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Résumé. Laréponse immunitaire innée est une réponse non spécifique qui consti-
tue la premiere ligne de défense en cas d’infection, notamment en permettant
I’élimination des pathogeénes par phagocytose ou apoptose. Au sein des cellules
immunitaires, cette réponse innée se caractérise entre autres par la synthese de
protéines nommées facteurs de restriction dont le role est d’inhiber la réplication
virale. Parmi ces facteurs, les protéines de la famille APOBEC3 (Apolipoprotein
B mRNA-editing Enzyme Catalytic polypeptide-like 3 ou A3) constituent des fac-
teurs antiviraux majeurs qui ciblent de nombreux types de virus. L’une des cibles
des A3 est le virus de I’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) : I’activité
désaminase de certaines A3 convertit une fraction des cytidines du génome viral
en uridines et perturbe son expression. Néanmoins, le VIH-1 contrecarre les A3
en exprimant la protéine Vif qui les inhibe en détournant divers mécanismes cellu-
laires. Par ailleurs, les APOBEC3 participent au maintien de I’intégrité génétique
par 'inhibition des rétroéléments mais contribuent également a la cancérogenese,
a I'image d’A3A et A3B, deux facteurs majeurs dans ce processus. L’éventail
de leurs activités, combiné aux récentes études montrant leur implication dans la
régulation de virus émergents (Zika, SARS-CoV-2), permettent d’envisager les
A3 ainsi que leurs partenaires viraux comme axes thérapeutiques.

Mots clés : facteurs de restriction, APOBEC3, VIH-1, Vif, cancer

Abstract. The innate immune response is nonspecific and constitutes the first line
of defense against infections by pathogens, mainly by enabling their elimination
by phagocytosis or apoptosis. In immune cells, this response is characterized,
amongst others, by the synthesis of restriction factors, a class of proteins whose
role is to inhibit viral replication. Among them, the proteins of the APOBEC3
(Apolipoprotein B mRNA-editing Enzyme Catalytic polypeptide-like 3 or A3)
family are major antiviral factors that target a wide range of viruses. One of their
targets is the Human Immunodeficiency Virus Type 1 (HIV-1): the deaminase
activity of some A3 proteins converts a fraction of cytidines of the viral genome
into uridines, impairing its expression. Nevertheless, HIV-1 counteracts A3 pro-
teins thanks to its Vif protein, which inhibits them by hijacking several cellular
mechanisms. Besides, APOBEC3 proteins help maintaining the genome integrity
by inhibiting retroelements but they also contribute to carcinogenesis, as it is the
case for A3A and A3B, two major factors in this process. The large range of A3
activities, combined with recent studies showing their implication in the regula-
tion of emerging viruses (Zika, SARS-CoV-2), allow A3 and their viral partners
to be considered as therapeutic areas.
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Introduction

La réponse immunitaire innée constitue la premiere ligne
de défense des les premieres heures de I’infection. Cette
réponse non spécifique se caractérise par la mise en route
d’un programme cellulaire de défense avec la produc-
tion de médiateurs, cytokines et chimiokines dont les
interférons (IFN) de types I et III. Cela permet le recrute-
ment rapide des cellules immunitaires au lieu d’infection
et 'induction d’une inflammation par la production de
cytokines et chimiokines. L’activation de nombreux types
cellulaires (macrophages, neutrophiles, cellules T natural
killer) permet 1’élimination des pathogenes par phagocy-
tose ou apoptose [1]. La stimulation des cellules hotes
par I'IFN entraine ou accentue la production d’un certain
nombre de protéines nommées ISG (Interferon Stimulated
Genes). Au sein des cellules une forme d’immunité innée,
nommée immunité intrinseque, repose sur des protéines
appelées facteurs de restriction dont 1’expression est consti-
tutive et/ou induite par les médiateurs de I’immunité innée,
classant certains facteurs de restriction parmi les ISG. Leur
expression basale reste cependant suffisante pour agir de
maniere dominante et autonome afin d’inhiber 1’infection
virale des le premier contact. Ces facteurs impactent dif-
férentes étapes du cycle viral, que ce soit pendant la
phase précoce (entrée, transcription inverse, réplication du
génome) ou lors de la phase tardive du cycle (assemblage,
bourgeonnement). Parmi eux, nous avons la famille des pro-
téines APOBEC3 (Apolipoprotein BmRNA-editing Enzyme
Catalytic polypeptide-like 3 ou A3) [2, 3], objet de cette
revue. Nous développerons ses roles antiviraux et cellulaire,
dont son impact dans la cancérogenese. Nous considére-
rons son importance dans la réponse antivirale dans le cas
d’infections virales humaines, avec une attention particu-
liere portée sur le virus de I’immunodéficience humaine de
type 1 (VIH-1).

La superfamille des APOBEC

Découverte et activités des APOBEC

L’activité de la premiere protéine APOBEC a été identi-
fiée il y a plus de 30 ans suite a I’étude des mécanismes
de synthese des apolipoprotéines B (apo-B) [4]. Ces
derniéres sont des constituants protéiques majeurs des lipo-
protéines, complexes permettant le transport de lipides dans
I’organisme, que sont les chylomicrons, les LDL (Low
Density Lipoprotein) et les VLDL (Very Low Density Lipo-
protein). Dans les cellules intestinales, la protéine apo-B48
est synthétisée a partir d’un ARNm exprimant habituelle-
ment la protéine apo-B 100 grace a I’édition de I’ARNm par
une enzyme responsable de la désamination d’une unique

cytidine en thymidine, générant ainsi un codon stop. La
protéine REPR (apo B mRNA Editing PRotein) identifiée
chez le rat est responsable de I’édition de I’ARNm d’apoB
[5]. Plus tard, cette protéine a été renommée APOBECI et
son équivalent humain a été caractérisé [6] (figure 1). La
protéine APOBEC?2 a été identifiée en 1999 [7] (figure 1).
Chez la souris, un défaut d’activité d’APOBEC?2 entraine
une diminution de la masse corporelle, des myopathies
[8], des anomalies mitochondriales et des mitophagies au
sein des muscles squelettiques [9]. APOBEC2 serait ainsi
un inhibiteur de la différentiation myoblastique lors de
la régénération musculaire [10]. Par ailleurs, le virus de
I’hépatite B augmente 1’expression d’APOBEC?2 dans les
hépatocytes suite a I’inhibition de I’expression de miR-122
qui reconnait larégion non traduite en 3’ (3’UTR, UnTrans-
lated Region) de I’ ARNm d’ APOBEC?2 et diminue ainsi sa
traduction. L’expression accrue d’APOBEC2 aboutit a la
prolifération de cellules cancéreuses hépatiques [11]. Tout
comme APOBECI1, aucune activité antivirale n’a été obser-
vée pour cette protéine. Le cluster des sept genes APOBEC3
(protéines A3A, B, C, D, F, G et H), a été mis en évidence
en 2002 [12] (figure 1), en méme temps que la découverte
de la protéine A3G et de son activité antivirale contre le
VIH-1 [13]. Les propriétés de ces protéines seront discutées
plus en détail dans la suite de cette revue. La protéine AID
(Activation-Induced Cytidine Deaminase), essentielle pour
I’immunité, a été identifiée en 2000 [14] (figure I). Elle
est impliquée dans les mécanismes assurant la variabilité
des immunoglobulines, dont la mutation hypersomatique, la
commutation isotypique et la conversion génique [14, 15].
L’activité d’ AID, que nous ne développerons pas ici, a été
largement documentée (pour une revue récente, voir [16]).
APOBECH4, identifiée en 2005 par une analyse informatique
chez I’humain [17] activerait de nombreux promoteurs, y
compris viraux, aboutissant in vitro a une production accrue
du VIH-1 [18] (figure I). Cependant, la faible quantité
d’études concernant APOBEC4 ne permet pas de définir
son impact sur les infections virales humaines.

Structure et activité enzymatique des APOBEC3

Les genes des A3 humaines sont localisés sur le chromo-
some 22, et la famille compte sept membres : A3A, B,
C, D, F, G et H (figure ). Un pseudogene correspondant
a A3E est retrouvé au sein de ce cluster mais n’est pas
exprimé [12]. L’apparition du premier gene d’APOBEC3
chez les mammiferes proviendrait d’un événement de dupli-
cation du géne AID [19]. Au cours de I’évolution, la famille
A3 s’est accrue et diversifiée via de nouvelles duplications
et mutations. On retrouve notamment les sept membres
humains chez les primates du nouveau monde (chimpanzés)
et de I’ancien monde (macaques rhésus) alors qu’un unique
gene est retrouvé chez la souris. L’expansion des A3 a été
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Figure 1. Localisation chromosomique des APOBEC. Les génes APOBEC sont localisés sur les chromosomes humains annotés par
tranches de 10 ou 20 mégabases (Mb). L’orientation des génes est symbolisée par une fleche.

provoquée en réponse a1’accumulation d’éléments transpo-
sables endogenes tels que les rétrotransposons et rétrovirus
endogenes [20, 21].

Les A3 contiennent un ou deux domaine(s) cataly-
tique(s) (CD, Catalytic Domain) caractérisé(s) par un motif
conservé coordinant le zinc (ZDD), suivant la structure
générale : H-X|-E-X33.28-P-C-X54-C (X correspond a
n’importe quel acide aminé) (figure 2A). Les ZDD et leurs
régions périphériques sont classés en trois groupes phylo-
génétiques distincts (Z1-3) (figure 2A) [22]. A3A, A3C et
A3H ne contiennent qu’un seul CD, contre deux pour A3B,
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A3D, A3F et A3G (figure 2A). Dans le cas des A3 a double
domaine, le domaine N-terminal (NTD) est catalytiquement
inactif et est responsable de la liaison aux acides nucléiques,
tandis que le domaine C-terminal (CTD) porte I’activité
désaminase [23-25]. Lors de la désamination, une molé-
cule d’eau coordinée dans le site actif par un ion Zn>* est
déprotonée en ion hydroxyde qui va réagir avec le carbone
C4 de la cytosine. Cette attaque est suivie d’un transfert de
proton entre ’acide glutamique et 1’azote N3 de la cytosine
et finalement par 1’élimination d’une molécule d’ammoniac
et la formation du carbonyle en C4 (figure 2B) [12, 26].
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Figure 2. Représentation schématique des APOBECS et de leurs sites fonctionnels. A) Les A3 sont représentés et alignés sur leur
premier ZDD. Les ZDD caractéristiques des différents groupes phylogénétiques des A3 sont représentées en couleur, les séquences
en acides aminés correspondantes sont détaillées au bas de la figure (adaptées de [22]). Les structures sont annotées par tranches
de dix acides aminés (traits noirs en-dessous de chaque structure). Les motifs fonctionnels sont symbolisés par des rectangles de
couleur au-dessus de chaque structure et les régions d’interaction a d’autres protéines sont colorées au sein de chaque structure.
Les résidus associés a ces régions et mentionnés dans le texte sont indiqués (A3A GenBank NM_145699, UniProtKkB — P31941
(ABC3A_HUMAN) ; A3B GenBank NM_004900, UniProtkB — Q9UH17 (ABC3B_HUMAN) ; A3C GenBank NM_014508, UniProtkB
— Q9NRW3 (ABC3C_HUMAN) ; A3D GenBank NM_152426, UniProtKB — Q96AK3 (ABC3D_HUMAN) ; A3F GenBank NM_145298,
UniProtKB — Q8lUX4 (ABC3F_HUMAN) ; A3G GenBank NM_021822, UniProtkB — Q9HC16 (ABC3G_HUMAN) ; A3H GenBank
NM_001166003, UniProtkB — Q6NTF7 (ABC3H_HUMAN)). B) Le mécanisme catalytique d’A3G permettant la désamination d’'une cyto-
sine en uracile au niveau d’'un ADN sb est représenté. Les acides aminés constituant le site catalytique permettant 'accommodation d’'un
ion zinc et I'utilisation d’'une molécule d’eau convertie en anion hydroxyde sont représentés en couleur et numérotés selon leur position au
sein d'A3G. Les transferts d’électrons permettant la réaction enzymatique sont représentés par des fleches entre les atomes et/ou liaisons
prenant part a la réaction.
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Figure 3. Structures de protéines APOBEC3 contenant un ou deux domaines CD. A) Structure d’A3C humaine (hA3C) (PDB :
3VOW). Le CD et le ZDD sont représentés respectivement en violet et en rose. Les motifs de structure secondaire sont indiqués et sont
transposables a la structure de rA3G en B). Les extrémités N- et C-terminales (respectivement N-ter et C-ter) sont annotées. B) Structure
d’A3G de macaque rhésus (rA3G) (PDB : 6P3X). Les domaines CD1 et CD2 sont représentés respectivement en cyan et en beige (ZDD
respectifs en orange et rouge). La région de liaison (linker) reliant les deux CD est représentée en vert, les acides aminés communs entre
rA3G et hA3G assurant la dimérisation d’A3G sont représentés en violet (résidus R24, 126, S28 et la région Y124 a W127) (44). Les
extrémités N- et C-terminales (respectivement N-ter et C-ter) sont annotées.

Le repliement tridimensionnel des CD est aussi conservé
entre les A3, ces derniers étant composés de cinq feuillets
[ antiparalleles et de six hélices a. Le site catalytique est
notamment formé par les hélices g2, g3 et le feuillet 33
(figure 3A). Les variations de taille, composition et loca-
lisation d’éléments de structure secondaire, tels que les
boucles, sont liées a la localisation, la fonction, la régu-
lation de I’activité désaminase ou encore a la sélection
de substrat des différentes A3 [27-30]. S’il a été proposé
qu’A3A et A3G peuvent désaminer I’ARN [31-33],1’ADN
simple brin (sb, d’origine cellulaire ou virale) constitue le
substrat principal des A3. L’interaction entre I’ ADN sb et
la protéine est réalisée au niveau d’un sillon contenant des
résidus chargés positivement qui permettent de stabiliser les
interactions avec le squelette ribose-phosphate de I’acide
nucléique et des résidus aromatiques s’empilant avec les
bases azotées [30, 34, 35]. Ces protéines sont néanmoins
principalement connues pour désaminer I’ADN des rétro-
virus comme celui du VIH-1 [36]. Les A3 désaminent les
cytidines (soulignées) en ciblant des motifs spécifiques au
sein des acides nucléiques : majoritairement le dinucléotide
5’-CC-3’ (5’-TC-3’ minoritairement) pour A3G, et 5°-TC-
3’ pour les autres A3 §37]. Ce dinucléotide est le motif
minimal, mais il existe des préférences selon les A3 pour
des motifs tri-nucléotidiques, notamment le motif 5’-CCC-
3’ pour A3G, 5’-TTC-3’ pour A3F [38] et 5°-YTC-3" pour
A3H (Y : base pyrimidique) [39] (tableau I). La boucle 7
des A3 est notamment responsable de la spécificité pour le
nucléotide -1 des motifs ciblés [29, 40, 41].

