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RESUME

Les rétrovirus humains tels que HTLV-1 (Human T-cell Leukemia Virus) et HIV-1
(Human Immunodefiency Virus Type-1) sont associés a des pathologies mortelles et sont
largement répandus a travers le monde. Actuellement, aucun vaccin ni thérapie ne sont
disponibles pour prévenir ou enrayer totalement I’infection par ces virus. Le but du présent
projet est de développer une nouvelle approche anti-rétrovirale se basant sur ’altération de
I’ADN viral intégré dans le génome de la cellule hote. Nous avons utilisé comme modéle le
rétrovirus de la leucémie murine (MuLV) Cas-Br-E. Ce virus induit des leucémies non B et
non T et engendre une maladie neurologique spongiforme chez certaines souches de souris.
La cible du traitement est I’intégrase (IN), une enzyme clé du cycle réplicatif. Elle catalyse
l'intégration de 'ADN du virus dans le génome de la cellule de I’hote et est également
impliquée dans la transcription inverse, le transport de I’ADN viral dans le noyau et
I’assemblage des particules virales. Les traitements, des ODN mutagenes de I’IN, sont
congus de maniére a introduire une mutation au début de la séquence codante de I’IN,
engendrant ainsi la production de particules virales défectives et non infectieuses.

Les expérimentations se sont effectuées en deux volets : avec le traitement de cellules
NIH NE-8 chroniquement infectées par Cas-Br-E et, ensuite, avec celui de cellules N[H 373,
infectées par Cas-Br-E et traitées a différentes périodes post-infection. L’impact des
traitements a été déterminé par titration des virus produits en immunofluorescence, dosage de
la transcriptase inverse et séquengage des produits de PCR des ADN et ARN des cellules
traitées.

Les résultats obtenus avec les ODN mutageénes montrent une diminution de la
production de virus infectieux en fonction du nombre de traitements, de la dose utilisée et du
moment ou les traitements ont été effectués. Une inhibition totale de la production virale est
possible avec I’utilisation d’une seule dose massive de 4,0 uM ou d’une faible dose de 1,34
uM ciblée en début d’infection, soit dans les 4 premiers jours. Des mutations du génome ont
été observées au niveau de ’ADN et de ’ARN des cellules traitées. En conclusion, la
diminution de la production de virus infectieux, suite aux traitements, permet d’envisager
I’utilisation de cette stratégie comme nouvelle thérapie contre les infections par HIV-1 et
HTLV-], d’autant plus qu’une fois la production de virus infectieux enrayée totalement,
I’inhibition se maintient dans le temps.



PARTIE INTRODUCTIVE

Chapitre 1

Problématique

Actuellement, il n’existe aucun vaccin pour se prémunir ou de thérapie pour éradiquer
les infections engendrées par les rétrovirus pathogenes chez 1’humain. Une origine rétrovirale
est reconnue pour plusieurs cancers chez les animaux. Le rétrovirus HTLV-I, le premier
rétrovirus humain pathogéne découvert, est étiologiquement lié a la leucémie des cellules T
chez I’adulte (ATL), une leucémie aigué et trés souvent fatale chez I’adulte (Kuefler et Bunn,
1986). Le virus est aussi associé a la myélopathie/paraparésie spastique tropicale (HAM/TSP).
Cette forme d’affection se caractérise par une pathologie neurologique chronique dans laquelle
une paralysie des membres inférieurs, de méme que divers troubles sensitifs, font
progressivement leur apparition (Gessain et al. 1985, Rodgers-Johnson et al. 1985 et Osame
et al. 1986).

L'ATL, dans sa forme leucémique ou lymphomateuse, est un cancer trés agressif,
d'évolution rapide, qui emporte généralement le malade en quelques mois. Une résistance a la
chimiothérapie est observée dans pratiquement tous les cas. Certaines personnes souffrent
aussi de formes chroniques, bien que le taux de cellules leucémiques soit élevé, la maladie
peut malgré cela rester stable durant un certain temps. Divers essais associant chimiothérapie,
antiviraux et immunothérapie n'ont, a I'heure actuelle, pas été concluants. De méme, les essais
d'association d’immunomodulateurs, de corticothérapie et d’antiviraux dans les TSP/HAM
n'ont apporté qu'une amélioration clinique transitoire et se limitant au court terme (Mahieux et
Gessain, 2003 et Hermine et al, 2002).

Cependant, pour d'autres rétrovirus, les premiéres manifestations ne sont pas de type
cancérogéne. En effet, plutdt que d’engendrer une prolifération désorganisée des cellules
infectées comme le font les rétrovirus oncogenes, certains rétrovirus détruisent les cellules.
Clest le cas du virus de I'immunodéficience humaine de type 1 (HIV-1). Le virus HIV-1 est

lagent étiologique du syndrome de l'immunodéficience acquise (SIDA). Le SIDA se



caractérise par un échec progressif du systéme immunitaire & combattre diverses infections.
Ces dernicres finissent par entrainer le développement de pathologies mortelles (Lawn et al,
2001).

Les thérapies anti-rétrovirales hautement actives (HAART) ont permis de changer le
pronostic des patients atteints du SIDA, mais il n’en demeure pas moins que tant que
I’infection perdure, le risque de développer le SIDA demeure. L’arsenal thérapeutique actuel
permet de réduire la charge virale a des niveaux indétectables chez certains patients, soit une
charge virale plasmatique en-dessous de 50 copies d’ARN viral par millilitre de plasma
(Rudich et al, 2005). Malgré cette charge virale indiscernable, des cellules réservoirs du HIV-
1 persistent, ceci rendant une transmission possible du virus & d’autres individus et permettant
]’émergence de nouvelles souches virales résistantes aux traitements. (Pommier et al, 2000).

