’analyser les propriétés de multimérisation de ces deux 

protéines et ainsi confirmer l’importance du motif PPLP dans l’oligomérisation de Vif.  

– Enfin, après avoir étudié la fixation de Vif à l’ARNm d’A3G, nous nous sommes 

attachés à analyser les conséquences éventuelles de cette interaction sur la traduction 

d’A3G. L’utilisation des deux protéines Vif WT et AALA devrait nous permettre de définir le 

rôle de la multimérisation dans l’inhibition traductionnelle. Les exemples de régulation de la 

traduction faisant généralement intervenir les régions non traduites des ARNm, nous avons 

analysé l’importance des régions UTR de l’ARNm d’A3G par une combinaison d’approches 

in vitro et ex vivo, le but ultime étant d’appréhender le plus précisément possible les 

processus impliqués dans cette régulation traductionnelle.  
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MATERIELS ET METHODES 

Les techniques biochimiques couramment utilisées telles que les minipréparations de 

plasmides, l’extraction phénol / chloroforme, la précipitation éthanolique ou encore les 

digestions ne seront pas détaillées ici. Dans cette partie, je ne développerai que les 

techniques qui m’ont permis d’appréhender mon travail de thèse.  

I. Matériels 

A. Plasmides 

1. Les plasmides utilisés pour synthétiser les ARN d’A3G et 

utilisés pour les expériences de traduction  

La séquence d’A3G a été obtenu après extraction des ARNm de cellules H9 par utilisation 

du kit « PolyAtract mRNA Isolation Systems » (Promega) puis RT-PCR (Superscript – 

Invitrogen) avec des amorces permettant l’amplification de l’isoforme majeure de l’ARNm 

d’A3G 149 (tableau 6). Le fragment PCR est digéré par les enzymes de restriction EcoRI et 

XbaI et ligué dans le vecteur pCMV6-XL5 (Clontech) préalablement digéré avec les mêmes 

enzymes.  

A partir de ce vecteur, les fragments correspondant à la région 5’UTR, 3’UTR ou à la 

séquence codante de l’ARNm délété de la partie 5’ et / ou 3’UTR sont amplifiés par PCR et 

clonés dans le pCR TOPO 2.1 (Invitrogen) pour les réactions de transcription in vitro ou dans 

le pCMV6-XL5 pour les études de traduction (tableau 6). Les plasmides résultant pCMV 

A3G, pCMV A3G ∆UTR, pCMV A3G ∆5’UTR et pCMV A3G ∆3’UTR contiennent les 

nucléotides 1-1771, 298-1452, 298-1771 et 1-1432 de la séquence d’A3G respectivement. 

Toutes les positions ont pour référence le site de départ de la transcription de l’isoforme 

majeure correspondant à l’ARNm d’A3G dans la lignée lymphoïde A3.01 149. Les plasmides 

obtenus sont d’abord vérifiés par restriction après minipréparation plasmidique puis par 

séquençage. 
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Tableau 6 : Amorces utilisées pour amplifier différentes régions d’A3G. Les fragments résultant 
sont clonés soit dans le vecteur pCR TOPO 2.1 soit dans pCMV5-XL6. 

2. Les vecteurs pGL3 utilisés pour les tests luciférase 

Les plasmides utilisés pour les tests luciférase ont été construits à partir du vecteur contrôle 

pGL3 (Promega).  

– La région 5’UTR de l’ARNm d’A3G est clonée en amont de la séquence codante du 

gène rapporteur de la Firefly luciférase. Cette région est amplifiée par PCR en utilisant les 

amorces pS-NcoI CCA TGG CCT TGG CCG GCT AGT CCC GAC et pAS-Ecl136II GAG 

CTC TTT CCC TTT GCA ATT GCC TTG GG. Les fragments PCR purifiés sur gel agarose et 

extraits du gel par utilisation du kit « NucleoSpin Extract II » (Macherey-Nagel) sont clonés 

dans le vecteur pCR-TOPO2.1 (Invitrogen). Dans un second temps, le plasmide contrôle 

pGL3 est digéré par HindIII puis incubé avec le fragment Klenow de l’ADN polymérase I 

(Fermentas) pendant 20 min à 25°C dans 50 mM Tris-H Cl (pH 8,0 à 25°C), 5 mM MgCl 2 et 1 

mM DTT en présence de 33 µM de chacun des dNTP. Les vecteurs pGL3 traités à la Klenow 

et pCR-TOPO2.1 A3G 5’UTR sont doublement digérés par Ecl136II et NcoI puis ligués en 

présence d’ADN ligase du phage T4 (Biolabs) pendant 16 h à 16°C. Le plasmide obtenu, 

pGL3-A3G 5’UTR est d’abord vérifié par restriction après minipréparation plasmidique puis 

par séquençage. 

– La région 3’UTR d’A3G est fusionnée en aval de la séquence codante de la Firefly 

luciférase. Comme précédemment, le fragment 3’UTR d’A3G est amplifié par PCR avec les 
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amorces pS-XbaI TCT AGA GGA TGG GCC TCA GTC TCT AAG G et pAS-FseI GGC CGG 

CCA CAG AAA GAT TTA GTA TTT C. L’ADN obtenu est ensuite cloné dans le pCR-

TOPO2.1. Le vecteur résultant et le vecteur pGL3 ou pGL3-A3G 5’UTR sont digérés par les 

enzymes de restriction FseI et XbaI puis ligués dans les mêmes conditions que 

précédemment. Les plasmides obtenus, pGL3-A3G 3’UTR et pGL3-A3G 5’&3’UTR, sont 

vérifiés par restriction puis par séquençage. 

Les vecteurs utilisés comme contrôle dans les tests luciférase nous ont été fournis par le 

docteur Susan K. Fried (Faculté de médecine, Baltimore, MD, USA) 129. Ces vecteurs 

contiennent la séquence 5’UTR ou la partie 3’UTR de l’ARNm de la leptine en amont ou en 

aval respectivement du gène codant la Firefly luciférase contenu dans le vecteur pGL3. 

3. Les plasmides permettant l’expression de la protéine Vif 

Le vecteur pD10 Vif permet la surproduction de la protéine Vif dans un système bactérien. 

Ce plasmide nous a été fourni par le Dr Dana Gabuzda (DFCI, Boston, MA, USA) 242 et 

plasmide contient la séquence de la protéine Vif de l’isolat HXB2 fusionné avec une tête 

poly-histidine en N-terminal.  

Le plasmide permettant l’expression de Vif utilisé dans les expériences de traduction in vitro 

et ex vivo nous a été fourni par le Dr Klaus Strebel (NIH, Bethesda, MD, USA) 159. Ce 

plasmide, pcDNA hVif, contient la séquence du gène Vif de l’isolat NL4.3 dont les codons 

dans sa partie 5’UTR ont été optimisés afin de permettre une meilleure expression de la 

protéine. 

La protéine mutée dans le domaine de multimérisation, Vif AALA, est exprimée grâce aux 

vecteurs pD10-Vif AALA (utilisé pour la surexpression bactérienne) et pcDNA hVif AALA 

(utilisé dans les études de traduction). La mutation des résidus proline du motif 161PPLP164 en 

alanine a été effectuée par mutagénèse dirigée en utilisant le kit « Quick Change 

Mutagenesis » (Stratagène). Les plasmides ont ensuite été validés par séquençage. 

B. Cellules  

La lignée cellulaire HEK-293T dérive de cellules embryonnaires rénales humaines. Ces 

cellules sont utilisées pour l’analyse de l’expression des vecteurs pGL3 et pCMV en 

présence de pcDNA hVif. Les cellules HEK-293T sont cultivées en milieu DMEM (Dulbecco 

Modified Eagle Medium) additionné de 10 % de sérum de veau fœtal inactivé à la chaleur 

(45 min à 54°C), de 100 U de pénicilline et 100 µg / ml de streptomycine à 37°C, 5 % CO 2.  
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C. Anticorps 

Les anticorps anti-ApoC17 (K. Strebel, NIH, Bethesda, MD, USA) et anti-Vif (M. Malim, 

King’s College of London, Angleterre) reconnaissant 17 résidus localisés en C-terminal de la 

protéine A3G humaine ou la région N-terminale de Vif, respectivement, ont été obtenus via le 

programme « AIDS Research and Reference Reagent » du NIH (Bethesda, MD, USA). 

L’anticorps dirigé contre l’extrémité N-terminale de l’isoforme β de l’actine provient de 

l’entreprise Sigma. L’anticorps anti-L11 permettant l’identification spécifique de la protéine 

endogène ribosomique L11 a été obtenu chez Invitrogen. 

II. Méthodes 

A. Surproduction et purification des protéines Vif WT et Vif 

AALA 

1. Surproduction 

Des bactéries Escherichia coli BL21 DE3 sont transformées avec le plasmide pD10-Vif WT 

ou pD10-Vif AALA. Une colonie contenant un des clones d’expression est repiquée puis 

mise en culture à 37°C. L’expression de Vif est ind uite par ajout de 0,5 mM d’IPTG dans la 

solution de culture lorsque l’absorbance de la suspension bactérienne à 600 nm atteint 0,4-

0,6. Après 6 h à 22°C (Vif WT) ou à 16°C (Vif AALA) , les bactéries sont centrifugées, puis le 

culot est conservé à -80°C.  

2. Purification 

Les bactéries sont lysées dans 6 M Chlorure de Guanidium, 100 mM de NaH2PO4, 10 mM 

Tris-HCl, pH 8 pendant une nuit à température ambiante sous agitation en présence 

d’inhibiteurs de protéases sans EDTA (Complete, Roche). La solution de lyse est 

ultracentrifugée à 27000xg pendant 30 min dans le but d’éliminer les débris cellulaires. Le 

surnageant est chargé sur une colonne de purification Ni2+-NTA (Invitrogen) préalablement 

équilibrée dans le tampon utilisé pour la lyse. La colonne est d’abord lavée afin d’éliminer les 

protéines fixées de manière aspécifique et l’élution de la protéine s’effectue en diminuant le 

pH (de 8 à 4,5). Les fractions contenant la protéine Vif sont rassemblées. La pureté de la 

protéine est analysée sur gel SDS-PAGE 12,5 %. La concentration est déterminée par la loi 
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de Beer-Lambert en mesurant l’absorbance à 280 nm et en intégrant dans l’équation le 

coefficient d’extinction molaire de la protéine Vif (ε = 43050 L.mol-1.cm-1). 

3. Crible des conditions de dialyse 

En sortie de colonne, les protéines Vif sont diluées à 0,2 mg / ml puis dialysées 

progressivement. Le tampon de renaturation et de conservation pour la Vif WT est composé 

de 50 mM MOPS, 150 mM NaCl, 10 % glycérol, pH 6,5. Dans ces conditions, la protéine Vif 

AALA précipite. Un crible a donc été effectué pour trouver les conditions de renaturation 

optimales pour la protéine Vif mutée (tableau 7). 

Brièvement, à la sortie de la colonne, la protéine Vif AALA se trouve dans un tampon 

composé de chlorure de guanidium. Afin de tester rapidement la renaturation de la protéine 

dans chacune des conditions, Vif AALA est diluée au 50e dans le tampon désiré puis incubée 

16 h à 4°C. Un cinquième du volume est prélevé et c onservé pour analyse ; le reste du 

volume est ultracentrifugé pendant 30 min à 100000xg à 4°C. Le surnageant est alors 

récupéré puis le culot est resuspendu dans un volume identique à celui du surnageant. Une 

partie aliquote de chacune de ces fractions représentant la fraction totale, insoluble et 

soluble est analysée sur gel SDS-PAGE 12,5% coloré au bleu de coomassie. 

Les protéines WT et AALA sont ensuite concentrées en recouvrant la membrane de dialyse 

de PEG 35000 puis ultracentrifugées à 100000xg pendant 30 min à 4°C afin d’éliminer les 

agrégats. Les protéines sont enfin aliquotées et conservées à 4°C. 
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 Tampon 

(50 mM) 
DetergentA ReducteurB SelC PEG 3350 

(0,06 %) 
GdnHCl 

(550 mM)F 
CationD Sucrose 

(440 mM) 
Arginine 
(550 mM) 

1 MES 5,5  BMC 0   0   

2 MES 6,5 DDM BMC 1 1  0 1 1 

3 BORATE 9,5 DDM GSH:GSSG 1   1 1  

4 MES 6,5 T80 BMC 1  1 1  1 

5 TRIS 8,2 NDSB DTT 1 1  1   

6 TRIS 8,2 T80 BMC 1 1  0 1 1 

7 MES 5,5 DDM DTT 0   1 1 1 

8 MES 5,5 T80 DTT 0 1 1 0  1 

9 MES 5,5 NDSB TCEP 1   0  1 

10 TRIS 8,2 T80 TCEP 0  1 1   

11 MES 6,5 NDSB GSH:GSSG 0 1  1  1 

12 MES 5,5 DDM GSH:GSSG 1 1 1 0   

13 TRIS 8,2 DDM TCEP 0 1  0 1  

14 MES 6,5 NDSB DTT 1  1 0 1  

15 BORATE 9,5 NDSB TCEP 1 1 1 1 1 1 

16 BORATE 9,5 T80 DTT 0   1 1 1 

17 TRIS 8,2  DTT 1  1 0 1  

18 TRIS 8,2 DDM BMC 1  1 1  1 

19 TRIS 8,2  GSH:GSSG 0 1  1  1 

20 BORATE 9,5  BMC 0 1 1 1 1  

21 TRIS 8,2 NDSB GSH:GSSG 0  1 0 1 1 

22 MES 6,5  DTT 1 1  1   

23 MES 5,5 T80 GSH:GSSG 1   1 1  

24 MES 6,5 DDM TCEP 0  1 1   

25 MES 5,5 NDSB BMC 0 1 1 1 1  

26 MES 6,5  GSH:GSSG 0  1 0 1 1 

27 BORATE 9,5  TCEP 1   0  1 

28 BORATE 9,5 T80 GSH:GSSG 1 1 1 0   

29 BORATE 9,5 NDSB BMC 0   0   

30 MES 6,5 T80 TCEP 0 1  0 1  

31 MES 5,5 0 TCEP 1 1 1 1 1 1 

32 BORATE 9,5 DDM DTT 0 1 1 0  1 

Tableau 7 : Conditions de renaturation de la protéine Vif AALA. (Source 234).  
A, DDM (n-Dodecyl-β-D-Maltopyranoside), 0,3 mM ; Tween 80, 0,5 mM ; NDSB (Non-
Detergent SulfoBetaine), 1 M.  
B, BMC (Bis-Mercaptoacetamide Cyclohexane), TCEP (Tris (2-CarboxyEthylPhosphine)), DTT, 
5 mM ; GSH (forme réduite du glutathione) : GSSG (forme oxydée du glutathione), 1 mM 
GSH:0.1 mM GSSG.  
C, 0=10,56 mM NaCl, 0,44 mM KCl ; 1=264 mM NaCl, 11 mM KCl.  
D, 0=1,1 mM EDTA ; 1=2 mM MgCl2, 2 mM CaCl2. 
Les cases grisées indiquent une absence de produit.  
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B. Etude de la fixation de Vif sur l’ARNm d’A3G 

1. Rétention sur filtres de nitrocellulose 

Un microgramme et demi d’ARNt total d’E.coli et 20000 cpm d’ARN d’A3G (marqués 

radioactivement de manière interne lors de la transcription in vitro) contenus dans 5 µl d’eau 

sont chauffés 2 min à 90°C puis refroidis 2 min dan s la glace. Les ARN sont ensuite 

renaturés par incubation 15 min à 37°C dans le tamp on de liaison 1x (30 mM Tris–HCl pH 

7,5, 300 mM NaCl, 2.5 MgCl2) additionné de 1,4 mM β-Mercaptoéthanol et 5 U RNasine, H20 

qsp 10 µl. En parallèle, les protéines Vif WT ou AALA sont également renaturées pendant 15 

min à 37°C dans le tampon de liaison 1x supplémenté  de 0,02 % BSA et 1,4 mM β-

Mercaptoéthanol, H20 qsp 48,8 µL. Les ARN sont ensuite ajoutés au milieu réactionnel 

contenant la protéine puis incubés 30 min à 37°C pu is 30 min à 4°C en présence de 0,01 % 

triton X-100, H20 qsp 60 µl. Après lavages d’une plaque 96 puits composée de filtres de 

nitrocellulose 0,45 µm (Multiscreen 96-well plate, Millipore) avec le tampon de liaison 1x, les 

complexes ARN / protéines sont chargés puis filtrés sous vide. Afin d’éliminer la fixation 

aspécifique des ARN non complexés, les filtres sont lavés trois fois avec le tampon de 

liaison. Après séchage de la plaque, la radioactivité restant sur les filtres est analysée par 

scintillation par comptage de la radioactivité (Chameleon (Hidex)).  

Les données sont analysées par le logiciel Origin7 en appliquant l’équation de Hill 

nn
d xK

nx
y

+
+=  où y correspond au pourcentage de l’ARN retenu sur les filtres, x à la quantité 

de protéine, n au coefficient de Hill et Kd à la constante de dissociation. 

2. Spectroscopie de fluorescence 

Les expériences de spectroscopie de fluorescence à l’état stationnaire sont menées à l’aide 

du fluorimètre Fluoromax 4 (Horiba Jobin-Yvon) dans des cuves en quartz à 20°C. Les 

échantillons sont excités à 295 nm et le spectre d’émission est recueilli pour les longueurs 

d’onde entre 310 et 450 nm. Les titrations sont effectuées en ajoutant des concentrations 

croissantes d’ARN (entre 1 et 600 µM) à une concentration fixe de Vif (100 nM) dans 30 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 200 mM NaCl, and 10 mM MgCl2. L’intensité de fluorescence (I) est 

mesurée à chaque ajout d’ARN. La variation d’intensité de fluorescence est convertie en 

paramètre d’extinction Qobs par la relation Qobs = (I0-I) / I0 où I0 correspond au maximum du 

spectre d'émission de la protéine en absence d’ARN.  
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Les courbes d’affinité obtenues sont ensuite analysées par le logiciel Mathematica (Wolfram 

Research) en utilisant le modèle de McGhee et Von Hippel 144 dont l’équation est : 
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où R = {[1 - (n + 1)v]2 + 4ωv(1 - nv)} 1/2.  

 

Dans notre étude, nous utilisons une correction qui tient compte de la taille de l'acide 

nucléique en question (N) 214 en multipliant l’équation ci-dessus par le facteur : 
N − n +1

N
 

3. Cartographie en solution et empreinte 

Les expériences de modifications ont été effectuées sur l’ARNm complet d’A3G ou sur des 

fragments plus courts correspondant aux régions 5’ ou 3’UTR par utilisation de sondes 

chimiques et enzymatiques. 

a. Les sondes chimiques  

Le DMS (Fluka) et la CMCT (Merck) sont des sondes chimiques qui permettent de tester 

spécifiquement les positions Watson-Crick des bases (figure 30). Le DMS méthyle 

spécifiquement les positions N3 des cytosines et N1 des adénines si celles-ci ne sont pas 

appariées. Il méthyle également la position N7 des guanines. Après renaturation en 

présence de 2 µg d’ARNt total d’E. coli, l’ARN est modifié dans 50 mM cacodylate de sodium 

pH 7,5, 300 mM KCl et 5 mM MgCl2 à 37°C pendant 4 et 8 min en présence de DMS dilué  au 

vingtième dans de l’éthanol 100 %. 

La CMCT est spécifique de la position N1 des guanines et N3 des uraciles non appariées. 

Les modifications de l’ARN sont effectuées dans 100 mM borate de sodium pH 8,0, 300 mM 

KCl et 5 mM MgCl2 à 25°C pendant 15, 30 ou 45 min en présence de 210 µg de CMCT. 

b. Les sondes enzymatiques  

Contrairement à la RNase V1 (Ambion) qui clive de manière aspécifique les ARN comportant 

des structures double brin, les RNases T1 et A (Ambion) sont  spécifiques des régions 

simple brin (figure 30). La RNase A coupe la liaison phosphodiester entre le ribose en 5’ du 

nucléotide et le groupement phosphate en 3’ d’une pyrimidine non appariée. La RNase T1 

clive la liaison phosphodiester en 3’ d’une guanine dans un brin ARN simple brin. Deux µM 
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d’ARN sont renaturés pendant 15 min en présence de 2 µg d’ARNt d’E. coli dans le tampon 

fourni par Ambion.  

 

Pour les études d’empreinte de Vif, seules les sondes enzymatiques sont utilisées. 

Brièvement, des quantités croissantes de Vif (0, 0,5, 1, 2 et 3 µg) sont incubées avec les 

ARN pendant 30 min à 37°C puis 30 min à 4°C afin de  former des complexes. Les RNases 

A, T1 et V1 sont ensuite ajoutées au mélange réactionnel qui est ensuite de nouveau incubé 

15 min à température ambiante. 

 

Figure 30 : Spécificité de coupure des sondes enzymatiques (a) et chimiques (b) utilisées pour les 
études de cartographie et d’empreinte. En (a), N renvoie à n’importe quel nucléotide et Y à une 
pyrimidine (C ou U). 

c. Détection des modifications 

Les réactions sont stoppées par extraction au phénol / chloroforme (uniquement pour les 

réactions réalisées avec les sondes enzymatiques) puis par précipitation à l’éthanol. Les 

modifications / protections sont détectées par extension avec la RT d’AMV (MP, Bio-

Medicals) d’une amorce marquée radioactivement en 5’ spécifiquement hybridée en aval de 

la région à analyser. Les ADNc produits sont alors déposés sur un gel de polyacrylamide 8 

% dénaturant et analysés par autoradiographie (figure 31). 
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Figure 31 : Principes de la cartographie en solution (a) et de la technique d’empreinte (b). L’étoile 
rouge représente l’extrémité 5’ de l’amorce marquée radioactivement et les flèches bleues, les 
modifications ou coupures sur l’ARN. 



 MATERIELS ET METHODES 

 - 75 - 

C. Caractérisation des protéines Vif WT et AALA 

1. Dichroïsme circulaire 

Les protéines Vif WT et AALA sont préparées de manière anaérobique dans 10 mM fluorure 

de potassium et 50 mM KH2PO4 pH 7,4 à une concentration finale de 10 µM puis placées 

dans des cuves en quartz de chemin optique 2 mm. Les spectres de dichroïsme circulaire 

sont enregistrés à 20°C grâce au dichrographe Jasco  J-810 (Jasco, Easton, MD). La 

proportion de chaque élément de structure secondaire (hélices α, feuillets β, boucles et 

régions désordonnées) des protéines est estimée par le logiciel Jasco Spectra Manager 

(Easton, MD) (figure 32). 

 

Figure 32 : Dichroïsme circulaire de la liaison peptidique dans une hélice α (en bleu), un feuillet β 
(en vert)  et une structure désordonnée (en rouge). 

2. Chromatographie d’exclusion de taille 

La chromatographie d’exclusion a été menée sur une colonne Superdex 75 10 / 300 

(Pharmacia) branchée à l’appareil AKTA purifier FPLC (GE Healthcare Biosciences). La 

colonne est tout d’abord équilibrée dans 50 mM NaCl, 50 mM MOPS, 10 % glycérol et 2 mM 

DTT pour l’étude de la protéine Vif WT et 150 mM NaCl, 50 mM MOPS, 10 % glycérol, 2 mM 
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DTT dans le cas de la protéine Vif AALA. Dans un premier temps, un standard de protéines 

de poids moléculaires connus (Bio-Rad) est chargé sur la colonne dans les différentes 

conditions de tampons pour obtenir une courbe d’étalonnage. Trois cents µg des protéines 

Vif WT et Vif AALA sont, dans un second temps, injectées sur la colonne après 

ultracentrifugation pendant 1 h à 100000xg à 4°C af in d’éliminer les agrégats. L’élution des 

protéines est suivie par lecture de l’absorbance à 280 nm et analysée par le logiciel Unicorn 

version 4.11 (GE Healthcare Biosciences). 