Virologie, Vol xx, n° x, xxx 2020

Les nucléotides directement adjacents au site de désami-
nation 5’-CC-3’ et la structure du site de désamination
influencent I’activité d’A3G. A3G cible préférentiellement
les sites 5’-CC-3’ flanqués par des A, C ou T dans des
régions ADN sb non structurées [42]. L’activité d’A3G
observée est la plus importante dans le cas d’un site 5’-
CCCC-3’ d’une boucle de quatre nucléotides. Cependant,
A3G est peu active sur un site 5°-CC-3’ présent dans une
boucle de trois nucléotides ou dans une tige [42]. Concer-
nant le site 5°-TC-3’, A3A, A3F et A3H montrent une
préférence lorsqu’il est flanqué par des A ou des T, tandis
que I’ensemble des A3 exercent une activité minimale dans
le cas d’unssite 5’-GTCG-3’ [43]. A3G quant a elle présente
une activité maximale dans le cas d’un site 5’-CTCC-3’. De
plus, le nucléotide directement en aval du site de désami-
nation (+1) dans un motif 5’-CTCX-3’ semble déterminant
dans I’efficacité enzymatique des A3. En effet, A3A et A3B
semblent légerement privilégier la présence d’un C, tandis
qu’A3F présente une préférence pour un A ou un C. Par
ailleurs, A3H présente une activité réduite en cas de G ou
de C a cette position, tandis qu’ A3G présente une activité
diminuée dans le cas d’un G [43]. En regle générale, les
A3 ciblent préférentiellement les sites 5°-TC-3’ situés dans
des régions ADN sb plutdt que dans des boucles ou des
renflements, avec une préférence variable selon le contexte
nucléotidique et les structures secondaires proches des sites
[43]. Le tableau I récapitule les principales caractéristiques
des A3 et leurs interactions avec le VIH-1 détaillées dans
cette revue.
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La structure tridimensionnelle des A3 humaines possédant
un seul CD a été résolue (A3C, figure 3A), et la struc-
ture compléte d’une A3G a double CD simienne (macaque
rhésus) a été élucidée récemment (figure 3B) [44]. Les
caractéristiques structurales des A3 et leurs implications
dans les interactions avec leurs substrats et partenaires pro-
téiques ont fait I’objet de revues récentes et ne seront pas
détaillées ici [26, 30, 45].

Les ARNm d’A3 sont globalement exprimés dans les cel-
lules hématopoiétiques. Leurs niveaux d’expression sont
comparables entre lymphocytes T (LT) et B (LB) et moins
élevé dans les monocytes, a I’exception d’A3A et d’A3B
dont les niveaux d’expression sont respectivement pré-
dominants dans les monocytes et les LB. Au sein des
cellules hématopoiétiques, I’ARNm d’A3G est majori-
tairement exprimé [46, 47]. L’expression constitutive de
I’ARNm d’A3G dans les cellules hématopoiétiques se tra-
duit au niveau protéique [46]. Certains travaux indiquent
que D’activation des CD4* ne module pas les niveaux
d’expression des ARNm d’A3G et d’A3F [46], tandis que
d’autres rapportent une stimulation de I’expression des
ARNm de I’ensemble des A3, avec des effets plus marqués
pour A3C, A3G et A3H [47]. L’IFNa ne module pas ou
tres faiblement les niveaux d’ARNm des A3 en LT [46, 47]
tandis qu’il induit la transcription de ces génes au sein des
PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) [47] indi-
quant qu’au moins un de ces autres types cellulaires est
régulé par la chimiokine. Dans les macrophages et les cel-
lules dendritiques, I'IFNa induit la transcription d’A3G, ce
qui est reflété au niveau protéique [46]. Différents méca-
nismes de régulations de I’expression des A3 existent donc
entre types cellulaires.

Activités des APOBECS3 en absence
d’infection et autres propriétés

Désamination au cours de la réplication de 'ADN
cellulaire

L’ADN en cours de réplication constitue la cible préfé-
rentielle de certaines A3 dans la cellule. Les A3 agissent
majoritairement sur les cytosines non méthylées [48] méme
si A3A est capable de désaminer les 5-MeC presque aussi
efficacement que les cytidines non méthylées [49]. Les
mutations induites par les A3 sont dispersées sur le génome
de maniere non homogene [50, 51]. Elles peuvent se regrou-
per au niveau de régions couvrant quelques centaines de
nucléotides a plusieurs mégabases. Ce phénomene, appelé
kataegis, correspond a des mutations dans un contexte 5’-
TC-3’ etest observé dans de nombreux cancers [50-52]. Ces
clusters de mutations sont associés a des cassures d’ADN
double brin (db) et sont en général limités a un seul des
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deux brins d’ADN [50, 51, 53] bien que certains clus-
ters présentent une permutation de brin, c’est-a-dire que
les mutations sont présentes sur le brin positif en 5’ du
cluster alors qu’elles sont retrouvées sur le brin négatif
en 3’du cluster [53, 54]. Chez E. coli, lorsque le CTD
d’A3G est surexprimé et I’expression d’UNG (Uracile N-
Glycosylase); abolie, un nombre plus élevé de cytosines
mutées est observé sur le brin indirect (ou brin servant
de matrice a une synthese discontinue, a opposer au brin
direct servant de matrice a une synthese continue) suite a
la réplication de I’ADN (figure 4A, 4B) [55]. En modele
levure A3A et A3B induisent la désamination du brin indi-
rect lors de la réplication de I’ ADN, confirmant que les A3
peuvent cibler les ADN sb formés a I’initiation de chaque
brin d’Okazaki (figure 4C, 4D, panneaux de droite). Ce
phénomene est également accentué en cas de stress répli-
catif [56]. D’apres Haradhvala et al. cette activité existe
chez I’homme et la mutagenese engendrée par les membres
de la famille APOBEC s’effectue sur le brin indirect lors
de la réplication de I’ADN dans le cas de cancers [57].
Les mutations sont au moins deux fois plus fréquentes sur
le brin indirect que sur le brin direct durant la réplica-
tion de I’ADN. Les mutations regroupées en cluster sont
plus associées aux cassures d’ADN db que les mutations
non regroupées [48] ; I'activité des A3 est responsable de
I’apparition de cassures au niveau de I’ADN génomique.
Pour preuve, ’expression d’A3A est accompagnée de la
phosphorylation du variant d’histone H2AX au niveau du
résidu S139 (gH2AX), un marqueur de cassures db de
I’ ADN et I’un des premiers déclencheurs de la réponse aux
dommages de I’ADN (DDR ou DNA Damage Response).
De plus, la surexpression d’A3A entraine ’arrét du cycle
cellulaire dans des cellules d’ostéosarcome ou d’hépatome,
suite a I’activation de checkpoints (points de contrdle) assu-
rant a la fois I'arrét du cycle cellulaire et la réparation
de I’ADN (activation par ATR (Ataxia Telangiectasia and
Rad3-related protein) et ATM (Ataxia Telangiectasia Muta-
ted)). La désamination et les dommages de I’ADN induits
par A3A sont augmentés lors de la réplication de I’ADN et
1’apparition de gH2AX est plus importante dans les cellules
en réplication que dans les cellules quiescentes. Le modele
proposé suggere que I’activité catalytique d’A3A au niveau
des fourches de réplication a 1’arrét entraine des cassures
sur I’ ADN sb, ce qui résulte en la dissociation des fourches
et a des cassures db (figure 4C, 4D panneaux de gauche)
[58].

Par ailleurs, dans un modele de lignée cellulaire de leucé-
mie myélogene aigué (AML) exprimant A3A, I’inhibition
de la kinase checkpoint ATR déclenche 1’apoptose [59].
Au niveau des fourches de réplication de I’ADN, ’activité
désaminase d’A3A induit la formation de sites abasiques
suite a I’action d’UNG?2, déclenchant 1’activation d’ATR
qui empéche I’apparition de cassures db. Ainsi, I’inhibition
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Figure 4. Activité des A3 lors de la réplication de I’ADN. A) Initiation du mécanisme de réplication de 'ADN génomique. B) Mutation de
cytidine(s) en uridine(s) par activité enzymatique des A3 sur le brin indirect (simple brin) qui peut soit mener a (panneaux de gauche) C)
une cassure simple brin du brin indirect au(x) lieu(x) de mutation(s) qui aboutit a D) la dissociation de la fourche de réplication puis a une
cassure double brin, soit mener a (panneaux de droite) C) I'incorporation de mutation(s) au sein des fragments d’Okazaki puis D) dans le
génome cellulaire a la fin du processus de réplication.

8 Virologie, Vol xx, n° x, xxx 2020



bstupfler
Barrer 

bstupfler
Texte de remplacement 
é

bstupfler
Barrer 

bstupfler
Texte de remplacement 
é


revue

d’ATR dans des cellules d’ostéosarcome exprimant A3A
résulte en I’accumulation de sites abasiques qui favorisent
I’arrét de la polymérase et I’exposition d’ADN sb substrats
d’A3A. Cette boucle de rétroaction positive aboutit a un
« cataclysme réplicatif », c’est-a-dire un stress réplicatif
fatal caractérisé par I’apparition de centaines de cassures
d’ADN db. A3B agirait de la méme maniere qu’A3A
au niveau des fourches de réplication, étant donné que
I’inhibition d’ATR dans des lignées a forte activité A3B
endogene entraine le méme cataclysme réplicatif [60]. De
plus, une forte expression d’A3B dans des cellules p53-
déficientes aboutit a 1’apparition d’un profil de mutations
caractéristique du phénomene de kataegis mais également a
une hypersensibilité pour des inhibiteurs de protéines impli-
quées dans le DDR, telle qu”ATR [61]. L activité d’A3A et
d’A3B présente donc un intérét thérapeutique dans le cas
de thérapies anti-cancéreuses ciblant ATR afin d’accélérer
la mort des cellules malignes.

Désamination au cours de la réparation de 'ADN
cellulaire

Chez la levure, I’expression d’A3A exerce une activité
désaminase lors du BIR (Break Induced Replication), une
voie de réparation des cassures db de ’ADN. La « bulle
de migration » caractéristique du BIR permet une géné-
ration asynchrone des brins direct et indirect et donc une
accumulation d’ADN sb substrats d’A3A. Les dommages a
I’ ADN dus a I’activité d’ A3 A sont fréquemment a I’ origine
de réarrangements chromosomiques lors du BIR [62].
A3B est capable de désaminer les fragments ADN sb géno-
miques impliqués dans la réparation des cassures de I’ADN
générées par la technologie CRISPR-Cas9. En effet, la pré-
sence d’uracile dans I’ADN génomique sb généré durant la
réparation d’une cassure sb liée aux mutants Cas9 D10A
ou H840A peut aboutir a des insertions ou des délétions.
Le mécanisme proposé est que 1’uracile générée par A3B
est reconnu puis converti en site abasique, a 1’origine d’une
cassure db au niveau du site de désamination. Cette cas-
sure db permettrait I’apparition d’une insertion ou d’une
délétion génomique lors de sa réparation [63].

Désamination au cours de la transcription

L’activité catalytique des APOBEC est également obser-
vée lors de la transcription. Chez la levure, une activité
mutagene d’AID et d’A3G a été retrouvée au niveau des
promoteurs de genes activement transcrits. Les régions
désaminées se trouvent directement en amont du site
d’initiation de la transcription ou I’assemblage du complexe
de pré-initiation a lieu, entrainant I’ouverture de I’ADN et
I’apparition de deux ADN sb [64]. L’activité désaminase
d’A3B observée est transcription-dépendante et facilitée au
niveau du brin indirect par la formation de R-loops, hybrides
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ARN-ADN résultant de I’hybridation des ARN néoformés
avec leur matrice ADN sb lors de la transcription. Elle est
plus importante au niveau des genes d’ ARNt qu’au niveau
de genes codant des protéines, et plus particulierement au
niveau du brin non transcrit de ces genes [65].

Désamination d’une matrice ARN

Au-dela de I’activité désaminase d’ ADN bien établie pour
les A3, une activité d’édition des ARN par A3A et A3G a
été recensée [31-33]. L’activité désaminase d’ARN d’A3A
a été observée sur un grand nombre de transcrits dans
des monocytes et certains macrophages. Cette activité
est induite par I'IFN de type I et/ou par I’hypoxie et
dépend du site catalytique fonctionnel d’A3A [31, 66].
L’activité désaminase d’ARN d’A3G a été observée prin-
cipalement au sein des LT natural killer et dans une
moindre mesure des LT CD8*. L’activité d’A3G induite
par un stress hypoxique permet de faciliter 1’adaptation
cellulaire a ce stress [33]. Les deux domaines désaminase
d’A3G sont requis pour I’édition d’ARN [32]. A I’image
de leurs préférences de désamination dans I’ADN, A3A et
A3G désaminent préférentiellement les ARN respective-
ment sur des motifs dinucléotidiques 5’-UC-3’ et 5’-CC-3’
(tableau I). L’édition d’ARN dépend aussi des structures
secondaires de I’ARN, les motifs cibles étant retrouvés
majoritairement dans les boucles de motifs tiges-boucles
[67]. Ces éditions d’ARN surviennent dans des régions
codantes de I’ ARN et peuvent entrainer des mutations non-
sens ou faux-sens. Si la désamination des ARN par A3G
est ici liée a une réponse au stress, ce type d’édition dyna-
mique en réponse a des facteurs environnementaux n’est
pas totalement compris. Cette activité pourrait de plus étre
liée & des pathogeneses, au développement de cancers, ou
constituer une nouvelle facette de I’activité antivirale de ces
protéines.

Impact sur les cancers

Des liens de plus en plus étroits entre les A3 et les cancers
ont été révélés ces dernicres années.

Surexpression d’APOBEC et mutations signatures
associées a des cancers

Une surexpression a des degrés variables d’A3 est en effet
observé dans la majorité des cancers [68] et des mutations
« signature » des APOBEC, plus particulierement A1, A3A
et/ou A3B, caractérisées par des transitions C— T et trans-
versions C— G au niveau de trinucléotides 5°-TCN-3’ (N
pour n’importe quelle base) sont retrouvées dans 16/30
types de cancers testés [69]. La mutation signature de type
substitution C—T et C— G dans des motifs 5’-TCA/T-3’
est significativement retrouvée dans de nombreux cancers
(vessie, col de 1'utérus, sein, voies aérodigestives supé-
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rieures et poumon) d’apres 1’analyse de 954 247 mutations
issues de 2680 exomes [51]. A3A cible préférentiellement
les séquences 5°-YTCA-3’ (Y pour pyrimidine) et A3B les
séquences 5’-RTCA-3’ (R pour purine) [70].