D’autres limitations et inconvénients sont également associés aux HAART,
notamment les effets secondaires incluant le développement de pathologies d’ordre
métabolique au niveau rénal, cardio-vasculaire et hépatique. De nombreuses études cliniques
ont associé les inhibiteurs de protéase de HIV avec des pathologies de dyslipidaemie, de
lipodystrophie, de résistance a I’insuline et d’artériosclérose. Une exposition chronique au
nelfinavir (un inhibiteur de protéase) induit une diminution de GLUT-4 qui médie le transport
du glucose. Ceci engendre 1’émergence de voies de signalisation défectives pour P’insuline et
qui, a long terme, ameéne & une résistance a P’insuline. Les inhibiteurs de protéases ont
également un effet sur I’adipogénése, 1’apoptose des adipocytes et I’activation de la lipolyse,
un désordre qui méne a la lipodystrophie. Ils ont aussi un effet sur la production de radicaux
libres, ce qui peut mener a I’artériosclérose (Rudich et al, 2005).

Outre ’exposition des patients a des effets secondaires désagréables, il y a également
le cout exorbitant des médicaments, les rendant quasi inaccessibles pour les pays en voie de
développement, alors que ces derniers sont les plus affectés par le HIV-1. Actuellement, le
nombre d’individus infectés par le HIV se situe aux alentours de 40 millions. En dépit des
programmes de prévention, 4,8 millions de nouvelles infections ont été recensées en 2003 et
ces chiffres continuent d’augmenter d’année en année (Lal et a/, 2005).

Il y a également émergence de souches virales résistantes aux thérapies. La
transcriptase inverse (RT) de HIV-1 ne posséde pas de fonction exonucléase de correction, ce

qui engendre une variété d’erreurs contribuant ainsi 4 ’apparition de nouvelles souches



résistantes (Lawn et al, 2001). Dés 1989, avec la zidovudine (AZT), premiére molécule anti-
rétrovirale utilisée couramment, plusieurs mutations du virus induisant une résistance au
traitement ont été identifiées. Par la suite, des résistances pour toutes les molécules utilisées
ont pu étre observées dans la pratique courante ou lors d’essais de molécules en cours de
développement (Richman, 1993). Ceci fut par la suite observé pour la quinzaine de molécules
constituant ’arsenal thérapeutique des HAART contre le HIV (Bossi et al, 2001). De plus, ces
résistances ont été¢ démontrées autant in vitro qu’in vivo et une ou plusieurs mutations
associées a une résistance phénotypique ont été observées (Richman, 1993).

L’échappement virologique peut étre induit par divers mécanismes comme les facteurs
pharmacologiques ; mauvaise adhérence des patients au traitement, syndrome de mauvaise
absorption, interactions médicamenteuses et manque de puissance du traitement.
L’échappement virologique peut également étre associé a des mécanismes intrinséques a la
cellule comme, par exemple, la surexpression du gene MDR-1 (Multi-Drug Resistance-1)
codant pour une glycoprotéine (P-glycoprotéine), qui engendre une certaine résistance aux
substances chimiques traitantes (Bossi et a/, 2001).

Pour réduire le risque d’émergence de souches résistantes a un médicament en
particulier, I’orientation des recherches vers une autre cible s’avére étre un choix judicieux.
L'intégrase (IN) est une cible intéressante. Elle catalyse I’intégration de 'ADN rétroviral dans
I'ADN de I’héte et est également impliquée dans la transcription inverse, le transport de
I’ADN viral dans le noyau et I’assemblage des particules virales. L’IN est donc indispensable
a la réplication virale et elle est une enzyme-clé du cycle réplicatif puisqu’il n’en existe aucun

autre équivalent cellulaire (Pommier et a/, 2000).



Chapitre I

Les rétrovirus

2.1 Introduction

Les rétrovirus sont des virus a ARN a développement cellulaire. Les virions sont
sphériques, de symétrie icosaédrique ou en forme de cdne tronqué contenu dans une
enveloppe sphérique dans le cas du HIV (Prescott et a/, 1995). lls sont enveloppés et
possedent un diamétre de 80 & 100 nm. Leur génome consiste en deux molécules d’ARN
linéaires simples brins de sens positif. Chacun des monoméres, variant de 7-11 kpb, sont reli€s

de fagon non-covalente par des ponts hydrogénes (Fields et a/, 1996).
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Figure 2.1 Structure d’un virion avec ses diverses protéines et récepteurs de surface.

Le virion (figure 2.1) est composé de protéines dont une glycoprotéine de surface de
I’enveloppe virale (SU), un antigéne viral majeur responsable de la fixation sur les récepteurs
spécifiques. SU est associée & la protéine TM (Trans Membranaire) qui traverse I’enveloppe
virale. L’enveloppe lipidique contient les protéines virales et cellulaires. La MA (Matrix
Protein) est celle qui se situe a la frontiére intérieure de 1’enveloppe produite par le géne gag.
La CA (Capside), codée par gag, est la protéine la plus abondante et elle protége le ceeur viral.

La NC (Nucléocapside) est également codée par gag et elle protege quant a elle le génome.



C’est I’assemblage entre I’ARN et la NC, additionnée de quelques protéines, qui vont former
le cceur. Ensuite les PR (Protéases), codées par le gene pol, interviennent aux premiers
clivages de GAG avec certaines protéines de régulation. La RT codée par pol, sert a la
rétrotranscription de I’ARN viral en un ADNc qui va ensuite s’intégrer et [’IN, codée par pol,

sert a I’intégration du génome viral au génome de la cellule hote (Brown, 1997).
TTR LTR

BE oo R

Figure 2.2 Représentation schématique du génome d’un rétrovirus.

Le génome d’un rétrovirus (figure 2.2) est composé de deux LTR (Long Terminal
Repeat) et des trois génes de base gag, pol et env. La région R est une petite région variant de
18 a4 250 nucléotides et répétée a chacune des extrémités du LTR. Le U5 constitue la premicre
partie du génome viral a étre rétrotranscrite. Les génes gag, pol et env codent pour les

diverses protéines du virion et la région U3 forme I’extrémité 3 de I’ADNc (Brown, 1997).



2.1.1 Cycle de réplication des rétrovirus
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Figure 2.3 Cycle de réplication d’un rétrovirus.