3. Diffusion dynamique de la lumière 

Les coefficients de diffusion sont mesurés avec l’appareil Zetasizer Nano S (Malvern, UK). 

Après ultracentrifugation à 100000xg pendant 30 min à 4°C afin d’éliminer les agrégats, la 

protéine est disposée dans une cuvette trUView (Biorad) maintenue à 20°C puis irradiée par 

un faisceau laser (λ = 780 nm). Une fonction d’autocorrélation exponentielle décroissante est 

calculée à partir du signal de diffusion de translation DT des particules. En assimilant les 

protéines à des sphères dures, le coefficient de diffusion est relié au rayon hydrodynamique, 

Rh, de la particule via l’équation de Stokes-Einstein : Rh = k.T / 6η.π.DT où k est la constante 

de Boltzmann, η la viscosité et T la température. Les données expérimentales sont ensuite 

analysées par le logiciel DTS (Malvern, UK).  

Toutes les données sont corrigées en tenant compte de la viscosité du solvant et de l’indice 

de réfraction. La taille ainsi que la masse des protéines Vif sont déterminées pour des 

concentrations entre 3 et 7 µM. 

D. Etude de la traduction d’A3G en présence de Vif 

1. Transcription / traduction in vitro 

Les plasmides permettant l’expression des protéines Vif WT (pcDNA hVif), AALA (pcDNA 

hVif AALA) et AspRS (contrôle) sont transcrits puis traduits pendant 90 min à 30°C par 

utilisation du kit « TNT coupled reticulocyte lysate system » selon la procédure décrite par 

Promega. Les protéines Vif WT, AALA et AspRS ainsi synthétisées sont ajoutées dans la 

glace à un nouveau mélange réactionnel contenant soit le vecteur pCMV A3G, pCMV A3G 

∆UTR, pCMV A3G ∆5’UTR ou pCMV A3G ∆3’UTR. La réaction est incubée pendant 15, 30, 

45 ou 60 min à 30°C et arrêtée par addition du tamp on de charge pour les gels SDS-PAGE 

(tampon Laemmli). Les protéines sont ensuite séparées sur gel SDS-PAGE 12,5 % et 

analysées par autoradiographie. 
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2. Transfections et tests luciférase 

a. Expression des vecteurs pGL3 A3G dans les cellules HEK-293T 

Seize heures avant la transfection, les cellules HEK-293T sont réparties dans des plaques 6 

puits afin d’obtenir une confluence de 60-70 %. Les cellules sont ensuite transfectées 

transitoirement avec différents rapports des plasmides pGL3 A3G et pcDNA hVif par 

utilisation du FuGene-HD (Roche). Le vecteur phRL-TK (Promega) qui permet l’expression 

de la Renilla luciférase, essentielle à la normalisation des expériences, est ajouté au 

mélange réactionnel. L’ADN est incubé en présence de FuGene HD (Rapport ADN / FuGene 

= 2 µg / 3 µl) dans 100 µl d’Opti-MEM (Invitrogen) pendant 30 min à température ambiante. 

Les complexes ADN / FuGene sont ensuite ajoutés aux cellules qui sont remises en culture 

à 37°C. Quarante huit heures après transfection, le s cellules sont récoltées dans du PBS 1x 

(Phosphate Buffered Saline : 140 nM NaCl, 8 mM NaH2PO4 et 2 mM Na2HPO4), lavées et 

lysées dans 100 µl de tampon de lyse fourni par le kit de détection de la Renilla et de la 

Firefly luciférase (Promega). 

b. Tests luciférase 

Vingt µl d’échantillon dilué au 1/10e sont déposés en double sur une plaque opaque 96 puits 

(Berthold). Les activités de la Renilla et de la Firefly luciférase sont mesurées par ajout des 

substrats spécifiques de chaque enzyme fournis par le kit de détection de la Renilla et de la 

Firefly luciférase (Promega) et grâce au luminomètre GloMax 96 (Promega). Le signal de la 

Firefly luciférase est normalisé contre l’activité de la Renilla luciférase afin de tenir compte de 

l’efficacité de la transfection. 

3. Transfections, Western blots et analyse du profil des polysomes 

a. Transfections avec les vecteurs pCMV A3G 

Pour les expériences de western blot et d’analyse du profil des polysomes, des transfections 

avec les vecteurs pCMV A3G et pcDNA hVif sont effectuées. Le protocole est identique à 

celui utilisé pour les transfections avec le pGL3. Néanmoins, dans ce cas, 8 h avant la lyse 

des cellules transfectées, le milieu est changé par du milieu DMEM contenant 0,1 % DMSO 

ou 25 µM ALLN (resuspendu dans du DMSO telle que la concentration finale à utiliser soit de 

0,1 %). L’ALLN est un peptide aldéhyde qui inhibe l’activité chymotrypsique du protéasome 

empêchant ainsi la dégradation des protéines modifiées par l’ubiquitine. Les cellules sont 
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récoltées dans du PBS 1x, lavées et lysées par ajout de 100 µl de RIPA 1x (50 mM Tris-HCl 

pH 7, 150 mM NaCl, 1 % désoxycholate de sodium, 1 % Triton X-100, 0,1 % SDS) en 

présence d’inhibiteurs de protéases sans EDTA (Complete, Roche) pendant 20 min dans la 

glace. Après 1 h de centrifugation à 13000xg à 4°C,  le surnageant contenant les protéines à 

analyser est récupéré. 

Dans le cas de l’analyse des polysomes, le milieu des cellules est retiré 30 min avant la lyse 

et remplacé par du DMEM contenant 0,1 mg / ml de cycloheximide. Les cellules sont ensuite 

récoltées et lysées comme précedemment en complétant la solution de lyse avec 0,1 mg / ml 

de cycloheximide et 2U / µl de RNasine (Promega).  

b. Western blots 

Après quantification des protéines par la technique de Bradford, 30 µg de protéines totales 

sont déposés sur un gel gradient de 4-12 % NuPAGE (Invitrogen). La migration 

électrophorétique s’effectue dans du tampon MOPS à 200 V pendant environ 1 h à 

température ambiante. Les protéines du gel sont alors transférées sur une membrane de 

nylon (Hybond P, Amersham) de la façon suivante : 

– La membrane de nylon est tout d’abord activée dans du méthanol pendant 10 s, 

rincée 5 min dans l’eau puis équilibrée dans le tampon de transfert (25 mM bicine, 25 mM 

Bis-Tris,1 mM EDTA et 10 % méthanol) pendant 15 min. 

– Le gel est ensuite déposé sur la membrane de nylon et l’ensemble est placé entre 

deux feuilles de papier Whatman imprégnées du tampon de transfert. 

– Le transfert des protéines sur la membrane est ensuite réalisé en condition liquide 

dans l’appareil XCell II Blot Module (Invitrogen) pendant 1 h à 30 V. 

Après transfert, la membrane est découpée en deux au-dessus du marqueur de poids 

moléculaire de 25 kDa afin de détecter chaque partie par des anticorps différents. Les sites 

de fixation non spécifiques de la membrane sont bloqués pendant 1 h sous agitation à 

température ambiante dans du TNT 1x (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1 % triton 

X-100) complémenté de lait (4 %). Un anticorps primaire spécifique de la protéine à détecter 

(A3G ou Vif) (dilué au 1 / 10000e) est additionné à la solution de blocage et l’incubation se 

poursuit à 4°C pendant une nuit. Après deux lavages  dans la solution TNT 1x, la membrane 

est incubée de nouveau dans du TNT 1x supplémenté d’un anticorps secondaire couplé à la 

péroxydase spécifique de l’espèce de production de l’anticorps primaire (souris ou lapin). 

Après 1 h à 4°C, la membrane est lavée deux fois da ns la solution de TNT 1x pendant 5 min 

et une fois dans la solution TN 1x (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl) pendant 5 min. 

Les protéines sont ensuite révélées par chémoluminescence après incubation de la 
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membrane dans un milieu ECL (Enhanced ChemiLuminescence) (Pierce Western Blotting 

Substrate) pendant 1 min.  

Après révélation, la partie haute des membranes est lavée deux fois au TNT 1x pendant 5 

min à température ambiante puis les anticorps sont décrochés par un traitement de la 

membrane à 50°C pendant 30 min dans 100 mM β-Mercaptoéthanol, 2 % SDS, 62,5 mM 

Tris-HCl (pH 6,8 à 50°C). La membrane est ensuite l avée deux fois dans du TNT 1x et prête 

à être sondée avec un autre anticorps primaire, l’anticorps anti-β-actine dans notre cas. 

c. Analyse du profil des polysomes 

Après centrifugation des lysats et quantification de protéines (cf paragraphe D.3.a), le 

surnageant est déposé sur un gradient de sucrose continu 7-47 % dans 10 mM Tris-HCl pH 

7,4 à 25°C, 250 mM KCl et 10 mM MgCl 2. Les gradients sont ultracentrifugés à 86000xg 

pendant 3 h à 4°C. Des fractions de 440 µl sont pré levées et l’absorbance de chacune des 

fractions est mesurée à 280 nm. Le volume est ensuite séparé en deux parties égales qui 

seront indépendamment analysés pour leur contenu en ARN et en protéines. 

i. Analyse des protéines 

Les fractions recueillies du gradient n’étant pas assez concentrées pour une analyse par 

western blot, les échantillons sont précipités au TCA-DOC. Brièvement, 220 µl de protéines 

sont incubées avec 0,0015 % désoxycholate de sodium (DOC), H20 qsp 1 ml puis agitées à 

température ambiante pendant 5 min. L’ajout de 0,5 % de TCA (acide TriChloroAcétique) 

induit la précipitation des protéines qui sont centrifugées à 13000xg pendant 10 min. Le 

surnageant est retiré avec précaution, le culot séché au speedvac (Savant, ThermoScientific) 

3 min et resuspendu dans 30 µl NaOH 0,1 N. Les protéines sont ensuite analysées par 

western blot comme précédemment et détectées avec les anticorps anti-A3G, -Vif, -L11 et –

β actine. 

ii. Analyse des ARN cellulaires 

● Extraction des ARN cellulaires  

Les fractions recueillies sont dans un premier temps digérées à la DNase I (Roche) pendant 

1 h à 37°C afin d’éliminer l’ADN cellulaire et plas midique. Dans un second temps, les ARN 

sont extraits par traitement au Tri-Reagent et précipités à l’éthanol. 
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● RT-PCR 

Une partie des ARN cellulaires est renaturée en présence de 100 pmol oligodT par 

chauffage pendant 5 min à 90°C et refroidis 5 min d ans la glace. Les ARN cellulaires sont 

rétrotranscrits en ADNc par incubation avec 5 U de la RT d’AMV (MP Biomedicals) pendant 

2 h à 45°C en présence de 20 U RNasine, 50 mM Tris- HCl pH 8,3 à 25°C, 75 mM AcK, 8 

mM AcMg, 10 mM DTT, 20 mM de chaque dNTP. Les ADNc produits sont amplifiés par PCR 

avec des amorces spécifiques de chaque construction à analyser. Les fragments amplifiés 

sont déposés sur gel agarose 0,8 %. 

 

L’autre partie des ARN non rétro-transcrits est déposée sur gel agarose 0,8 % afin de 

visualiser les ARNr. 
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RESULTATS & DISCUSSIONS 

I. Etude de la fixation de Vif sur l’ARNm d’A3G 

A. Introduction et objectif 

Les protéines cellulaires et virales sont impliquées dans diverses voies qui ont toutes comme 

point commun la régulation de l’activité de la cellule et / ou de la production de la particule 

virale. Les protéines liant l’ARN font partie intégrante de ce mécanisme. En effet, leur liaison 

à l’ARN peut avoir diverses conséquences selon le type d’ARN considéré : régulation de la 

traduction dans le cas d’un ARNm, équilibre entre expression et encapsidation pour l’ARNg 

des rétrovirus, transport nucléo-cytoplasmique… 

 

La protéine Vif du VIH-1 possède un domaine de liaison aux ARN localisé en N-terminal 
118,247 qui lui confère, malgré sa haute basicité, une spécificité de fixation aux ARN. En effet, 

alors que Vif interagit avec des homopolymères d’adénines ou de guanines en présence 

d’une forte concentration saline (0,5 M NaCl), Vif ne présente aucune affinité pour des 

homopolymères de cytidines ou d’uraciles 247. De plus, Vif n’interagit pas avec l’ARNm de la 

β-globine, l’ARNr 5S ou encore avec les ARNt d’E.coli 95,247. Dans notre laboratoire, Simon 

Henriet a également montré que Vif fixe plusieurs fragments dérivés de la région 5’ de 

l’ARNg du VIH-1 95.  

Des substitutions des résidus W11, Y30 et Y40 en alanine réduisent très fortement la fixation 

de Vif à des homopolymères de guanines et à un ARN correspondant aux nucléotides 5104-

5287 de l’ARNg du VIH-1. Par ailleurs, les virus porteurs de ces mutations ne sont pas 

infectieux dans les cellules restrictives 247, suggérant que la capacité de Vif à fixer l’ARN est 

cruciale. De plus, Vif est encapsidée dans la particule virale via des interactions avec l’ARNg 

et le précurseur Gag 118 et régule le processus de transcription inverse en modulant l’activité 

de la NC et en diminuant les pauses de la RT (activité ARN chaperone) 96.  

Vif est une protéine multimérique 240. Cette capacité d’assemblage est essentielle pour la 

production de virions infectieux 58,146,239. En effet, l’association de peptides mimant le 

domaine de multimérisation d’une part réduit la multimérisation de la protéine Vif et d’autre 

part diminue fortement l’infectivité des particules virales 239. La première explication a été 

apportée par Miller et al. qui, par ajout d’un peptide antagoniste du domaine de 

multimérisation de Vif, ont montré que la quantité d’A3G incorporée dans le virion 
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augmentait, induisant une diminution de l’infectivité des particules virales 146. Une étude 

récente a analysé la cause de cette augmentation d’A3G encapsidée et a montré que Vif ne 

pouvant plus multimériser a perdu sa capacité à interagir avec A3G mais a conservé sa 

faculté de recruter l’ElonginC et la Culline 5 58 : A3G n’est donc plus dégradée et est 

encapsidée dans le virion où le mécanisme de restriction peut commencer. 

 

Nous nous sommes intéressés à la fixation de Vif à l’ARNm d’A3G en étudiant plusieurs 

constructions de l’ARNm d’A3G correspondant à diverses régions de l’ARNm dans le but 

d’identifier celles pour lesquelles Vif présente la meilleure affinité. Nous avons également 

analysé l’implication du domaine de multimérisation (161PPLP164) de Vif dans la fixation à 

l’ARNm d’A3G. Ainsi, l’étude de l’interaction de Vif avec l’ARN a été menée avec deux 

protéines : la protéine sauvage et une protéine mutante dans le domaine de multimérisation, 

Vif AALA.  

B. Résultats 

1. Purification des protéines Vif WT et AALA 

Les protéines Vif WT et AALA ont été surproduites dans les bactéries BL21 DE3 puis 

purifiées en conditions dénaturantes par chromatographie d’affinité sur une colonne Ni-NTA. 

Des changements de souche bactérienne, de température de culture et d’induction, de 

concentration d’IPTG ainsi que différentes constructions de Vif ont été testées dans le but de 

rendre les protéines solubles et de les purifier en conditions natives. Cependant, aucune de 

ces conditions n’a permis de changer l’état d’agrégation de Vif dans les bactéries. Ces tests 

nous auront néanmoins permis d’optimiser les conditions de surexpression de la protéine Vif 

WT et de trouver celles de la protéine Vif AALA (figure 33). 
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Figure 33 : (a) Spectre d’absorption à 280 nm des protéines purifiées sur colonne Ni-NTA. (b) 
Analyse des fractions éluées à pH 5 sur gel SDS-PAGE 12,5% et coloré au bleu de coomassie. 

A la fin de la purification, la pureté de Vif est analysée sur gel SDS-PAGE (figure 33b), les 

fractions sont ensuite rassemblées puis dialysées très lentement afin de retirer 

progressivement l’agent dénaturant et permettre aux protéines de se replier. Plusieurs 

conditions de renaturation pour Vif AALA ont été testées (tableau 7, page 70). Le point 

commun des tampons permettant de retrouver la protéine dans la phase soluble est leur 

teneur en arginine (550 mM). L’arginine n’a pas d’effet direct sur le repliement de la protéine, 

mais elle permet d’augmenter sa solubilité en diminuant l’agrégation 4. Après avoir vérifié 

que la protéine Vif AALA ne précipite pas dans la solution utilisée pour Vif WT supplémentée 

de 550 mM arginine, la dialyse a été effectuée dans ce tampon. 

Une fois la dialyse terminée, la protéine est concentrée. Afin de limiter la formation 

d’agrégats lors de cette étape, plusieurs techniques de concentration (notamment par 

Microcon, Millipore) ont été testées. Parmi elles, la mise en contact de la membrane de 

dialyse avec du PEG 35000 solide a été retenue. Plusieurs températures ainsi que 

différentes concentrations de glycérol ont également été testées pour conserver la protéine. 

Finalement, les protéines Vif sont conservées à 4°C  dans 50 mM MOPS, 150 mM NaCl, 10 
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% glycérol pH 6,5 pour la protéine sauvage et dans le même tampon supplémenté de 550 

mM arginine pour la protéine mutée. 

2. Fixation de Vif sur l’ARNm d’A3G et rôle du domaine de 

multimérisation 

a. Rétention sur filtres de nitrocellulose 

Cette technique nous permet d’étudier la fixation de Vif sur différentes régions de l’ARNm 

d’A3G. Les ARN d’A3G marqués radioactivement sont incubés avec des concentrations 

croissantes de la protéine Vif WT ou AALA. Le mélange réactionnel comportant l’ARN et la 

protéine Vif non liés ainsi que les complexes ARN / Vif formés est ensuite disposé sur des 

filtres de nitrocellulose puis filtrés. La filtration permet de retenir uniquement les complexes 

ARN / Vif qui seront ensuite analysés par scintillation. Cette technique nous permet d’obtenir 

une courbe d’affinité qui est ensuite analysée en appliquant le formalisme de Hill. Cette 

équation permet d’extraire la constante de dissociation, Kd, qui correspond à la 

concentration de la protéine Vif pour laquelle 50 % des ARN sont retenus sur les filtres et le 

paramètre de coopérativité (coefficient de Hill, n). Ainsi, n > 1 correspond à une fixation 

coopérative alors que n = 1 indique une liaison non coopérative. 

Nous avons étudié la fixation des protéines Vif WT (figure 34a) et AALA (figure 34b) à 

l’ARNm d’A3G ou à des fragments correspondant à l’ARNm délété de la région 5’UTR, 

3’UTR ou des deux (dans ce cas, l’ARN représente uniquement la séquence codante) ainsi 

qu’à un ARN correspondant uniquement à la partie 5’UTR ou à la séquence 3’UTR d’A3G 

(tableau 6, page 66). 

Les protéines Vif WT et AALA fixent tous les fragments correspondant à différentes parties 

de l’ARNm d’A3G. La forme sigmoïde des courbes d’affinité suggère que la liaison aux ARN 

est coopérative. De plus, la valeur du facteur de coopérativité (n) montre que la coopérativité 

de cette fixation est moyenne et varie peu selon l’ARN étudié. 

La protéine Vif WT lie les régions UTR de l’ARNm d’A3G avec différentes affinités (figure 

34a). En effet, alors que Vif WT fixe avec une affinité moyenne la région 5’UTR (Kd = 115 ± 

4 nM), cette protéine présente la meilleure affinité pour l’ARN A3G 3’UTR (Kd = 57 ± 2 nM). 

La délétion de cette région dans l’ARNm d’A3G (A3G ∆UTR et A3G ∆3’UTR) conduit à une 

augmentation de la constante de dissociation (Kd ~ 150 nM). Malgré la présence de la région 

3’UTR, Vif WT fixe avec une affinité moyenne les ARNm d’A3G complet ou délété 

uniquement de la région 5’UTR (Kd ~ 115 nM). Ce résultat suggère que les valeurs 
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déterminées ne correspondent pas à la constante de dissociation pour le site de plus haute 

affinité présent sur l’ARN mais plutôt à une moyenne des constantes d’affinité de l’ensemble 

des sites de liaison. 

 

Figure 34 : Courbes d’affinité des protéines Vif WT (a) et AALA (b) pour les différents fragments 
de l’ARNm d’A3G. Ici représentés l’ARNm complet d’A3G (rouge), l’ARNm A3G∆UTR (vert) 
et la région 3’UTR d’A3G (bleu).  

Comparée à la protéine Vif WT, la protéine Vif AALA présente peu d’affinité pour la région 

3’UTR (Kd = 204 ± 8 nM) (figure 34b). De plus, toutes les valeurs des constantes de 

dissociation sont augmentées d’un facteur deux à quatre selon l’ARN d’A3G étudié. Ces 

résultats suggèrent que le domaine de multimérisation est important pour la fixation aux ARN 

et confère la spécificité d’interaction entre la protéine Vif et ses ARN cibles. Le peu de 

variation existant entre les facteurs de coopérativité mesurés dans le cas des deux protéines 

Vif indique également que le motif d’oligomérisation n’intervient pas dans la coopérativité de 

fixation. 
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Ces mêmes expériences ont également été réalisées avec une protéine Vif tronquée 

correspondant aux acides aminés 103-144 

(103ADQLIHLYYFDCFSESAIRKAILGYRVSPRC EYQAGHNKVGS144) contenant le doigt de 

zinc (en gras) dont les résidus liant l’atome de zinc sont soulignés. Différentes 

concentrations de ce peptide (jusqu’à 60 µM) et de chlorure de zinc ont été testées. Dans 

toutes les conditions, le motif de doigt de zinc de Vif ne fixe aucun des ARN A3G suggérant 

que ce domaine ne contribue pas à la fixation de Vif à l’ARN. 

b. Spectroscopie de fluorescence 

L’étude d’interactions entre macromolécules par spectroscopie de fluorescence exploite les 

propriétés de fluorescence des acides aminés aromatiques. Le signal de fluorescence varie 

selon l’environnement et selon l’accessibilité au solvant des résidus aromatiques plus ou 

moins enfouis dans la structure tertiaire de la protéine. Cette propriété permet de suivre de 

manière indirecte les interactions entre une protéine fluorescente et ses ligands.  

La protéine Vif possède de nombreux résidus tryptophanes présents essentiellement dans la 

région N-terminale : six localisés dans le NTD et deux dans la partie centrale. Cette 

extrémité N-terminale correspond au domaine de liaison à l’ARN 118,247 et de ce fait, la 

fluorescence de Vif est très sensible à la fixation des ARN. 

Les expériences de spectroscopie de fluorescence ont été effectuées en collaboration avec 

le Dr Serena Bernacchi, chargée de recherche dans notre équipe. L’interaction entre Vif et 

l’ARN A3G induit une diminution de l’intensité de fluorescence due à un enfouissement des 

résidus tryptophanes dans la structure ou à la contribution directe de ces acides aminés 

dans la fixation. Les courbes d’affinité obtenues sont analysées à l’aide du modèle de 

McGhee et von Hippel décrivant la fixation coopérative d’une protéine sur un acide nucléique 
144. Cette équation nous permet de déterminer la constante de dissociation Kd, le facteur de 

coopérativité ω ainsi que la stœchiométrie de la fixation. 

Ces expériences ont été menées avec la protéine Vif WT sur les fragments correspondant à 

différentes parties de l’ARNm d’A3G (figure 35). 
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Figure 35 : (a) Résultats des expériences analysées avec l’équation de MacGhee et von Hippel. (b) 
Représentation de Scatchard des données de fixation de la protéine Vif WT aux ARN A3G 
∆UTR (vert), A3G 5’UTR (jaune) et A3G 3’UTR (bleu). 