Dans le cas d’A3A, un polymorphisme récurrent caracté-
risé par la délétion du gene APOBEC3B et la substitution
de la 3’UTR d’A3A par celle d’A3B a été constaté [71].
Cet hybride A3A/B codany une protéine identique a celle
d’A3A et est retrouvé a un faible taux dans les popula-
tions africaines et européennes (respectivement 0,9 % et
6 %) et de maniere plus importante dans les populations
d’ Asie de I’est et amérindiennes (respectivement 36,9 % et
57,7 %) et d’Océanie (92,9 %) [71} Or, I’ ARNm chimé-
rique A3A/B est plus stable que I’ARNm d’A3A sauvage,
d’ou une quantité intracellulaire plus importante de la pro-
téine et un risque accru de développement de cancer du
sein et de cancer épithélial ovarien. A3B serait une source
majeure de mutations dans le cancer du sein [52, 72, 73] et
serait responsable, avec A3H, des mutations signatures des
APOBEC dans le cas de cancer du sein et du poumon [74].
Un nombre plus important de mutations signatures serait
associé a A3A (dans 14 types de cancers différents) plutdt
qu’a A3B [70]. Dans les tumeurs, A3A exerce également
son activité catalytique au niveau de motifs 5’-CAUC-3’
dans des tiges boucles ARN présentant une boucle de 3,
4 ou 5 nucléotides et des tiges fortement appariées [75].
Plus précisément, la plus forte fréquence de mutation est
observée lorsque le U du motif 5°-UC-3’ se situe au centre
de la boucle. Néanmoins, cette activité ne représente en
moyenne qu’une proportion de quelques pourcents de la
population d’un ARN édité, bien que cette proportion puisse
étre supérieure a 30 % dans certains cas [75]. Par ailleurs,
A3A estlaseule A3 dont1’expression de I’ ARNm est corré-
1ée aux mutations signatures des APOBEC dans un panel de
plusieurs centaines de banques de données de séquencage
haut-débit issues de tumeurs primaires du sein, du col de
I’utérus et des voies aérodigestives supérieures, tandis que
les expressions d’A3A et A3B sont toutes deux corrélées
aux mutations signatures APOBEC dans le cas du cancer de
la vessie [76]. De plus, le stade d’avancement du cancer du
sein, 1’atteinte ganglionnaire et le grade histologique sont
associés a une augmentation de I’expression de I’ARNm
d’A3A, tandis que I’age du patient et une forte expression du
facteur de prolifération ki-67 sont associés a I’augmentation
de ’expressionde ’ARNmd’A3A etd’A3B [77]. En outre,
plusieurs A3 (A3A, A3C, A3D et A3H) voient leur expres-
sion augmentée apres activation chimique (Nutlin-3) du
régulateur transcriptionnel et suppresseur de tumeur p53,
tandis qu’A3B est réprimée indirectement par p53 via le
recrutement d’un complexe répresseur au niveau de son
promoteur sauf dans le cas de mutants de p53 associés a
divers cancers [78, 79]. L expression d’ A3B est accrue dans
le cas de carcinome hépatocellulaire (HCC) et bien que

10

I’influence d’ A3B sur les mutations génomiques observées
dans le cas d’HCC ne soit pas clairement établie [80, 81],
il a été démontré qu’une activité désaminase-indépendante
d’A3B favorise sa progression [80], en induisant le recru-
tement de TAM (Tumor Associated Macrophages) et de
MDSC (Myeloid-Derived Suppressor Cells) [81]. D’apres
Wu et al. A3G favorise la prolifération cancéreuse en pro-
curant une résistance face a 1’anoikose, un type de mort
cellulaire programmée basée sur les interactions entre les
cellules et la matrice extracellulaire [82].

Surexpression induite par HPV et cancer

Par ailleurs, I’expression de I’ARNm d’A3B et son acti-
vité enzymatique sont augmentées en cas d’infection par
un papillomavirus humain (HPV) a haut risque cancéri-
gene (HPV16/18etHPVAS) [83, 84]. Au sein du promoteur
d’A3B, la région régulée par la protéine E6 d’HPV16
contient trois régions cibles de la famille des facteurs
de transcription TEAD (TEA Domain family member).
TEAD4 étant suffisant pour induire 1’expression d’A3B
induite par E6, la dégradation de p53 par E6 serait néces-
saire mais pas suffisante pour augmenter 1’expression de
TEAD4 et ainsi celle d’A3B [85]. A3B jouerait donc un
r0le central dans la carcinogenese engendrée par une infec-
tion HPV a haut risque cancérigene. De plus la stabilisation
d’A3A parlaprotéine E7 du HPV favoriserait la progression
de cancers associés a HPV [86].

Effets cytotoxiques d’APOBEC en présence
d’antitumoraux et APOBEC comme marqueur
pronostic

A3B entraine une cytotoxicité induite par les protéines
requises pour le mécanisme de réparation de ’ADN MMR
(MisMatch Repair) et par pS3 dans des cellules cancéreuses
pour lesquelles I’activité d’UNG2 est abolie [87]. Néan-
moins, un mécanisme nécessitant I’activité d’UNG?2 permet
a A3B d’accroitre la toxicité du cisplatine, un composé uti-
lisé en chimiothérapie générant des dégits au niveau de
I’ADN, dans le cas de CCOC (Clear-Cell Ovarian Carci-
noma) faisant d’A3B un marqueur favorable dans ce type
de cancer [88].

Par ailleurs, A3B est un marqueur de pronostic défavorable
dans le cas de cancers du sein ER (Estrogen Receptor)-
positifs [89] ou I’expression d’A3B est augmentée apres
traitement avec du cisplatine ou de 1’cestradiol [90]. A3B
s’associe avec I’ER « et désamine les cytidines au niveau
des régions liées par ce dernier, entrainant le recrutement
de différents facteurs comme UNG2 afin de générer des
cassures db au niveau de I’ ADN. La modification et le remo-
delage de la chromatine au niveau des régions régulatrices
des genes ciblés par ’ER favorisent ainsi leur expression
[91].
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L’expression d’A3C est associée a un pronostic favorable
dans le cancer du sein [92] et son activité désaminase
lui permet d’accentuer la réponse cytotoxique en présence
d’artésunate, un générateur de dérivés réactifs de 1’ oxygene,
dans une lignée cellulaire de carcinome pulmonaire [93]. Le
faible nombre de travaux concernant A3C, A3F et A3H et
leur impact sur le développement des cancers ne permet pas
de conclure de maniere définitive sur leur role global dans la
progression de ces pathologies. Une seule étude a constaté
un pronostic défavorable concernant la survie sans récidive
de patients atteints d’HCCli¢ a HBV et exprimant fortement
A3F [94]. Dans le cas d’A3G, sa forte expression chez des
patients atteints de lymphome diffus a grandes cellules B et
traités par chimiothérapie est associée a un pronostic défa-
vorable [95]. A3G accroit la radiorésistance des cellules de
lymphomes et de cellules souches de tumeurs gliales. A3G
s’accumule dans le noyau apres exposition des cellules a des
radiations ionisantes, permettant son recrutement au niveau
de complexes de réparation de cassures db de I’ADN et son
activité catalytique afin de faciliter la réparation de I’ADN
[96, 97]. De plus, A3G est surexprimée dans le cas de cel-
lules cancéreuses pancréatiques [82]. L’expression d’A3G
est toutefois corrélée a un pronostic favorable dans le cas
de cancer ovarien séreux de haut grade et constituerait un
biomarqueur de LT infiltrant les tumeurs [98], suggérant
une possible activité anticancéreuse d’ A3G.

En conclusion, les A3 sont des agents mutageénes majeurs au
cours du cycle cellulaire pouvant agir lors de la réplication
de I’ADN et la réparation de ses dommages. Ces événe-
ments peuvent aboutir a I’apparition de cancer, les activités
principales des A3 lors de ce processus étant assurées par
A3A et A3B, bien qu’ A3G pourrait jouer un role essentiel
sur I’évolution de certains cancers.

Propriétés antivirales des APOBEC3 :
le cas du VIH-1

En cas d’infection par le VIH-1, les cellules ciblées
expriment des facteurs de restriction dont les A3 font par-
tie. Ces facteurs ont pour role de diminuer la réplication
virale en interférant avec différentes étapes du cycle répli-
catif. Les A3 sont encapsidées dans les particules virales
néoformées et exercent leurs activités antivirales lors du
cycle suivant. Elles sont capables d’inhiber la réplication
du VIH grace a leur activité désaminase [99] et a des acti-
vités complémentaires. Si la protéine Vif (Virion Infectivity
Factor) du VIH-1 contrecarre les A3, des hypermutations
signatures de 1’activité désaminase des A3 sont cependant
retrouvées dans des génomes proviraux intégrés de patients
séropositifs [100, 101]. L’encapsidation d’un seul dimere
d’A3G par particule virale permet d’inactiver une fraction
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significative de celles-ci [99]. Ainsi, en cas de neutralisa-
tion incomplete des A3 par Vif, et donc d’un reliquat d’A3
encapsidée dans les virions, une restriction de la réplica-
tion virale peut subsister. L’efficacité de Vif a neutraliser
les différentes A3 fluctue selon la souche virale ou selon les
variants de Vif. Par exemple, les protéines Vif de certains
isolats de sous-type Bf92TH026, AD.MDRO1 et 93TH305)
sont incapables de neutraliser efficacement 1’haplotype II
d’A3H (A3H hapll) [102].

Si la plupart des A3 ont expérimentalement un effet
anti-VIH-1 dans la lignée cellulaire HEK293T en cas
d’expression ectopique, dans un contexte plus physiolo-
gique (lignée lymphoide SupT1 et cellules primaires LT
CD4*, macrophages), seules A3D, F, G et H exercent une
activité de restriction contre le VIH [37]. L’activité anti-
virale des A3 varie selon le membre de la famille, I’allele
du membre, voire I’isoforme issue d’un épissage alterna-
tif. A3G a la plus forte activité antivirale [103]. Différents
variants de ces quatre genes d’APOBEC3 existent au sein
de la population humaine. A3H est le cas le plus notable,
avec sept haplotypes majeurs (I a VII), et quatre variants
d’épissage [104], mais seuls les haplotypes II, V et VII
exercent une activité anti- VIH-1. Dans cette revue, les effets
d’A3H évoqués ne concerneront qu’A3H hapll, qui pos-
sede la plus forte activité inhibitrice [105]. Récemment,
quatre variants d’A3D provenant d’épissage alternatif ont
également été identifiés. Bien qu’ils présentent des formes
tronquées a un (A3Dv2, v6 et v7) ou deux (A3Dvl) CD
et des localisations cellulaires différentes (cytoplasme et
noyau), ces variants exercent une activité désaminase géné-
rant des transitions C/G > T/A au sein de ’ADN génomique
du VIH-1 [106].

Activités antivirales dépendantes de I'activité
désaminase

Effets de la désamination

Les A3 ont majoritairement pour substrat I’ADN sb. Elles
contrecarrent I’infection du VIH-1 en ciblant son ADN sb
de polarité négative, premier brin synthétisé lors de la
rétrotranscription de I’ARN génomique (ARNg) en ADN
viral db. Plus spécifiquement, la rétrotranscription est assu-
rée par la rétrotranscriptase (RT) du virus qui possede aussi
une activité RNase H. Cette endonucléase clive de maniere
concomitante I’ARN hybridé a I’ADN nouvellement syn-
thétisé, laissant ainsi libre acces aux A3 pour catalyser la
désamination des cytidines ciblées en uridines sur I’ ADN (-)
sb (figure 2B). Ensuite, lors de la synthése du brin d’ADN
(+) par la RT, les uridines sont utilisées comme matrice,
entrainant I’ apparition des mutations dites « G vers A » sur
le brin codant du virus [36]. Si un nombre suffisant de muta-
tions est généré, I’ ADN proviral résultant ne permettra pas
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une expression efficace du virus ; le virus est alors défectif
et I’ADN est dit hypermuté.

Les mutations entrainées par les A3 dans les régions
codantes peuvent induire des changements d’acides aminés
au sein des protéines (mutation faux-sens). Les A3 peuvent
de plus induire des codons stop (mutation non-sens) en édi-
tant le codon tryptophane 5’-TGG-3’. La désamination par
A3G des sites 5’-CCA-3’ ou 5°-C CCA-3’ dans ’ADN
viral de polarité (-) aboutit respectivement a 5’-TAG-3’
ou 5’-TGA G-3’ dans ’ADN de polarité (+). A3D, A3F
et A3H induisent I’apparition de codons stop en ciblant les
codons tryptophane dans le contexte nucléotidique suivant :
5’-TGG A-3’ (désamination de 5’-T CCA-3’ dans I’ADN
viral de polarité (-)) [107]. Dans les deux cas, les protéines
peuvent €tre inactivées par ces mutations. Ara et al. ont
étudié les mutations induites par A3G et A3F sur le gene
de la protéase du VIH. Pour un méme nombre de muta-
tions, A3G inactive la protéase plus fréquemment qu’ A3F.
Il apparait que les mutations causées par A3G sur le motif
5’-CCC-3’ entrainent plus régulicrement des mutations
non-conservatrices inactivantes que les mutations d’A3F
sur le motif 5°-TTC-3’. La protéase présente une plus
grande flexibilité face aux mutations induites par A3F, les
mutations non-conservatrices entrainées n’inactivant pas
forcément la protéine [108, 109]. A3G posseéde donc un
potentiel inactivateur plus important qu’ A3F, notamment
grice a son motif cible. Les A3 peuvent aussi affecter les
régions non codantes constituant des éléments régulateurs
essentiels au cycle viral. Notamment, la mutation du motif
TAR (Trans-Activation Response element) empéche la syn-
these efficace de I’ARNg. Sa transcription dépend de la
liaison de la protéine Tat avec le complexe transcription-
nel (CDKO et ARN polymérase II) a TAR, motif présent a
Iextrémité 5’des transcrits. Le nombre réduit de génomes
produit limite ainsi I’évolution virale [110].

Ces différentes mutations abolissent I’effet des éléments
régulateurs ou des protéines virales, ce qui aboutit a
I’inhibition ou a I’avortement du cycle réplicatif. Face a ces
mutations, un processus de sélection purifiante est observé :
les ADN viraux intégrés contiennent plus de mutations que
les ARN viraux cellulaires, qui en contiennent eux-mémes
plus que les ARN viraux encapsidés. Les mutations peuvent
affecter la transcription de I’ARN viral, puis son méta-
bolisme tel que sa stabilité, sa capacité a étre traduit, ou
encapsidé, ce qui explique la diminution de la proportion
des ARN viraux mutés face a la proportion des provirus
mutés [111].

En plus de I’induction de mutations, il a été suggéré que
I’activité désaminase des A3 entraine la dégradation des
ADN viraux encore non intégrés via la voie de réparation
de I’ADN par excision de base (BER ou Base Excision
Repair) [112]. Les bases endommagées par A3G peuvent en
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effet étre excisées par I’UNG, générant des sites abasiques
reconnus par des endonucléases apuriniques/apyrimidiques
(APE1 ou APE2) qui clivent I’ADN. L’implication du
BER dans la dégradation des ADN viraux est cepen-
dant largement contestée [113-115]. L activité désaminase
d’A3G permet d’autre part a la protéine d’interférer avec le
clivage de I’ ARNtY$3_ aboutissant 2 des ADN complémen-
taires (ADNCc) viraux munis d’extrémités 3’ aberrantes apres
rétrotranscription, perturbant ainsi leur intégration dans le
génome cellulaire [114].