Aprés la reconnaissance de la cellule cible par le virus, il y a fusion des membranes
virales et cellulaires (figure 2.3). Le complexe nucléoprotéique peut alors pénétrer dans la
cellule hote. L'ARN viral simple-brin est alors transcrit en ADN double-brin grace a la RT.
Cet ADN viral pénétre alors dans le noyau cellulaire et s'intégre a 'ADN génomique de la
cellule infectée. 1l devient alors I’ADN proviral ou provirus et la transcription de 'ADN
proviral peut s'opérer. Cette transcription conduit aux ARN viraux génomiques et messagers.
Les ARN messagers viraux sont traduits en précurseurs polyprotéiques qui vont ensuite
donner les protéines virales, aprés action, des protéases virales et cellulaires. L’ARN viral

associé aux protéines forme un nouveau virion encapsidé. L'élaboration des particules est



suivie du bourgeonnement du virion a la surface de la cellule. Le nouveau virus se détache
finalement de la membrane cellulaire et peut alors aller infecter d’autres cellules (Brown,

1997).

2.2 Les rétrovirus humains pathogénes
2.2.1 Le virus HIV-1

C'est en 1981 qu'ont été mis en évidence les premiers cas d'une nouvelle pathologie,
identifiée sous le nom de syndrome d'immunodéficience acquise ou SIDA. Le SIDA fut
ensuite associé a certains types de cancers. La principale cellule cible du rétrovirus est le
lymphocyte, élément majeur de I'immunité (Pierson et al, 2000). Le HIV infecte les cellules
CD4" (lymphocytes, macrophages, cellules dendritiques, etc.) circulant dans le sang mais
également dans le liquide céphalorachidien (Vernant et al, 1987). Ceci étant différent du virus

HTLV-I qui ne se retrouve pas dans le sang (Gessain et al, 1985).
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Figure 2.4 Structure du virion de HIV. La glycoprotéine de surface est la gp120, la
protéine transmembranaire est la gp41 (gpl60 est clivée en gp41 et gpl120) ; la matrice est la
p18. La nucléocapside est formée de p7 et p9 ou p25.
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Figure 2.5 Représentation schématique du génome du HIV.

Le HIV-1 est un lentivirus enveloppé qui se compose d’un nucléoide contenu dans une
enveloppe sphérique portant 72 spicules. Ces projections sont constituées des deux
glycoprotéines majeures de ’enveloppe, soit gp 120 qui est externe et gp 41 qui est
transmembranaire. La bicouche lipidique de HIV-1 est aussi parsemée de protéines de I’hote,
y compris les antigénes d’histocompatibilité de classe I et II. Le précurseur gag de 53 kDa est
clivé par la protéase de HIV-1 en quatre protéines (p25, p18, p9, p7) (figure 2.4). Le nucléoide
contient deux copies de ’ARN génomique simple brin de HIV-1, associé aux différentes
enzymes virales. (Prescott et al, 1995) (figure 2.5).

L’intégrase, codée par l'extrémité 3’ du géne pol, est responsable de l'intégration du
génome viral dans 'ADN de la cellule infectée. La PR, codée par I'extrémité 5° du géne pol,
est responsable du clivage des précurseurs polyprotéiques en protéines fonctionnelles. La
ARNaseH quant a elle, est responsable de ’activité enzymatique et dégrade ' ARN des duplex
ADN/ARN. Elle est portée par le domaine C-terminal de la transcriptase inverse et est
nécessaire pour la transcription inverse de 'ARN en ADN. La RT, enzyme virale codée par la
partie centrale du géne pol, catalyse la transcription de 'ARN viral simple brin en ADN
double brin a partir duquel les génes viraux s'expriment (Brown, 1997).

Les lentivirus sont responsables d'infections prolongées dans le temps. Le HIV met
plusieurs années avant de conduire a un SIDA avéré (Pierson et a/, 2000). Il existe au moins
deux type de HIV : le HIV-1, de loin le plus répandu dans le monde, et le HIV-2, confiné dans
certaines régions de I'Ouest de I'Afrique équatorial (Jaye et al/, 2004). Il n’y a pas de
différence entre le HIV-1 et le HIV-2 au niveau des réponses immunitaires induites.
Cependant, une plus grande proportion de personne atteinte du HIV-2 verront la maladie
progresser jusqu’au stade de SIDA avéré.

Les voies de transmission du HIV sont parfaitement connues : relations sexuelles non

protégées (contamination via le sperme) et sang contaminé (échange de seringues). Il existe



aussi une probabilité de contamination materno-feetale par le passage du sang d'une femme
séropositive a son enfant in ufero ou pendant l'accouchement. Le nouveau-né peut aussi étre
contaminé par le lait maternel. Toutefois, le virus ne se trouve en grande quantité que dans le
sang et dans le sperme. On peut aussi le retrouver, quoique rarement et en faible quantité, dans
la salive, les larmes, les urines et les selles (Janeway et a/, 2001).

L’organisation mondiale UNAIDS estime a plus de 37,8 millions le nombre
d’individus infectés par le HIV actuellement dans le monde, prés de 70 % des cas se situent
en Afrique et en Asie (Lal et al, 2005). Au Canada, 18 124 cas cumulatifs de SIDA chez des
adultes avaient été signalés en date du 30 juin 2002 au Centre de prévention et de contrdle des
maladies infectieuses (CPCMI). De ce nombre, 7,9 % des cas relevés étaient des femmes. La
proportion des cas de SIDA dans la population féminine a d’ailleurs augmenté au fil du temps,
passant de 5,6 % avant 1992 a 8,3 % en 1995 et culminant a 16,4 % en 1999. Parmi tous les
cas cumulatifs de SIDA signalés chez les femmes, 67,4 % étaient atiribués a des contacts
hétérosexuels, 22,9 % a l'injection de drogues et 9,5 % a la transfusion de sang et de produits
sanguins (Santé Canada, 2002). Au Québec, la maladie est en constante progression: on
estime qu’environ 15 000 personnes seraient actuellement porteuses du VIH et que plus de 4
500 personnes en seraient décédées.