La protéine Vif WT fixe toutes les régions de l’ARNm d’A3G avec une affinité similaire 

exceptée pour la région 5’UTR (figure 35a). De même, le facteur de coopérativité ω est 

similaire et moyen (~ 100) pour tous les fragments testés sauf pour l’ARN A3G 5’UTR où il 

atteint le maximum (= 254). La stœchiométrie de la réaction est de 2-3 protéines Vif fixées 

sur la région codante et 3-4 sur les UTR. Ainsi, la proportion de Vif sur les UTR est d’environ 

une protéine pour 100 nts et diminue à une protéine pour 400 nts dans le cas de la région 

codante de l’ARNm d’A3G. 
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Les constantes de dissociation déterminées par utilisation du formalisme de McGhee et von 

Hippel correspondent à la moyenne des affinités pour l’ensemble des sites de fixation de Vif 

sur l’ARNm. Afin d’avoir une estimation de la constante de fixation de Vif pour le site de plus 

haute affinité présent dans chaque ARN, les données de fluorescence ont été ré-analysées 

avec l’équation de Scatchard. De manière attendue, ces constantes d’affinité sont plus 

faibles que les valeurs moyennes déterminées par l’équation de McGhee et von Hippel 

(figure 35b). Ces résultats montrent que Vif fixe de façon similaire le site de plus haute 

affinité présent dans la séquence codante ou dans les UTR de l’ARNm d’A3G avec une forte 

affinité (Kd ~ 25 nM). 

c. Cartographie en solution et empreinte 

La technique de cartographie en solution permet d’étudier le repliement des ARN. L’emploi 

de sondes enzymatiques (RNase A, T1 et V1) et chimiques (DMS et CMCT) permet de 

tester l’accessibilité de chaque nucléotide et ainsi de construire un modèle de structure 

secondaire de l’ARN étudié. Les conditions expérimentales de cartographie doivent 

introduire statistiquement au plus une modification ou coupure par molécule. Les 

modifications / protections sont détectées par extension d’amorce par la RT, la 

polymérisation s’arrêtant au nucléotide précédant le résidu modifié. Un contrôle d’élongation 

de l’ARN non modifié permet de détecter les pauses de la RT dues à la présence de 

structures stables ou à des coupures spontanées de l’ARN. La position des nucléotides 

accessibles est repérée par référence à un séquençage effectué selon la technique de 

Senger 180. 

En collaboration avec Delphine Richer, assistante ingénieur dans notre équipe, nous avons 

étudié la structure secondaire des régions non traduites de l’ARNm d’A3G. Les modifications 

de l’ARN sont effectuées en absence (cartographie) ou en présence (empreinte) de la 

protéine Vif WT afin d’identifier les séquences impliquées dans la fixation de Vif. 

Les expériences de cartographie et d’empreinte ont été effectuées sur des ARN 

correspondant soit à la séquence 5’UTR (figure 36) soit à la région 3’UTR d’A3G (figure 37). 

Des résultats similaires sont obtenus lorsque les études sont menées sur l’ARNm complet 

d’A3G suggérant que les UTR se replient indépendamment de la région codante. 

i. La région 5’UTR 

Nos expériences de cartographie en solution permettent d’établir un modèle de la structure 

secondaire de la 5’UTR de l’ARNm d’A3G. Cette région se replie en trois domaines  
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Figure 36 : Modèle de la structure secondaire de la région 5’UTR de l’ARNm d’A3G. 
Autoradiographies des ARN modifiés au DMS (a) ou clivés par la RNase V1 après protection par 
Vif (b)  
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confirment leur existence au niveau de région simple brin. Les résidus dans les tiges des 

domaines 1, 2 et 3 ne sont généralement pas modifiés exceptés ceux présents aux 

extrémités des hélices (boucles). Ces résultats sont en accord avec l’existence de trois 

structures en tige-boucle confirmé par les coupures à la RNase V1 dans les domaines 1 et 3. 

De plus, la plupart des nucléotides modélisés dans les régions simple brin sont modifiés et / 

ou clivés par les sondes chimiques et enzymatiques utilisées. L’unique région du modèle 

dont la structure est ambiguë se situe entre les nts 52-55 de la boucle interne de la tige-

boucle D1. Cette boucle est en effet clivée à la fois par les RNases A et V1 et modifiée par le 

DMS et le CMCT suggérant que ces nts sont non-appariés mais empilés. 

Le domaine 1 présente un site de fixation de faible affinité (observée uniquement à 3 µM de 

Vif) au niveau des résidus 46-50. Alors que plusieurs empreintes de Vif sont détectées dans 

le dernier domaine, aucune n’est observée dans la tige-boucle 2. Dans le domaine 3, trois 

sites de fixation de Vif ont été précisément déterminés : (1) entre les nts 212-218 localisés 

dans la partie inférieure de l’hélice 3, (2) au niveau des résidus 257-262 et (3) et des nts 

265-267. Ces derniers sites contigus pourraient également ne représenter qu’un site de 

fixation pour la protéine Vif. 

ii. La région 3’UTR 

De façon similaire à la région 5’UTR, le modèle de structure secondaire de la 3’UTR montre 

une organisation de cette région en trois domaines (3’D1, 3’D2 et 3’D3) séparés par des 

jonctions simple brin (3’J12 et 3’J23) (figure 37). La jonction 3’J23 est hautement réactive 

aux sondes chimiques alors que les résidus de 3’J12 sont faiblement modifiés. En effet, cette 

jonction participerait à la formation d’une hélice avec les résidus de l’extrémité 3’ de la région 

3’UTR. Les nts de la tige 1 ne sont pas réactifs excepté ceux localisés au niveau de boucle, 

suggérant une organisation de ce domaine en tige-boucle. La structure du domaine D2 

déterminée par l’utilisation des sondes chimiques et enzymatiques est globalement en 

accord avec notre modèle. La tige supérieure de D2 composée uniquement d’appariements 

A-U et G-U est très instable et pourrait ne pas exister. Nos données de cartographie sont 

également en faveur d’une organisation du domaine 3 en tige-boucle excepté pour la partie 

inférieure de l’hélice. En effet, cette tige pourrait ne pas être présente ou adopter des 

conformations alternatives suggérées par les clivages aux mêmes positions par la RNase A 

et la RNase V1 (nts 1643-1648). 

Les empreintes de Vif sont observées dans les trois domaines de la région 3’UTR. Dans le 

premier domaine, les protections induites par Vif recouvrent de courtes régions. Trois autres 
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Figure 37 : Modèle de la structure secondaire de la région 3’UTR de l’ARNm d’A3G. 
Autoradiographies des ARN modifiés au CMCT (a) ou clivés par la RNase V1 après protection 
par Vif (b)  
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sites sont également protégés par Vif : deux dans le domaine 2 et une longue suite de 

résidus dans le dernier domaine (nts 1643-1654). Ce long enchainement de nts pourrait 

aussi représenter deux sites de fixation contigus pour la protéine Vif. De manière 

intéressante, l’inhibition du clivage à la RNase V1 de cette région est observée à la plus 

faible concentration de Vif (0,3 µM) alors que les protections précédentes sont produites 

uniquement à des concentrations élevées suggérant la présence d’un site de plus haute 

affinité. 

C. Article : Vif lie l’ARNm d’A3G et inhibe sa traduction 

 

Manuscrit soumis à NAR 
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ABSTRACT  

The HIV-1 viral infectivity factor (Vif) allows productive infection of non-permissive cells 

(including most natural HIV-1 targets) by counteracting the cellular cytosine deaminases 

hA3G and hA3F.  The Vif-induced degradation of  these restriction factors by the 

proteasome has been extensively studied, but little is known about the translational 

repression of hA3G and hA3F by Vif, which has also been proposed to participate in Vif 

function. Here we studied Vif binding to hA3G mRNA and its role in translational repression.  

Filter binding assays and fluorescence titration curves revealed that Vif tightly binds to hA3G 

mRNA. Vif overall binding affinity was higher for the 3’ untranslated region (UTR) than for the 

5’UTR, even though this region contained at least one high affinity Vif binding site (apparent 

Kd = 23 nM).  Mutating the Vif multimerization domain reduced the affinity and specificity of 

Vif for hA3G mRNA. Several Vif binding site were identified in 5’ and 3’ UTRs using RNase 

footprinting. In vitro translation evidenced that Vif inhibited hA3G translation by two 

mechanisms: a main time-independent process requiring the 5’-UTR and an additional time-

dependent, UTR-independent process.  Vif-induced translational repression of hA3G was not 

affected by mutating the Vif multimerization domain. 

 

 

 



RESULTATS & DISCUSSIONS I. Etude de la fixation de Vif sur l’ARNm d’A3G 

 - II - 

INTRODUCTION 

The human immunodeficiency virus-type 1 (HIV-1) infects primary T-cells, 

macrophages and monocytes, ultimately leading to the destruction of the immune system, 

infection by opportunistic pathogens, and death, if its replication cannot be inhibited. 

However, these cell lineages possess an innate defense system directed against 

retroviruses, retrotransposons and retroelements, and HIV-1 had to develop a 

countermeasure against this protective system in order to be able to infect them. Primary T-

cells, macrophages and monocytes, as well as some lymphocyte-derived cell lines, 

collectively named non-permissive cells, express two related cytosine deaminases, 

APOBEC3G (hA3G) and APOBEC3F (hA3F) that restrict HIV-1 replication (1,2). However, 

these antiviral factors are counteracted by the HIV-1 viral infectivity factor (Vif), a basic 23 

kDa protein required for HIV-1 propagation in vivo and pathogenesis (1,2) (for reviews, see 

(3-5)). 

The N- and C-terminal domains of hA3G and hA3F possess significant similarity to 

APOBEC1, the catalytic subunit of the mammalian apolipoprotein B mRNA editing enzyme. 

The APOBEC family includes the cellular cytidine deaminases APOBEC1, APOBEC2, 

APOBEC3, APOBEC4 and the activation-induced deaminase (AID). In humans, there are 

seven apobec3 genes coding for hA3A, hA3B, hA3C, hA3DE, hA3F, hA3G, and hA3H (3-6). 

Among these proteins, hA3G has the most potent anti-HIV-1 activity, while the activity of 

hA3F is weaker but significant, and the anti-HIV-1 activity of hA3DE is very weak (3,4). Other 

APOBEC3 members display potent activities against various viruses and retroelements (3). 

In the absence of Vif (i.e. in HIV-1 ∆vif) hA3G and hA3F are incorporated into HIV-1 and they 

catalyze cytosine deamination during (-) strand DNA synthesis, ultimately resulting in (i) 

degradation of the viral DNA and/or (ii) lethal hypermutagenesis (1,2,7-12). Notably, 

accumulating evidence shows that catalytically inactive hA3G and hA3F mutants also 

significantly inhibit HIV-1 DNA synthesis and replication (for reviews, see (3-5)), and some of 

the antiviral effects of these proteins might not require packaging into the viral particles. 

HIV-1 Vif decreases the intracellular concentration of hA3G and hA3F and prevents 

their incorporation into HIV-1 particles (7-9,13-16). HIV-1 Vif suppresses hA3G and hA3F 

antiviral functions by hijacking a cellular E3 ubiquitin ligase and inducing their degradation by 

the 26S proteasome (8,10-12,16-18). Even though the Vif induced-degradation of hA3G by 

the 26S proteasome has been extensively studied, it is not the only mechanism, and possibly 

not the main mechanism, by which Vif counteracts hA3G and hA3F. Indeed, Vif has been 

shown to be able to inhibit packaging and antiviral activity of a degradation resistant hA3G 

variant (19). In one of the first publications in the field, Landau and coworkers reported a 4.6-

fold reduction of hAG3 synthesis in the presence of Vif and concluded that Vif-induced 
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degradation of hA3G does not appear to be the primary mechanism by which it blocked 

hA3G encapsidation (7). It is possible that the Vif -induced, proteasome-dependent, 

degradation of Vif was underestimated in this study (8,10), but the effect of Vif on hA3G 

synthesis was confirmed by several independent groups (10,13). The mechanism by which 

Vif downregulates hA3G translation has never been studied.  

Recently, we showed that Vif binds the 5’ region of the HIV-1 genomic RNA with high 

affinity and moderate cooperativity (20,21), and that Vif has an RNA chaperone activity (22). 

In addition, mutations reducing the affinity of Vif for RNA have been shown to diminish viral 

replication in non-permissive cells (23), suggesting that RNA binding plays a central role in 

Vif function. We therefore studied binding of HIV-1 Vif to hA3G mRNA by biochemical and 

biophysical methods. As the 5’ and 3’ untranslated regions (UTRs) of mRNAs are often 

involved in negative translational control by proteins (24,25), we compared Vif binding to the 

full-length mRNA and RNA fragments corresponding to the 5’ and 3’ UTRs and to the hA3G 

coding region. Our results showed that wild-type Vif has a high affinity for the hA3G mRNA, 

and especially for its 3’ UTR. The specificity and high affinity for the 3’-UTR were lost in a Vif 

mutant that was unable to multimerize. Using chemical and enzymatic footprinting, we 

identified several Vif binding sites not only in the 3’ UTR, but also in the 5’-UTR of hA3G 

mRNA. Finally, we compared the effect of Vif on the in vitro translation of full-length hA3G 

mRNA and mRNAs lacking the 5’ or/and 3’ UTR(s) regions.  Vif had two negative effects on 

hA3G translation: a time-dependent, UTR independent affect and a more important time-

independent effect that required the 5’ UTR. Our results suggest that Vif binding to hA3G 

mRNA, and particularly to its 5’ UTR might be crucial for Vif function, by downregulating 

hA3G translation. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Plasmid construction 

The DNA sequence corresponding to hA3G was obtained after polyA+ mRNA isolation 

from H9 cells (PolyATtract® mRNA Isolation Systems - Promega) and RT-PCR analysis 

(Superscript® – Invitrogen) using a sense primer corresponding to the major transcription 

site defined by Muckenfuss et al. (26) and an antisense primer corresponding to the 3’ end of 

the 3’UTR (Table 1). Amplified PCR products containing the entire APO3G mRNA sequence 

were digested by EcoRI and XbaI and ligated into pCMV6-XL5 previously digested with the 

same restriction enzymes. Fragments corresponding to the 5’UTR, the 3’UTR, or the coding 

region +/- the 5’ and/or the 3’UTR of APO3G mRNA were PCR amplified using primers listed 

in Table 1 and cloned into pCR TOPO 2.1 (Invitrogen), for in vitro run off transcription, and 
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pCMV6-XL5, for in vitro translation assays. The resulting plasmids pCMV-hA3G, pCMV-

hA3G∆UTR, pCMV-hA3G∆5’UTR, and pCMV-hA3G∆3’UTR contain nucleotides 1-1771, 

298-1452, 298-1771 and 1-1432 of human APO3G, respectively and pTOPO-hA3G-5’UTR 

and pTOPO-hA3G-3’UTR contain nucleotides 1-297 and 1454-1771 respectively. The inserts 

of all plasmids were checked by sequence analysis. All nucleotide positions refer to the 

transcription start site of the major isoform corresponding to hA3G mRNA in human T cell 

lines A3.01 (26).  

Plasmid pD10 WT-Vif containing a 6His-tag fused at the N terminal domain of Vif 

lacking the methionine initiation codon was used to perform site-directed mutagenesis 

(QuickChange mutagenesis – Stratagene) to obtain a Vif protein mutated in the 

multimerization domain 161PPLP164. The proline residues were replaced by alanines using 

oligonucleotides vif-M1 et vif-M2 as indicated in Table 1. The presence of the mutation was 

checked in the resulting plasmid, pD10 AALA-Vif, by DNA sequencing. 

RNA synthesis and labeling 

After linearization of plasmids pCMV-hA3G, pCMV-hA3G∆UTR, pCMV-hA3G∆5’UTR, 

pCMV-hA3G∆3’UTR, pCRTOP-hA3G5’UTR or pCRTOPO-hA3G3’UTR by StuI or XbaI, in 

vitro transcription was performed with bacteriophage T7 RNA polymerase in presence of α-
32P ATP (Amersham) as previously described (27). Internally labeled RNA was purified on 

denaturing polyacrylamide gels or on agarose gels. 

Recombinant Vif proteins 

Plasmid pD10WTVif or pD10AALAVif was transformed and expressed in Escherichia 

coli BL21 cells as described (28). Protein concentration was determined 

spectrophotometrically using an extinction coefficient of 43,040 cm-1•M-1 at 280 nm.  

Filter binding assays  

Internally 32P-labeled full-length or truncated hA3G mRNA (20,000 cpm, final 

concentration < 2 nM) and 1.5 µg of unlabeled E. coli total tRNA in 5 µl of Milli-Q (Millipore) 

water were heated for 2 min at 90°C and chilled on ice for 2 min. After addition of tenfold 

concentrated binding buffer (final concentrations: 30 mM Tris–HCl (pH 7.5), 300 mM NaCl, 

2.5 mM MgCl2), 1.4 mM β-mercaptoethanol and five units of RNasin (Promega), RNA was 

renatured for 15 min at 37°C. In parallel, Vif prot eins were renatured for 15 min at 37°C in 

binding buffer supplemented with 0.02% (w/v) bovine serum albumin, and added to RNA in a 

final volume of 60 µl. After incubation for 30 min at 37°C and for 30 min at 4°C in the 

presence of 0.01% Triton X-100, RNA–protein complexes were loaded onto 0.45 µm pore 

size cellulose filters (MultiscreenTM 96-well plate, Millipore), presoaked with 100 µl of binding 
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buffer. After three washes with 100 µl of icecold binding buffer, the filters were air-dried and 

the radioactivity remaining on the filters was determined by liquid scintillation counting.  

Quantitative analysis of filter-binding assays 

The hypothesis underlying filter binding assays is that all RNA-protein complexes are 

retained on the filter. As we previously showed that Vif binds RNA cooperatively (20,21), filter 

binding data can be analyzed using the Hill equation for cooperative binding (21). Curve 

fitting of the experimental data was performed with Origin7 or Prism5 softwares using 

equation: 

f =
L[ ]α H

Kd( )α H + L[ ]α H
        (Equation 1) 

where f corresponds to the RNA fraction retained on the filter, [L] is the protein 

concentration, αH is the Hill constant and is an index to the cooperativity and Kd is the ligand 

concentration at which 50% of the RNA is retained on the filter.  

Steady State Fluorescence Measurements 

Fluorescence experiments were recorded in quartz cells at 20 ± 0.5 °C on a Fluoromax-

4 fluorometer (HORIBA Jobin-Yvon). The excitation wavelength was 295 nm, the emission 

wavelength was scanned from 310 to 450 nm, the integration time was 0.1 s, and the 

excitation and emission bandwidths were 5 nm. Fluorescence titrations were performed by 

adding increasing amounts of nucleic acid to 100 nM or 50 nM Vif in 30 mM Tris-HCl (pH 

7.5), 200 mM NaCl, and 10 mM MgCl2.
  

Determination of Vif / RNA Binding Parameters 

To determine the binding parameters of Vif to the hA3G mRNA fragments, we 

measured the decrease of the fluorescence intensity, I, at a fixed concentration of protein in 

presence of increasing RNA concentrations. The fluorescence intensity was then converted 

into the intrinsic fluorescence quenching Qobs in Equation 2: 

 Qobs = I0 − I

I0

         (Equation 2) 

 with I0 corresponding to the protein fluorescence intensity in absence of nucleic acid. 

The number of consecutive nucleotides occluded upon binding of one ligand, n, the observed 

affinity, Kobs, and the cooperativity parameter, ω, were recovered using the model of McGhee 

and Von Hippel for cooperative binding (29), in Equation 3: 
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ν
L f

= Kobs ⋅ (1− nν ) ⋅
(2ω −1)(1− nν ) + ν − R[ ] n−1

2(ω −1)(1− nν )[ ] n−1 ⋅
1− (n +1)ν + R[ ] 2

2(1− nν )[ ] 2   (Equation 3) 

with R = {[1 - (n + 1)v]2 + 4 v(1 - nv)}1/2.  

 

Because the McGhee and Von Hippel model was derived with the simplifying 

assumption of an infinite lattice of binding sites, we introduced a correction factor taking into 

account the finite lattice size, N (30). The correction merely amounts to multiplying Equation 

3 by the factor 
N − n +1

N
 

For ω = 1, Equation 3 simplifies to Equation 4, which corresponds to the Scatchard 

formulation for non-interacting ligands:  

ν
L f

= Kobs ⋅ (1− nν ) ⋅ 1− nν
1− (n −1)ν
 

 
 

 

 
 

n−1

       (Equation 4) 

where ω corresponds to the binding density (mol of bound protein/mol of nucleotide), 

and Lf to the concentration of free protein. These quantities are linked by Equations 5, 6 and 

7 as described in (31):  

ν = Lb /Dt           (Equation 5) 

L f = Lt − Lb            (Equation 6) 

Lb = Lt Qobs /Qmax( )                                                                                 (Equation 7) 

where Dt is the total nucleotide concentration, Lt and Lb are the total and the bound 

protein concentrations, respectively, and Qmax corresponds to the maximal fluorescence 

quenching when all protein molecules are bound to nucleic acids. Fitting of experimental data 

with those equations was performed with an algorithm written with Mathematica (Wolfram 

Research) (20). 

Chemical modifications of RNA and enzymatic footpri nting 

Chemical modification experiments were performed on the full-length APO3G mRNA 

and on the hA3G-5’UTR and hA3G-3’UTR RNAs. RNAs were modified with DMS (Fluka), or 

CMCT (Merck) after a renaturation procedure in a high ionic strength buffer in the presence 

of 2 µg of E. coli total tRNA. For DMS modification, the reaction was carried out in buffer D1 

(50 mM sodium cacodylate, pH 7.5, 300 mM KCl, 5 mM MgCl2) for 4 and 8 min. at 37°C with 

DMS freshly diluted 1/20 (v/v) in ethanol. For CMCT, modifications were performed at 25°C 

in buffer D2 (100 mM sodium borate pH 8.0, 300 mM KCl and 5 mM MgCl2) with 5 µl of 
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freshly dissolved CMCT (42 mg/ml in water) for 15, 30 and 45 min. Reactions were stopped 

by precipitation in ethanol. Modified/protected bases were detected by extension of a 5’ 32P-

labeled primer with avian myeloblastosis virus reverse transcriptase (MP Bio-medicals) as 

previously described (21) and analyzed on denaturing 8 % polyacrylamide gels. 

Enzymatic footprinting experiments were performed on hA3G-5’UTR and hA3G-3’UTR 

RNAs in the presence of increasing concentrations of Vif using ribonuclease (RNase) V1, T1 

and A (Ambion). Briefly, RNA (1 µM) was renatured for 15 min in the presence of 2 µg of E. 

coli total tRNA in the buffer provided by the manufacturer. After addition of Vif protein (0, 0.5, 

1.0, 2.0 and 3.0 µM), Vif-RNA complexes were allowed to form for 30 min at 37°C and 30 

min at 4°C. RNases V1, T1 or A were then added and incubation was continued for 15 min at 

room temperature. Reactions were stopped by phenol/chloroform extraction and ethanol 

precipitation. Footprints were detected by primer extension as described above.  

In vitro translation assays 

The wild-type and mutant Vif proteins, and control AspRS were transcribed and 

translated for 90 min at 30°C using the Promega TNT  T7-coupled reticulocyte lysate system 

according to the manufacturer’s instructions. The synthesized Vif, Vif AALA or AspRS were 

added on ice to a new transcription/translation mix containing either pCMV-APO3G, 

APO3G∆UTR, APO3G∆5’UTR or APO3G∆3’UTR. The reaction media were then incubated 

for 15, 30, 45 or 60 min at 30°C and stopped on ice  by the addition of SDS-PAGE loading 

buffer. Proteins were then separated on 12,5% SDS-PAGE and analysed by 

autoradiography. 