Déplacement des A3 sur les acides nucléiques viraux

Pour trouver leurs motifs cibles au sein de I’ADN sb, les
A3 n’effectuent pas de déplacement actif et sont soumises a
la diffusion facilitée. Le déplacement des enzymes est donc
régi par les mouvements browniens en partie canalisés par
des interactions électrostatiques entre I’enzyme et son sub-
strat[116]. Les résidus chargés positivement des A3 sont en
effet impliqués dans leur mouvement en interagissant avec
les régions chargées négativement de 1’ADN. Trois types
de mouvement sont observés : (i) L’enzyme peut glisser
le long du squelette phosphate de I’ADN, a la recherche
de son motif cible, ce que I’on nomme « glissement » ou
sliding (figure 5A). Ce type de mouvement sur un nombre
limité de nucléotides (< 20) est local, mais est essentiel
pour que I’enzyme trouve et catalyse la désamination des
cytosines cibles. Ce glissement étant passif, il s’effectue de
maniere bidirectionnelle. Pour A3G, la désamination sur-
vient cependant de maniére préférentielle lorsque I’enzyme
rencontre son motif cible 5’-CCC-3’ dans le sens 3’-5’
[117] ; (i1) Des mouvements dans les trois dimensions per-
mettent aux enzymes de se déplacer a plus longue distance
sur une molécule d’ADN. Il y a « saut » ou jumping, ou
les enzymes s’associent et se dissocient successivement a
I’ ADN sans diffuser dans le milieu environnant (figure 5B) ;
(iii) Enfin, un dernier mode de déplacement est le trans-
fert inter-segmental, oll une enzyme ayant deux domaines
de liaison a ’ADN (ou un multimere d’enzymes n’ayant
qu’un domaine de liaison) va se lier simultanément a deux
régions différentes d’un brin d’ADN (figure 5C). Un des
domaines se dissocie ensuite de I’ADN et permet le dépla-
cement. Un dimere procédant ainsi pourrait se déplacer sous
forme dimérique ou se dissocier (figure 5C, gauche et droite
respectivement). Ces trois types de mouvement ne sont pas
exclusifs entre eux, et permettent aux enzymes de désa-
miner différentes cytosines au sein d’une méme molécule
d’ADN. A3G se déplace localement par sliding, par jum-
ping [108, 117] et dans une moindre mesure par transfert
inter-segmental [118]. Ces différents modes de déplace-
ment lui permettent de rechercher ses motifs cibles a la
fois localement et a longue distance. Cette combinaison
et ’équilibre entre ces modes de déplacement semblent
étre un critere important pour la restriction du virus. En
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Figure 5. Modes de déplacement des A3 sur un ADN rétroviral en cours de rétrotranscription. La matrice virale ARN est représentée
en bleu foncé, 'ADN viral néo-synthétisé est représenté en bleu clair avec leurs extrémités 5’ et 3’ annotées. Les A3 peuvent se déplacer
de différentes maniéres sur leur substrat : A) par un glissement bidirectionnel sur le substrat ADN en cours de synthése ; B) par un saut
sur des régions éloignées du substrat ADN en cours de synthése ; C) par transfert intersegmental d’un dimére d’A3 (ou d’'une A3 a deux
domaines ZDD) permettant le mouvement du dimére, ou d’'une des A3 constituant le dimére, sur une région éloignée du substrat ADN en
cours de synthése.

13



bstupfler
Texte inséré 
e

bstupfler
Barrer 

bstupfler
Texte de remplacement 
i


revue

effet, si A3G peut efficacement localiser les cytosines et
les désaminer, A3F n’est capable de se déplacer que par
Jjumping, ce qui est corrélé avec un taux de mutation réduit
[108]. Cette différence pourrait en partie expliquer la plus
grande efficacité d’A3G a réduire I’infectiosité d’un virus
VIH-1 AVif en cycle unique par rapport a A3F. A3H se
déplace localement par sliding, & distance par transfert
intersegmental et dans une moindre mesure par jumping.
Le sliding et le transfert intersegmental sont dépendants
de lefficacité de dimérisation de cette A3 a simple
CD [119].

Si les mouvements a distance permettent aux enzymes
d’élargir leur zone d’action sur le brin d’ADN, ils sont
aussi nécessaires pour franchir les duplexes ARN/ADN
subsistant apres clivage par la RNase H qui ne peuvent
pas étre franchis par sliding. Au cours de la rétrotrans-
cription, les A3 n’ont acces a ’ADN sb que durant un
temps limité. Les enzymes doivent ainsi agir efficacement,
on parle de processivité pour la capacité des A3 a détecter
et désaminer plusieurs cytidines cibles en une seule ren-
contre entre le substrat et I’enzyme. Pour A3G et A3F,
le NTD est responsable de la processivité de I’enzyme
[108]. La fréquence des mutations au sein des ADN viraux
suit de plus un gradient dépendant de la durée ou le
brin d’ADN (-) reste sous forme sb lors de la rétrotrans-
cription [120]. Les régions polypurines (PPT) empéchent
néanmoins 1’action d’A3G et la PPT centrale offre une
protection contre I’hypermutation des nucléotides en aval
[120, 121].

Contrairement 2 A3F et A3G qui possedent deux domaines,
I’un liant I’ ARN ou I’ADN sb et I’autre exercant I’activité
catalytique, A3H ne contient qu’un seul domaine avec
cette double propriété. A3H présente une région fortement
basique qui permet une liaison peu discriminante avec dif-
férents acides nucléiques. Cette capacité lui confere un
avantage évolutif certain car cela lui permet d’étre encapsi-
dée et d’avoir des substrats variés. En effet, contrairement a
A3Get A3F, A3H estcapable de lier et de désaminer I’ ADN
d’un hétéroduplex ADN/ARN, substrat que 1’ on retrouve au
cours de la rétrotranscription, suggérant que certaines fonc-
tions antivirales sont non redondantes entre les différents
facteurs de restriction [39].

Concernant les autres A3, A3A présente une capacité
limitée de sliding et jumping [122], A3B peut se dépla-
cer par sliding, jumping et/ou transfert intersegmental
[123] et A3C présente des difficultés de déplacement
[124].

Synergie entre A3 pour ’activité antivirale

Différentes A3 peuvent étre co-encapsidées et exercer
leur activité désaminase de maniere cumulative. Ces évé-
nements ont été observés en systeme cellulaire et le
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séquencage de provirus intégrés dans des PBMC de per-
sonnes infectées étayent la réalité de ce type d’événements
in vivo [38]. En plus d’effets cumulatifs, les A3 semblent
aussi avoir des effets synergiques dans la restriction. Ainsi,
I’activité désaminase d’ A3H et d’ A3F est augmentée en cas
de co-encapsidation avec A3G [38]. A3F semble protégée
par A3G d’une dégradation par Vif, lui permettant ainsi
d’étre plus efficacement encapsidée qu’en absence d’A3G
[125]. De plus, A3G et A3F peuvent former des hétéro-
oligomeres ayant des propriétés distinctes des enzymes
individuelles. Le complexe A3G/A3F permet d’une part
un scanning ou « balayage » processif de I’ADN, avec une
activité désaminase augmentée, et d’autre part, réduit effi-
cacement I’activité de la RT de par sa forte affinité pour
I’ ADN, donnant plus de temps au complexe A3 pour désa-
miner son substrat [109].

Actions antivirales indépendantes de I'activité
désaminase

En plus de l'inactivation des provirus par hypermuta-
tion dans les régions codantes, de nombreux travaux
ont mis en évidence une inhibition de la synthése des
ADN viraux au cours de la rétrotranscription en présence
d’A3G, aboutissant a une diminution de I’infectiosité virale
[114, 126-131]. L’importance de ce mécanisme d’action a
été confirmée dans un contexte physiologique en LT CD4*
exprimant des niveaux endogenes d’A3 [132]. Certaines
études attribuent partiellement [128, 129] ou totalement
[114] cette inhibition de la synthese d’ADNc a I’activité
désaminase d’A3G. Cependant, ce phénomene dépend
aussi d’actions désaminase-indépendantes d’ A3G, qui sont
alors complémentaires de son activité mutagene. En effet,
des mutants catalytiquement inactifs d’A3G conservent
une activité antivirale significative via cette inhibition de
I’accumulation des ADNc [127-129]. Cette activité anti-
virale désaminase-indépendante est aussi observée pour
A3F [128, 133]. A3F diminue I’efficacité de la synthese
des ADNc, notamment via 1’inhibition du second trans-
fert de brin au cours de la rétrotranscription, puis inhibe
I’étape de maturation en 3’ de I’ ADN viral, indispensable a
I’intégration des provirus formés. L’intégration des ADNc
viraux s’en trouve inhibée. Ainsi, A3F posseéde une acti-
vité antivirale désaminase-dépendante moins forte qu’ A3G
mais une activité désaminase-indépendante plus impor-
tante, et réduit I’infectiosité virale principalement par cette
derniere [133]. L’inhibition de la synthese des ADNc est
aussi observée en présence d’ A3H, également par un méca-
nisme indépendant de son activité désaminase [39].

Deux mécanismes sont proposés pour expliquer I’inhibition
de la synthése des ADNc viraux par A3G, basés sur une
action directe ou indirecte d’A3G sur la RT.
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Action indirecte des A3 sur la rétrotranscriptase,
modele roadblock

Le premier modele, dit « roadblock » ou modele « barrage »
suggere qu’ A3G impose une géne stérique et fasse obstacle
a la polymérase. Le facteur de restriction présente une affi-
nité plus forte que la RT pour les acides nucléiques viraux,
ce qui bloquerait physiquement cette dernicre et entraine-
rait son décrochage de la matrice. In vitro, A3G inhibe
toutes les réactions d’élongation de I’ ADN viral catalysées
par la RT [127]. L’hypotheése d’un roadblock renforcé ou
induit par la multimérisation d’A3G (dimeres, tétrameres,
ou supérieurs) est aussi proposée. La capacité d’A3G a
multimériser repose principalement sur son domaine NTD
fortement basique [44, 134], bien que le CTD puisse étre
impliqué [135]. Le NTD constitue la surface primaire de
dimérisation d’A3G et le CTD une surface secondaire,
permettant la formation des oligomeres plus conséquents
d’A3G apres dimérisation via le NTD [136]. La stabilité de
laliaison d’A3G a1’ ADN sb est augmentée lorsque celle-ci
est sous forme dimérique ou multimérique, contrairement a
la forme monomérique qui s’associe et se dissocie tres rapi-
dement de I’ ADN. Cette durée de liaison accrue diminue la
mobilité de I’enzyme et fait ainsi chuter son activité enzy-
matique. En effet, I’essentiel de I’activité catalytique de
I’enzyme est observé lorsque celle-ci reste monomérique.
Un modele ot les A3G monomériques effectuent des cycles
répétés de recherche (sliding, jumping) et désamination des
cytidines cibles, assurant une mutation efficace de I’ADN
viral a donc été proposé. Les A3G dimériseraient ensuite
lentement, liant stablement I’ ADN et exergant leur action
roadblock. Quelques dimeres pourraient aussi bloquer la
RT et permettre une désamination plus efficace par les A3G
monomériques restantes [136]. D’une part, le nombre d’ A3
au sein des particules virales étant faible (7 +/-4 en absence
de Vif) [137], 1a formation de ces multimeres in viro et leur
capacité a inhiber la RT restent incertaines. D’autre part,
cette proposition semble aller a I’encontre de 1’observation
qu’A3G multimérise in cellula afin d’étre encapsidée et
d’exercer son activité antivirale [134].

Dans la méme perspective d’un mécanisme roadblock, il est
proposé que la plus forte activité désaminase-indépendante
d’A3F soit due a sa capacité a lier I’ADN sb avec une plus
grande affinité qu’A3G, et a former des multimeres plus
stables [108, 109]. A3H pourrait inhiber la liaison de la RT
2 I’ ARNtYS3 et la synthése d’ADNc par géne stérique, la
protéine pouvant lier le duplex d’ ARN formé entre I’ ARNg
et ' ARNtYs3 [39]. De méme, A3F augmente in vitro la
fréquence du saut de brin de la RT grice a sa forte affinité
de liaison aux acides nucléiques et/ou a sa capacité a for-
mer des multimetres stables. A3G diminue cette fréquence,
potentiellement via une interaction directe avec la RT. A3H
n’a pas d’impact sur ce phénomene. Une dérégulation de la
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fréquence de saut de brin pourrait étre délétere et entrainer
des insertions ou délétions dans I’ ADN rétrotranscrit, ou au
contraire promouvoir 1I’évolution virale [138].

Action directe d’A3G sur la rétrotranscriptase

Divers travaux sur I’accumulation des ADNc viraux au
cours de la rétrotranscription montrent une polarité dans
I’inhibition de la syntheése des ADNc : I’accumulation des
ADNCc précoces est moins inhibée que I’accumulation des
ADNCc tardifs [129, 132], et il ne semble pas y avoir de
point abrupt de terminaison de la rétrotranscription. Pour
que le modele roadblock soit compatible avec ces obser-
vations, les molécules d’A3G doivent pouvoir s’associer
n’importe ou sur les acides nucléiques viraux, entrainant
une distribution homogene des A3G sur ces molécules au
sein d’une population virale et ainsi un blocage aléatoire
de la rétrotranscription [129]. Si le modele roadblock n’est
pas incompatible avec ce gradient d’inhibition de la syn-
these des ADNc viraux en fonction du temps, un second
modele a émergé face a ces observations. Celui-ci propose
qu’A3G interagisse directement avec la RT, inhibant ainsi
sa processivité et entrainant une diminution globale de la
synthese des ADNCc.

Il existe notamment une interaction directe entre A3G et
la RT, dépendant des résidus 65 a 132 d’A3G (figure 2).
Lorsque I’interaction entre les deux protéines est pertur-
bée, I’action inhibitrice d’A3G sur la synthese des ADNc
est amoindrie, tandis que la réplication virale est légere-
ment augmentée [130]. Cette interaction directe entre les
protéines a été confirmée in vitro et in cellula, impliquant
deux domaines d’A3G, les résidus 30 a 42 et les résidus 65
a 132 (figure 2) [115]. Le résidu L35 est important car sa
substitution abolit partiellement I’interaction d’ A3G avec la
RT. Ce mutant conserve une activité désaminase similaire a
A3G sauvage, tandis que son activité antivirale est diminuée
et qu’une hausse de la quantité d’ ADNc viral synthétisé au
cours de larétrotranscription est observée [115]. Cette étude
souligne 1’importance des différents mécanismes d’action
d’A3G dans la restriction virale et étaye une action inhibi-
trice de la production des ADNc viraux via une interaction
directe d’A3G avec la RT.