Le SIDA représente la phase ultime de l'infection par le HIV et se caractérise par son
aspect pléiotropique et son évolution mortelle. L’évolution de la pathologie permet de
distinguer trois groupes de patients; le premier groupe correspond aux patients
asymptomatiques, le deuxieme correspond a ceux qui ont des manifestations mineures (telles
que des dermites séborrhéiques, candidoses oro-pharyngée, zona, herpes, leucoplasie orale
chevelue etc.). Le troisiéme groupe correspond aux malades présentant des manifestations
majeures définissant le SIDA. Ces manifestations sont nombreuses, essentiellement de nature
infectieuse et atteignent surtout les poumons, le cerveau et le tube digestif. Il y a également
des manifestations malignes qui, selon leur nature, apparaissent au niveau du systéme
lymphatique, de la peau ou du col de l'utérus (Levine et al/, 2001). Les seuls cancers
définissant le SIDA sont les lymphomes de Burkitt, les lymphomes & grandes cellules (dont
les immunoblastes), les [ymphomes primitifs cérébraux, le sarcome de Kaposi et le cancer
invasif du col de l'utérus (Baillargeon et al, 2004). Ces différents groupes ne se succedent pas

nécessairement et un patient peut passer directement du premier au troisiéme groupe.
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A la suite de la pénétration du virus dans l'organisme apparait une phase de réplication
intense, avec une charge virale plasmatique extrémement importante et un envahissement des
ganglions lymphatiques (figure 2.6). Cette phase de primo-infection peut passer inapercue,
bien qu'elle s'accompagne souvent de manifestations assez remarquables (fievre, céphalées,
éruption cutanée, adénopathies, douleurs musculaires et articulaires). Dés lors, la personne
contaminée peut & son tour en contaminer une autre. L'infection par le HIV est ensuite
marquée par une diminution progressive des lymphocytes T CD4", qui sont ses cibles
privilégiées, de méme que d'autres cellules, tels que les macrophages. Au fil du temps, le virus
infecte un nombre grandissant de cellules et contribue, directement ou indirectement, a la
disparition progressive des lymphocytes T CD4" engendrant ’augmentation du déficit
immunitaire. En une dizaine d'années, le patient sera profondément immunodéprimé et sera
alors susceptible de développer une ou des manifestations sévéres définissant le SIDA. Ces
complications, quelle qu'en soit la nature, sont remarquables par leur gravité, leur caractére

récidivant et leur évolution fatale (Lawn et a/, 2001).
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Figure 2.6 Cinétique de I’infection par HIV. Evolution de la quantité de cellule CD4+ de
méme que des anticorps cours de 1’infection par HIV en fonction du nombre de copie

d’ARN viral/ml.
Depuis 1996, la trithérapie, association de deux inhibiteurs nucléosidiques de la
transcriptase inverse (NRT1) & un inhibiteur de protéase (PI), a été la combinaison la plus

prescrite (Bossi et al, 2001). Son efficacité a été démontrée par de nombreuses études et ces
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résultats sont dépendants de la charge virale du patient (Gulick et a/, 1997 et Hammer et a/,
1997). La trithérapie nucléosidique est associée a une nette régression de la mortalité et de la
morbidité des patients infectés par le HIV. Une étude a démontré que la trithérapie
nucléosidique comportant la zidovudine (AZT), la lJamivudine (3TC) et I'abacavir (ABC) peut
réduire la charge virale sous la barre des 50 copies d’ARN viral par millilitre de plasma chez
environ 56 % des personnes vivant avec le HIV (Bossi et al, 2001). Cependant, aucune

thérapie actuelle n’élimine complétement le virus.

2.2.2 Le virus HTLV-I

Le virus HTLV-1, découvert par Poiesz et coll. en 1980, est I'agent responsable d'un
lymphome a lymphocytes T de l'adulte (ATL). Actuellement, plus de 15 millions de personnes
sont infectées (Shtalrid et al, 2005). L’infection a HTLV-I est endémique dans le sud-ouest du
Japon, le bassin de la Caraibe, I’Afrique intertropicale, la partic Nord-Est de I’Amérique du
Sud et certaines régions d’Océanie (Nouvelle-Guinée). La prévalence est de I’ordre de 2 4 3%
en Martinique et en Guadeloupe et de 6% en Jamaique (Bazarbachi et al, 2004). Dans les
zones d’endémie, des taux de prévalence atteignant 15 % ont été signalés dans I’ensemble de
la population (Oger et al, 1993). Plus encore, dans le district de Kyushu, au Japon, la
séroprévalence atteints les 30 % dans 1a population adulte (Shtalrid et a/, 2005).

Le HTLV-I possede les trois génes indispensables & la synthése de ses protéines de
structure (gag, pol, env), ainsi qu’une région pX codant pour des protéines régulatrices, Tax et
Rex. Cependant, il differe du HIV dans sa structure morphologique et génétique. Le géne gag
code pour les protéines du centre pl15, pl9 et p24, le géne pol code pour la transcriptase
inverse et I’intégrase et le géne env code pour les glycoprotéines de I’enveloppe gp21 et gp46
(figure 2.7).
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Figure 2.7 Représentation schématique du génome du virus HTLV-I.

Tax, qui code pour une protéine de transactivation de 40 kDa, p40x, contrble
l'expression virale et interfére avec le métabolisme cellulaire en stimulant ou inhibant de
nombreux genes. Tax jouerait également un réle dans I'immortalisation des cellules infectées
et donc dans l'apparition du lymphome (Gatza et al, 2003). La protéine Rex est une
phosphoprotéine nucléolaire de 189 acides aminés. Contrairement a Tax, Rex ne régule pas la
transcription virale mais les mécanismes post-transcriptionnels. Rex augmente I'expression des
protéines virales structurales et enzymatiques en facilitant le transport dans le cytoplasme des
messagers génomiques et mono-€pissés. En I'absence de Rex, ces messagers demeurent dans
le noyau pour subir d'autres épissages ou é&tre dégradés. Rex, qui peut s’autoréguler
négativement, inhibe indirectement I'expression du messager bi-épissé codant Tax-1, jouant
ainsi un role important dans I'établissement et le maintien de la latence virale (Narayan et o/,
2001).