 

RESULTS 

Filter binding assays 

In order to detect and analyze binding of wild type (WT) HIV-1 Vif to hA3G mRNA, we 

first performed filter binding assays using either full-length hA3G mRNA, mRNAs deleted of 

the 5’ or the 3’UTR, or RNA fragments corresponding to the 5’UTR, the hA3G coding region, 

or the 3’UTR, respectively (Fig. 1A). All binding curves displayed a sigmoid shape suggesting 

that binding of Vif to the hA3G mRNA and the fragments thereof is cooperative (Fig. 2A). The 

experimental data were adequately fitted with the Hill equation (Fig. 2A), and the apparent 

dissociation constants (Kd) and the Hill constant (αH), which reflect cooperativity, extracted 

from this analysis are summarized in Table 2. No cooperativity corresponds to αH = 1, while 

αH > 1 indicates positive cooperativity. In addition, αH gives a lower limit of the number of Vif 

binding sites on RNA. 
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Comparison of hA3G-∆UTR, hA3G-5’UTR, and hA3G-3’UTR RNAs showed that WT 

Vif bound to these three regions with significant affinity, especially as the binding buffer 

contained high salt concentration in order to reduced unspecific electrostatic interactions. 

However, Vif displayed a higher affinity for the 3’UTR of hA3G mRNA, while binding to the 

coding region was slightly weaker than to the 5’UTR (Fig. 2A and Table 2). These 

experiments suggested that the 3’UTR of hA3G mRNA contains at least one high affinity Vif 

binding site. In keeping with this interpretation, WT Vif binds tighter to hA3G and hA3G-

∆5’UTR RNAs, which contain the 3’ UTR, than to hA3G-∆3’UTR (Table 2). WT Vif appeared 

to bind all RNA fragments with moderate cooperativity. 

Unexpectedly, Vif bound hA3G and hA3G-∆5’UTR RNAs weaker than hA3G-3’UTR 

RNA, even though these three RNAs contain the same high affinity Vif binding site(s). This 

result revealed that the assumption that all RNA-protein complexes are retained with the 

same efficiency on the cellulose membrane was not fulfilled. Instead, retention of the RNA-

Vif complexes on the filter probably increased as an increasing number of proteins bound to 

the same RNA molecule. Even though a theoretical framework has been developed to 

determine the retention efficiency of RNA-protein complexes in filter binding experiments 

(32), it could not be applied to our experiments, which involved an unkown number of RNA-

protein complexes with different retention efficiencies. Thus, the Kd values in Table 2 do not 

correspond to the binding dissociation constant of Vif from the highest affinity binding site 

present in each RNA fragment, but correspond to a weighted average of the binding 

dissociation constants of all binding sites present on each RNA.  

As Vif multimerization is required to counteract the antiviral activity of hA3G (4,33-35), 

and as it would also help to explain the cooperative binding of this protein to hA3G mRNA, 

we mutated the Vif multimerization domain, which has been mapped to the 161PPLP164 

motif (Fig. 1) (36). Detailed characterization of the WT and mutant Vif proteins will be 

described elsewhere (Bernacchi, Mercenne, et al., in preparation). As compared to WT Vif, 

the mutant Vif AALA protein displayed very little preference for any of the RNA fragments we 

tested (Fig. 2 and Table 2). While the mutant Vif had a slightly stronger affinity for the 

isolated 3’UTR than for the 5’UTR, it also displayed a slightly better affinity for the hA3G-

∆3’UTR RNA than for the hA3G-∆5’UTR. Thus, it seems that the mutant Vif did not display 

any significant preference for one of the UTR or for the coding region of the hA3G mRNA. 

Taken together, these results indicate that the dimerization domain of Vif is required to confer 

specificity to Vif binding to RNA. However this domain was not required for cooperative 

binding, since αH values were consistently higher for Vif AALA than for WT Vif (Table 2). 
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Fluorescence spectroscopy  

In order to reinforce the conclusions drawn from the filter binding experiments, we 

studied Vif binding to the hA3G mRNA by fluorescence spectroscopy. HIV-1 Vif protein 

contains 8 Trp residues, including 7 that are located in the N-terminal region of Vif, which 

corresponds to the RNA binding domain (4,36). Thus, Vif displays a high intrinsic 

fluorescence that is quenched upon binding to nucleic acids (20). While increasing amounts 

of protein were used to titrate a negligible amount of RNA in the filter binding assays, a 

constant and non negligible amount (50 or 100 nM) of protein was titrated with increasing 

amount of nucleic acids in the fluorescence experiments. Thus, the same formalism could 

not be used to analyze the two kinds of binding curves, and we analyzed the fluorescence 

binding curves using the McGhee and von Hippel model for cooperative binding (see 

Material and Methods). 

Compared to the filter binding assays, fluorescence titrations consistently yielded lower 

Kobs (Table 3), as expected if several Vif proteins have to bind to a same RNA molecule to 

obtain complete retention of the complexes on the filters. Alternatively, this difference might 

also indicate that some Vif-RNA complexes dissociate during washing of the filters.  

However, both techniques indicated that WT Vif bound all RNA fragments with moderate 

cooperativity. Fluorescence titration curves revealed that WT Vif had a high affinity for hA3G-

3’UTR RNA, in agreement with filter binding assays, but also for hA3G-∆UTR RNA, a feature 

not observed in the previous experiments (Table 3). As a result, Vif also demonstrated a high 

affinity for all RNA fragments containing either the 3’UTR or the coding region of hA3G 

mRNA. Note that as binding cooperativity is not extremely high, the Kobs values derived from 

the fluorescence titrations are mean values of all binding events quenching the Vif 

fluorescence, whereas, as previous pointed out, the Kd values derived from the filter binding 

assay are affected by the differential retention of the Vif-RNA complexes on the filters. Thus, 

differences in the Kd and Kobs values obtained by these two techniques are not completely 

unexpected. 

The fluorescence binding curves also allowed determination of the binding 

stoichiometry of Vif to the various RNA fragments from the intersection of the initial slope 

with the fluorescence plateau (Table 3 and data not shown)(20). Indeed, only a limited 

number of Vif proteins bound to the full-length hA3G mRNA, with as few as 2 to 4 Vif 

molecules binding to the coding region, and the 3’ and 5’UTRs (Table 3). Thus the Vif 

binding density is ≤ 1 protein/ 100 nucleotides in the UTRs and ≤ 1/400 nucleotides in the 

hA3G coding region. 

In an attempt to get a better estimation of the binding affinity of Vif for the highest 

affinity binding site present in each of the hA3G-5’UTR, hA3G-∆UTR, and hA3G-3’UTR 
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RNAs, we analyzed the fluorescence binding data using the Scatchard equation (see 

Material and Methods). This analysis is justified because these RNAs bound only a few Vif 

molecules (Table 3). When plotting the fraction of the bound to unbound protein as a function 

of the fraction of bound protein, the fluorescence binding data was linear over a wide range 

of RNA concentration (Figure 3), indicating that these data can indeed be used to determine 

the Kd of Vif for the highest affinity binding site present in each RNA (KSca). Fitting such data 

with equation 4 yielded KSca values of 23, 26, and 40 nM for hA3G-5’UTR, hA3G-3’UTR, and 

hA3G-∆UTR RNAs, respectively.  Expectedly, these values are lower than the “mean values” 

obtained from the same data with the McGhee and von Hippel equation (Table 3). They 

reveal that the highest affinity binding sites present in the 5’ and 3’UTRs of hA3G mRNA bind 

Vif equally well, whereas binding to the highest affinity binding site located in the coding 

region is significantly weaker. 

RNA probing and footprinting of Vif  

To further investigate Vif binding to hA3G mRNA and its possible role in regulating 

hA3G translation, we next used chemical and enzymatic probing to determine the secondary 

structure of this mRNA and enzymatic footprinting to identify Vif binding sites. As the 5’ and 

3’UTRs play an important role in the translational regulation of many mRNAs (24,25), we 

focused our structural analysis on these regions.  

To test whether the 5’ and 3’UTRs fold independently or whether the interact with each 

other or with the hA3G coding region, we first incubated hA3G-5’UTR RNA with hA3G-

∆5’UTR RNA and hA3G-3’UTR RNA with hA3G-∆3’UTR in a high salt and Mg2+ buffer. 

Agarose gel electrophoresis performed at 4°C reveal ed no complex, strongly suggesting that 

no long range interaction takes place between the 5’UTR, the coding region, and the 3’UTR 

of the hA3G mRNA (data not shown) (37). Accordingly, no significant difference was found 

when chemical probing was performed on full length hA3G mRNA or on hA3G-5’UTR and 

hA3G-3’UTR RNAs (Figures 4 and 5, and data not shown). 

The 5’UTR of hA3G mRNA 

As indicated by probing with DMS, CMCT, RNAse A, and RNase T1, two chemicals 

and two RNases that specifically modify or cleave unpaired nucleotides, and RNase V1, 

which cuts paired and stacked residues, the 5’UTR of hA3G mRNA folds into three 

structured domains separated by single-stranded junctions (Figure 4). Most nucleotides in 

the 5’-J12 and 5’-J23 junctions were slightly to highly reactive towards chemical and 5’-J23 

was also cleaved by RNase A (Fig. 4A and D). The structure of the structured domains (5’-

D1 to 5’-D3) was also unambiguous. Most nucleotides in the stems were not reactive, except 

some moderate reactivity close to some helix ends. In addition, the existence of several 
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stems in 5’-D1 and 5’-D3 was confirmed by RNase V1 cuts (Fig. 4B, C, and D). On the other 

hand, as expected, most nucleotides that are single-stranded in our model were strongly 

modified by chemicals or/and cut by RNases A and T1 (Fig. 4A and D). The only ambiguous 

region in the 5’-UTR of hA3G mRNA is the 5’ strand of the upper internal loop of 5’-D1 (nts 

52-55). This loop was simultaneously cleaved by RNases A and V1, while theses nucleotides 

were reactive to CMCT and DMS, suggesting that these nucleotides are unpaired but 

stacked.  

The RNAse V1 cleavages in this region increased upon addition of increasing Vif 

concentration, except at the highest Vif concentration (3 µM) at which they almost completely 

disappear. It is plausible that Vif binds first to the adjacent unstable stem (nts 46-50), 

increasing stacking of the internal loop, then binds to the loop itself at 3 µM Vif. However, this 

internal loop must be regarded as a weak Vif binding site, considering the Vif concentration 

at which protection was observed. No Vif footprint was detected in 5’-D2, while several were 

detected in 5’-D3 (Fig. 4C and D). RNase V1 cleavages at nts 212-218 were strongly 

inhibited at  ≥1 µM Vif, reflecting Vif binding to the lower helix of 5’-D3.  Similarly, RNAse V1 

cleavages at nts 257-262 and RNAse V1 and RNase A cleavages at nts 265-267 were 

strongly protected at 2 µM Vif (Fig. 4C and D). These two regions may either represent a 

unique Vif binding site or two contiguous binding sites. 

The 3’UTR of hA3G mRNA 

Chemical and enzymatic probing of the 3-UTR of hA3G mRNA revealed that it also 

consists in three independent structural domains separated by two single stranded junctions 

(Fig. 5). Junction 3’-J23 was highly reactive towards chemical probes, while most nucleotides 

in 3’-J12 were only slightly reactive (Fig. 5A and D). Indeed, the 3’-J12 3’ half may form an 

unstable helix with the very 3’ end of the 3’UTR (Fig. 5D). The model structure of 3’-D1 is 

well supported by experimental data: nucleotides involved in helices were not reactive 

towards chemicals, except at the end of some helices, and the existence of most helices was 

supported by RNase V1 cleavages (Fig. 5C and D). The proposed structure of domain 3’-D2 

is in good agreement with experimental data, except for a weak RNase A cut after nt U1621, 

which is located in the middle of a helix, as supported by the lack of reactivity of the 

neighboring nucleotides (Fig. 5A, B and D). The short apical stem of 3’-D2 consisting only of 

A-U and G-U base pairs is very unstable and might not exist at all (Fig. 5A and D). The 

secondary structure of 3’-D3 is in good agreement with the probing data, except for the lower 

stem of this domain (Fig. 5D). Thus, this stem might not exist, or might adopt alternative 

conformations, as suggested by cleavage by both RNase A and RNase V1 between nts 1643 

and 1648 (Fig. 5B, C, and D). 
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Vif footprints were observed in the three structured domains (Fig. 5B, C, and D). In 3’-

D1, Vif-induced protections were split in several short regions but without a detailed 

knowledge of its three-dimensional structure, it is difficult to estimate how many Vif 

molecules bind to this flexible domain. In 3’-D2, the two protected regions located in a 

continuous helical domain might be to far away to be produced by a single Vif protein. 

Similarly, it is unclear whether the protections observed in the eleven nucleotides stretch 

encompassing the 3’ end of 3’-J23 and the 5’ region of 3’-D3 correspond to a single or two 

contiguous Vif binding site(s). To note, inhibition of the RNAse V1 cleavages in this region 

was already observed at 0.3 µM Vif, while protections in the other domains required higher 

protein concentrations. 

In vitro  translation 

As Vif was found to bind with high affinity to hA3G mRNA, including to the 5’ and 3’ 

UTRs which are often involved in translational regulation (24,25), we studied the effects of 

WT Vif and Vif AALA on in vitro translation of full length and truncated versions of hA3G 

mRNA (Fig. S1 and Fig. 6). 

In order to ensure maximal activity of the WT and mutant Vif proteins and to avoid the 

inhibitory effect of the Vif storage buffer on in vitro translation, these proteins or human 

AspRS, which was used as a reference, were synthesized by in vitro coupled transcription/ 

translation in rabbit reticulocyte lysate. These proteins were then added to new transcription/ 

translation reaction mixtures including expression plasmids allowing translation of hA3G from 

full-length hA3G, hA3G-∆5’UTR, hA3G-∆3’UTR, or hA3G-∆UTR mRNAs. As a control, we 

also checked the effects of WT Vif and AspRS on the translation of luciferase. Radiolabeled 

proteins were then analyzed by SDS-PAGE and quantified (Fig. S1 and Fig. 6). 

When hA3G was translated from the full-length hA3G mRNA for 15 min, the amount of 

protein synthesized in the presence of WT Vif was 45 % of that obtained in the presence of 

AspRS, indicating that Vif strongly repress translation from this mRNA (Fig. S1A and Fig. 

6A). Inhibition of translation from hA3G mRNA by WT Vif further increased at longer 

incubation times, and a ~3 fold reduction of hA3G was observed at 45 min. Importantly, at 15 

min, WT Vif did not significantly reduce hA3G synthesis from hA3G-∆UTR RNA, indicating 

that the UTRs of hA3G mRNA play a crucial role in the translational repression mediated by 

WT Vif (Fig. S1B and Fig. 6A).  Further analysis showed that translation from hA3G-∆3’UTR 

RNA was repressed at the same level as the full-length hA3G mRNA, whereas hA3G-

∆5’UTR RNA behaved as hA3G-∆UTR RNA (Fig. S1B, C, and D, and Fig. 6A). These results 

demonstrated that the 5’UTR was necessary and sufficient to allow Vif-mediated translational 

repression of hA3G. As the incubation time increased to 45 min, WT Vif gradually repressed 



RESULTATS & DISCUSSIONS I. Etude de la fixation de Vif sur l’ARNm d’A3G 

 - XIII -

hA3G synthesis from all RNAs, including hA3G-∆UTR and hA3G-∆5’UTR RNAs. However 

the amount of hA3G synthesized from these RNAs was always twice that obtained from full-

length and hA3G-∆3’UTR RNAs (Fig. 6A). To further ensure that the Vif-mediated 

translational repression of hA3G was specific, we checked that WT-Vif had not effect on 

translation of luciferase (Fig. S1E). In addition, adding MG132, a proteasome inhibitor, in the 

rabbit reticulocyte lysate did not affect the results (data not shown), indicating that we were 

really looking at differences in protein synthesis, and not at protein degradation. 

Finally, we tested whether the Vif multimerization domain played a role in the inhibition 

of translation. Indeed, the results we obtained with Vif AALA were almost identical to (and 

don’t show any statistically significant difference with) those obtained with WT Vif  (Fig. 6B). 

They demonstrated that the Vif multimerization domain is not required for Vif-mediated 

repression of hA3G translation, and confirmed the role of the 5’ UTR of hA3G mRNA in this 

process. 

 

DISCUSSION 

In this work, we first analyzed Vif binding to hA3G mRNA using filter binding and 

fluorescence assays (Fig. 2 and 3, and Tables 2 and 3). Even though both techniques gave 

rather divergent dissociation constant values (120 and 36 nM, respectively, which will be 

discussed below) they allow concluding that Vif binds strongly to hA3G mRNA, especially as 

we used buffers containing high concentrations of monovalent and divalent cations to reduce 

unspecific electrostatic interactions. We previously showed that Vif binds with high affinity 

and moderate cooperativity to the 5’ region of HIV-1 genomic RNA, while it binds very weakly 

or doesn’t bind at all to the central and 3’ regions of this RNA, to E. coli tRNAs and 5S RNA, 

and to the 3’ region of D. melangaster bicoid mRNA, indicating that Vif is not an unspecific 

RNA protein (20,21). Indeed, the Kd  (from filter binding assays) and Kobs (from fluorescence 

titration curves) values we determined here for Vif binding to hA3G mRNA compare favorably 

with the Kd (45 to 79 nM) and Kobs (42 to 70 nM) values for Vif binding to 500 nt long RNA 

fragments derived from the HIV-1 genomic RNA(20,21). 

There are however two noticeable differences between Vif binding to HIV-1 genomic 

RNA and to hA3G mRNA. First, with the latter RNA, we obtained rather divergent Kd and Kobs 

values (compare Tables 2 and 3), whereas Kd and Kobs values very close with the former RNA 

(20,21). Second, the binding density of Vif to the hA3G mRNA fragments (one Vif molecule 

per ≥ 100 nts in the UTRs, and per ≥ 400 nts in the hA3G coding region (Table 3) was much 

lower than the one we observed with the HIV-1 RNA fragments (one Vif molecule per ~10 nts 

for RNA fragments derived from the 5’ region of HIV-1 genomic RNA (20)). This lower 



RESULTATS & DISCUSSIONS I. Etude de la fixation de Vif sur l’ARNm d’A3G 

 - XIV - 

binding density to hA3G mRNA was confirmed by our RNase footprinting experiments, which 

showed much more limited protections upon Vif binding to 5’ and 3’UTRs of hA3G mRNA 

(Fig. 4 and 5), than to the 5’ region of HIV-1 genomic RNA (21).  

Interestingly, this low binding density might explain the divergences between Kd and 

Kobs values observed with hA3G mRNA fragments. As explained in the “Results” section, our 

filter binding data imply that not all complexes formed between Vif and hA3G mRNA 

fragments were retained with the same efficiency on the nitrocellulose filters. Indeed, 

retention of the Vif/RNA complexes probably increased with the Vif binding density up to a 

threshold value above which retention was complete. If the Vif binding density is high, as for 

the HIV-1 genomic RNA fragments, most Vif-RNA complexes are completely retained on the 

filters. However, if the binding density is low, a bias is introduced in the filter binding 

experiments that artificially increases the Kd. If our assumption is correct the differences in 

the Kd and Kobs values should be smaller for the shorter RNAs, which have the higher Vif 

binding density (Table 3), than for the longer ones. This hypothesis is indeed verified, since 

the two techniques yielded very similar Kd and Kobs values for the short hA3G-5’UTR and 

hA3G-3’UTR RNAs, while divergent values were obtained for the longer RNAs. To 

summarize, i) both techniques demonstrated that Vif has a stronger affinity for the 3’UTR 

than for the 5’UTR of hA3G mRNA (Tables 2 and 3) and ii) for longer RNAs, Kobs derived 

from fluorescence titrations are more reliable than Kd values derived from filter binding 

assays. Interestingly, the fluorescence data showed that Vif has also a high affinity for the 

hA3G coding region (Table 3). 

However, the Kobs values extracted from the fluorescence titrations curves using the 

McGhee and von Hippel model (29) are also mean values of the individual Vif binding sites. 

As shown in Fig. 3, it was also possible to analyze these data using the Scatchard equation 

in order to extract the KSca value for the binding site having the highest affinity for Vif in 

hA3G-5’UTR, hA3G-3’UTR, and hA3G-∆UTR. This analysis revealed that the highest affinity 

Vif binding sites present in the 5’ and 3’UTRs of hA3G mRNA bind Vif with similar affinity 

(KSca = 23 and 26 nM, respectively), even though the overall binding of Vif to the 5’UTR is 

significantly weaker than to the 3’UTR (Tables 2 and 3). Thus, the secondary Vif binding 

sites located in the 5’UTR must have considerably weaker affinity for this protein than those 

located in the 3’UTR of hA3G mRNA. By contrast, the KSca of the highest affinity Vif binding 

site in hA3G-∆UTR (KSca
 = 40 nM), is identical, within experimental errors to Kobs (46±7 nM), 

indicating that all binding sites present in the coding region of hA3G mRNA have a similar 

affinity for Vif. 

RNase footprinting revealed 3 to 4 Vif binding sites in the 5’UTR (Fig. 4) and 3 to 6 Vif 

binding sites in the 3’ UTR (Fig. 5), in agreement with the fluorescence data (Table 3). In 
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addition, while most protections in the 3’UTR were obvious at 1.5 µM Vif, only one Vif binding 

site, located in the lower stem of domain 5’-D3, was clearly detected at 1 µM Vif. This 

observation is in keeping with the overall higher affinity of Vif for the 3’ UTR of hA3G mRNA, 

even though the protein concentrations required observing a footprint could not be directly 

compared to those used in titration experiments. 

In the last part of this study, we analyzed the effect of Vif on the in vitro translation of 

hA3G from full-length hA3G mRNA and mRNAs devoid of the 5’UTR or/and the 3’UTR.  Vif 

induced a two-fold reduction of translation that was strictly dependent on the 5’UTR, while 

the 3’UTR had no influence on translation (Fig. S1 and 6). Hence, there is no correlation 

between the relative binding affinity of Vif for the 5’ and 3’UTRs and their role in Vif-mediated 

translational repression. The same conclusion holds true when comparing WT Vif and Vif 

AALA: mutation of the Vif multimerization domain reduced the affinity and specificity of Vif 

binding to hA3G mRNA fragments (Table 1), but it didn’t significantly affect translation (Fig. 

6). These results suggest that Vif does not simply physically prevent scanning of the 

ribosomes through the 5’UTR of hA3G mRNA, but raise the possibility of a specific 

mechanism of Vif-mediated translational repression. Mutation of the individual Vif binding 

sites we identified in the 5’UTR of hA3G mRNA (Fig. 4) should prove very useful in order to 

decipher this mechanism. 

The 5’UTR-dependent translational repression of hA3G by Vif was observed at all 

incubation times (Fig. 6). In addition, a general repression of hA3G synthesis by Vif was 

gradually observed at increasing incubation times, irrespective of the mRNA used for its 

synthesis (Fig. 6). This phenomenon ultimately resulted in a 30-40 % reduction in hA3G 

synthesis. Several groups previously reported a negative impact of Vif on hA3G translation. 

Pulse-chase experiments in cells transfected with a tagged hA3G indicated a 30 to 78% 

decrease in hA3G synthesis in the presence of Vif (7,10,38), while Vif impaired hA3G 

translation by 70-75 % in an in vitro-coupled transcription/translation system (10). 

Importantly, none of these studies used expression vectors with the authentic 5’ UTR of 

hA3GmRNA (26). Thus, these authors very likely only observed the time-dependent, UTR-

independent secondary effect, while they missed the main 5’ UTR-dependent, time-

independent effect. 