Localisation des A3 et réles dans la voie des
microARN

Toutes les A3 peuvent avoir une localisation cytoplasmique,
a I’exception d’A3B. A3A, C et H qui-sont également
retrouvées dans le noyau [37, 74, 139-141]. Pour A3G,
certains résidus du NTD constituent un puissant signal de
rétention de la protéine dans le cytoplasme [141, 142].
A3F et A3G sont retrouvées de maniere diffuse dans le
cytoplasme et également dans des foci au sein de comple-
xes ribonucléoprotéiques (RNP) tels que les Processing
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bodies (P-bodies) [139, 143, 144] et les granules de stress
[143-145]. Ces complexes, formés de protéines et d’ARN
cellulaires, jouent des roles clés dans le métabolisme des
ARNmMm particulierement en cas de stress en les dégradant
(P-bodies) ou en les stockant (P-bodies et granules de
stress) dans 1’attente de conditions cellulaires plus propices
a leur traduction [146-150]. La majorité des interactions
entre A3F/A3G et les protéines de ces RNP sont indi-
rectes et dépendent d’interactions avec des ARNm ou des
ARN non codants tels que les ARN Y et 7SL. Ces RNP
contiennent également les ARNm d’A3G ou d’A3F, ainsi
que les ARN du rétroélément Alu dont la rétrotransposi-
tion est inhibée lorsqu’il se retrouve séquestré dans ces
RNP par les A3 [144, 151]. Des expériences de chasse
apres marquage ponctuel en lignée HEK 293T montrent
un assemblage rapide f< 30 min) des A3G néosynthétisées
en complexes de hauts poids moléculaires (HMM, High
Molecular Mass) [152]. Ces HMM, qui peuvent corres-
pondre aux différents RNP, sont des complexes de plus de
700 kDa dont la formation est dépendante de I’ARN et
contenant de nombreuses protéines A3G [117, 152, 153].
Ainsi, les résidus du ZDD N-terminal et les acides ami-
nés W94 et W127, impliqués dans la liaison d’A3G a
I’ARN (figure 2), sont importants pour la formation de
ces complexes [154, 155]. L’activité désaminase d’A3G
est inhibée dans les complexes HMM mais restaurée apres
traitement par des RN [117, 153]. A3F est également
capable de former des complexes HMM [153]. Ces comple-
xes moduleraient les activités antivirales d’A3G et d’A3F
[153].L’association naturelle d’ A3F/A3G avec ces comple-
xes cytoplasmiques et leur redistribution au sein des RNP
lors de variations des conditions intracellulaires soulevent
des questions quant a I’action de ces A3 sur le métabolisme
des ARN cellulaires.

A3B, A3C, A3G et A3F contrecarrent 1’effet inhibiteur de
plusieurs microARN (mir-10b, mir-16, mir-25, let-7a), le
NTD d’A3G semble étre impliqué dans cet effet [156].
La présence d’A3G diminue 1’association des ARN cibles
aux P-bodies d’une part, et augmente leur association
aux polysomes d’autre part [156]. De plus, A3G interagit
avec différentes protéines participant a la voie de dégra-
dation des ARN impliquant les microARN, notamment
Mov10 (Moloney leukemia virus 10 protein), Agol (Argo-
nautel), Ago2 (Argonaute2), GW182 (Glycine-tryptophan
protein of 182 kDa) et PABP1 (Polyadenylate-binding pro-
tein 1) [143, 145, 151, 156]. A3G inhibe I’interaction entre
Mov10 et Ago2, impactant directement I’assemblage et/ou
I’activité du complexe miRISC (miRNA-induced silencing
complex) [157]. En effet, A3G entre en compétition avec
Ago2 pour son association a Mov10, 1’association d’A3G
a Movl10 étant permise en grande majorité par la liaison
d’A3G a ARN 7SL [157]. L’implication de la liaison
d’A3G a ’ARN dans I’interaction avec les autres parte-
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naires d’ A3G est controversée, bien que la présence d’ ARN
soit nécessaire a la formation des HMM contenant A3G et
ces protéines [143, 145, 151, 156]. Cependant, A3G peut
favoriser la voie des microARN en réduisant 1’inhibition
exercée par DND1 (Dead end protein homolog 1) sur cette
derniere [158].

Mécanismes d’incorporation dans les virions

Afin de pouvoir agir au cours de la rétrotranscription,
les A3 doivent d’abord étre encapsidées au sein des
particules virales. Si les protéines A3G résident essentiel-
lement dans des complexes HMM, les A3G encapsidées
semblent ne provenir que de protéines néosynthétisées
[152, 159]. Bien que le substrat des A3 soit majoritai-
rement I’ADN, ces protéines peuvent aussi lier I’ARN.
L’encapsidation des A3 dépend de cette capacité de liaison
aux ARN [23, 134, 160-162] et dépend également de leur
capacité d’oligomérisation [134]. Il existe une corrélation
entre la capacité des A3 a multimériser in cellula et leur
activité restrictive : A3D/F/G/H ont la capacité d’homo-
oligomériser et inhibent le VIH-1 en LT, a I’inverse d’A3A
et A3C [163]. Bien qu’A3B ne soit pas encapsidée, elle est
capable d’homo-oligomériser [123]. Pour A3G, de nom-
breux résidus du NTD sont non seulement essentiels pour
I’interaction avec I’ARN, mais également pour la multi-
mérisation d’A3G, notamment 126, S28, W94, les résidus
Y124 a W127 et les pminés basiques R24, R30, et R122
(figure 2) [134, 160-162, 164]. La région chargée positi-
vement constituée a I’interface de deux NTD d’A3G au
sein d’un dimere accroit I’affinité de ce dimere pour I’ ARN
[134, 155, 161], comme étayé par les analyses structu-
rales d’une A3G provenant de macaque rhésus (rA3G)
(figure 3B) [44], soulignant I’interdépendance fonctionnelle
entre la dimérisation et I’association a I’ARN. Les rési-
dus du ZDD1 (H65, C97 et C100) ainsi que les résidus
F70 et Y91 du NTD sont aussi impliqués dans la liaison
d’A3G a I’ARN, son homo-oligomérisation et son encap-
sidation (figure 2) [23]. A noter que I’activité enzymatique
d’A3G serait inhibée par sa liaison a I’ARN [152]. Une
revue récente décrit I’interaction d’A3G avec les ARN et
les conséquences de ces interactions [25]. L’encapsidation
d’A3F dépend des acides aminés de ses deux ZDD (H65,
E67, C96, C99, H249, E251, C280, C283) [128], du résidu
W126 (équivalent du W127 d’A3G) et d’un segment de
15 résidus de la partie C-terminale de la protéine (T300-
Y314) (figure 2) [165].

Le précurseur Gag du VIH-1, et plus particulierement
son domaine nucléocapside (NC), sont aussi essentiels a
I’encapsidation d’A3G [166], I’interaction NC/A3G étant
elle-méme dépendante de certains ARN [167, 168]. En
effet, ' ARNg du VIH-1, I’ARN 7SL et d’autres ARN cel-
lulaires induiraient I’encapsidation d’A3G [154, 169, 170].
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L’ARN 7SL, appartenant a un complexe essentiel (SRP,
_gignal Recognition Particle) pour la redirection de pro-
téines au réticulum endoplasmique chez les eucaryotes, est
lui-méme activement encapsidé dans les virions en exces
par rapport a ’ARNg [171]. Des approches a haut débit
confirment qu’A3F, A3G et A3H sont capables de lier
un large panel d’ARN, avec une certaine préférence pour
I’ARNg du VIH-1, ’ARN 7SL et les ARN Y [166, 172].
Comme les A3 sont majoritairement retrouvées associées a
des ARN viraux dans les cellules infectées, 1I’encapsidation
des A3 serait au moins en partie dépendante des ARNg
rétroviraux [172]. Néanmoins, des quantités équivalentes
en A3G et A3F sont détectées dans des virions formés en
absence d’ARNg ou en contenant des taux réduits, suggé-
rant une encapsidation via d’autres ARN [166]. L analyse
de la composition nucléotidique des sites de fixation des
A3 sur les ARN ne révele pas de motif spécifique mais
dévoile une fixation préférentielle pour les ARN riches en
Get/ou A ; les ARN ne sont ainsi pas liés de maniere totale-
ment aléatoire. Les ARN du VIH-1, comme ceux des autres
lentivirus, ont une composition caractéristique riche en A,
expliquant la liaison préférentielle des A3 aux ARN viraux
par rapport aux ARN cellulaires. De plus, cette spécificité
de liaison des A3 mime celle observée pour le domaine
NC de Gag [172, 173] qui lie aussi préférentiellement les
ARN riches en A et G ; les chances d’encapsidation des A3
s’en trouvent ainsi maximisées. Le fait que les A3 ne recon-
naissent pas de sites spécifiques leur permet une plus grande
flexibilité de liaison, évitant un mode d’échappement des
virus via la variation des séquences génomiques virales et
permet également leur encapsidation par différents virus
[172]. La capacité de liaison a I’ARN est aussi essentielle
pour I’encapsidation d’ A3H et son activité antivirale. Dans
ce cas, son encapsidation dépendrait de la reconnaissance
préférentielle de structures secondaires d’ARN en duplex,
telles que celles retrouvées sur les ARNg viraux [39].
Les modifications post-traductionnelles des A3 régulent
aussi leur encapsidation au sein des particules virales.
Notamment, la mono-ubiquitinylation d’A3G par
I’ubiquitine ligase E3 Nedd4-1 favorise son encapsidation
[174]. En présence des tyrosines kinases Fyn et Hck,
les niveaux globaux d’encapsidation d’A3G (formes non
phosphorylée et phosphorylées) diminuent, et les formes
phosphorylées de la protéine sont alors principalement
encapsidées au détriment de la forme non phosphorylée
[175].

Propriétés provirales

Si, en regle générale, I’accumulation de mutations dans le
génome viral soumis a I’activité désaminase des APOBEC
est défavorable au virus, certaines mutations pourraient
au contraire étre en sa faveur en créant des mutations
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d’échappement aux antiviraux et/ou a la reconnaissance
par la réponse immunitaire adaptative. L’étude de patients
séropositifs infectés par des virus capables de neutrali-
ser uniquement A3F ou A3G a suggéré une potentielle
activité provirale des A3 [176]. Effectivement, une muta-
génese sublétale des provirus par les A3 pourrait accélérer
I’apparition de variants résistants aux antiviraux. Une résis-
tance a la lamivudine, un inhibiteur de la RT, a été observée
avant traitement dans le cas de virus exprimant une pro-
téine Vif incapable d’entrainer la dégradation optimale
d’A3G [177]. La co-expression d’A3F et d’A3G per-
met la génération de variants du VIH-1 présentant des
mutations qui conferent une résistance a I’AZT (azido-
thymidine), un autre inhibiteur de la RT. Cette activité
provirale semble néanmoins faible ou négligeable, les
variants résistants générés par les A3 étant moins perfor-
mants en termes de réplication que ceux issus des mutations
engendrées uniquement par les erreurs de la RT du
VIH-1 [125].

L’activité désaminase d’A3G au sein de LT infectées par
le VIH-1 favoriserait leur reconnaissance par les CTL,
activation qui serait provoquée par la présence de pro-
téines virales tronquées suite a 1’activité d’A3G [178].
Néanmoins, d’autres travaux ont montré que 1’activité
enzymatique d’A3G/3F est directement impliquée dans la
diminution de la reconnaissance des épitopes viraux par les
CTL. En effet, certains peptides localisés dans Gag, Pol et
Nef constituent des épitopes immunodominants reconnus
préférentiellement par les CTL [179, 180]. Or, ces peptides
sont codés par des séquences génomiques virales enrichies
en motifs 5’-GGG-3’ (5’-CCC-3’ sur’ADNc (-) du VIH-1)
reconnus par A3G et A3F, permettant la mutation de ces
régions et ainsi 1’échappement des cellules infectées a
I"activité des CTL [181-184].

La protéine Vif du VIH-1, régulateur
majeur des APOBEC3

La protéine auxiliaire Vif est exprimée par tous les lentivi-
rus, a I’exception du virus de ’anémie infectieuse équine
(EIAV) [185]. Considérée initialement comme protéine
secondaire dans I’infection par le VIH-1 [186], Vif est en
fait un facteur de virulence. Son absence réduit tres for-
tement 1’infectivité des virions aussi bien chez le VIH-1
que le VIH-2 [187, 188]. La protéine A3G, alors nommée
CEM135, a été identifiée en 2002 comme cible majeure de
Vif dans les cellules dites non permissives [13]. Depuis, la
relation entre les protéines A3 et Vif a largement été étu-
diée et nous savons désormais que Vifinhibe I’expression de
cinqdes sept A3 (A3C, A3D, A3F, A3Get A3H) [189-194].
Outre cette activité régulatrice des A3, Vif possede d’autres
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fonctions au cours de la réplication virale. Différents
facteurs cellulaires limitent cependant son activité. Ces dif-
férents points sont développés ci-apres.

Vif : coordinateur de la réplication virale et
interactions de Vif avec les composants viraux

Vif est capable de former des multimeres, allant jusqu’aux
tétrameres in vitro [195, 196]. La région principale per-
mettant la multimérisation in cellula est la région riche en
prolines '®'PPLP!®* (figure 6) bien que d’autres régions
puissent étre impliquées [197, 198]. Méme si sa capacité
a multimériser semble faciliter I’activité de restriction de
Vif envers A3G [198], I'impact de ce mécanisme sur la
réplication virale reste encore a élucider.