La séroprévalence augmente avec 1’age (Oger et al, 1993) et I’infection touche
environ deux fois plus de femmes que d’hommes. Elle est plus importante chez les Noirs et les
Asiatiques que chez les Blancs. Le taux de séroprévalence de HTLV-III chez les donneurs de
sang volontaires en Europe est de 1 pour 20 000. Aux Etats-Unis, les taux s’établissent en
moyenne a 0,05 %, soit 3 fois plus qu’en Europe (Bazarbachi et al, 2004). Au Canada, quatre
cas de paraparésie spastique tropicale/myélopathie (TSP/HAM) associée au HTLV-I avaient
été découvert chez des Autochtones de la Colombie-Britannique en 1993 (Oger et al, 1993).

Depuis cette découverte, les données recueillies indiquent que I’infection clinique par le
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HTLV-I n’est pas fréquente dans cette région et aucun nouveau cas n’a récemment été
répertorié (Santé Canada, 1995).

Le virus HTLV-I est transmissible par des voies similaires a celle du HIV-1, soit de la
mére a l’enfant, mais surtout durant P’allaitement maternel, les contacts sexuels, les
transfusions sanguines et 1’échange d’aiguilles contaminées. Dans les pays endémiques, la
voie de transmission de la mére a I'enfant est importante : 15 a 20 % environ des enfants de
meére infectée sont & leur tour infectés, majoritairement lors d'un allaitement prolongé. La
transmission par voie sexuelle existe, majoritairement de I'homme & la femme. La prévalence
de I'infection est plus élevée chez les femmes que chez les hommes (Oger et al, 1993).

L’infection des lymphocytes CD4" par le HTLV-I se fait en deux phases distinctes :
soit une premiere phase horizontale durant laquelle se produit I’intégration du génome viral
dans le génome cellulaire, ceci correspondant a la phase polyclonale et une seconde phase,
verticale, qui se caractérise par une expansion clonale (Mahieux et Gessain, 2003). L’infection
est le plus souvent asymptomatique : seuls 1 a 5% des sujets infectés développent une
symptomatologie.

Les maladies associées a ce virus sont le lymphome/leucémie des cellules T de
’adulte (ATL) et une neuropathie dégénérative chronique (Yoshida et a/, 1984), la paraparésie
spastique tropicale/myé€lopathie associée au HTLV-I (TSP/HAM) (Gessain et al, 1985 /
Osame et al, 1986). D’autres infections peuvent faire partie de I’éventail de maladies associées
au HTLV-I, notamment la polymyosite, I’arthropathie chronique, la panbronchiolite et
’uvéite. On estime que I’ATL atteint 2 4 4 % des personnes infectées par le HTLV-I dans les
régions ol ce virus est endémique et ou les jeunes enfants sont fréquemment infectés. Ce sont
les personnes de 40 4 60 ans qui sont les plus souvent touchées, ceci s’expliquant par le fait
que le virus peut étre latent pendant des dizaines d’années avant que la maladie ne se
manifeste (Oger et al, 1993 et Mortreux et al, 2003). Environ de 3 4 5 % des personnes
infectées par le HTLV-I souffrent des manifestations neurologiques de 1’infection (Edlich et
al, 2000) et la période de latence est plus courte dans le cas de la leucémie (Oger et al, 1993).

L’ATL survient de 20 a 30 ans aprés I’infection et de fagon polymorphe ; leucose
aigué, leucémie chronique et lymphome. La prolifération maligne atteint les lymphocytes T
CD4". Le pronostic de survie dans la forme aigué est en moyenne de 6 mois. L’ATL se

manifeste par une augmentation du volume des ganglions lymphatiques (adénopathies), une
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hépatomégalie et des Iésions de la peau. Une hypercalcémie engendrant une augmentation du
nombre d’ostéoblastes et I’apparition de 1ésions osseuses est également fréquente. Le nombre
de lymphocytes anormaux (figure 2.8) dans le sang arborant un noyau profondément échancré
a plusieurs lobes augmente.

L'affection nerveuse liée au HTLV-I est une paralysie des membres inférieurs de
l'adulte qui s'aggrave progressivement (Mortreux et al, 2003). Les troubles reliés a la
paraparésie spastique (TSP), qui surviennent moins de 5 ans aprés I’infection, (principalement
aprés transfusion sanguine) se caractérisent par une contracture des membres inférieurs
entrainant la paralysie, des troubles du sphincter et des troubies sensitifs y sont associés. Ces
manifestations sont engendrées par les Iésions des faisceaux pyramidaux du cerveau. Une
démyélinisation et des Iésions axonales caractérisent I’atteinte de la moelle épiniére. Quelques
cas d’infections lymphocytaires avec inflammation au niveau du systéme nerveux central

(SNC) ont été décrits (Mahieux et Gessain, 2000).

Figure 2.8 Cellules du sang infectées par HTLV-L. Lymphocytes anormaux a noyau
échancré a plusieurs lobes donnant un aspect de fleur aux cellules. (Tiré de Bazarbachi et al,
2004).

Actuellement, aucun traitement efficace n’est disponible pour traiter ou prévenir les
affections liées 4 HTLV-I. Une combinaison d’AZT et &’ IFN-o, a démontré avoir un effet sur
les lympocytes T des patients atteints de I’ATL (Bazarbachi et a/, 1997). Plus récemment, des

essais in vitro ont démontré que I’utilisation de fortes doses d’inhibiteur de protéase PS-341,
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combinées au doxorubicin ou a I’ectoposide, ont permis une augmentation d’induction de
I’apoptose des cellules T infectées par HTLV-I (Nasr et al, 2005). A I’heure actuelle, une
nouvelle approche thérapeutique rappelant celle des HAART est utilisée pour le traitement des
affections liées a HTLV. Elle est constituée d’une combinaison d’AZT, d’interféron-alpha
(INF-o) et de diverses molécules telles que le tioxide d’arsenic, des inhibiteurs de protéase,
des rétinoides et des inhibiteurs de 1’angiogénese (Bazarbachi et al, 2004). Cependant, rien
n’est encore gagné et les effets secondaires de ces divers traitements sont extrémement

éprouvants (Hermine et al, 2002).