Since the seminal publication by Sheehy and colleagues (1), it has become 

increasingly clear that the function of Vif is to counteract the restriction factors hA3G and 

hA3F. Even though several mechanisms have been proposed for Vif function, the 

proteasome-mediated, Vif-induced degradation of these factors has been by far the most 

studied. In agreement with previous studies suggesting that the RNA binding properties of Vif 

are essential for its function (23), our present work indicates that Vif binding to hA3G mRNA, 
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and particularly to its 5’UTR might be crucial for Vif function, by downregulating hA3G 

translation. Even though other authors already reported a negative effect of Vif on hA3G 

translational (7,8,10,38), our present work suggest that these authors missed most of the 

effect by working with expression vectors lacking the authentic 5’UTR of hA3GmRNA. We 

are presently performing experiments to confirm that Vif binding to the 5’UTR of hA3G mRNA 

inhibits hA3G synthesis in cells, and to evaluate the contribution of this effect to HIV-1 

replication in the presence of hA3G expression (Mercenne et al., in preparation). 
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TABLES 

Table 1 :  Oligonucleotides used in this study 

RNA Primers 

pS 1-21                 EcoRI-TCTTTCCCTTTGCAATTGCC 
hA3G 

pAS 1750-1771    XbaI-AAGATTTAGTATTTCATTT 

pS 298-321          EcoRI-GGATGAAGCCTCACTTCAGAAACAC 
hA3G-∆UTR 

pAS 1432-1452    XbaI-TCAGTTTTCCTGATTCTGGAG 

pS 298-321          EcoRI-GGATGAAGCCTCACTTCAGAAACAC hA3G- 

∆5’UTR pAS 1750-1771    XbaI-AAGATTTAGTATTTCATTT 

pS 1-21     EcoRI-TCTTTCCCTTTGCAATTGCC hA3G- 

∆3’UTR pAS 1432-1452    XbaI-TCAGTTTTCCTGATTCTGGAG 

pST7 1-21           EcoRI-T7-TCTTTCCCTTTGCAATTGCC 
hA3G-5’UTR 

pAS 277-297       StuI-TGGCCGGCTAGTCCCGAC 

pST7 1454-1478  EcoRI-T7-GGATGGGCCTCAGTCTCTAAGGAAG 
hA3G- 3’UTR 

pAS 1750-1771   XbaI-AAGATTTAGTATTTCATTT 

pSAALA hVif       CCAAAACAGATAAAGGCAGCATTGGCAAGTGTTAGGAAACTG Vif AALA 

pASAALA hVif     CAGTTTCCTAACACTTGCCAATGCTGCCTTTATCTGTTTTGG 

 

Table 2: Binding parameters derived from the filter binding assays  

RNA Kd 1 (nM)      αH  Kd  (nM)  αH  

 WT Vif Vif AALA 

hA3G 120 ± 10 2 2.0 ± 0.3 276 ± 23 2.4 ± 0.2 

hA3G-∆5'UTR 112 ± 5 1.9 ± 0.1 231 ± 14 3.0 ± 0.3 

hA3G-∆3'UTR 148 ± 11 1.9 ± 0.2 202 ± 7 3.4 ± 0.3 

hA3G-∆UTR 145 ±8 2.3 ± 0.3 261 ± 11 2.7  ± 0.2 

hA3G-5'UTR 115 ± 4 2.6 ± 0.2 292 ± 18 3.0 ± 0.3 

hA3G-3'UTR 57 ± 3 2.3 ± 0.2 204 ± 8 3.3 ± 0.3 
1 Kd and αH were obtained by fitting the experimental data to the Hill equation (see “Materials 
and Methods”). 
2 mean±SD.  
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Table 3: Binding parameters derived from the fluorescence titrations curves 

RNA Kobs  (nM)1 
ω
 

stoichiometry 
3 

RNA length 

(nts) 

hA3G 36 ± 6 2 108 ~ 6-7 vif / RNA 1773 

hA3G-∆5'UTR 42 ± 5 78 ~ 2-4 vif/ RNA 1476 

hA3G-∆3'UTR 40 ± 2 109 ~ 2-3 vif/ RNA 1452 

hA3G-∆UTR 46 ± 7 76 ~ 2-3 vif/ RNA 1155 

hA3G-5'UTR 120 ± 16 254 ~ 3-4 vif/ RNA 297 

hA3G-3'UTR 49 ± 11 125 ~ 3-4 vif/ RNA 321 
1 Kobs and ω values were obtained by fitting the experimental data to equation 3 (see 
“Materials and Methods”). 
2 mean±SD. 
3 the binding stoichiometry was determined graphically from the fluorescence binding curves 
(see main text).  
 

 

LEGENDS TO FIGURES 

Figure 1:  Schematic representation of the RNA and Vif protein s used in this 
study.  A. Representation of the full-length hA3G mRNA and the truncated RNA. The 
coding region is indicated by a black box. B. Scheme of the Vif protein. The names of 
the viral and cellular partners that interact with different regions of Vif are indicated. 
The sequences of the multimerization domain of the WT protein and of the Vif AALA 
mutant are indicated. 

Figure 2:  Titration curves of full-length and truncated hA3G mRNA by Vif 
determined by filter binding.  Radiolabeled full-length hA3G mRNA or hA3G mRNA 
fragments were incubated with increasing concentration of WT Vif (A) or Vif AALA 
(B), and filtered through a cellulose membrane. The fraction of bound radioactivity is 
plotted versus the concentration of Vif. Curves correspond to the best fit of equation 
(1) to the experimental data. The data points represent the mean± standard deviation 
of  > 10 experiments after exclusion of outliers falling outside of the 95 % confidence 
interval. 

Figure 3: Scatchard representation of the fluoresce nce binding data of Vif to 
hA3G-5’UTR, hA3G-3’UTR, and hA3G- ∆UTR RNAs . The ratio of bound to unbound 
Vif is plotted as a function of the fraction of bound protein. 

Figure 4:  Chemical and enzymatic probing of the 5’ UTR of hA3 G mRNA and 
RNase footprinting of Vif.  (A-C) Representative gels of structure probing with DMS 
(A) and RNAse V1 footprinting (B, C). Nucleotides modified by DMS (A) and RNase 
V1 cleavages protected by Vif (B, C) are indicated by red bars or dots. (D) Secondary 
structure model of the 5’ UTR of hA3G mRNA summarizing the experimental data. 
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Figure 5:  Chemical and enzymatic probing of the 3’ UTR of hA3 G mRNA and 
RNase footprinting of Vif.  (A-C) Representative gels of structure probing with 
CMCT (A) and footprinting using RNase A (B) or RNAse V1 (C). Nucleotides 
modified by CMCT (A) and RNase cleavages protected by Vif  (B, C) are indicated by 
red bars or dots. (D) Secondary structure model of the 3’ UTR of hA3G mRNA 
summarizing the experimental data. 

Figure 6: Effect of Vif on the in vitro  translation of hA3G . The amount of hA3G 
synthesized from full-length hA3G, hA3G-∆UTR, hA3G-∆5’UTR, and hA3G-∆3’UTR 
RNAs in the presence of WT Vif (A) or Vif AALA (B) was compared to that obtained 
in the presence of human AspRS. Data are the mean values of four independent 
experiments ± standard deviations. 
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Figure S1: In vitro  translation of hA3G . hA3G was synthesized from full-length hA3G (A), 

hA3G-∆UTR (B), hA3G-∆5’UTR (C), and hA3G-∆3’UTR (D) RNAs in the presence of human 

AspRS (as a reference), WT Vif, or Vif AALA for 0, 15, or 30 min. As a control luciferase was 

translated in the presence of human AspRS and WT Vif (E). The radiolabeled products were 

analyzed by SDS PAGE. 
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D. Discussion  

1. La protéine Vif fixe l’ARNm d’A3G 

Les deux types d’expériences menées pour déterminer l’affinité de fixation de Vif pour les 

fragments d’ARNm d’A3G ne peuvent pas être analysés par la même équation à cause de la 

différence de protocoles utilisés. En effet, dans les rétentions sur filtres, des concentrations 

croissantes de Vif sont ajoutées à une quantité négligeable d’ARN alors que dans les 

expériences de fluorescence, une quantité constante et non négligeable de Vif (50 ou 100 

nM) est titrée par des concentrations croissantes d’ARN A3G. 

Les données de fixation montrent que la protéine Vif lie l’ARNm d’A3G. Les constantes de 

dissociation de Vif déterminées par les expériences de rétention sur filtres en présence 

d’ARN correspondant aux UTR sont différentes (écart d’un facteur 2 à 4). En effet, nos 

résultats montrent que Vif présente une meilleure affinité pour la région 3’UTR que pour la 

5’UTR.  

Cependant, nos résultats de rétention sur filtres et de spectroscopie de fluorescence sont en 

désaccord. Ainsi, les études de fluorescence montrent que Vif présente une affinité similaire 

quelque soit l’ARN d’A3G analysé, excepté l’ARN A3G 5’UTR, tandis que les expériences de 

rétention indiquent que l’affinité de fixation de Vif dépend de l’ARN et plus précisément de la 

présence de la région 3’UTR. La faible proportion de Vif sur l’ARNm d’A3G (1 Vif / 100 nts 

sur les UTR et 1 Vif / 400 nts sur la région codante) pourrait expliquer les différences entre 

les Kd déterminés par ces deux techniques (cf article). Les expériences de rétention sur 

filtres impliquent que tous les complexes ARN / Vif ne sont pas retenus avec la même 

efficacité sur les filtres de nitrocellulose. En effet, la rétention des complexes varie 

probablement avec la proportion de protéines fixées sur l’ARN. Par conséquent, si la densité 

de liaison est faible, les valeurs des Kd sont augmentées de manière artificielle comparées à 

celles obtenues par spectroscopie de fluorescence. Cette hypothèse se vérifie par le peu de 

différences observées entre les Kd des courts ARN d’A3G (5’ & 3’UTR) déterminés par les 

deux techniques utilisées, alors que les Kd obtenus pour les ARN d’A3G plus longs 

divergent. 

La protéine Vif se fixe sur les sites de plus haute affinité présents sur les ARN A3G 5’UTR ou 

A3G 3’UTR avec une affinité similaire (23 et 26 nM, respectivement) malgré une affinité 

moyenne de Vif pour l’ARN A3G 5’UTR plus faible que celle observée pour l’ARN A3G 

3’UTR. Ces résultats suggèrent que Vif présente une affinité beaucoup plus faible pour les 

sites secondaires de fixation localisés en 5’UTR que ceux présents sur la 3’UTR. De plus, le 
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Kd du site de plus haute affinité localisé sur la séquence codante est identique au Kd moyen 

déterminé par l’équation de McGhee et von Hippel, indiquant que Vif possède une affinité 

similaire pour tous les sites de fixation présents sur l’ORF d’A3G. 

a. Le domaine de multimérisation est impliqué dans la fixation de Vif aux 

ARN 

La fixation de Vif sur l’ARNm d’A3G est coopérative. Cependant, cette coopérativité est 

similaire quelque soit l’ARN étudié. La seule différence est observée par spectroscopie de 

fluorescence concernant la région 5’UTR où la coopérativité est élevée. De manière 

surprenante, la coopérativité est similaire ou légèrement augmentée pour certains ARN lors 

des expériences avec la Vif AALA suggérant que l’interaction entre les protéines Vif sur un 

même ARN se produit entre des protéines préalablement associées contrairement à un 

assemblage de Vif en multimères dépendant de l’ARN. 

L’association d’une protéine avec son partenaire ou avec elle-même permet de créer un 

complexe qui a son utilité propre. Cet assemblage peut être ordonné : l’interaction de deux 

protéines peut en effet créer une poche de liaison supplémentaire nécessaire à la fixation du 

partenaire suivant 228. De plus, l’assemblage en multimères peut engendrer une exposition 

de domaines structuraux préalablement enfouis dans l’organisation tridimensionnelle de la 

protéine. Un exemple est celui de la protéine p53 qui en forte concentration et après 

phosphorylation s’assemble en tétramères, ce qui induit l’exposition du signal NLS et donc 

son import dans le noyau 37. Sa multimérisation augmente également son affinité pour l’ADN 

d’un facteur 100 et module sa capacité à interagir avec d’autres protéines 37. La mutation du 

domaine PPLP impliqué dans la multimérisation 239,240 induit une perte d’affinité de fixation de 

Vif aux ARN. Une hypothèse pour expliquer ce résultat est que l’assemblage de Vif en 

multimères permet une exposition du NTD nécessaire à la reconnaissance spécifique de 

l’ARN par Vif. Ainsi, la fixation des ARN d’A3G par la protéine Vif AALA correspondrait en 

partie à de la fixation aspécifique de Vif sur l’ARN expliquant ainsi un nivelage des valeurs 

des constantes de dissociation.  

b. Les agrégats de Vif sont-ils fonctionnels ? 

Lors d’un stress, les protéines cellulaires ont tendance à se déplier spontanément, les 

régions hydrophobes s’assemblent entre elles et conduisent à l’agrégation des protéines. 

Les agrégats sont toxiques pour la cellule et sont la cause de plusieurs maladies 

neurodégénératives comme les maladies d’Alzheimer, d’Huntington et de Parkinson 183. En 

effet, ils entrainent une perte de fonction pour la cellule (protéine inactive), interagissent avec 
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d’autres protéines de manière aspécifique ou encore portent atteinte à l’intégrité des 

membranes cellulaires (l’α-synucléine s’associe à la membrane plasmique des neurones et 

entraine la formation de pores provoquant l’apoptose 128). La protéine Vif forme des agrégats 

dans les bactéries (utilisées pour la surexpression) mais également une fois purifiée. Avant 

toute expérimentation, la majorité des agrégats est retirée par ultracentrifugation. Ces 

agrégats sont probablement la conséquence du manque de structuration de la protéine Vif 
7,176 et leur assemblage pourrait être dynamique. Afin de tester cette hypothèse, après 

ultracentrifugation, les agrégats de Vif ont été resuspendus et utilisés dans des expériences 

de rétention sur filtres menées sur différentes constructions de l’ARNm d’A3G. De manière 

intéressante, les valeurs des constantes de dissociation et de coopérativité  sont similaires à 

ceux obtenus avec la Vif « soluble ». Ce résultat suggère que l’association des protéines Vif 

en agrégats n’est pas figée, ainsi, l’interaction de Vif avec son substrat ARN pourrait 

permettre une structuration de la protéine Vif et donc dissocier partiellement son assemblage 

en agrégats. Une autre hypothèse émise est l’existence d’agrégats fonctionnels qui lieraient 

l’ARN de façon équivalente aux multimères de Vif.  

2. Les régions UTR de l’ARNm d’A3G sont très structurées 

Un ARNm est composé de la séquence codante permettant la synthèse d’une protéine mais 

également de deux séquences non traduites présentes en amont (5’UTR) ou en aval 

(3’UTR) de l’ORF. Les UTR peuvent représenter jusqu’à 80 % de la taille totale de l’ARNm 
195 et sont souvent très structurées 232. L’organisation secondaire et tridimensionnelle de 

l’ARN est importante pour sa fonction (interaction avec des partenaires protéiques : 

télomérase, le complexe SRP (Signal Recognition Particle), le ribosome…) et pour la 

régulation au niveau de la traduction dans le cas d’un ARNm. En effet, la structure des UTR 

est impliquée dans de nombreux processus de régulation traductionnelle au niveau de 

l’initiation 87. Ces structures sont généralement des tiges-boucles qui peuvent être la cible de 

protéines spécifiques ou générales comme les facteurs d’initiation de la traduction (eIF4F 

principalement). Les régions UTR de l’ARNm d’A3G sont très structurées. En effet, notre 

modèle suggère que chacune des UTR s’organiseraient en trois tiges-boucles. La présence 

d’une tige-boucle à l’extrémité 5’-terminale de l’ARNm (domaine 5’D1) suggère que 

l’efficacité de la traduction de l’ARNm d’A3G est probablement faible due à l’inhibition 

probable de la fixation des facteurs d’initiation au niveau de la coiffe et du complexe 

ribosomique 43S. Cette structure peut néanmoins ne pas être très stable ou être modulée 

par la présence de protéines. L’organisation de la région 3’UTR de l’ARNm d’A3G pourrait 

également être impliquée dans le processus traductionnel soit directement en inhibant ou 

stimulant l’interaction avec l’extrémité 5’ de l’ARNm (essentielle pour le recyclage des 
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ribosomes donc pour une traduction efficace) soit indirectement en étant la cible de facteurs 

protéiques.  

 

Nous avons montré que la protéine Vif interagit avec les UTR de l’ARNm d’A3G. Comme 

déjà mentionné, les UTR sont généralement la cible de protéines régulatrices de la 

traduction 232. Afin d’examiner les conséquences éventuelles de la fixation de Vif sur ces 

régions, la traduction de la protéine A3G a été étudiée en présence de Vif et les résultats 

seront détaillés dans la troisième partie. 
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II. Caractérisation des protéines Vif sauvage et mutée dans 

le domaine de multimérisation 

A. Introduction et objectif 

Une protéine est composée d’un enchainement d’acides aminés (structure primaire) qui 

s’organisent en hélices α, feuillets β… (structure secondaire) et qui eux-mêmes se replient 

pour former la structure tridimensionnelle. Cette organisation est essentielle pour la fonction 

de la protéine. La connaissance de cette structure tertiaire est très utile afin de comprendre 

comment une protéine interagit avec ses partenaires et cibler cette interaction par 

d’éventuels inhibiteurs. 

La protéine Vif du VIH-1 est une protéine difficile à surproduire et à purifier en raison de son 

caractère insoluble. La capacité de Vif à s’agréger complique fortement les études de 

caractérisation biophysique et biochimique ainsi que la cristallisation. Toutes les études 

structurales menées jusqu’alors ont été effectuées sur la protéine Vif WT entière ou 

partiellement tronquée. De plus, des expériences d’électrophorèse en gel natif, de co-

immunoprécipitation et de pontage n’ont apporté que peu d’informations sur l’état exact 

d’oligomérisation de la protéine Vif WT et aucune dans le cas d’une protéine mutée dans le 

domaine de multimérisation. Comme mentionné à plusieurs reprises, l’oligomérisation de Vif 

est essentielle à la production de particules virales infectieuses 58,146,239. Il serait donc 

intéressant de connaître les conséquences structurales d’une mutation dans le domaine de 

multimérisation et également de caractériser l’oligomérisation des protéines WT et AALA. 

Les étapes de mise au point de surexpression et de purification nous ont permis d’obtenir les 

protéines Vif WT et AALA en quantité acceptable et suffisamment pure pour permettre des 

expériences de dichroïsme circulaire (CD, Circular Dichroïsm), de diffusion dynamique de la 

lumière (DLS, Dynamic Light Scattering) et de chromatographie d’exclusion. Ces techniques 

nous apportent des informations sur la structure secondaire et sur le nombre de protéines Vif 

qui s’assemblent pour former des multimères. L’étude de la Vif AALA nous permet de 

visualiser les éventuelles différences conformationnelles et d’arrangements causées par la 

mutation des résidus proline dans le motif PPLP. 
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B. Résultats 

1. Analyse de la structure secondaire des protéines Vif WT et 

AALA par CD 

La plupart des molécules biologiques sont chirales, c’est-à-dire qu’elles ne présentent aucun 

centre ni plan de symétrie. La lumière polarisée circulairement parvenant à une molécule 

chirale donne lieu à des phénomènes d’activité optique qui se manifestent par une 

absorption inégale des composantes droite et gauche de la lumière polarisée. Le CD 

s’appuie sur ces aspects de l’activité optique des molécules et varie selon la longueur d’onde 

analysée. La mesure d’un spectre dans le domaine des UV lointains (180-260 nm) fournit 

des informations sur la structure secondaire des protéines (conformation en hélices α, 

feuillets β, boucles et structure désordonnée). Le spectre global de CD d’une protéine 

correspond à la somme des données caractéristiques de chaque structure secondaire. 

En collaboration avec le Dr Serena Bernacchi, nous avons étudié la structure secondaire des 

protéines Vif sauvage et mutée par CD. Les spectres de CD des protéines Vif WT et AALA 

sont très similaires. En effet, leur analyse grâce au logiciel Jasco Spectra Manager (Easton, 

MD) montre peu de différences structurales entre les deux protéines (figure 38). 

2 

 

 

 
Vif 

WT 

Vif 

AALA 

Hélice α (%) 12 10 

Feuillet β (%) 46 50 

Boucles (%) 13 12 

Désordonnée (%) 29 28 
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Figure 38 : Spectres de dichroïsme circulaire des protéines Vif WT (bleu) et AALA (violet) et 
analyse des résultats par utilisation du logiciel Jasco Spectra Manager (Easton, MD) 

Les résultats de CD montrent que les protéines Vif WT et AALA sont organisées 

majoritairement en feuillets β (46 et 50 % respectivement). La proportion des hélices α et des 

boucles est faible puisque ces deux éléments structuraux ne représentent que 20 % de la 

structure entière des protéines. Une partie non négligeable (~ 30 %) de la structure demeure 

totalement désorganisée. 

Les conclusions des expériences de CD suggèrent que les substitutions des résidus proline 

en alanine du motif PPLP du domaine de multimérisation n’altèrent en rien la structure 

secondaire de la protéine. 

2. Etude de l’état d’assemblage de Vif sauvage et du mutant 

AALA 

a. Chromatographie d’exclusion 

La chromatographie d’exclusion permet la séparation des molécules en fonction de leur taille 

et de leur encombrement stérique. Ainsi, les grosses molécules sont éluées les premières 

alors que les petites et moyennes molécules sont éluées plus tardivement. L’existence d’une 

relation linéaire entre le volume d’élution et le logarithme de la masse moléculaire permet à 

partir de l’analyse d’une solution composée de protéines de poids moléculaires connus de 

déduire la masse des protéines étudiées. 

La masse et l’assemblage des protéines Vif WT et AALA ont été analysés par cette 

technique. Dans les conditions utilisées pour la Vif AALA, la protéine Vif WT précipite. La 

diminution de la concentration en NaCl (de 150 mM à 50 mM) permet de résoudre ce 

problème (figure 39). 

La protéine Vif WT est éluée à 11,25 ml ce qui correspond à une masse moléculaire relative 

de 209 kDa. La taille de Vif étant de 23 kDa, ce résultat montre que la protéine WT est 

organisée en un complexe d’environ neuf protéines. En revanche, la protéine Vif AALA est 

éluée plus tardivement de la colonne (13,95 ml). Ce volume équivaut à l’élution d’une 

protéine de 76 kDa, soit trois fois le poids moléculaire de Vif.  

La mutation des résidus proline en alanine diminue donc fortement la capacité de Vif à 

multimériser  confirmant que ce motif est impliqué dans l’oligomérisation de la protéine. 
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Figure 39 : Elution par chromatographie d’exclusion des protéines Vif WT et AALA 
Standard de protéines utilisées pour l’analyse de la Vif WT (a) et AALA (c). Profil d’élution 
obtenu pour la Vif WT (b) et AALA (c). Graphe reportant la relation linéaire existant entre le 
volume d’élution et le logarithme du poids moléculaire. 

b. Diffusion dynamique de la lumière 

La DLS permet de caractériser des macromolécules en déterminant leur masse moléculaire, 

leur dimension ou encore la présence de multiples espèces (dimères, agrégats…). Cette 

technique est basée sur le principe de diffusion de la lumière par des particules soumises à 
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des mouvements thermiques aléatoires (mouvement Brownien). La DLS varie avec le temps 

et peut être reliée au coefficient de diffusion de la particule analysée, donc à son diamètre.  

Avec le Dr Serena Bernacchi, nous avons effectué des mesures de DLS afin d’étudier la 

taille des multimères des protéines Vif WT et AALA (figure 40). 