Localisation cellulaire, assemblage et interaction avec
Pr556as

La protéine Vif est majoritairement retrouvée dans le cyto-
plasme et notamment au sein de complexes RNP [199, 200].
Vif interagit avec le précurseur Pr5592¢ du VIH-1, indépen-
damment de sa capacité d’oligomérisation, ce qui aboutit
a sa relocalisation au niveau de la membrane plasmique
[198, 199, 201]. Deux régions de Vif sont importantes pour
I’association 2 Pr5592¢, 3 savoir le CTD 169-192 [202] et le
NTD 2-49 et plus particulierement les acides aminés Y30
et R33 (figure 6) [203]. La localisation membranaire de Vif
serait importante pour la production de particules infec-
tieuses du VIH-1. Les deux régions C-terminales de Vif
impliquées dans ce mécanisme s’étendent des résidus 157
al160et 173 a 184 [204]. D’ autres travaux de co-expression
en cellules d’insecte Sf9 montrent que Pr559%¢ est néces-
saire a I’incorporation de Vif dans des VLP (Virus Like
Farticles) aussi bien extracellulaires que cytoplasmiques
[205], suggérant que la localisation membranaire de Vif
n’est pas indispensable a son encapsidation. Cependant,
son encapsidation semble nécessiter une interaction avec
I’ARNg du VIH-1, aussi bien dans des cellules permis-
sives que non permissives [206]. Un virion peut contenir des
quantités variables de protéines Vif, allant d’une dizaine a
une centaine de copies [207, 208]. Etonnamment, Vif inhibe
la maturation de Pr5592¢ grice a sa région 78-98 qui inhibe
la protéase du VIH-1 in vitro en interagissant spécifique-
ment avec elle (figure 6) [205, 209]. La région 4-22 de Vif
est essentielle a I’inhibition de la maturation de Pr55522
et/ou Gag-Pol au site de maturation p2/NC (figure 6) [210].
Par ailleurs, Vif interagit également avec des composants du
cytosquelette et 1’association de Vif a la vimentine conduit a
la désorganisation du réseau de filaments intermédiaires et a
I’apparition d’agrégats périnucléaires [211, 212]. Toutefois,
aucune fonction précise n’a été associée a cette interaction.
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Impact sur la rétrotranscription, interaction avec les
acides nucléiques et activité chaperon d’ARN

La capacité de Vif a s’associer aux ARN et les régions ou
résidus impliqués dans ces interactions ont été largement
étudiés. Vif est capable de s’associer a I’ARNg du VIH-1
[200, 213, 214], interaction nécessaire a son encapsidation
[206, 215] et assurée par la région N-terminale 1-64 de
Vif [200] ; l'interaction Vif-ARNg du VIH-1 s’effectue
de manieére coopérative et préférentiellement au niveau
de la région 5’de ce dernier [213, 216-219]. Vif exerce
une activité chaperon sur I’ARN par I'intermédiaire de
ses régions N-terminale 1-97 et C-terminale non structurée
95-192 (figure 6) [219]. In vitro, Vif stimule la rétrotrans-
cription grace a sa région C-terminale 136-192 en facilitant
I’association de I’ARNt™S3 2 la matrice ARN et en aug-
mentant la vitesse de polymérisation permettant a la RT
d’outrepasser les sites abasiques [220, 221]. Ces différentes
activités au niveau de la rétrotranscription sont corrélées
a une synergie entre Vif et le domaine NC de Gag [222].
L’activité chaperon d’ ARN de Vif favorise la rétrotranscrip-
tion (hybridation de I’ ARNtYS3 3 1’ ARN, augmentation de
la processivité de la RT, stimulation du premier transfert
de brin) et la dimérisation de I’ARNg [222]. Vif favorise
également la « rétrotranscription tardive », un phénomene
normalement réprimé se déroulant au cours de I’assemblage
des virions lorsque la NC est mutée. L’action de Vif dans
ce contexte reste a élucider [223].

Reconnaissance des A3 et recrutement du
complexe E3-ubiquitine ligase

Le mécanisme principal permettant la restriction des A3
est le recrutement par Vif d’'un complexe E3-ubiquitine
ligase [190, 192, 224-226], composé de la protéine de
soutien Cullin 5, des protéines adaptatrices Elongin B
et C ainsi que des unités catalytiques RBX2 (RING-box
protein 2) et ARIH2 (Ariadne homolog 2) [227, 228]. Cela
permet la poly-ubiquitinylation “8K des A3 et leur redi-
rection vers le protéasome qui assurera leur dégradation.
Les paragraphes suivants relatent les travaux effectués sur
Vif IIIB (Genebank M19921) et les interactions avec ses
partenaires.

Ainsi, Vif s’associe a A3C-3H afin de permettre leur ubi-
quitinylation et leur dégradation [229, 230]. En ce qui
concerne A3A et A3B, Vif entraine leur relocalisation
cytoplasmique (ces deux protéines étant partiellement ou
majoritairement nucléaires) qui favorise leur activité antivi-
rale en cellules HEK293T en augmentant leur concentration
dans les régions cytoplasmiques de production virale [231],
bien qu’A3A puisse ne pas s’associer a Vif [232]. Méme si
Vif n’entraine pas 1’ubiquitinylation **K d’A3B, elle induit
la poly-ubiquitinylation ©>K d’ A3B et A3H, dont la fonction
précise reste encore a déterminer [230].
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Figure 6. Structure de la protéine Vif du VIH-1 et interaction avec des partenaires cellulaires et viraux. A) La structure monodimen-
sionnelle de Vif (Genbank M19921 ; UniProtkB - P12504 (Vif_HV1N5)) est schématiquement annotée par tranches de 10 acides aminés
(carrés noirs en-dessous de la structure). Les motifs fonctionnels sont symbolisés par des rectangles de couleur au-dessus de la structure,
tandis que les zones d’interaction aux différents partenaires viraux et cellulaires sont colorées au sein de la structure. B) La structure
tridimensionnelle de Vif (PDB : 4N9F ; Positions 3-172) est représentée en rubans, les extrémités N- et C-terminales (respectivement
N-ter et C-ter), les zones d'interaction & différents partenaires viraux et cellulaires sont colorées et annotées sur la structure. Les résidus

associés a ces régions et mentionnés dans le texte sont indiqués.

Les régions d’interactions avec A3C-3H se trouvent majo-
ritairement dans le NTD de Vif (figure 7). En ce qui
concerne A3F, les régions/résidus N-terminaux impliqués
sont "WQVDRMR!7, “TGERDWH?", K50 et W70 tan-
dis que la région C-terminale impliquée est !”'EDRW!74
(figure 7) [233-238]. La liaison d’ A3F a Vif est également
renforcée par I’association des résidus R293 et E324 d’ A3F
a CBF- (figure 2) [238]. Les acides aminés D14, R15 et
W79 sont responsables de I’interaction de Vif a A3C et
A3D (figure 7) [225]. Le motif 7'"EDRW!7# de Vif inter-
agirait également avec A3C (figure 7) [237]. Vif interagit
aussi bien avec le NTD 1-194 que le CTD 195-387 d’A3B,
mais aucun résidu crucial n’a encore été identifié [230].
Concernant A3G, plusieurs régions de Vif sont impliquées,
notamment les acides aminés K22, K26, Y30, S52, W70,
la région “*YRHHY* [233, 236, 239-241] et le motif
161pPLP!%* (figure 7). Enfin, le résidu F39 et la région
OGDAK®? constituent les deux régions d’interaction de
Vif a A3H (figure 7) [102, 242].
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Afin de permettre la dégradation des A3 par le pro-
téasome, Vif recrute un complexe E3-ubiquitine ligase.
Les différentes régions d’interaction de Vif aux membres
de ce complexe sont présentées sur la figure 7.
Une structure cristallographique du complexe mini-
mal, nommé Vif-Cullin5-ElonginB-ElonginC-CBF# ou
Vifycpcc, nécessaire a la liaison de Vif aux A3 (et a leur
ubiquitinylation) a été résolue en 2014 ([243] PDB : 4NOF).
L’extrémité N-terminale de Vif (résidus 6-8) interagit avec
CBF-f, un élément structural majeur du complexe E3-
ubiquitine ligase [244-246]. En confrontant ces données
avec la structure du complexe VCBCC, il est trés pro-
bable que le feuillet 21 de Vif (résidus 5-12) soit la surface
d’interaction principale & CBF-$3 [45], bien que Vif-W89
soit également important pour 1’interaction [247, 248]. Vif
présente un domaine HCCH (H;03X5C114X18C133X5H130,
accession P12504-1 de Vif) constituant un motif a doigt-
zinc non-consensus permettant 1’association a la Cullin 5
[249]. L’interaction entre la Cullin 5 et Vif est a la fois
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Figure 7. Structures de la protéine Vif du VIH-1 et interaction avec les membres du complexe E3-ubiquitine ligase. A) La structure
monodimensionnelle de Vif (Genbank M19921 ; UniProtKB — P12504 (Vif_HV1N5)) est schématiquement annotée partranches de 10 acides
aminés (carrés noirs en-dessous de la structure). Les motifs fonctionnels sont symbolisés par des rectangles de couleur au-dessus de la
structure, tandis que les zones d’interaction aux A3 et aux membres du complexe E3-ubiquitine ligase sont colorées au sein de la structure.
B) La structure tridimensionnelle de Vif (PDB : 4N9F ; Positions 3-172) est représentée en rubans, les extrémités N- et C-terminales
(respectivement N-ter et C-ter) ainsi que les zones d’interaction a différents partenaires sont colorées et annotées sur la structure. Les
résidus associés a ces régions et mentionnés dans le texte sont indiqués.

directe, via les résidus R121 - 1124 - L125 et R127 de
Vif (domaine HCCH), et indirecte via le recrutement de
I’Elongin C [45]. En effet, Vif s’associe a I’Elongin C
grice a un motif BC Box (résidus 145-155) ainsi qu’un
motif 144SLQ]46, extrémement conservé [250]. A noter
que la phosphorylation du résidu Vif-S144 diminue dras-
tiquement son association a 1’Elongin C [251]. De plus,
la mutation S144A (empéchant sa phosphorylation) affecte
significativement la réplication virale, ce qui suggere que
I’activité de Vif est finement régulée [252]. En outre, la
structure du complexe E3-ubiquitine ligase indique que
I’hélice o3 de Vif (résidus 119-125) est aussi en contact avec
I’Elongin C [243]. Des études complémentaires ont permis
de comprendre que les interactions des protéines Elongin C,
Vif et Cullin 5 se stabilisent mutuellement [45], et que le
motif 1'PPLP!%* de Vif permettrait son interaction avec
I’Elongin B [253, 254]. Toutefois, la structure résolue par
Guo et al. ne permet pas de confirmer ces résultats, laissant
une incertitude quant aux régions d’interaction entre ces
deux protéines. Bien que RBX1 et RBX?2 puissent chacune
s’associer a la Cullin 5, la sous-unité catalytique principale
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pour I’activité inhibitrice de Vif est RBX2. En effet, seule
la diminution de I’expression de RBX2 entraine une réduc-
tion de la dégradation d’A3G dans les cellules [227]. Le
dernier acteur identifié du complexe E3-ubiquitine ligase
recruté par Vif est ARIH2, une E3-ubiquitine ligase de
la famille RBR (RING-BetweenRING-RING) qui interagit
avec la Cullin 5 ; elle est responsable des premiéres réac-
tions d’ubiquitinylation d’A3G/A3F lors de leur prise en
charge par Vif. ARIH2 semble essentielle a I’infection des
LT CD4* par le VIH-1 [228].

Les différentes régions d’interaction des A3 avec Vif ont été
largement étudiées, aussi bien par mutagénese que par des
analyses structurales. Ces régions ont été discutées dans
deux revues récentes [26, 45] et sont répertoriées sur la

figure 2.

Autres mécanismes d’inhibition des A3

Le recrutement par Vif du complexe E3-ubiquitine ligase
servant a la dégradation des A3 peut avoir un effet indi-
rect supplémentaire sur 1’expression de ces protéines. En
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effet, CBF-3 est un co-facteur transcriptionnel de la famille
des facteurs de transcription RUNX (Runt-related trans-
cription factor) et sa séquestration par Vif réduit fortement
I’expression de certains génes cibles de RUNX, notamment
APOBEC3C, APOBEC3D, APOBEC3F, APOBEC3G et
APOBEC3H [244, 255].

Par ailleurs, Vif est capable de s’associer via son motif
161ppLp164 au domaine SH3 des Src tyrosine kinase Hck
et Fyn (figure 6). L’association de Vif a ces kinases réduit
leur activité catalytique (auto- et trans-phosphorylation) et
inhibe I’incorporation des formes phosphorylées d’A3G, ce
qui favorise la réplication virale [175, 256].

Vif inhibe également I’encapsidation d’A3F et A3G, ainsi
que leur activité antivirale, indépendamment de sa capacité
a les dégrader via le systéme ubiquitine-protéasome. Le
mécanisme permettant cette inhibition est pour le moment
inconnu [257]. Enfin, Vif pourrait interférer avec I’activité
des A3 au sein méme des virions par blocage direct. En
effet, certaines régions d’association de Vif a I’ARNg cor-
respondent a des régions préférentiellement ciblées par
A3G/A3F [213, 216].

En outre, Vif inhibe la traduction d’A3G [215, 258]. En
effet, le blocage spécifique de la voie du protéasome par
ajout d’inhibiteurs chimiques ne permet pas de restaurer
completement le niveau d’expression d’A3G en présence
de Vif. De plus, Vif présente une forte affinité pour I’ ARNm
d’A3G in vitro, avec une affinité marquée pour les régions
non traduites (5’et 3’UTR) [259]. En fait, la région 5’UTR
de ’ARNm d’A3G est cruciale pour son inhibition tra-
ductionnelle induite par Vif et les tiges-boucles SL2-SL3
présentes dans cette région ont été identifiées comme étant
le motif minimum requis pour cette inhibition [260]. Cette
propriété d’inhibition traductionnelle d’A3G par Vif est
conservée chez tous les isolats du VIH-1 et est indépen-
dante de sa capacité a dégrader A3G via le protéasome.
Bien que les domaines (ou résidus) de Vif responsables de
cette inhibition traductionnelle n’aient pas encore été iden-
tifiés, dégradation et inhibition traductionnelle d’A3G par
Vif semblent contribuer de maniere équivalente pour pré-
server I’infectivité virale [260]. Tres récemment, un cadre
de lecture ouvert (WORF ou upstream ORF) a été identi-
fié dans la S’UTR de I’ARNm d’A3G. Les uORF sont des
éléments tres répandus chez les eucaryotes et sont souvent
impliqués dans les régulations traductionnelles [261, 262].
De facon intéressante, cet uUORF est précisément localisé
au niveau des motifs SL2-SL3 et code un peptide putatif
de 23 acides aminés. L’inactivation de cet uORF aug-
mente significativement I’expression d’ A3G, suggérant que
I’uOREF est fonctionnel et qu’il régule négativement la tra-
duction d’A3G en absence de Vif. Ainsi, A3G serait traduit
par un mécanisme original impliquant leaky-scanning et ré-
initiation (Paillart, communication personnelle). Vif serait
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également capable d’inhiber la traduction d’ A3F par le biais
d’un uORF au sein de son ARNm (Paillart, communication
personnelle). Méme si les mécanismes précis restent a élu-
cider, il semblerait que Vif, via son interaction avec I’'uOREF,
relocalise I’ARNm d’ A3G dans des granules de stress, par-
ticipant ainsi a la réduction globale de 1’expression d’A3G.

En tant qu’inhibiteur majeur des A3, Vif exerce une forte
pression de sélection sur cette famille, modulant I’ évolution
génétique de ses membres [263, 264]. Vif s’adapte néan-
moins rapidement aux variants émergents d’ A3 résistants
a Vif, soulignant une coévolution entre cette dernicre et la
famille des A3 [265, 266]. Ces interactions et coévolutions
tiennent de plus un role important dans les transmissions
inter-especes des lentivirus de primates et leur adaptation
aux hominidés [267-269].