2.3 Le rétrovirus de la leucémie murine

2.3.1 Le virus Cas-Br-E

Le Cas-Br-E MuLV (figure 2.9), un modéle rétroviral animal bien étudié¢ en
laboratoire, peut servir de modele pour les rétrovirus humains. Comme le virus HTLV-L, il
induit deux pathologies distinctes : des leucémies et une maladie chronique progressive. Cas-
Br-E est le rétrovirus écotropique neurovirulent le plus étudié¢ & ce jour (Lynch et Sharpe,
2000). 11 fut découvert en 1973 par I’équipe de Gardner chez des souris sauvages vivant autour
du Lac Casitas, d’ou son nom (Gardner et al, 1973). La transmission de la maladie est
verticale et dans sa forme sauvage, le virus est transmis aux nouveau-nés par le lait maternel,
induisant alors une infection s’échelonnant tout au long de leur vie avec une virémie
persistante. Il se transmet également sexuellement. Les signes cliniques peuvent cependant
mettre plus d’un an avant de se manifester. Pour cette raison, Cas-Br-E a été€ classé dans le

groupe des virus lents ( Portis et al, 1987).
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Figure 2.9 Représentation schématique du rétrovirus de la leucémie murine.
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Expérimentalement, il est possible de transmettre le virus a des souris par une
injection intra-péritonéale de 1X10*-1X10° FFU du rétrovirus a des souriceaux (agés de deux
jours) de souches susceptibles (NIH/Swiss, CFW/D, SWR/J, SIM.S et CH3). Les inoculations
intra-péritonéales ou intra craniennes du virus induisent une maladie neurologique avec une
période de latence similaire (Czub et al, 1991). Ceci implique que la dose du virus a un effet
dans les tissus périphériques plutdt que dans les tissus neuronaux (Czub et al, 1992). 1l est
reconnu depuis longtemps que I’induction de la maladie neurologique dépend de la période
d’inoculation (Czub et al, 1991). Cette restriction intrinséque a I’age est indépendante du
systéme immunitaire et ne peut étre contournée par une inoculation directe du virus ou des
cellules productrices du virus directement dans le cerveau. Ceci suggére une caractéristique
intrinséque des stades de développement du SNC lui-méme.

L’apparence et la sévérité des signes cliniques et Iésions engendrés sont en corrélation
avec la quantité de virus Cas-Br-E dans le SNC (Czub et al, 1992). Cependant, la
neurodégénérescence ne peut pas survenir si les souris infectées par le virus sont dgées de plus
de deux semaines, peu importe la quantité de virus inoculée (Lynch et Portis, 1993). Les
premiers éléments & &tre atteints ne sont pas les neurones moteurs, ce qui indique que la
maladie neurologique est médiée par un mécanisme indirect. La transplantation de microglies
infectées par Cas-Br-E dans le CNS est suffisante pour induire une neuropathie spongiforme.
Des analyses génétiques de cartographie ont démontré que les déterminants primaires pour la
neurovirulence résident dans le géne env. Les études ont montré la possibilité qu’une unique
protéine neurotoxique, Env, est générée durant I’infection microgliale (Lynch et Sharpe,
2000).

Histopathologiquement, la maladie neuronale est caractérisée par une
myéloencéphalopathie spongiforme, avec une gliose intense se situant principalement dans les
membres antérieurs de la corde spinale lombosacrale, certaines régions du cerveau et le noyau
profond du cervelet (Gardner, 1973 et Kay et al, 1991). L’infection du SNC par Cas-Br-E se
traduit par un changement vacuolaire des aires motrices du cortex et de la corde spinale. Les
premieres manifestations cliniques résultent en une paralysie spastique tremblotante des
membres postérieurs, progressant ensuite vers les membres supérieurs et menant a la mort

(Czub et al, 1992).
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Cas-Br-E est également leucémogene car il induit une variété de tumeurs des cellules
hématopoiétiques en fonction des souches de souris utilisées (Bergeron et al, 1993). Ainsi, son
injection chez des souris NFS/N engendre des lymphomes pré-B et pré-T, des
érythroleucémies et des leucémies mégacaryocytaires et myéloides. Cependant, I’injection de
ce virus & des souris NIH-Swiss induit majoritairement une leucémie non B et non T,
composée de cellule immature, avec aucun marqueur myéloide ou lymphoide (Fredrickson et
al, 1984).

Ainsi, tout comme le HTLV-I, Cas-Br-E induit & la fois des pathologies neurologiques
et des leucémies. Cas-Br-E constitue donc un bon modele pour étudier I’effet inhibiteur
d’ODN mutagéne sur la propagation de I’infection rétrovirale et le développement des
pathologies qui y sont associées. De plus, avec I’utilisation du Cas-Br-E, il sera possible
d’effectuer des essais in vivo sur des souris, ceci étant impossible dans nos laboratoires pour
les rétrovirus HIV et HTLV.



Chapitre III

L’intégrase

3.1 Introduction

Quelle que soit la complexité des rétrovirus, I’infection des cellules fait intervenir une
étape clé et indispensable dans le cycle viral, soit I’intégration de 1’ADN virale, obtenu aprés
rétrotranscription, dans ’ADN de la cellule hote. Cette réaction capitale du cycle de
réplication des rétrovirus est catalysée par P’intégrase (figure 3.1). Cette derniére est
strictement indispensable & la réplication virale (Deprez et Mouscadet, 2002) et, de plus, il

n’existe aucun autre équivalent cellulaire (Pommier et a/, 2000).

Figure 3.1 L’intégrase, enzyme rétrovirale qui catalyse {’intégration de I’ADN viral dans
I’ADN de la cellule hote.