 

Figure 40 : Spectre de DLS des protéines Vif WT (a) et AALA (b) 

Les histogrammes de la protéine Vif WT montrent un diamètre moyen de 10-12 nm qui 

correspond à des multimères contenant de 6 à 10 protéines. Les mesures de DLS de la 

protéine Vif AALA permettent d’obtenir un diamètre moyen de 5-6 nm qui équivaut à la 

présence de monomères ou de dimères de protéine en solution.  
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C. Discussion 

1. La protéine Vif : une protéine intrinsèquement non structurée ? 

Les expériences de CD que nous avons menées fournissent les seules informations 

disponibles sur la structure secondaire réelle de la protéine. En effet, dans la littérature 

aucune étude n’a été effectuée sur la protéine Vif entière. Les seules études de CD ont visé 

à analyser la structure du doigt de zinc en présence et en absence de zinc 168 ou du CTD de 

Vif (résidus 141-192) 176. Néanmoins, une simulation de l’arrangement secondaire de la 

protéine Vif entière a été effectuée 10. Dans cette étude, Balaji et al. ont montré que la 

protéine Vif est majoritairement sous forme désordonnée (43 %) puis composée d’hélices α 

(31 %), de boucles (9 %) et enfin de feuillets β (17 %). Une prédiction de structure 

secondaire de Vif a également été effectuée à la suite de comparaison de plusieurs 

séquences de la protéine Vif de différents virus VIH et SIV 12. Ces données suggèrent que 

Vif comporte une proportion similaire de feuillets β et d’hélices α (26 % et 22 %, 

respectivement), de boucles (13 %) et est majoritairement destructurée (39 %). Ces résultats 

de modélisation et de prédiction sont partiellement contradictoires avec nos conclusions 

notamment sur le contenu en hélices α et en feuillets β où nos expériences montrent des 

résultats inversés (50 % de feuillets β et 20 % d’hélices α et de boucles). En revanche, nos 

résultats sur la proportion de régions destructurées sont en accord avec la littérature. Cette 

observation peut-être reliée aux conclusions de deux autres équipes qui suggèrent que le 

CTD de Vif est intrinsèquement non structuré 7,176. 

L’étude de la structure des protéines chez les eucaryotes démontre qu’environ un tiers des 

protéines synthétisées contiendrait quelques acides aminés voire un domaine entier 

(rarement la totalité de la protéine) complètement destructurés 74. Il apparaît de plus en plus 

que ce manque d’organisation confère à la protéine sa flexibilité / plasticité d’interactions 

avec plusieurs partenaires. En effet, en interagissant avec un partenaire protéique ou acide 

nucléique, en étant modifiée post-traductionnellement ou encore en réponse à la fixation 

d’un ligand, la protéine subirait une transition de conformation d’un état désordonné à un état 

structuré. Cette hypothèse a également été formulée dans le cas du CTD de la protéine Vif 
7,176. Ce domaine renferme un motif essentiel à la multimérisation mais également des 

domaines indispensables pour l’interaction avec l’ElonginC, la Culline 5, la partie NC de Gag 

et également avec la membrane plasmique. Son manque de structuration pourrait permettre 

à Vif une meilleure flexibilité d’interaction et ainsi de s’adapter à chacun de ces partenaires 

dans le temps mais également dans l’espace. Reingewertz et al. ont effectivement montré 
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que le CTD de Vif se structure en présence de micelles qui miment l’environnement de la 

membrane plasmique 176.  

 

Nos études de CD sur les Vif WT et AALA ne montrent aucune différence significative 

d’organisation de la structure secondaire de ces deux protéines. Ces résultats peuvent 

s’expliquer par le fait que les mutations effectuées concernent les résidus 161-164 inclus 

dans le CTD de Vif qui serait désordonné 7,176. De plus, d’après les simulations de la 

structure tertiaire de la protéine Vif, le motif PPLP se situe à la surface de la protéine dans 

une boucle 135. Les substitutions apportées ne changeraient donc pas son organisation 

structurale. 

2. La protéine Vif forme des multimères : implication du motif 

PPLP 

Nos expériences de DLS et de chromatographie d’exclusion apportent des conclusions 

similaires quant à l’organisation des protéines Vif WT et AALA. La protéine Vif WT formerait 

un complexe composé de 6-10 protéines. La mutation du domaine PPLP diminuerait 

fortement cette capacité à oligomériser (réduction de 67 à 90 %), la protéine Vif AALA étant, 

quant à elle, sous forme de dimère ou trimère. Ce dernier résultat est en accord avec les 

études de Yang et al. qui ont observé que la délétion du motif PPLP abolit de 80 % les 

interactions Vif-Vif 240.  

Des expériences de chromatographie d’exclusion sur le CTD de Vif révèlent que celui-ci 

s’assemble sous forme de dimère ou de trimère (2,5 fois la masse molaire du CTD) 176. Ce 

résultat suggère que d’autres résidus contenus en dehors du CTD seraient également requis 

pour la multimérisation. La protéine Vif AALA, bien que mutée dans le domaine de 

multimérisation, persiste sous forme de dimère ou de trimère. Cette observation renforce 

l’hypothèse que d’autres résidus, en dehors du motif PPLP, sont responsables de la capacité 

de Vif à s’auto-assembler. Les acides aminés impliqués dans la multimérisation serait donc 

dispersés dans le NTD et le CTD de la protéine Vif et pourraient se superposer à des 

domaines requis pour les autres fonctions de Vif telles que la liaison à l’ARN ou encore 

l’interaction avec les protéines A3G et A3F.  

 

Les études de pontage (réalisées avec de l’EDC (1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] 

carbodiamide) additionné de sulfo-NHS (N-hydroxysuccinimide)) et d’électrophorèse en gel 
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natif montrent que la protéine Vif WT peut s’assembler en dimères, trimères et tétramères 
7,240. Le fait que, pour l’instant, aucun autre résultat n’ait montré un ordre d’assemblage 

supérieur peut s’expliquer par les techniques utilisées. Ainsi, les expériences en gel natif ont 

été menées en présence de 0,05 % SDS dans le tampon de migration (1 % dans le cas d’un 

gel SDS-PAGE dénaturant) et en concentrations variables dans le tampon de dépôt (de 0,01 

à 2 %) 240. La faible concentration en SDS utilisée pourrait suffir pour dissocier les complexes 

de plus haut poids moléculaire. De plus, nous pouvons remarquer la persistance de Vif en 

haut du gel, probablement au niveau des puits de dépôt 240. Les protéines Vif assemblées en 

complexe de plus haut poids moléculaire auraient en effet beaucoup de difficulté à pénétrer 

le gel et seraient bloquées, ne rendant visible que l’assemblage en dimère, trimère ou 

tétramère.  

 

L’interaction avec des partenaires protéiques ou encore les modifications post-

traductionnelles peuvent influencer la multimérisation des protéines qui module alors leur 

activité. Ainsi, de nombreux récepteurs situés à la membrane plasmique, après réception 

d’un signal extracellulaire, dimérisent et deviennent actifs (la voie de signalisation peut alors 

s’enclencher). Un autre exemple est celui de la protéine A3G : une fois phosphorylée par la 

PKA, A3G est moins facilement reconnue par la protéine Vif ce qui induit une diminution de 

son ubiquitination et par conséquent de sa dégradation par le protéasome 192. La protéine Vif 

est phosphorylée par des kinases comme la protéine MAPK au niveau des résidus T96, S144, 

T155, S165 et T188 241,242. La phosphorylation des résidus T96 et S144 est importante pour 

l’activité de Vif, la mutation de ces sites inhibant la réplication virale 241,242. Les résidus 

phosphorylables étant présents majoritairement dans le CTD de Vif, leurs modifications 

pourraient réguler l’assemblage de Vif en multimères et ainsi moduler son activité tout au 

long du cycle réplicatif lui permettant d’interagir avec plus ou moins d’affinité avec ses 

nombreux partenaires comme c’est le cas d’A3G. 
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III. Etude de la traduction d’A3G en présence de Vif 

A. Introduction et objectif 

Le génome humain code entre 20 000 et 25 000 gènes et la proportion de gènes exprimés 

dans une cellule varie de 30 à 50 %. Les cellules d’un organisme multicellulaire ont des 

structures et des fonctions qui peuvent être très différentes. Toutes les cellules possèdent au 

départ le même matériel génétique, c’est une régulation fine de l’expression des gènes de la 

naissance à la mort (développement, mitose…) qui va conduire à la différenciation et à 

l’acquisition des fonctions propres à chaque type cellulaire. Une fois différenciée, 

l’expression des gènes n’est pas figée, la cellule doit en effet répondre aux signaux 

extracellulaires et déclencher / réprimer spécifiquement certaines voies. Afin de réguler 

l’expression de son information génétique, la cellule a mis en place quatre points de 

contrôle : transcriptionnel, post-transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel. 

Le contrôle de la traduction est très intéressant pour la cellule. En effet, ce mode de 

régulation lui confère une plus grande réactivité / flexibilité face aux stimuli extérieurs et 

permet d’engager une réponse qui peut être réversible. La traduction peut-être régulée de 

façon globale suite à un stress (par exemple par phosphorylation d’eIF2α par PKR (cf 

introduction, paragraphe III.B.1.b.ii)) ou individuelle, propre à chaque ARNm. Ce contrôle de 

la synthèse des protéines peut être effectuée à plusieurs niveaux en agissant sur l’ARN 

directement ou en bloquant les acteurs essentiels comme les facteurs d’initiation ou encore 

le ribosome. Ces mécanismes de régulation résultent essentiellement d’interactions entre les 

UTR d’un ARNm (éléments cis) et des protéines (éléments trans) qui reconnaissent 

spécifiquement ces régions souvent très structurées.  

 

Les premiers articles relatant la neutralisation d’A3G par Vif ont montré que Vif inhibe 

l’accumulation des protéines A3G en agissant au niveau de la traduction 110,141,200. Le taux 

d’ARNm d’A3G étant constant en présence de Vif 110,200, ceci suggère que Vif intervient soit 

au niveau de la localisation de l’ARN, soit lors du mécanisme de la traduction (initiation, 

élongation ou encore terminaison). Nous avons montré que Vif se fixe à l’ARNm d’A3G et 

préférentiellement aux UTR. Nous nous sommes donc intéressés, dans un premier temps, 

aux conséquences éventuelles de l’interaction de Vif avec l’ARNm d’A3G. Cette étude a été 

menée sur plusieurs fragments d’ARN correspondant à des régions différentes de l’ARNm 

d’A3G dans le but de disséquer le rôle de chacune d’entre elles dans la traduction. Le rôle 

du domaine de multimérisation dans l’inhibition traductionnelle a également été étudié grâce 
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à la protéine Vif AALA. Dans un second temps, nous nous sommes attachés à la 

compréhension du mécanisme d’inhibition traductionnel proprement dit.  

B. Résultats 

1. Etude de la traduction d’A3G en présence de Vif  

a. Analyse in vitro 

Les systèmes de transcription / traduction in vitro sont des environnements simplifiés 

permettant de produire une protéine de manière très rapide à partir d’un plasmide circulaire 

contenant le gène de la protéine d’intérêt. Après transcription par l’ARN polymérase du 

bactériophage T7, l’ARN est pris en charge par la machinerie traductionnelle fournie par le 

lysat de réticulocytes de lapin. Les réticulocytes, globules rouges immatures mais ayant déjà 

perdu leur noyau, sont lysés puis traités à la nucléase micrococcale afin de détruire les 

ARNm endogènes et réduire le bruit de fond. Le lysat contient les éléments cellulaires 

indispensables à la traduction : ARNt, ribosomes ainsi que les facteurs d’initiation, 

d’élongation et de terminaison de la traduction. La synthèse des protéines est effectuée en 

présence d’un mélange d’acides aminés dépourvus de méthionine. En effet, l’ajout en trans 

de méthionine marquée au 35S permet la détection de la protéine étudiée par 

autoradiographie. 

L’étude de la traduction de la protéine A3G est effectuée par utilisation des systèmes de 

transcription / traduction in vitro en présence de Vif WT, Vif AALA ou de notre contrôle, 

l’AspRS (figure 41). 

L’analyse des résultats montrent que la traduction d’A3G en présence de Vif WT et AALA est 

similaire pour une construction donnée. Ce résultat suggère que le domaine de 

multimérisation n’intervient pas dans le processus de régulation de la traduction d’A3G.  

Lorsque l’ARN produit correspond à l’ARNm complet d’A3G, le taux de protéines A3G 

synthétisé est fortement réduit en présence de Vif WT et AALA par rapport au contrôle 

(AspRS) (diminution de 50 ± 9 % à 15 min jusqu’à 70 ± 1 % à 60 min). Ce résultat est 

également retrouvé lorsque l’ARNm d’A3G est délété uniquement de sa région 3’UTR (A3G 

∆3’UTR), la synthèse de protéines étant inhibée de 45 ± 14 % à 15 min et de 65 ± 9 % à 60 

min. En revanche, la traduction de l’ARN correspondant uniquement à la séquence codante 

(A3G ∆UTR) ou délété seulement de son extrémité 5’UTR (A3G ∆5’UTR) est peu inhibée à 
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Figure 41 : (a) Autoradiographies des gels SDS-PAGE correspondant aux transcriptions / 
traductions in vitro d’A3G, A3G∆UTR, A3G∆5’UTR, A3G∆3’UTR en présence d’AspRS, de Vif 
WT ou Vif AALA pendant 15, 30, 45 et 60 min. Comparaison de la synthèse d’A3G en présence 
de Vif WT (b) ou Vif AALA (c) par rapport à la production d’A3G en présence d’AspRS. 
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15 min (-10 ± 11 % pour A3G ∆UTR et +7 ± 8 % pour A3G ∆5’UTR) et modérément réduite à 

60 min (-40 ± 10 %). Ces résultats suggèrent que la présence de la partie 5’UTR sur l’ARNm 

est nécessaire à l’inhibition de la traduction d’A3G. Cependant, une inhibition générale de la 

synthèse d’A3G par la protéine Vif apparaît en fonction du temps et de manière 

indépendante de l’ARNm d’A3G utilisé. Ces résultats suggèrent que deux mécanismes se 

superposent : une régulation spécifique résultant de la présence de la 5’UTR et 

indépendante du temps et une inhibition indépendante de l’ARN qui progresse avec le 

temps. 

La protéine Vif induit la dégradation des protéines A3G par la voie de l’ubiquitine / 

protéasome. Afin de visualiser l’importance de ce mécanisme par rapport à l’inhibition 

traductionnelle, nous avons étudié la traduction d’A3G en présence d’un inhibiteur de 

protéasome (MG132) ou de DMSO (contrôle) (figure 42).  

 

 

Figure 42 : Comparaison du taux de protéines A3G synthétisées lorsque son ARNm est complet 
ou délété des deux régions UTR (A3G ∆UTR) en présence de Vif WT ou d’AspRS et de DMSO 
(contrôle) ou de MG132 (inhibiteur du protéasome). 

Le MG132 bloque la dégradation des protéines par le protéasome, la diminution de leur taux 

correspond par conséquent à une inhibition au niveau de la synthèse protéique. L’ajout de 

DMSO sert de contrôle et permet de comparer l’effet inhibiteur du MG132 (solubilisé dans le 

DMSO) et d’attribuer les résultats observés uniquement à une inhibition du protéasome et 

non à la présence du solvant. 

L’addition de MG132 ne modifie ni la spécificité ni l’amplitude de l’inhibition de la traduction 

d’A3G préalablement observée. La réduction d’accumulation des protéines A3G est donc 

due à une inhibition de la traduction par Vif. 
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Ces résultats suggèrent que l’inhibition de la traduction d’A3G en présence de Vif est liée à 

la présence de la région 5’UTR sur l’ARNm d’A3G. Afin d’identifier quelle partie de la 5’UTR 

est importante pour l’inhibition, nous avons commencé par analyser la traduction d’une 

isoforme de l’ARNm d’A3G isolée au laboratoire qui se révèle être une isoforme minoritaire 
149. Cet ARNm possède une séquence 5’UTR plus courte : seulement les 42 nts de 

l’extrémité 3’-terminale de la région 5’UTR. Nous avons nommé cet ARNm A3G ∆1-255. La 

transcription / traduction de cette construction a été étudiée en absence ou en présence de 

Vif WT et AALA (figure 43). 

 

Figure 43 : Comparaison du taux de protéines A3G en présence de Vif WT (a) ou Vif AALA (b) 
par rapport à A3G produites en présence de l’AspRS 

Comme précédemment, l’effet des protéines Vif WT et AALA est similaire, confirmant que le 

domaine de multimérisation n’est pas impliqué dans la régulation de la traduction d’A3G. 

Le taux de protéines produites lorsque l’ARNm est dépourvu de ses 255 premiers 

nucléotides (A3G ∆1-255) est équivalent à la traduction des ARN correspondant à A3G 

∆5’UTR ou A3G ∆UTR. Ce résultat suggère que les 42 nucléotides restants de la séquence 

5’UTR ne sont pas suffisants pour conférer à Vif la capacité à inhiber la traduction. Il apparaît 
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donc que les 255 premiers nucléotides de l’ARNm d’A3G sont ou contiennent un élément 

important pour l’inhibition de la traduction d’A3G par la protéine Vif. 

b. Etudes ex vivo  

L’étude de la traduction d’A3G ex vivo est effectuée par transfection transitoire de cellules 

HEK 293T avec des plasmides permettant l’expression de Vif et d’A3G. Les résultats sont 

analysés soit par test luciférase, soit par western blot selon le type de vecteur utilisé (cf 

matériels et méthodes, paragraphe I.A.). 

i. Test luciférase 

Les tests luciférase permettent la mesure de manière séquentielle des activités de la Firefly 

Luciférase (fusionnée avec la ou les régions non traduites d’A3G) et de la Rénilla Luciférase 

(contrôle de l’efficacité de la transfection).  

L’activité de la Luciférase est analysée par transfection de quantité constante de vecteur 

exprimant la Firefly Luciférase (1 µg) fusionnée ou non avec les UTR d’A3G en fonction de 

quantités croissantes de plasmides Vif WT ou AALA (0,5 – 1 – 2 µg) (figure 44). Des « tests 

de Student » sont réalisés afin de comparer deux à deux les moyennes obtenues pour une 

construction de la Luciférase et pour une quantité de Vif transfectée donnée (exemple : 

comparaison de la moyenne obtenue pour la Luciférase seule avec celle d’A3G 5’UTR-

Luciférase en présence de 0,5 µg de Vif). Plus la probabilité, p, est faible, plus la différence 

entre les moyennes est significative. La variation du signal luciférase est analysée puis reliée 

à la présence ou à l’absence des UTR de l’ARNm d’A3G. 

La transfection d’un vecteur comportant seulement la séquence codante de la Firefly 

Luciférase représente notre contrôle. En présence de quantités croissantes de Vif WT ou 

AALA transfectées, aucun changement significatif de la luminescence n’est observé pour 

cette construction. Vif n’inhibe donc pas la traduction de la Luciférase lorsque l’ARN étudié 

est uniquement composé de l’ORF de la Luciférase. 

Quelle que soit la quantité de Vif WT transfectée, le profil de variation de la luminescence 

obtenu pour chacune des constructions analysées est conservé. La présence de la région 5’ 

ou 3’UTR d’A3G en amont ou en aval, respectivement, de l’ORF de la Luciférase produit des 

résultats similaires : une diminution de la luminescence d’environ 10-15 % en présence de 

Vif WT. La fusion des deux régions 5’ et 3’UTR d’A3G de part et d’autre de la luciférase 

induit une diminution un peu plus importante de la luminescence (-20 %). La Vif WT inhibe 

donc plus fortement la traduction quand les deux UTR d’A3G sont présentes. Ceci suggère 

que les deux régions 5’ et 3’UTR jouent un rôle dans l’inhibition traductionnelle. 
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La traduction de la Luciférase en présence de Vif AALA donne des résultats similaires quelle 

que soit les constructions observées (p < 0,05), une réduction de la luminescence de 10-15 

%.  

 

Figure 44 : Variation du signal luciférase en fonction de la présence de la Vif WT (a) ou AALA 
(b) 

Les résultats obtenus avec la Vif WT et avec la Vif AALA sont comparables, les « tests de 

Student » effectués n’ayant indiqué aucune différence significative (p > 0,05) entre les deux 

protéines sauf concernant la construction A3G 5’UTR-Luciférase-A3G 3’UTR. Dans ce cas, 

nos résultats montrent que la traduction de la Luciférase est plus fortement inhibée en 
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présence de la Vif WT que de la Vif AALA. En effet, en présence de Vif AALA, l’inhibition de 

luminescence (10-15 %) est similaire lorsqu’une ou deux UTR sont fusionnées à la 

Luciférase. Ceci suggère que le domaine de multimérisation de Vif est impliqué, mais dans 

une moindre mesure, dans l’inhibition de la traduction d’A3G. 

 

Nous avons également vérifié que la différence de la luminescence observée n’est pas 

seulement due à un effet de position d’une séquence en amont ou en aval de l’ORF de la 

Luciférase. La leptine est une protéine qui régule les réserves de graisse dans l’organisme. 

Le taux de cette hormone décroit dans les périodes de carence et augmente en réponse à 

l’alimentation. L’équipe du Dr. Susan Fried a montré que la leptine est régulée de manière 

traductionnelle par l’insuline qui reconnaît spécifiquement les régions 5’ et 3’UTR de l’ARNm 

de la leptine 129. Nous avons étudié la variation de luminescence lorsque la région 5’UTR (56 

nts) ou une partie de la 3’UTR (462 nts) de l’ARNm de la leptine est fusionnée avec l’ORF de 

la Firefly Luciférase en présence de la protéine Vif WT (figure 45). 

 

 

Figure 45 : Variation de la luminescence des vecteurs contrôle transfectés en présence de Vif WT.  

En présence de Vif et indépendamment de la quantité de plasmide transfectée et du contrôle 

étudié, aucune variation du signal luciférase n’est observée. Ces résultats suggèrent que la 

diminution de la luminescence, et par conséquent de la traduction, est spécifique et 

nécessite la présence de la 5’, 3’ UTR ou des deux UTR de l’ARNm d’A3G rattachées à 

l’ORF de la Firefly Luciférase. 

ii. Western blot 

Les constructions d’A3G utilisées dans cette partie sont identiques aux vecteurs utilisés pour 

les études de transcription / traduction in vitro. Après transfection de ces vecteurs (50 ng) en 

présence de Vif (1 µg), les cellules sont lysées et leur contenu séparé sur gel SDS-PAGE 

dénaturant puis analysé par western blot. Les protéines A3G, Vif et actine (contrôle utilisé 

pour la normalisation) sont ensuite détectées par des anticorps spécifiques de chacune 
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(figure 46). Les expériences sont réalisées en présence d’un inhibiteur du protéasome 

(ALLN) ou de DMSO (solvant utilisé pour solubiliser ALLN) (figure 46a & b).  

 

Figure 46 : Western blot (a) et quantification (b) des transfections de différentes constructions 
permettant l’expression d’A3G (50 ng) en absence ou présence de Vif WT (1 µg) et en absence 
ou en présence d’inhibiteur du protéasome (ALLN). (c) Quantification des résultats obtenus avec 
les vecteurs d’A3G (1µg) transfectées en absence ou en présence de Vif WT (1 µg) et en absence 
ou en présence d’inhibiteur du protéasome (MG132) 

L’addition d’ALLN neutralise le protéasome et permet ainsi d’individualiser l’effet 

traductionnel de la dégradation mis en place par Vif. Comme auparavant, l’ajout de DMSO 

dans le milieu de culture cellulaire sert de contrôle et permet de discriminer l’effet inhibiteur 

de l’ALLN de l’action du solvant. 

En présence de DMSO (figure 46a & b), le taux de protéines A3G non régulées par la 

protéine Vif est très variable selon la construction testée (entre 40 et 90 %) et dépend de la 

présence de la 5’UTR. La présence d’ALLN dans le milieu de culture montre des différences 

dans les mécanismes d’inhibition en fonction du vecteur utilisé. En effet, en présence d’un 

ARNm complet ou d’un ARNm délété de sa région 3’UTR (A3G ∆3’UTR), la traduction est 
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fortement inhibée par Vif (-50 % et -40 %, respectivement). Or, cette inhibition est levée 

lorsque la synthèse d’A3G est réalisée à partir d’un ARN dépourvu des régions UTR (A3G 

∆UTR) ou seulement de la région 5’UTR (A3G ∆5’UTR). Ces résultats suggèrent que la 

faible proportion du mécanisme de dégradation (entre 10 et 20 %) est indépendant de la 

construction étudiée et que la région 5’UTR est nécessaire à l’inhibition de la traduction 

d’A3G par Vif. 