Par ailleurs, méme s’il ne s’agit pas d’une inhibition de
I’activité des A3 stricto sensu, le VIH-1 peut acquérir une
résistance envers les A3 par substitutions de différents rési-
dus de la protéine d’enveloppe. En effet, des virus AVif
présentant ces mutations (Env A : A58V, A60T, H643Y,
M687I et V8221 ; Env B : P79L, S143N, M426L, Q442P,
H643Y et M6871 ; Env C : T626M, K655M et M6871) sont
résistants vis-a-vis d’A3G et présentent une accumulation
limitée de mutations liées a son activité désaminase. Cela
serait di d’une part a la diminution de la capacité fusogene
de I’enveloppe, et d’autre part a I’incorporation accrue de
Gag-Pol dans les particules virales, ce qui aurait pour consé-
quence d’augmenter la concentration en RT, sa processivité
etau final de limiter I’accés de I’ ADN viral alI’actiond’ A3G
[270].

Impact de Vif sur le cycle cellulaire : MDM2, PP2R5
et CDK9

Lors d’une infection par le VIH-1, 1’arrét du cycle cellu-
laire en phase G2 est principalement assuré par la protéine
virale Vpr afin d’optimiser 1’expression du génome viral
[271-273]. Cependant, Vif est également capable de pertur-
ber le cycle cellulaire. Toutd’abord MDM2 (Murine Double
Minute 2), une E3 ligase responsable de 1’ubiquitinylation
et de la dégradation du suppresseur de tumeurs p53 et de
Vif, participe a I’inhibition de la réplication du VIH-1 dans
les cellules non permissives [274]. Le NTD de Vif (rési-
dus 4 a 22) lui permet de s’associer a la région centrale
de MDM?2, importante pour la régulation de la stabilité
de p53 (figure 6). Cette région NTD permet également
a Vif de s’associer a p53 et de la stabiliser en bloquant
son ubiquitinylation et son export nucléaire par MDM2,
ce qui entraine un arrét du cycle cellulaire en phase G2 et
favorise la réplication virale [275]. Le résidu Vif-R93 est
critique pour son association avec MDM?2 [276]. Les rési-
dus I31, R33, K36, T47 et K50 de Vif sont importants pour
I’arrét en phase G2, mais ne sont pas liés a la stabilisation
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de p53 [275]. Des travaux récents ont identifié les résidus
K22, K26, 131, R/K33, K34, K36, et 1128 comme surface
d’interaction de Vif avec les sous-unités régulatrices de
la phosphatase PP2A (Serine/threonineprotein phospha-
tase 2A), constituant la famille PPP2RS5 (figure 6). Ainsi,
la dégradation de PPP2RSA, C et D par Vif, trés vraisem-
blablement via la voie ubiquitine-protéasome, aboutit a un
arrét du cycle cellulaire en phase G2 [277-280]. Par ailleurs,
CDKD9 (Cyclin-Dependant Kinase 9), protéine impliquée
dans la régulation du cycle cellulaire et dans I’activation
de I’ARN polymérase II, peut s’associer a Vif et entrai-
ner une accélération de la transition de la phase Gl a la
phase S du cycle cellulaire. Ce phénomene ne nécessiterait
pas d’interaction entre la Cullin 5 et Vif [281].

Réponse de la cellule héte contre Vif et facteurs
protéiques impliqués

Comme mentionné précédemment, la stabilité de Vif est
fortement régulée par son ubiquitinylation [251] et sa
dégradation par le protéasome. La position Vif-E88 joue
un réle majeur dans la résistance a 1’ubiquitinylation
[282], et plus largement les régions 64-67 et 86-89 sont
essentielles a sa stabilité [282]. Vif interagit avec deux
autres E3-ubiquitine ligases a domaine catalytique HECT
(Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus) nommées
AIP4 (Atrophin-1-gnteractingprotein 4) et NEDD4 (Neural
precursor cell gxpressed gevelopmentally gown-regulated
protein 4) [283]. L’association a NEDD4 s’effectue avec
la région 20-128 de Vif [283] (figure 6). Lorsque Vif est
ubiquitinylée, la forme majoritairement retrouvée est la
forme mono-ubiquitinylée dans des cellules transfectées
[283, 284]. Cependant, la proportion de Vif ubiquitiny-
lée augmente drastiquement en présence d’A3G, avec
notamment ’apparition de formes poly-ubiquitinylées et
une augmentation de la dégradation de Vif par le protéa-
some [284], suggérant qu’ A3G possede une autre activité
de restriction envers le VIH-1 en induisant la dégrada-
tion de Vif. De plus, le complexe E3 ligase SCF via la
Cycline F s’associe a Vif au niveau du motif « CY »
I67RKL%° pour induire sa poly-ubiquitinylation et sa
dégradation, réduisant ainsi I’infectivité virale (figure 6)
[285]. Par ailleurs, la MAP3 kinase ASKI1 (Apoptosis
Signal-regulating Kinase 1), dont I’expression est stimulée
par I’ AZT, interfere avec 1’ubiquitinylation engendrée par
Vif en s’associant a sa région 144-149 (particulierement
14481.Q140) (figure 6). Ainsi, ASK1 inhibe I’interaction
de Vif avec I’Elongin C in cellula, réduisant 1’auto-
ubiquitinylation de Vif, 'ubiquitinylation d’A3G et la
réplication virale [286].

Une analyse des interactants de Vif par double-hybride en
systeme levure a identifié la protéine Triad3/ZIN/RNF216,
une E3-ubiquitine ligase impliquée dans la régulation de
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la voie de signalisation TLR (Toll-Like Receptor) [287],
comme partenaire de Vif. Les résidus ' QLI'?7 sont indis-
pensables a I’interaction entre Vif et RNF216 (figure 6)
[288] entrainant une diminution de I’infectivité virale et un
défaut de I’activité de la RT [289]. D’autre part, HDAC6
(Histone deacetylase 6) induit la dégradation de Vif par une
voie autophagique. Un complexe ternaire Vif-HDAC6-A3G
serait formé et HDACG6 protegerait A3G de la dégrada-
tion par compétition avec Vif [241]. HSP70 (Heat-Shock
Protein 70) inhibe quant a elle ’ubiquitinylation et la
dégradation protéasomique d’A3G induite par Vif. En
effet, HSP70 s’associe a A3G et au NTD de Vif 1-107,
région importante pour son interaction avec A3G (figure 6),
suggérant qu”"HSP70 empéche la fixation d’A3G a Vif.
La conséquence est une augmentation de 1’incorporation
d’A3G dans les particules virales [290].

En conclusion, Vif est une protéine virale aux multiples
fonctions. Bien que son activité principale soit 1’inhibition
de I’expression des A3 (A3C, A3D, A3F, A3G et A3H)
par I’induction de leur dégradation via le protéasome et
par U'inhibition de la traduction, transcription ou de leur
encapsidation. La pression mutuelle entre les A3 et Vif
est notamment responsable de leur coévolution. Outre son
activité inhibitrice contre les A3, Vif facilite également la
réplication virale lors de la transcription inverse du génome
viral grace a son activité chaperon d’ARN, mais également
en entrainant I’arrét du cycle cellulaire. Toutefois, Vif est
régulée par de nombreux facteurs cellulaires impactant son
activité et/ou sa stabilité.

Restriction d’autres virus humains
par APOBEC3

Dans cette partie, nous nous limiterons a la description
des virus pathogenes pour I’homme, sachant que les A3
agissent également contre des virus impactant d’autres
especes [291].

Une partie des travaux recensés ici se base exclusivement
sur des systemes in vitro ou sur ’analyse de génomes
viraux. Certaines interactions recensées entre virus et A3
ne sont supportées que par un faible nombre d’études,
parfois contradictoires. Les observations relatées vis-a-vis
des différents organismes d’intérét ne font ainsi pas toutes
consensus.

Virus a ARN simple brin de polarité positive
Les flavivirus : hépatite C (HCV) et zika (ZIKV)

A3G est incorporé dans les virions d’HCV et empéche la
réplication virale, sans lien apparent avec son activité désa-
minase [292]. Par ailleurs, A3G s’associe par sa région
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C-terminale 157-384 a la protéine non structurale NS3
d’HCYV au sein de la cellule hote, diminuant ainsi I’activité
hélicase de NS3 nécessaire a la réplication virale [293].
Dans le cas de ZIKV, A3C est capable de réduire la quan-
tité d’ARN viral dans les cellules infectées et d’inhiber la
réplication virale [294].

Les coronavirus

A3C, A3F et A3H sont également capables d’inhiber
I’infection par le coronavirus HCoV-NL63 in vitro. La pro-
duction virale est réduite dans le cas de cellules rénales
simienne LLC-Mk2 (Lilly Laboratories Cell-Monkey kid-
ney 2) exprimant A3C, A3F ou A3H. De maniere
intéressante, cette restriction n’est observée que dans le
cas d’A3 catalytiquement actives, bien qu’aucun phéno-
type d’hypermutation n’ait été constaté. A3C, A3F et A3H
interagissent avec la protéine N de HCoV-NL63, indépen-
damment de leur activité désaminase [295]. Par ailleurs,
la substitution majoritaire observée dans les génomes de
SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coro-
naVirus 2) séquencés durant les 4-5 premiers mois de
I’évolution du virus est la transition C— U [296]. Les motifs
5’-A/TC-3’ sont préférentiellement affectés ce qui suggere
que ces substitutions sont potentiellement générées par les
A3 comme A3A, A3F et A3H. En outre, plus de 50 % des
substitutions observées qui aboutissent a un changement
d’acide aminé proviennent d’une transition C— U, confir-
mant que ces mutations sont restrictives et non adaptatives
[296]. Une étude récente suggere que les A3 sont partielle-
ment responsables de I’édition du génome de SARS-CoV-2,
les transitions C—U et G— A constituant le deuxiéme
groupe de mutations majoritaires observé dans des données
de séquencage ARN obtenues a partir de liquides de lavage
broncho-alvéolaire provenant de patients positifs [297].

Les entérovirus

L’entérovirus 71 (EV71), responsable de la maladie pieds-
main-bouche, est inhibé par A3G [298, 299]. A3G est
capable de s’associer a la 5’UTR de I’ARN viral via ses
résidus L123, Y124 et W127, entrant ainsi en compétition
avec la protéine cellulaire (PCBP1) (Poly(rC)-Binding Pro-
tein 1) indispensable a la synthese des protéines virales
[298]. De plus, si A3G interagit avec la polymérase virale,
elle interagit surtout avec I’ARNg pour étre encapsidée
dans les particules virales et diminuer leur infectivité de
facon désaminase-indépendante [299]. Cependant, A3G
peut étre contrecarrée par la protéine 2C d’EV71, qui
s’associe a A3G et entraine sa poly-ubiquitinylation et sa
dégradation par la voie autophagique-lysosomale [298].
A3A, A3D et A3F sont également capables d’inhiber, mais
dans une moindre mesure, 1’activité de la 5’UTR et la
réplication de cet entérovirus. CA16, un autre agent de la
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maladie pieds-main-bouche, et poliovirus (PV) voient éga-
lement leur activité traductionnelle fortement réduite par
A3G [298].

Virus a ADN simple brin, cas des parvovirus

A3A inhibe la réplication du AAV (Adeno-Associated
Virus) notamment en empéchant la formation de centres
de réplication dans le noyau [300]. Cette inhibition serait
indépendante de I’activité désaminase d’A3A. La région
SOKNLLCGFY®” d’ A3A contribue 2 cette activité antivirale
(figure 2) [301].

Virus a ADN double brin circulaire, cas du
papillomavirus humain (HPV)

Des mutations caractéristiques des A3 ont été constatées
dans les génomes de papillomavirus (HPV) issus de verrues
plantaires ou de biopsies du col de 1’utérus a un stade pré-
cancéreux [302]. A3G, et plus modérément A3A, semblent
responsables de 1’hypermutation du gene viral E2, codant
un régulateur transcriptionnel viral, dans le cas d’HPV16
(HPV a haut risque cancérigene). L’accumulation de muta-
tions dans le gene E2 entralnerait des cassures db de I’ADN
viral, favorisant son intégration et 1’expression des genes
viraux E6 et E7 habituellement réprimés par E2, facili-
tant 1’apparition de cancers [303]. L’expression d’A3A et
d’A3B est fortement augmentée dans des kératinocytes et
tissus cervicaux infectés aux premiers stades de développe-
ment cancéreux, mais seule A3A diminue I’infectivité de
HPV16 [304]. Par ailleurs, A3A diminue 1’encapsidation
du génome et I’infectivité de pseudovirions d’"HPV 16, tan-
dis que I’association d’A3C avec la protéine de capside
L1 serait la cause d’une diminution de I’infectivité de ces
pseudovirions [305]. D’autres expériences de production
de pseudovirions d’HPV16 suggerent que I’activité inhi-
bitrice d’A3A n’affecte ni la stabilité, ni I’encapsidation
du génome viral, mais requiert un domaine catalytique
fonctionnel [304], allant a I’encontre des résultats décrits
précédemment [305]. Par ailleurs, des cellules contenant
le génome d’HPV 11 et surexprimant A3A présentent une
hypermutation du gene E6, une diminution de I’expression
de ’ARNm d’E6 et un arrét du cycle cellulaire en phase S
[306].

Laprotéine virale E7 d’HPV 16 stabilise la protéine A3A par
un mécanisme impliquant la Cullin 2, composant essentiel
du complexe cullin-RING E3-ubiquitine ligase impliqué
dans la dégradation d’ A3 A par le protéasome [86]. En effet,
la Cullin 2 s’associe individuellement aux protéines A3A et
E7 et I'interaction de cette derniere avec la Cullin 2 inhibe
la dégradation d’A3A.
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Virus a ADN double brin linéaire, cas des
herpesvirus

Le virus Epstein-Barr (EBV) peut étre hypermuté par les
A3 [307]. A3B exerce une restriction sur une souche d’EBV
n’exprimant plus la grande sous-unité de la ribonucléo-
tide réductase RRI1, produit du gene BORF2. Grace a
son activité désaminase induisant une hypermutation du
génome viral, A3B entraine une diminution de I’infectivité
et de la charge virale. Cependant, RR1, en s’associant
avec le domaine catalytique d’A3B [191-382], inhibe
son activité désaminase. Plus particulierement, la région
3I5YDPLYK3? d’A3B (figure 2), responsable de la recon-
naissance du substrat contenant un motif 5’-TC-3 [308],
apparait nécessaire a cette interaction. En outre, RRI1
entraine une relocalisation d’A3B du noyau vers des corps
périnucléaires [309].