3.1.1 Mécanisme de D’intégration

L’intégrase rétrovirale reconnait des séquences spécifiques, dans le LTR, répétées a
chaque extrémité de I’ADNc viral (Brown, 1997). Les 15 derniéres paires de bases du LTR
sont nécessaires pour la reconnaissance du site spécifique de clivage et d’intégration. Une
région riche en GA en amont du site de clivage est essentielle pour Pactivité de I’enzyme.
L’intégrase catalyse deux réactions indépendantes et successives. La premiere étape de la
réaction d’intégration (« 3’ processing ») consiste en I’élimination de deux nucléotides a
chaque extrémité pour produire de nouvelles extrémités 3’-hydrox| (CA-3’-OH) (Bushman et

Craigie, 1991). Cette étape se produit au niveau du cytoplasme, a I’intérieur d’un complexe
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nucléoprotéique, constituant le complexe de préintégration (PIC). La deuxiéme étape (« Strand
Transfer ») se produit aprés I’entrée du PIC dans le noyau, ’ADN viral se joignant avec
I’ADN de I’héte. La réaction de jonction requiert la coordination de 4 a 6 pb de ’ADN de
[’hote et la ligation de I’extrémité CA-3" OH de I’ADN viral a I’extrémité 5° phosphate a
I’ADN cible (Bushman et al, 1990) (figure 3.2).

U YW TG CAX Y 29~y
L A e WA GT Xy I _,

Figure 3.2. L’intégration du génome viral dans ’ADN de la cellule hote se fait grice a
’intégrase.

3.1.2 Caractéristique de I’intégrase rétrovirale

L’intégrase est codée par le gene pol. La protéine intégrase varie en taille (de 288 &
409 acides aminés) et en séquence chez les rétrovirus. Elle comporte cependant trois domaines
fonctionnels chez tous ces virus soit le N-terminal, le domaine central et le C-terminal. Le
domaine N-terminal, caractérisé par une structure histidine-histidine-cystéine-cystéine
(HHCC), un motif en pseudo doigt de zinc. La fixation du zinc induirait 'oligomérisation de
l'intégrase, conduisant & un complexe multimérique actif (Deprez et al, 2000). Cette région est
nécessaire aux interactions protéine-protéine et contribue a la reconnaissance spécifique des
extrémités de I’ADN (De Soultrait et a/, 2002). Le domaine central, relativement résistant aux
protéases, contient un trio de résidus acides qui forme le motif DD(35)E qui se retrouve dans
toutes les intégrases rétrovirales et qui est responsable de Iactivité catalytique. Ce domaine est

présent également sur de nombreux éléments transposables (Ey et al, 1997). Une mutation sur
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un de ces résidus inhibe totalement I’activité catalytique de I’enzyme (Wu et al, 1999 et
Cherepanov et al, 2000). Le domaine C-terminal, quant a lui, posséde une activité de fixation
a I'ADN de caractére non spécifique (Brown, 1997) et ce domaine carboxyl-terminal est le
moins conservé (De Soultrait et a/, 2002). Le domaine C-terminal, en conjonction avec le
domaine N-terminal, jouerait un rdle au niveau de la multimérisation (Ey et al, 1997). In vitro,
I'intégrase recombinante purifiée catalyse les deux étapes de la réaction d’intégration ainsi

que la réaction inverse d’excision (Brown, 1997).

N-terminus Core C-terminus
Catalyzes
Binds Zinc Polynucleotidyl Binds DNA
1 50 Transfer 212 288
HTH Fold RNAseH Fold SH3 Fold
EIH cC L D D35E { 1
Dimer Dimer Dimer

Forms dimers and tetramers

Forms dimers and tetramers
Catalyzes 3' processing & strand transfer

Figure 3.3 Domaines structuraux de I’intégrase de HIV-1. L’intégrase est composé de 3
domaines fonctionnels qui contiennent des séquences d’acide aminé conservé dans le domaine
N-terminal (motif HHCC) et dans le domaine central (motif DD(35)E). (Tiré de Jenkins et al,
1997).

Les analyses structurales du domaine central ont révélé que I’intégrase est
structurellement reliée a la superfamille des polynuciéotidyles transférases (Dyda et al, 1994).
Cela suggére que I’intégrase rétrovirale partage des réactions chimiques similaires avec
certaines nucléases et polymérases cellulaires. Le domaine C-terminal posséde une
conformation topologique SH3 lui permettant de se lier & ’ADN. La structure isolée du
domaine N-terminal est similaire au répresseur Trp : elle se lie 4 I’ADN par un domaine en
hélice tournée (Jenkins et al, 1997). La séquence primaire de la protéine présente du cté N-
terminal posséde un motif trés conservé de type HHCC (figure 3.3). Comparées aux
caractéristiques canoniques des motifs en doigt de zinc, celles de 1’intégrase différent sur trois

points : I’orientation est HHCC au lieu de CCHH, la boucle liant la séquence H a la séquence
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C apparait particuliérement longue (23 acides aminés) et, enfin, le motif est unique (Dyda et

al, 1994). Les trois domaines sont requis pour I’activité d’intégration (Jenkins et al, 1997).
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Figure 3.4 Alignement des séquences des motifs DD(35)E des différentes intégrases
rétrovirales et transposases bactériennes autour du résidu Glu 152 du site actif de I’intégrase
de HIV-1. (Tiré de Jenkins et al, 1997).

La région codante de I’intégrase est bien conservée d’un rétrovirus a ’autre (figure
3.4). L’alignement des résidus pres du site actif du motif DD(35)E, provenant d’intégrases
rétrovirales et de certaines transposases bactériennes qui semblent utiliser un motif similaire

au DD(35)E, révéle la similitude des séquences d’un virus a Pautre. Ces ressemblances de
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séquence permettent d’identifier cette région comme étant trés importante pour ’activité de

I’enzyme (Jenkins et al, 1997).



Chapitre IV

Les traitements antiviraux

4.1 Traitement anti-rétroviral actuellement disponible

L’arrivée de la thérapie anti-rétrovirale hautement active (HAART) a changé
dramatiquement le pronostic des patients atteints par le HIV (Barbaro et al, 2005). 1l existe, a
ce jour, 20 molécules anti-HIV approuvées pour I’utilisation clinique (dont 15 couramment
utilisées) et 30 autres, actuellement a I’étude, en phase préclinique. Les traitements
présentement utilisés se divisent en 5 catégories :

La premiere catégorie (i) comprend les inhibiteurs non-nucléosidiques de la
transcriptase inverse (NRTI), qui suivent deux étapes de phosphorylation, soit la zidovudine
(AZT), didanosine (ddl), zalcitabine (ddC), stavudine (d4T), lamivudine (3TC) et abacavir
(ABC) et I’emtricitabine. Ces analogues de nucléosides entrent en compétition avec les
substrats naturels de I'enzyme. Ces composés doivent étre triphosphoryliés pour pouvoir agir.
La premiere phosphorylation, prise en charge par une kinase cellulaire, est I'étape limitante de
leur activité antivirale. Du point de vue virologique, ces inhibiteurs générent tous l'apparition
de résistances. Les différents produits sélectionnent des mutations différentes, mais celles-ci
induisent souvent des résistances croisées.