Ces expériences ont également été confirmées en utilisant un autre inhibiteur du protéasome 

(MG132) (figure 46c). De même, nous observons une inhibition de la traduction (entre -40 et 

-50 %) uniquement lorsque la région 5’UTR est présente sur l’ARNm d’A3G, confirmant 

l’importance de la région 5’UTR pour l’inhibition.  

2. Analyse du profil de polysomes sur l’ARNm d’A3G en présence 

de Vif 

Le contrôle de la traduction intervient principalement au niveau de l’initiation de la traduction. 

Pour comprendre les mécanismes de régulation traductionnelle dirigés par Vif, nous avons 

analysé les complexes de traduction assemblés sur l’ARNm d’A3G par centrifugation sur 

gradient de sucrose. Le profil de polysomes a été analysé dans le cas de l’ARNm d’A3G 

(complet ou délété des deux UTR), en absence ou en présence de Vif WT. Peu avant la lyse 

(30 min), les cellules HEK 293T préalablement transfectées avec les différentes 

constructions sont mises en culture avec un inhibiteur de la traduction (cycloheximide) afin 

de bloquer les ribosomes en progression sur l’ARNm. Les cellules sont ensuite lysées et le 

contenu cellulaire est déposé sur un gradient de sucrose continu (7-47 %) puis 

ultracentrifugé afin de séparer les composants cellulaires suivant leur densité. Les fractions 

du gradient sont récupérées et leur absorbance mesurée simultanément (figure 47). Le 

contenu des fractions est ensuite analysé par western blot (protéines) et par gel d’agarose 

ou RT-PCR (ARN). 

Le profil d’absorbance des différentes fractions ne permet pas d’observer les polysomes 

directement (figure 47). L’analyse des protéines et des ARN de chaque fraction nous fournira 

des informations sur la présence ou l’absence de la protéine L11 et des ARNr, composants 

du ribosome et donc indirectement sur la présence des polysomes eux-mêmes. 
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Figure 47 : Profil d’absorption type obtenu lors du prélèvement des fractions d’un gradient de 
sucrose continu ultracentrifugé après dépôt d’un lysat cellulaire. 

a. Etude des protéines  

Dans le but d’analyser les protéines composant chaque fraction, la moitié est précipitée puis 

déposée sur gel SDS-PAGE dénaturant et étudiée par western blot par utilisation d’anticorps 

spécifiques d’A3G, de Vif, de l’actine et de L11. 

L’expérience a été menée sur un lysat de cellules précédemment transfectées avec la 

construction A3G (figure 48) ou A3G ∆UTR (figure 49), en absence ou en présence de Vif. 

Après avoir vérifié que le taux de protéines A3G est réduit en présence de Vif (figure 48a à 

droite), nous avons étudié la répartition des protéines L11, A3G et Vif dans les fractions du 

gradient. L’analyse des fractions montre que la protéine A3G est localisée préférentiellement 

au niveau des fractions 12 à 20. Cette distribution se superpose à celle de la protéine L11 

présente majoritairement dans les fractions 12-19 (reflétant la présence du ribosome 80S) et 

également, mais en quantité moindre, dans les fractions 4-12 (correspondant aux 

polysomes). En présence de Vif, le taux de protéines A3G étant fortement diminué, il est 

donc difficile de conclure quant à un changement d’assemblage / localisation de la protéine 

A3G qui serait induit par Vif. 

L’actine, contrôle de l’expérience, se situe vers le haut du gradient au niveau des fractions 

21-25. Cette localisation ne change pas après transfection de Vif suggérant que Vif 

n’influence pas la répartition de l’actine dans la cellule. 
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Figure 48 : (a) Western blots des fractions issues des gradients de sucrose de cellules transfectées 
avec le plasmide permettant la traduction d’A3G à partir de l’ARNm complet en absence (haut) 
et en présence (bas) de Vif. (b) Quantification des protéines L11 (histogramme) et A3G produites 
en absence (rouge) ou en présence (vert) de Vif. 

Comme dans les études précédentes, le taux de protéines A3G issues de l’ARN A3G ∆UTR 

est pratiquement inchangé en présence de Vif (figure 49a à droite). Les protéines 

synthétisées à partir de l’ARN A3G ∆UTR en absence ou en présence de Vif se répartissent 

majoritairement entre les fractions 12 et 20. La protéine ribosomique L11 se situe 

majoritairement dans les fractions 15-21 (ribosomes 80S) puis en faible quantité dans les 

fractions 6-14 (polysomes). Cette répartition se superpose également à celle des protéines 

A3G que ce soit en absence ou en présence de Vif. 

Comme précédemment, l’actine est localisée dans les fractions 21-25, en absence ou en 

présence de Vif confirmant que Vif n’intervient pas dans la localisation ou l’assemblage en 

complexes de l’actine dans la cellule. 
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Figure 49 : (a) Western blots des fractions des gradients de sucrose correspondant aux cellules 
transfectées avec A3G ∆UTR en absence (haut) ou en présence (bas) de Vif. (b) Quantification 
des protéines L11 (histogramme) et A3G produites en absence (bleu) ou en présence (jaune) de 
Vif. 

b. Etude des ARN 

Les ARN des différentes fractions sont extraits et analysés soit directement dans le cas des 

ARNr soit indirectement par RT-PCR pour les études sur la distribution de l’ARNm d’A3G 

(complet ou ∆UTR) en absence ou en présence de Vif. 

i. ARNr 

Une partie des ARN cellulaires totaux extraits est déposé sur gel agarose afin de visualiser 

les ARNr et confirmer la localisation des ribosomes 80S et des polysomes (figure 50). 
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Figure 50 : Gel agarose type montrant la distribution des ARNr (vert) dans les gradients de 
sucrose (a). Moyenne des quantifications effectuées sur la distribution de l’ARNr 28S pour 
chaque construction analysée. La localisation moyenne de la protéine L11 (histogramme) 
déterminée précédemment par western blot ainsi que le profil d’absorbance (violet) des fractions 
d’un gradient sont rappelés.  

La majorité des ARNr sont présents dans les fractions 14-25 quelle que soit la construction 

d’A3G analysée, en absence ou en présence de Vif. Les fractions contenant les ARNr en 

quantité plus faible (4-13) indiquent la présence des polysomes. Ces résultats combinés 

avec le profil d’absorbance et la localisation de la protéine L11 montrée par western blot 

permettent de déterminer la présence des ribosomes 80S dans les fractions 13-19 et les 

polysomes dans les fractions 4-12. 

ii. ARNm d’A3G 

La répartition des ARNm d’A3G complet (figure 51) ou délété des régions UTR (figure 52) a 

été analysée par RT-PCR sur les ARN totaux extraits de chaque fraction du gradient, en 

absence ou en présence de Vif.  

L’ARNm d’A3G en absence de Vif se localise préférentiellement dans les fractions 15 à 25 

(figure 51). En présence de Vif, l’ARNm d’A3G est en partie relocalisé vers les fractions 7-14. 

Ce résultat suggère que Vif perturbe l’association de l’ARNm A3G avec ses partenaires 

induisant un assemblage en complexes de plus haute masse.  
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Figure 51 : (a) Gels agarose des RT-PCR effectuées sur les fractions des cellules transfectées avec 
A3G en absence (haut) ou en présence de Vif (bas). (b) Quantification des gels agarose 

Comme pour l’ARNm d’A3G entier, en absence de Vif, l’ARNm d’A3G ∆UTR se situe 

majoritairement dans les fractions 17-25 (figure 52). En présence de Vif, l’ARN A3G ∆UTR 

est relocalisé vers les fractions de plus haute densité 1-8. Ainsi, de façon similaire à ce qui 

est observé pour l’ARNm A3G, Vif induit un changement de localisation de l’ARN dans le 

gradient suggérant une modification de l’assemblage de l’ARN en complexes dans la cellule. 

 

Figure 52 : (a) Gel agarose des RT-PCR effectuées sur les cellules transfectées avec A3G ∆UTR 
en absence (en haut) ou en présence (en bas) de Vif et quantification (b) 
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C. Discussion 

Depuis la découverte du facteur de restriction A3G, peu d’études ont été menées sur l’ARNm 

d’A3G. Les laboratoires étudiant les relations entre A3G et Vif utilisent en grande majorité 

des vecteurs d’expression correspondant uniquement à la séquence codante d’A3G. Nos 

expériences ont permis d’étudier pour la première fois la contribution de chacune des 

régions composant l’ARNm d’A3G dans l’inhibition de la traduction mise en place par la 

protéine Vif et de comprendre un peu mieux ce mécanisme. 

1. Vif inhibe la traduction d’A3G. 

a. Les régions non traduites de l’ARNm d’A3G ne sont pas suffisantes 

pour permettre une inhibition complète de la traduction. 

Nos premières études sur l’implication des UTR de l’ARNm d’A3G dans l’inhibition 

traductionnelle ont été menées ex vivo par des tests luciférase. Ces analyses nous ont 

permis de nous affranchir de la région codante d’A3G pour nous centrer précisément sur les 

UTR. Ainsi, nous avons montré que ces régions fusionnées avec l’ORF de la Luciférase ne 

sont pas très efficaces : Vif WT ou AALA inhibent seulement 10-15 % de la traduction en 

présence de la 5’UTR ou de la 3’UTR de l’ARNm d’A3G. En revanche, il existe un effet 

synergique entre les deux régions UTR qui conduit à une légère augmentation de l’inhibition 

traductionnelle (-20 %) en présence de Vif WT. Cette inhibition, bien que faible, est 

spécifique des UTR de l’ARNm d’A3G : en effet, la fusion de la Luciférase avec des UTR de 

l’ARNm de la leptine ne montre aucune inhibition de la traduction en présence de Vif. 

b. La région 5’UTR associée à la séquence codante d’A3G est essentielle 

pour l’inhibition traductionnelle 

La contribution de la région codante d’A3G (associée ou non aux UTR) dans le processus de 

l’inhibition de la traduction a ensuite été analysée in vitro et ex vivo. 

Nos résultats indiquent que Vif inhibe spécifiquement la traduction de l’ARNm d’A3G (~ -50 

%) uniquement en présence de la 5’UTR. Les expériences menées par Stopak et al. ont 

également montré que Vif inhibe la traduction d’A3G d’environ 60 % in vitro 200. Néanmoins, 

la construction utilisée par ces auteurs ne comporte probablement pas les séquences non 

traduites de l’ARNm d’A3G (les auteurs utilisant un clone d’expression de la protéine). Ce 

résultat est quelque peu surprenant au vu des nôtres où la présence de la 5’UTR semble 

être nécessaire à l’inhibition traductionnelle d’A3G.  
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Afin d’isoler l’effet traductionnel de la dégradation, les études de traduction ont été 

effectuées en présence d’un inhibiteur du protéasome (MG132 ou ALLN). L’ajout d’inhibiteur 

n’induit aucun changement du taux de protéines A3G en présence de Vif dans les 

expériences in vitro, confirmant que la diminution des protéines A3G est principalement la 

conséquence d’une inhibition traductionnelle. De nombreux articles ont néanmoins montré 

que la dégradation d’A3G par Vif est un facteur important 45,142,145,190,243. Nous pouvons 

expliquer ce résultat par l’absence du protéasome dans les systèmes de réticulocytes de 

lapin ou par le manque d’un composant essentiel de la machinerie de dégradation. Ex vivo et 

en présence de Vif, le taux de protéines A3G observé est dépendant du vecteur d’expression 

d’A3G utilisé. En présence de DMSO, les protéines A3G détectées correspondent aux 

protéines ayant subsisté aux deux mécanismes de régulation : traductionnel et post-

traductionnel (dégradation). Le blocage du protéasome dans les cellules permet d’observer 

uniquement l’inhibition traductionnelle. La présence de la région 5’UTR sur l’ARNm est en 

effet essentielle pour ce type d’inhibition. Alors que le mécanisme de régulation pour les 

deux constructions A3G ∆5’UTR et A3G ∆UTR intervient principalement au niveau de la 

dégradation (inhibition levée avec l’ALLN), les deux autres constructions sont, elles, 

contrôlées majoritairement au niveau de la traduction. Il semblerait que le premier 

mécanisme de régulation des protéines A3G contrôlé par Vif cible l’ARNm et plus 

précisément sa traduction. La dégradation est similaire et minoritaire quelle que soit la 

construction analysée (entre 10 et 20 %). Ces conclusions sont en accord avec les résultats 

des équipes de Greene et de Strebel qui ont observé que le mécanisme de dégradation 

d’A3G par le protéasome est minoritaire (~20 %) par rapport au processus d’inhibition 

traductionnelle (~ 40 %) 110,200. 

La traduction in vitro d’un ARNm correspondant à une isoforme mineure délétée des 255 

premiers nucléotides (A3G ∆1-255) est comparable à celle d’un ARN dépourvu de la région 

5’UTR entière. Ce résultat suggère que les premiers nucléotides sont importants pour 

l’inhibition de la traduction. Des exemples connus impliquant les UTR des ARNm indiquent 

en effet que la partie 5’UTR est une région importante et souvent concernée dans les 

mécanismes de régulation traductionnelle 232 et que cette séquence est requise dans le 

processus général de la traduction (essentielle pour la fixation / balayage et reconnaissance 

du codon initiateur par la sous-unité 40S du ribosome). Les 255 premiers nucléotides de 

l’ARNm d’A3G pourraient renfermer une structure / séquence nécessaire à la 

reconnaissance de l’ARN par Vif (cf partie conclusions & perspectives). En son absence, 

l’ARNm A3G serait donc moins efficacement reconnu par la protéine Vif, induisant une 

absence d’inhibition traductionnelle. 

 



RESULTATS & DISCUSSIONS                 III. Etude de la traduction d’A3G en présence de Vif 

 - 122 - 

Les UTR d’A3G isolées de la séquence codante sont peu efficaces pour induire une 

inhibition de la traduction (~ -15 ± 5 %). De plus, la traduction d’un ARNm composé 

uniquement de l’ORF d’A3G suggère que la séquence codante isolée ne représente pas une 

bonne cible pour la régulation traductionnelle d’A3G. Ces résultats indiquent une nécessité 

de combinaison de la séquence codante et de la région 5’UTR afin que Vif puisse inhiber la 

traduction. Une hypothèse pour expliquer ce résultat implique la région 5’UTR qui 

représenterait un point de nucléation pour Vif. La reconnaissance de la 5’UTR induirait alors 

un recrutement de Vif tout au long de l’ARNm qui conduirait à une inhibition de la traduction. 

Cependant, l’effet traductionnel observé semble être dissocié de l’affinité que présente Vif 

pour un ARN donné. En effet, Vif présente une très bonne affinité pour la région 3’UTR et 

une affinité plus faible pour la région 5’UTR (cf partie I). Les résultats de traduction 

suggèrent néanmoins que la 3’UTR n’est pas requise et que la séquence codante isolée 

n’est pas suffisante pour permettre une inhibition traductionnelle malgré l’affinité de Vif pour 

ces régions. Cette observation sera développée dans la partie « Conclusions & 

Perspectives ».  

Les mécanismes de dégradation et d’inhibition de la traduction permettent de diminuer 

fortement la quantité de protéines A3G dans la cellule (~ 60 %). Néanmoins, il demeure une 

quantité non négligeable de protéines A3G qui pourrait empêcher la production de particules 

virales infectieuses. Afin de se prémunir de l’action d’A3G, Vif a développé d’autres 

mécanismes. En effet, il a été proposé que Vif favoriserait la formation des complexes HMM 

d’A3G, rendant la protéine inactive 79. Plusieurs études suggèrent également que Vif inhibe 

l’encapsidation d’A3G dans les virions 109,110,141,190. Une des hypothèses de l’incorporation 

d’A3G dans la particule virale serait l’interaction d’A3G avec l’ARNg au niveau de la tige-

boucle SL1 requise pour la dimérisation de l’ARN 119. Nous avons montré au laboratoire que 

Vif lie l’ARNg au niveau de l’extrémité 5’ dont la structure SL1 95. Vif pourrait donc se lier à la 

séquence leader de l’ARNg et ainsi masquer les sites de reconnaissance nécessaires à A3G 

pour être encapsidée.  

c. Le domaine de multimérisation intervient peu ou pas dans l’inhibition 

traductionnelle 

Le comportement de la protéine Vif AALA n’est pas très éloigné de celui de la protéine Vif 

WT dans les études de traduction. La seule différence entre ces deux protéines est obtenue 

lorsque les deux régions UTR d’A3G sont fusionnées de part et d’autre de la Luciférase. En 

effet, l’effet synergique observé pour la protéine Vif WT n’est pas retrouvée dans les 

expériences menées avec la protéine Vif AALA. Ce résultat suggère que le domaine de 
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multimérisation de Vif est faiblement impliqué dans l’inhibition traductionnelle d’A3G. Le motif 

PPLP étant impliqué dans l’interaction de Vif avec les ARNm d’A3G (cf partie I), ceci 

renforce l’hypothèse que la fixation de Vif sur une région particulière de l’ARN ne reflète pas 

obligatoirement l’importance de cette région dans le mécanisme de régulation 

traductionnelle. 

2. Etude du mécanisme de régulation de la traduction d’A3G en 

présence de Vif 

Comme cela a été déjà mentionné, les UTR d’un ARNm peuvent se structurer et être des 

sites de fixation pour de nombreux facteurs impliqués dans la stabilisation, la localisation, 

l’initiation ou encore la dégradation des ARNm. La région 5’UTR est une cible fréquente des 

protéines régulatrices de la traduction 232. Le cas le plus étudié est celui de l’ARNm de la 

ferritine permettant le stockage du fer 167 qui présente une séquence 5’UTR près du codon 

d’initiation, l’élément IRE, reconnu par la protéine IRP1 qui inhibe le balayage du ribosome 

en absence de fer. Un autre exemple est celui de l’ARNm de p53 (facteur de transcription 

impliqué dans le contrôle du cycle cellulaire) régulée par la nucléoline 209. Cette protéine 

induit et stabilise la formation de structure d’ARNdb dans la séquence 5’UTR de l’ARNm de 

p53 induisant ainsi une incapacité pour les ribosomes de balayer l’ARNm et conduisant à 

une inhibition de la traduction. La région 5’UTR étant importante pour l’inhibition de la 

traduction, Vif pourrait reconnaître spécifiquement des structures présentes sur cette 

extrémité et induire une diminution de la traduction probablement en interférant au niveau de 

l’initiation, étape majoritairement régulée dans le contrôle traductionnel des ARNm 56. Afin de 

visualiser l’efficacité de la traduction en présence de Vif, nous avons analysé le profil des 

polysomes présents sur l’ARNm d’A3G délété ou non des UTR, en absence ou en présence 

de Vif WT. Bien que ces expériences soient préliminaires et demandent confirmation, nos 

premiers résultats sont encourageants.  

a. Localisation des polysomes et des ribosomes 80S 

Le profil d’absorbance des gradients de sucrose ne permet pas de détecter directement les 

polysomes. Ceci peut s’expliquer par deux raisons principales : par manque de matériel ou 

par dissociation de la majorité des polysomes. Le manque de matériel semble peu probable 

compte tenu de la quantité de protéines déposées sur le gradient (4 mg de protéines totales) 

et de la quantité des ARNr détectés par coloration au BEt. L’explication la plus envisageable 

est donc une dissociation des polysomes présents sur l’ARNm au profit des ribosomes 80S 

ou des sous-unités libres (non différenciées des ribosomes 80S par nos études). En effet, les 
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concentrations de KCl (250 mM) et de MgCl2  (10 mM) utilisées lors de la lyse et dans les 

gradients ne sont pas favorables à la préservation des polysomes en cours de traduction sur 

l’ARNm. De plus, afin de se trouver en phase active de traduction (majorité des polysomes 

sur les ARNm), les cellules étudiées doivent être au maximum à 80 % de confluence à la fin 

de l’étape de transfection. Les expériences seront donc à refaire en tenant compte de ces 

éléments. Néanmoins, par détection de la protéine ribosomique L11 et analyse des ARNr, 

nous avons déterminé la position des ribosomes 80S (13-19) et des polysomes (4-12) dans 

le gradient.  

b. La protéine A3G s’associe avec les ribosomes ? 

En absence ou en présence de Vif, la protéine A3G (issue de l’ARN A3G ± UTR) est 

présente dans les fractions 12-20, c’est-à-dire les fractions associées aux ribosomes 80S. 

L’interaction d’A3G avec les ribosomes pourrait accélérer le taux de traduction de certains 

ARNm. En effet, Huang et al. ont proposé qu’A3G inhiberait l’action de certains miARN dans 

les P bodies et les SG et augmenterait la synthèse des ARNm ciblés probablement en 

stimulant leur association avec les polysomes 100. Cependant, la présence d’A3G dans les 

fractions ribosomiques n’implique pas obligatoirement une interaction. Une autre possibilité 

est donc qu’A3G s’assemble dans la cellule en complexes de masse équivalente aux 

ribosomes ce qui expliquerait une co-détection à la fois d’A3G et des ribosomes. 

c. La protéine Vif stimule l’assemblage de l’ARNm d’A3G en complexes 

de haute masse 

L’étude de la distribution des ARNm d’A3G dans les fractions des gradients montre, qu’en 

absence de Vif, l’ARNm d’A3G ± UTR est majoritairement retrouvé dans les fractions 15-25. 

Ces fractions ne correspondant pas aux polysomes, ce résultat suggère que l’ARNm d’A3G 

est faiblement traduit. En présence de Vif, l’ARNm complet d’A3G est partiellement relocalisé 

dans les fractions de plus haute densité où migrent les polysomes. Cependant, nous avons 

montré que Vif inhibe la traduction d’A3G dans le cas de l’ARNm complet d’A3G. Ce résultat 

suggère que l’ARNm d’A3G ne s’associe pas avec les polysomes en présence de Vif. Une 

autre explication serait que Vif fixe l’ARNm d’A3G et le transporte dans un « compartiment » 

à l’écart de toute traduction où l’ARN s’assemblerait en complexes de haute densité. Il est 

intéressant de noter qu’en présence d’A3G uniquement, la protéine Vif est retrouvée dans 

les P bodies et les SG 229. Il a également été montré qu’A3G fixe son propre ARNm dans les 

P bodies et les SG 40. Une des hypothèses est que Vif stimule l’assemblage de l’ARNm en 

complexes HMM dans les P bodies ou les SG. Le taux d’ARNm d’A3G étant relativement 
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stable en présence de Vif, l’ARNm d’A3G serait donc stocké dans ces granules sans être 

dégradé. Les P bodies et les SG contiennent en effet des protéines impliquées dans 

l’inhibition de la traduction qui permettent la préservation de l’ARNm de la dégradation. En 

effet, la liaison de la coiffe par le facteur d’initiation eIF4E complexé avec 4E-T bloque le 

recrutement de eIF4G (empêche l’initiation) et prévient la reconnaissance de la coiffe par les 

enzymes de « décoiffage ». Les protéines Dhh1p, Pat1p, RCK / p54 et CPEB (Cytoplasmic 

Polyadenylation Element-Binding protein) sont également des facteurs généraux de 

l’inhibition traductionnelle 60.  

L’ARNm A3G ∆UTR est lui aussi déplacé après expression de Vif mais de manière différente 

dans les fractions 1-8. Nous avons montré que même si Vif ne réduit pas la production 

d’A3G quand son ARNm est délété des UTR, sa traduction n’est pas pour autant stimulée. 

Cet ARNm n’est donc pas associé aux polysomes de manière renforcée en présence de Vif. 