Dans le cas de I’herpes simplex virus-1 (HSV-1), A3C
réduit I'infectivité par dix en culture cellulaire. L’impact
d’A3C sur I'infectivité est 1ié a son activité désaminase
qui entraine une hypermutation du génome viral [307]. Par
ailleurs, la protéine ICP6, la grande sous-unité de la ribonu-
cléotide réductase d’HSV-1, est capable d’exclure A3A du
noyau, ce qui expliquerait I’absence de restriction ’HSV1
par A3A [310]. D’apres d’autres travaux, ICP6 entraine
la relocalisation d’A3B, en plus d’A3A, du noyau vers le
cytoplasme [311]. De plus, une souche HSV-1 n’exprimant
plus ICP6 est résistante a A3A et A3B malgré une capa-
cité réplicative plus faible, suggérant I’existence d’autres
mécanismes de défense contre ces facteurs de restriction
[311]. Enfin, A3A assure la restriction du cytomégalovirus
humain (HCMV) dans des cellules épithéliales infectées
par édition de son génome, aussi bien ex vivo au sein
d’organes déciduaux qu’in vivo lors d’une infection congé-
nitale [312]. A3G aurait exercé une pression évolutive sur
HCMYV, entrainant une sous-représentation des motifs 5’-
CCC-3’ et 5’-GGG-3’ (site de reconnaissance des A3G) au
sein de son génome [313].

Virus a ADN ou ARN utilisant la transcription
inverse et rétroéléments

Le virus T-lymphotropique humain (HTLV)

Les études concernant I’impact des A3 sur HTLV-1 ont
fourni des résultats partiellement contradictoires [23, 314-
316]. HTLV-1 ne serait pas ou tres faiblement affecté par
A3G malgré son incorporation dans les virions via ses
résidus F70 et Y91 [23, 314], tandis qu’une forte activité
restrictive et désaminase-indépendante d’ A3G a été obser-
vée [315]. Bien que Pak et al. n’aient constaté qu’une faible
activité d’A3G envers HTLV-1, les résidus S18, Y19, Y22
et R24 semblent majoritairement responsables de cette acti-
vité (figure 2) [317]. L’ activité limitée d’ A3G serait due ala
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partie C-terminale de la NC d’HTLV-1 qui inhibe fortement
I’encapsidation d’A3G, et tres probablement celle d’ A3F,
étant donné que 1’absence de cette région rend HTLV-1
plus sensible a I’activité d’A3F [318]. Par ailleurs, A3A,
A3B et A3H hapll semblent assurer une tres forte restriction
d’HTLV-1 alors qu’A3C, A3D, A3F et A3G ne présentent
qu’une activité modérée. La restriction serait dépendante
de I’activité désaminase d’A3A/A3B et indépendante pour
A3H hapll. La faible activité d’A3G s’accompagne d’une
édition modérée du génome viral [316]. La restriction
d’HTLV-1 par les A3 semble donc multifactorielle et des
études complémentaires sont nécessaires afin de préciser
les mécanismes sous-jacents.

Le virus de ’hépatite B (HBV)

Les protéines A3A-A3G sont encapsidées dans les par-
ticules virales via la protéine core antigéne d’HBV
(HBcAg) [319-323]. L’encapsidation d’ A3G semble égale-
ment nécessiter son association a la protéine NC, processus
qui requiert plus particulierement la présence de la RT et
du signal d’empaquetage situé en 5’ de I’ARN prégéno-
mique (ARNpg). La région 1-103 d’A3G est nécessaire
a cet empaquetage [324]. Par ailleurs, I’interaction A3B-
HBcAg nécessite la présence d’ARN (figure 2) [323].
Toutes les A3, a I’exception d’A3D, sont capables de
désaminer I’ADN viral in vitro, A3G préférant les sites 5°-
CC-3’, et A3H les sites 5°-TC-3’ [325]. A3C présente une
forte activité mutagene contre HBV [326, 327] en désami-
nant le brin (-) d’ADN viral, tandis qu’A3B, A3F et A3G
peuvent désaminer les deux brins d’ADN viral [319, 323].
Les protéines chaperons Hsp90a/b interagissent avec A3G
et stimulent son activité catalytique, notamment en favo-
risant la reconnaissance des régions 5’-CC-3’ de I’ADN
d’HBV. Hsp90b stimule également 1’activité catalytique
d’A3B via une interaction avec sa région C-terminale [328].
L’impact des A3 sur I’ADNccc (covalently closed circu-
lar DNA) d’HBYV est largement documenté. A3A et A3B
sont essentielles a la désamination et a la dégradation de
I’ADNccc [321, 329]. Elles induisent la désamination de
I’ ADNccce et réduisent sa concentration dans les cellules
infectées, alors qu’une diminution de 1’expression de ces
A3 entraine une augmentation de la quantité d’ADNccc
dans les cellules exprimant HBV de facon stable [330, 331].
Etonnamment, I”expression d’ A3B et d’ A3G est augmentée
dans le cas de patients souffrant d’infection chronique par
le HBV mais aucune diminution de la quantité d’ADNccc
intracellulaire n’a pu étre observée [332].

Des mécanismes d’inhibition désaminase-indépendants ont
également été proposés. En effet, A3G diminue la répli-
cation d’HBV en inhibant (i) I’encapsidation de I’ ARNpg
[333], en activant certaines nucléases lorsqu’il est associé
a la protéine core [334] et (ii) sa rétrotranscription (initia-
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tion, élongation) ce qui a pour conséquence de diminuer la
quantité d’ADN au sein du virus [335, 336]. De plus, A3B
inhibe I’association de la RNP K au niveau de la région
Enhancer I d’HBYV, réprimant ainsi sa réplication [337].
Cependant, 1’activité restrictive des A3 envers HBV peut
étre limitée. A3B, mais pas A3A, est dégradée apres
ubiquitinylation induite par I’E3-ubiquitine ligase MSL2
(Male-Specific Lethal 2), dont I’expression est stimulée par
la protéine X d’HBV. Les résidus d’ A3B ubiquitinylés sont
les lysines K243 et K320 [330]. La protéine X diminue éga-
lement le niveau intracellulaire d’A3G en favorisant son
externalisation par la voie exosomale, indépendamment de
sa dégradation par le protéasome ou le lysosome [338].
L’hélicase DHX9 (DExH-Box Helicase 9) s’associe a A3B
et inhibe son activité restrictive en perturbant la liaison
d’A3B a I’ARNpg [339]. De plus, I’ARN long non codant
HULC (Hepatocellular carcinoma Up-regulated Long non-
Coding RNA), fortement exprimé dans le cas de carcinome
hépatocellulaire (HCC), favorise I’expression du miARN-
539 qui cible la 3°’'UTR de ’ARNm d’A3B, entrainant
la dégradation de la protéine [340]. Enfin, A3D empéche
I’incorporation d’ A3F et A3G dans les virions et diminue
leur activité catalytique sur I’ADN d’HBV. L’activité inhi-
bitrice d’A3D proviendrait de son association avec A3F et
A3G [322].

Les rétroéléments

Les rétroéléments sont classés en deux groupes distincts,
caractérisés par la présence ou 1’absence de LTR (Long-
Terminal Repeat). Ceux qui ne présentent pas de LTR
sont les LINE (Long Interspersed Nuclear Elements), les
SINE (Short Interspersed Nuclear Elements), et les SVA
(SINE-Variable number tandem repeat-Alu elements). Les
rétroéléments présentant des LTR sont les rétrovirus endo-
genes (ERV), également appelés Rétrotransposons a LTR.
Ces deux groupes de rétroéléments peuvent étre régulés par
les A3. Concernant les rétroéléments dépourvus de LTR,
LINE-1 (L1), I'un des rétroéléments majoritaires chez les
mammiferes, est régulé par I’ensemble des A3 [341-346].
Les A3 peuvent inhiber L1 indépendamment de leur acti-
vité désaminase en séquestrant les complexes RNP L1 dans
des compartiments cytoplasmiques. En effet, I’association
de dimeres d’A3C a L1 co-localise les RNP L1 et A3C
au sein de granules de stress et inhibe sa rétrotranscrip-
tion [344]. Par un mécanisme similaire, 1’interaction d’A3D
avec les RNP L1, nécessitant I’ARNm L1, entraine la co-
localisation de ces RNP et d’A3D au sein de granules
cytoplasmiques dont la nature reste a déterminer et permet
I’inhibition de la rétrotranscription de L1 [345]. Toutefois,
les mécanismes d’inhibition désaminase-indépendants de
LINE-1 par A3B, A3F, A3G et A3H restent a élucider, bien
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que I’on sache que I’oligomérisation d’ A3G est importante
pour la restriction de L1 [341-343, 346, 347].

Un exemple de mécanisme désaminase-dépendant de res-
triction de LINE-1 est fourni par A3A. Durant le processus
d’intégration de L1, I’ADNc est exposé transitoirement
apres dégradation de I’amorce ARN, devenant accessible
a ’activité désaminase d’A3A [348]. De manicre intéres-
sante, toutes les A3, et plus particulierement A3A, A3B
et A3G, sont capables d’inhiber la rétrotransposition des
SINE, comme les éléments Alu. L’oligomérisation d’A3G
est importante pour ’inhibition de la rétrotransposition des
Alu [343] et A3G séquestre les Alu au sein des complexes
HMM [151].

Chez I’humain, les rétrotransposons a LTR peuvent éga-
lement étre régulés par A3A, A3B, A3C, A3F et A3G
via des mécanismes qui dépendent ou non de I’activité
désaminase [349]. Dans le cas du rétroélément IAP
(Intracisternal A-Particle), A3B et A3G éditent massi-
vement les ADN rétrotranscrits d’TAP. Les mécanismes
d’inhibition restent encore inconnus pour A3A, A3C et
A3F [349]. L’hypermutation par les A3 d’un rétroélément
juste apres sa rétrotranscription pourrait altérer la stabilité
de I’ADNCc généré et entrainer sa dégradation [350], mais
il est également possible qu’un rétroélément hypermuté
puisse s’insérer au sein du génome ce qui aura pour effet
d’accentuer la diversité génétique de la région génomique
impliquée [351]. Une forte corrélation positive est retrou-
vée chez les mammiferes entre I’accumulation de mutations
G— A au sein des ERV et I’abondance de genes APOBEC3
[21]. Ainsi, A3G est trés vraisemblablement a I’origine des
hypermutations constatées au sein des rétrovirus endogenes
humains (HERV) HERV-K60, HERV-KI ainsi qu’au sein
de I’élément progéniteur de la famille HERV-K(HML?2)
[352, 353]. De plus, chez les mammiferes 1’abondance
d’ERV au sein d’un génome semble positivement corrélée
au nombre de génes APOBEC3, a I’exception des muridés,
du hérisson et de I’opossum. Par ailleurs, I’amplification des
genes APOBEC3 chez les primates est survenue de maniere
concomitante a I’invasion majeure de leurs génomes par les
ERYV, ce qui suggere que les rétrovirus favorisent 1’évolution
des génes APOBEC3 [21].

Un schéma récapitulatif des fonctions des A3 au sein de la
cellule est présenté figure 8.

APOBECS et perspectives
thérapeutiques

Dans le cadre des infections par le VIH, les interac-
tions entre Vif et les A3 sont envisagées comme cibles
thérapeutiques. L’approche majoritaire vise a prévenir la
dégradation des A3 dépendante de Vif pour rétablir leur
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encapsidation au sein des virions afin qu’elles exercent
leur capacité de désamination. Plusieurs études ont eu pour
objectif d’identifier des molécules capables d’inhiber (i) la
dimérisation de Vif[197, 354, 355] ; (ii) I’interaction directe
entre Vif et A3F/G [356-358] ; ou encore (iii) I’interaction
de Vif avec les autres composants du VCBCC [359-364].
Une deuxieme approche envisagée consiste a augmenter la
concentration d’A3G dans les cellules infectées en stimu-
lant son expression ou en augmentant sa stabilité, de fagon a
favoriser son incorporation dans les particules virales [365-
367].

Enfin, une approche de type thérapie génique a récemment
été proposée afin de rétablir I’activité antivirale naturelle
des A3. Cette approche fait intervenir un vecteur exprimant
le mutant A3G-D128K, résistant a la dégradation par Vif,
car incapable d’interagir avec cette derniere. Ce vecteur
a permis d’empécher in vitro la réplication virale dans des
lignées T CD4* pendant au moins trois mois sans apparition
de virus résistants [368].

Parallelement, I’activité des APOBEC3 peut constituer une
piste thérapeutique dans les traitements anti-cancéreux, par
exemple dans la voie DDR en cas d’utilisation d’inhibiteurs
d’ATR (voir § « S

eas-da-VIHHI>pagexQF) [59-61].

Conclusion

L’activité des protéines A3 a un rdle majeur dans les
infections virales. Indépendamment ou non de leur acti-
vité enzymatique, les A3 exercent une restriction vis-a-vis
de nombreux virus. Si la désamination du génome viral
constitue ’activité principale des A3, I’inhibition de la
rétrotranscriptase dans le cas du VIH-1 est un bel exemple
de leur multifonctionnalité. Le fait que la protéine Vif du
VIH-1 soit capable d’inhiber la quasi-totalité des A3, et
pour certaines en affectant divers mécanismes (dégrada-
tion, transcription, traduction), dénote I’importance de cette
famille de protéines dans la restriction virale. Toutefois,
certaines A3 présentent des propriétés provirales révélant
la complexité des interactions hote-pathogene.

Les interactions entre les A3 et leurs inhibiteurs viraux
constituent des cibles thérapeutiques de choix contre les
infections virales. La valorisation clinique des protéines
A3 est d’autant plus importante et intéressante dans le
cas de virus tel que le VIH-1 ou de nouvelles solutions
thérapeutiques sont sans cesse recherchées pour répondre
a D'apparition de résistances aux traitements. Enfin, des
études récentes mettent en lumiere 1’implication des A3
dans la réplication de virus émergents (Zika, SARS-CoV-2)
ce qui ouvre la possibilité de développer de nouvelles
approches thérapeutiques.
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L’activité des A3 est aussi essentielle dans le controle des
éléments transposables, chacune d’elles inhibant la réplica-
tion de divers rétroéléments et empéchant leur prolifération
anarchique préjudiciable a I’intégrité du génome. Cepen-
dant, ces diverses propriétés des A3 ont un coiit qui se traduit
par un rdle plus ou moins prononcé dans I’oncogenese.
En effet, les A3 présentent une activité mutagéne consti-
tutive sur le génome de la cellule hote qui peut contribuer a
la variabilité génétique des cellules mais surtout aboutir a
I’apparition et/ou au développement de nombreux cancers.
En dépit de leur appartenance a la méme famille d’enzymes,
les A3 présentent des effets différents selon le type de cancer
ainsi que des mécanismes d’actions différents dépendant ou
non de leur activité catalytique. Les protéines A3A et A3B
sont principalement impliquées dans le développement de
cancers, méme si des études récentes montrent qu’A3G
pourrait jouer un réle majeur dans certains d’entre eux.
L’intérét croissant pour cet axe d’étude devrait nous per-
mettre de connaitre précisément les mécanismes d’action
des A3 dans la carcinogenese et de proposer de nouveaux
leviers thérapeutiques.
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