De manière similaire à l’ARNm complet d’A3G, Vif ciblerait donc l’ARNm A3G ∆UTR et 

stimulerait son assemblage en complexe de haute densité mais sans en inhiber la traduction. 

Ces complexes seraient de composition variable selon l’ARNm A3G analysé.  

Des expériences complémentaires sont nécessaires (notamment sur les ARN A3G ∆5’UTR 

et A3G ∆3’UTR) pour la compréhension totale de ce phénomène ainsi que pour élucider le 

compartiment choisi par Vif pour transporter les ARNm d’A3G loin de la machinerie 

traductionnelle. De plus, afin de quantifier précisément les différents ARNm dans les 

fractions, nous allons ré-analyser ces expériences par PCR quantitative. 
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CONCLUSIONS & PERSPECTIVES 

Les virus VIH-1 délétés du gène Vif issus de cellules non-permissives (cellules naturelles de 

l’infection) ne sont pas infectieux. En 1998, des expériences d’hétérocaryons entre une 

cellule permissive et une cellule non-permissive ont permis d’affirmer l’existence d’un facteur 

de restriction présent uniquement dans les cellules non-permissives et contrecarré par la 

protéine Vif 136,193. Cinq ans plus tard, ce facteur de restriction a été identifié : A3G 189. Dès 

lors, de nombreux laboratoires ont étudié la manière dont A3G inhibe la production de 

particules virales infectieuses et quels sont les mécanismes développés par Vif pour 

contourner cette défense immunitaire innée. 

Parmi ces mécanismes, il a été montré que Vif inhibe la traduction d’A3G 110,141,200. 

Cependant, le processus lui-même n’a jamais été étudié. Mon travail de thèse a permis de 

mieux comprendre le mécanisme de régulation de la traduction d’A3G par la protéine Vif du 

VIH-1. 

I. Vif : une protéine virale flexible et multimérique 

A. Vif : une protéine intrinsèquement non structurée ? 

Nous avons montré que la protéine Vif est majoritairement structurée sous forme de feuillets 

β mais qu’une large partie est également totalement désorganisée. Cette région déstructurée 

semble se localiser principalement dans le domaine CTD 7,176. Il a été proposé que 

l’extrémité C-terminale de Vif s’organise en présence de ses partenaires 7,176. La protéine Vif 

a tendance à s’agréger probablement par association des régions hydrophobes non-

structurées. Cependant, nous avons montré que les agrégats se dissocient (au moins 

partiellement) en présence de l’ARNm d’A3G afin de le complexer. Ce changement d’état 

pourrait s’expliquer par une structuration de la protéine Vif induite par la fixation aux ARN. 

Afin de tester cette hypothèse, il serait intéressant d’effectuer des études de CD sur la 

protéine Vif en présence de ses partenaires protéiques (ElonginB / C, Culline 5, A3G…) ou 

encore d’ARN (ARNg ou ARNm d’A3G). De plus, les expériences de CD ne permettent 

d’avoir qu’une estimation de la structure de Vif, une structure tridimensionnelle 

(cristallographie aux rayons X ou RMN) est donc nécessaire. Depuis de nombreuses 

années, plusieurs laboratoires ont tenté de cristalliser Vif. Les récents travaux ayant montré 

que Vif est une protéine partiellement désorganisée qui se structure probablement en 

présence de ses ligands 7,176 pourraient aider à la conception de nouvelles stratégies de 

cristallisation. En effet, il semble approprié de tenter de co-exprimer la protéine Vif avec un 
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de ses partenaires puis de purifier le complexe. Ce protocole devrait permettre de réduire 

l’agrégation de la protéine Vif et faciliter ainsi le processus de purification puis de 

cristallisation. 

B. Importance du motif PPLP pour la formation de multimères 

de la protéine Vif  

Nos expériences ont permis de confirmer que la protéine Vif est une protéine multimérique et 

que le domaine PPLP est nécessaire à l’oligomérisation de Vif. En effet, nous avons montré 

que la protéine Vif WT s’organise en complexes de 6-10 protéines alors qu’une protéine 

mutée dans le motif PPLP perd majoritairement sa capacité à multimériser (formation de 

dimères ou de trimères). La substitution des résidus proline de cette séquence en alanine ne 

suffit pas à abroger totalement l’auto-assemblage de Vif. Ce résultat suggère que d’autres 

résidus en dehors du domaine PPLP participent à la multimérisation. De plus, Reingewertz 

et al. ont montré que le CTD s’assemble sous forme de dimère ou de trimère 176, indiquant 

que les autres résidus impliqués dans la multimérisation doivent se trouver dans le NTD. Par 

conséquent, il serait intéressant d’étudier des mutants de Vif délétés du domaine CTD et 

examiner leur capacité à s’assembler, soit par DLS soit par chromatographie d’exclusion. 

II. Vif lie l’ARNm d’A3G et inhibe sa traduction 

Nous avons montré que Vif se fixe sur l’ARNm d’A3G avec une coopérativité moyenne et 

que le domaine de multimérisation PPLP semble impliqué dans cette liaison et notamment 

dans la spécificité d’interaction. Ce dernier résultat sera confirmé par les études de 

spectroscopie de fluorescence avec la protéine Vif AALA sur l’ARNm d’A3G mais également 

sur l’ARNg du VIH-1. La protéine Vif semble ne se fixer qu’au niveau de trois sites sur la 

5’UTR de l’ARNm d’A3G et présenter le moins d’affinité pour cette séquence. Cependant, 

nos expériences de traduction suggèrent que cette région est essentielle à l’inhibition de la 

synthèse d’A3G. De plus, la capacité de Vif à multimériser ne paraît pas être impliquée dans 

ce mécanisme. Ces résultats indiquent que le nombre des sites de fixation de Vif et / ou son 

affinité pour un ARN ou un fragment d’ARN in vitro, n’est pas obligatoirement un gage de 

son importance dans l’inhibition traductionnelle. En effet, il a été montré que la liaison d’une 

seule protéine sur la séquence 5’UTR d’un ARNm pouvait être suffisante pour bloquer la 

progression du ribosome (lors de l’étape de balayage) en stabilisant une structure 

secondaire (exemple de la protéine IRP1 et de l’ARNm de la ferritine 167). Il ne serait donc 

pas indispensable que Vif recouvre entièrement l’ARN ou que Vif ait une forte affinité pour 

une région pour inhiber la traduction. La fixation de Vif au niveau d’un seul site de haute 
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affinité sur la région 5’UTR de l’ARNm serait donc suffisante pour la régulation 

traductionnelle.  

A. Identification des résidus présents sur l’ARNm d’A3G 

essentiels à la fixation et à l’inhibition traductionnelle par la 

protéine Vif 

L’étude d’une isoforme minoritaire de l’ARNm d’A3G dépourvu des 255 premiers nts montre 

que les résidus restants ne sont pas suffisants pour permettre à Vif de bloquer la traduction. 

Les études structurales des UTR de l’ARNm et d’empreinte de Vif sur ces régions indiquent 

que la 5’UTR s’organise en trois tiges-boucles distinctes et que Vif se fixe majoritairement 

sur le domaine 5’D3 englobant les nts 208 à 293. La délétion des 255 premiers résidus induit 

un remaniement structural et par conséquent une disparition de cette structure secondaire. 

Bien qu’un des sites de fixation de Vif soit toujours inclus (nts 258-268) dans l’isoforme 

mineure, il est possible que Vif reconnaisse en premier lieu la structure pour enfin se fixer 

spécifiquement sur son site et inhiber la traduction. Afin de vérifier cette hypothèse, il serait 

intéressant d’étudier la fixation de la protéine Vif sur un mutant de l’ARNm d’A3G délété des 

200 premiers nts qui préserverait le dernier domaine structuré. Simultanément, la traduction 

de cette isoforme devra être étudiée en présence de Vif dans les systèmes in vitro et ex vivo. 

De plus, afin de vérifier l’importance de la séquence reconnue par Vif par rapport à la 

structure, des mutations compensatoires des nts 212-219 et 258-268 (sites de fixation de Vif) 

et des résidus partenaires pour la formation de l’hélice (résidus 282-289 et 234-239, 

respectivement) pourraient être effectuées. L’importance des autres sites de fixation de Vif 

sera également testée en mutant les résidus impliqués comme décrits ci-dessus. Les études 

de fixation et de traduction seront alors entreprises sur ces constructions comme 

précédemment.  

Les sites de fixation de la protéine Vif ont été identifiés par les études d’empreinte en 

utilisant uniquement les sondes enzymatiques (RNases A, T1 et V1). Afin de compléter la 

détection éventuelle de sites de liaison supplémentaires, il serait intéressant d’utiliser des 

sondes chimiques comme le Fe(II)-EDTA ou NMIA 233 (spécifique du squelette sucre-

phosphate). De plus, la structure des UTR de l’ARNm d’A3G a uniquement été étudiée. Une 

analyse approfondie de l’organisation secondaire de l’ARNm complet serait également une 

expérience à mener.  
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B. Etude des domaines de la protéine Vif responsables de 

l’inhibition de la traduction d’A3G 

La protéine Vif fixe l’ARN par la présence d’un domaine de liaison localisé en N-terminal 
118,247. Cependant, nous ne savons pas si ce domaine est suffisant pour permettre une 

inhibition de la traduction d’A3G. De plus, la protéine Vif est phosphorylée sur divers résidus 

et cette modification est importante pour son activité ; la mutation de certains de ces sites 

(T96 et S144) inhibant la réplication virale 241,242. Il serait donc intéressant d’effectuer des 

études de mutagénèse dirigée afin d’étudier les résidus impliqués dans l’inhibition de la 

traduction.  

 

Les expériences de traduction ex vivo que nous avons réalisées ont été effectuées en 

présence d’un clone d’expression de la protéine Vif. Afin de se rapprocher un peu plus du 

contexte naturel, il sera primordial de refaire les études précédemment menées dans un 

contexte viral entier. Ainsi, la traduction des différentes constructions de l’ARNm d’A3G sera 

analysée en présence d’un clone moléculaire classique (exemple : pNL4.3) délété ou non de 

Vif. De plus, l’encapsidation d’A3G dans les particules virales du VIH-1 sera étudiée afin de 

détecter une éventuelle différence du taux d’incorporation d’A3G en fonction de la 

construction utilisée. Ces expériences pourraient nous permettre d’estimer l’importance du 

mécanisme de régulation des protéines A3G (inhibition traductionnelle et dégradation) par 

rapport aux autres mécanismes utilisés par la protéine Vif pour contrecarrer A3G (formation 

des complexes HMM, compétition au niveau des sites d’encapsidation au niveau de 

l’ARNg…). 

III. Vif stimule l’assemblage de l’ARNm d’A3G en complexe 

de haut poids moléculaire 

Nous avons montré que la traduction d’A3G est inhibée par la protéine Vif et que la présence 

de la 5’UTR sur l’ARNm d’A3G est essentielle à ce mécanisme. Néanmoins, le processus 

exact de l’inhibition reste inconnu. Dans le but d’élucider la voie par laquelle Vif bloque la 

synthèse d’A3G, nous avons étudié le profil des polysomes sur l’ARNm en présence de Vif. 

Bien que ces expériences demandent à être confirmées et ré-analysées, notamment par 

PCR quantitative, ces résultats semblent indiquer que Vif induit l’association de l’ARNm 

(complet ou délété des UTR) d’A3G en complexes de haut poids moléculaire. Ces 

complexes seraient différents et dépendants de la construction de l’ARNm d’A3G compte 

tenu que la traduction de l’ARNm A3G ∆UTR n’est pas inhibée. Ces études ont été réalisées 
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en présence d’une concentration en sels et magnésium qui pourraient être suffisantes pour 

dissocier les ribosomes présents sur les ARNm. Afin de valider nos conclusions, ces mêmes 

expériences seront refaites en présence de sels et de magnésium en concentrations plus 

faibles. De plus, nos premières études ont été effectuées sur deux des quatre constructions 

dont nous disposons au laboratoire. Ces mêmes analyses devront donc être effectuées avec 

les deux autres ARN d’A3G (A3G ∆5’UTR et A3G ∆3’UTR) afin de valider l’importance de la 

région 5’UTR dans le mécanisme d’inhibition traductionnelle mis en place par Vif et ainsi de 

constater l‘effet de la présence de la 5’UTR sur l’ARNm dans la formation de l’un ou l’autre 

type de complexes de haute densité.  

La protéine A3G, son ARNm ainsi que la protéine Vif (en présence uniquement d’A3G) sont 

localisées dans les P bodies et les SG 40,70,125,229. Une des hypothèses que nous avons 

formulée est que Vif transporte l’ARNm d’A3G dans les P bodies et / ou les SG où il est 

séquestré à l’écart de la machinerie traductionnelle. Cependant, nous ignorons si 

l’association de l’ARNm en complexe est une conséquence de sa localisation dans les P 

bodies et / ou les SG ou si l’ARNm est préalablement associé en complexe pour le 

transport ; complexe qui sera par la suite éventuellement complété par les protéines de ces 

granules. De manière intéressante, dans la cellule, la traduction de certains ARNm s’effectue 

de manière localisée (ARNm oskar, bicoid…). Ce mécanisme est impliqué dans le 

développement et l’embryogénèse (notamment chez la drosophile et le xénope), la 

croissance axonale dans les neurones ou encore dans la migration cellulaire 20. L’adressage 

des ARNm est médié par un complexe ribonucléoprotéique appelé granule de transport. 

Certaines protéines composant ces granules sont communes à celles retrouvées dans les P 

bodies ou les SG et représentent le core du complexe où se fixent, dans un second temps, 

les facteurs spécifiques de chaque ARNm 20. Ces protéines régulent le mouvement, inhibent 

la traduction durant le transport, jouent sur la stabilité / dégradation de l’ARNm ou permettent 

l’association de plusieurs ARNm identiques ou différents 20. La purification des complexes 

contenant l’ARNm d’A3G (complet ou composé uniquement de l’ORF) nous permettra 

d’identifier les protéines et / ou acides nucléiques impliqués dans chacun des complexes. 

L’assemblage en complexe de l’ARNm A3G ∆UTR n’empêchant pas la traduction, la 

comparaison des constituants des deux complexes nous permettra d’identifier les protéines 

spécifiques de celui contenant l’ARNm complet d’A3G et d’obtenir une première indication 

sur le mécanisme de l’inhibition traductionnelle de l’ARNm d’A3G. 

La traduction peut être inhibée à différents niveaux (initiation, élongation, terminaison) et de 

diverses manières : blocage de la reconnaissance de la coiffe par eIF4F, de la circularisation 

de l’ARNm ou de l’assemblage / progression / relarguage du ribosome, modulation de la 

taille de la queue polyA, multimérisation de l’ARNm… La plupart des ARNm régulés au 
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niveau traductionnel sont contrôlés au niveau de l’initiation 56. Afin de savoir si Vif inhibe la 

traduction au niveau de cette étape, des expériences in vitro avec des complexes d’initiation 

reconstitués seront menées. L’interaction de Vif avec les facteurs d’initiation sera également 

testée par des études de co-immunoprécipitation. 

 

Afin de valider notre hypothèse de localisation du complexe contenant l’ARNm d’A3G dans 

les P bodies et / ou les SG, des expériences de FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) 

seront effectuées. La localisation de l’ARNm dans la cellule sera confirmée par superposition 

du signal avec celui obtenu par immuno-fluorescence de protéines spécifiques de chacun 

des compartiments (DCP1 pour les P bodies et PABP pour les SG par exemple). Ces études 

seront réalisées avec les différentes constructions de l’ARNm d’A3G pour visualiser une 

éventuelle différence de localisation de l’ARN dans la cellule. Nos expériences de western 

blot sur les fractions issues des gradients de sucrose ont également montré que la protéine 

A3G se localise dans les fractions contenant le ribosome 80S. Dans le but d’étudier une 

éventuelle interaction avec le ribosome, il serait intéressant de mener dans un premier temps 

des expériences de co-immunoprécipitation entre la protéine A3G et les protéines 

ribosomiques (L11 par exemple, pour lequel nous disposons déjà d’un anticorps). 

 

La protéine A3G s’assemble également en complexes de haut poids moléculaire (HMM) 

dans les P bodies et les SG qui peuvent être convertis en LMM par traitement aux RNases. 

Ces complexes HMM ne présentent pas d’activité désaminase et il a été proposé que Vif 

stimule l’assemblage d’A3G en HMM 79. Afin de tester une éventuelle variation de 

l’assemblage des protéines A3G issues de nos différentes constructions, il serait intéressant 

de purifier ces complexes HMM en absence et en présence de Vif et d’analyser leur 

composition en protéines et acides nucléiques. 

 

A3G n’est pas l’unique protéine de la famille des cytosines désaminases à présenter une 

activité anti-rétrovirale contre le VIH-1. En effet, une autre protéine, A3F a également été 

identifiée comme facteur de restriction. De manière similaire à A3G, A3F est dégradée par la 

protéine Vif via la voie de l’ubiquitine / protéasome. Il serait donc intéressant d’étudier si Vif 

inhibe également sa traduction. Des études préliminaires dans notre laboratoire ont dès lors 

montré que Vif fixe l’ARNm d’A3F. De plus amples analyses sont encore à mener afin de 

découvrir si Vif bloque effectivement la traduction d’A3F et si le mécanisme employé est 

similaire à celui utilisé pour inhiber la production de la protéine A3G. 
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ANNEXES 

CUCUUUCCCUUUGCAAUUGCCUUGGGUCCUGCCGCACAGAGCGGCCUGUCUUUAU
CAGAGGUCCCUCUGCCAGGGGGAGGGCCCCAGAGAAAACCAGAAAGAGGGUGAGA
GACUGAGGAAGAUAAAGCGUCCCAGGGCCUCCUACACCAGCGCCUGAGCAGGAAG
CGGGAGGGGCCAUGACUACGAGGCCCUGGGAGGUCACUUUAGGGAGGGCUGUCCU
AAAACCAGAAGCUUGGAGCAGAAAGUGAAACCCUGGUGCUCCAGACAAAGAUCUU
AGUCGGGACUAGCCGGCCAAGGAUGAAGCCUCACUUCAGAAACACAGUGGAGCGA
AUGUAUCGAGACACAUUCUCCUACAACUUUUAUAAUAGACCCAUCCUUUCUCGUC
GGAAUACCGUCUGGCUGUGCUACGAAGUGAAAACAAAGGGUCCCUCAAGGCCCCC
UUUGGACGCAAAGAUCUUUCGAGGCCAGGUGUAUUCCGAACUUAAGUACCACCCA
GAGAUGAGAUUCUUCCACUGGUUCAGCAAGUGGAGGAAGCUGCAUCGUGACCAGG
AGUAUGAGGUCACCUGGUACAUAUCCUGGAGCCCCUGCACAAAGUGUACAAGGGA
UAUGGCCACGUUCCUGGCCGAGGACCCGAAGGUUACCCUGACCAUCUUCGUUGCC
CGCCUCUACUACUUCUGGGACCCAGAUUACCAGGAGGCGCUUCGCAGCCUGUGUC
AGAAAAGAGACGGUCCGCGUGCCACCAUGAAGAUCAUGAAUUAUGACGAAUUUCA
GCACUGUUGGAGCAAGUUCGUGUACAGCCAAAGAGAGCUAUUUGAGCCUUGGAAU
AAUCUGCCUAAAUAUUAUAUAUUACUGCACAUCAUGCUGGGGGAGAUUCUCAGAC
ACUCGAUGGAUCCACCCACAUUCACUUUCAACUUUAACAAUGAACCUUGGGUCAG
AGGACGGCAUGAGACUUACCUGUGUUAUGAGGUGGAGCGCAUGCACAAUGACACC
UGGGUCCUGCUGAACCAGCGCAGGGGCUUUCUAUGCAACCAGGCUCCACAUAAAC
ACGGUUUCCUUGAAGGCCGCCAUGCAGAGCUGUGCUUCCUGGACGUGAUUCCCUU
UUGGAAGCUGGACCUGGACCAGGACUACAGGGUUACCUGCUUCACCUCCUGGAGC
CCCUGCUUCAGCUGUGCCCAGGAAAUGGCUAAAUUCAUUUCAAAAAACAAACACG
UGAGCCUGUGCAUCUUCACUGCCCGCAUCUAUGAUGAUCAAGGAAGAUGUCAGGA
GGGGCUGCGCACCCUGGCCGAGGCUGGGGCCAAAAUUUCAAUAAUGACAUACAGU
GAAUUUAAGCACUGCUGGGACACCUUUGUGGACCACCAGGGAUGUCCCUUCCAGC
CCUGGGAUGGACUAGAUGAGCACAGCCAAGACCUGAGUGGGAGGCUGCGGGCCAU
UCUCCAGAAUCAGGAAAACUGAAGGAUGGGCCUCAGUCUCUAAGGAAGGCAGAGA
CCUGGGUUGAGCCUCAGAAUAAAAGAUCUUCUUCCAAGAAAUGCAAACAGGCUGU
UCACCACCAUCUCCAGCUGAUCACAGACACCAGCAAAGCAAUGCACUCCUGACCA
AGUAGAUUCUUUUAAAAAUUAGAGUGCAUUACUUUGAAUCAAAAAUUUAUUUAUA
UUUCAAGAAUAAAGUACUAAGAUUGUGCUCAAUACACAGAAAAGUUUCAAACCUA
CUAAUCCAGCGACAAUUUGAAUCGGUUUUGUAGGUAGAGGAAUAAAAUGAAAUAC
UAAAUCUUUCUGU 

Annexe 1 : Séquence de l’isoforme majeure de l’ARNm d’A3G composé de la région 5’ UTR 
(297 nts) (en vert) suivie de la région codante (1155 nts) (en noir) et de la région 3’UTR (321 nts) 
(en bleu). Les codons d’initiation (AUG) et de terminaison (UGA) sont indiqués en rouge. 
La partie 5’UTR soulignée correspond à la région retrouvée dans l’isoforme mineure produite au 
laboratoire 
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a. Séquence de la protéine Vif de l’isolat NL4.3 (192 acides aminés) 

MENRWQVMIVWQVDRMRINTWKRLVKHHMYISRKAKDWFYRHHYESTNPKISSEVHIPLGDA

KLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSIEWRKKRYSTQVDPDLADQLIHLHYFDCFSESAIRNTI

LGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLALAALIKPKQIKPPLPSVRKLTEDRWNKPQKTKGHRGS

HTTNGH 

 

b. Séquence de la protéine Vif de l’isolat pHXB2 (192 acides aminés) 

MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWKSLVKHHMYVSGKARGWFYRHHYESPHPRISSEVHIPLGDA

RLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSIEWRKKRYSTQVDPELADQLIHLYYFDCFSDSAIRKAL

LGHIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLALAALITPKKIKPPLPSVTKLTEDRWNKPQKTKGHRGS

HTMNGH 

 
Annexe 2 : Séquences des protéines Vif de l’isolat NL4.3 (a) et HBXB2 (b). 
Les résidus soulignés reflètent les différences d’acides aminés entre les deux séquences (89,1 % 
d’idendité et 94,3 % de similarité). Le motif PPLP est indiqué en rouge. 
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Annexe 3 : Poster présenté au « Congrès Annuel et Forum Jeunes Chercheurs de la SFBBM », 
Clermont-Ferrand (France), 04/09/2006-07/09/2006 
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Annexe 4 : Poster présenté au « CROI » (Conference on Retroviruses and Opportunistic 
Infections), Los Angeles (CA, USA), 25/02/2007-28/02/2007 
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Annexe 5 : Poster présenté au « Keystone symposia conference » sur la pathogénèse du VIH, 
Banff (Alberta, Canada), 27/03/2008-01/04/2008 



 ANNEXES 

 - 153 - 

 

Annexe 6 : Poster présenté au « Retroviruses Meeting » , Cold Spring Harbor Laboratory (New 
York, USA), 18/05/2009-23/05/2009  
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Annexe 7 : Mon affiche de thèse. Merci à Fabrice. 
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