La seconde catégorie comprend des composés qui se fixent a l'enzyme sur un site
différent de celui du substrat (ii) inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcriptase inverse
(NNRTI). Dans cette catégorie, une trentaine de classes chimiques différentes ont été
identifiées, dont trois produits seulement sont actuellement commercialisés (nevirapine,
delavirdine et efavirenz). Les NNRTI induisent I'émergence de résistances en quelques
semaines. Concernant les analogues phosphorylés (iii), les inhibiteurs nucléotidiques de la
transcriptase inverse (NTRTI), seul le tenofovir disoproxil fumarate, qui agit comme le
terminateur de la chaine au site de liaison du substrat de la RT, est commercialisé.

Tous les inhibiteurs de protéase (Pl) (vi) actuellement utilisés sont des peptido-
mimétiques du substrat de la protéase, qui contiennent une liaison hydroxyéthyléne a la place

d'une liaison peptidique et qui sont, par conséquent, non clivables. Les Pl qui inhibent
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La chiméraplastie permet la correction de géne de fagon permanente. De nombreuses
publications mettent en évidence le potentiel d’une telle technologie et ce, indépendamment de
I’ADN qui est cibl¢, qu’il soit d’origine bactérienne, végétale ou mammalienne. In vitro, la
restauration de certaine activité enzymatique a pu étre obtenue. Une restauration de I’activité
de la tyrosinase dans des mélanocytes de souris albinos, engendrant ainsi un changement
phénotypique des cellules de souris traitées a pu étre obtenue (Aleveex et Yoon, 1998). De
méme, la correction de la I’alléle b® de ’hémoglobine qui cause la drépanocytose a a été
possible (Cole-Strauss et al, 1996). Des changements phénotypiques ont également été
observés in vivo en utilisant des modéles naturels et transgéniques pour, par exemple,
I’hémophilie B (ou le rat et le chien ont un facteur de coagulation IX défectif). Le rat Gunn qui
constitue un modéle pour ie syndrome Crigler-Najjar (Kren et al, 1999) ainsi que des modéles
(souris et chien) pour la dystrophie musculaire (Rando et al, 2000 et Bartlett et a/, 2000). La
chiméraplastie a également été utilisée avec succés sur des plantes (Zhu et al, 1999 et Cole-
Strauss et al, 1999) et des bactéries (Liu et a/, 2002).

Ainsi, une protéine déficiente peut étre rétablie dans I’exercice de sa fonction. A
I’inverse, I’expression de protéines néfastes, telles que les protéines oncogeénes par exemple,
pourrait étre bloquée. Dans un méme ordre d’idé€es, ceci faisant référence au présent projet de
maitrise, les protéines nécessaires a la réplication d’un virus pourraient étre inactivées par

’utilisation d’oligonucléotides modifiés.

5.2 Type d’oligonucléotides
52.1 Les RDO ou chiméraplastes

Les oligonucléotides RNA/DNA ont d’abord été congus par le groupe de Kmiec en
basant leur théorie sur le fait qu’un oligonucléotide, composé a la fois d’ADN et d’ARN,
augmenterait I’efficacité d’appariement avec I’ADN génomique cible. La structure typique du
RDO consiste en un brin d’ADN et d’ARN, complémentaires I’un a I’autre, d’une longueur
moyenne de 68 nucléotides et qui contient la modification de paire de base (Igoucheva et
Yoon, 2000). Le RDO s’hybride parfaitement avec le géne cible, a I’exception de la base
modifiée : la machinerie de réparation cellulaire corrige cette disparité en utilisant toutefois le

RDO comme gabarit, engendrant donc la mutation souhaitée (Andersen et al, 2002). Des
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résultats intéressants ont été obtenus pour la correction d’ADN épisomal dans des cellules de
mammiféres avec des taux de correction s’approchant de 30 % (Yoon et al, 1996). De plus,
d’autres études ont démontré que la réparation des genes a subsisté au-dela d’un an.
Cependant, de nombreux échecs ont été notés avec leur utilisation et les taux de correction
varient énormément, allant de 0,003 % a 60 % (Andersen et a/, 2002). Plus encore, certaines
tentatives pour reproduire des résultats obtenus dans la littérature, notamment ceux obtenus

pour la 3-globine et le facteur IX dans les cellules du foie, ont été vaines (Liu, et al, 2002).

5.2.2 Les ODN

Plusieurs équipes ont démontré que la chiméraplastie pouvait étre réalisée plus
simplement par [’utilisation d’ODN portant une simple mutation. Des résultats démontrent que
les oligonucléotides simples brins sont plus actifs que les structures chimériques, RDO, qui
étaient proposées a I’origine pour la réparation de géne (Liu et a/, 2002). Des
expérimentations ont permis de démontrer que les ODN contenant un nombre défini de
modifications phosphorothioates et une longueur de 45 nucléotides possedent une fréquence
de correction supérieure (Gramper et a/, 2000 a). Comme les RDO, les ODN s’hybrident avec
le géne cible a I’exception de la position de la base ciblée. La fonction de restauration des
genes entre en jeu et le mécanisme de réparation des génes endogenes répare la séquence en
utilisant 1’oligonucléotide comme patron, engendrant ainsi [a mutagenése (Liu et aZ, 2001).

Diverses stratégies avec des oligonucléotides ont été évaluées pour I’altération d’une
séquence spécifique du génome, que ce soit dans des cellules de levure, de plantes ou de
mammifeéres. Ces méthodes sont intéressantes car elles n’utilisent pas de vecteurs viraux. La
qualité des oligonucléotides, leur pureté, de méme que les parametres de transfection jouent un
réle au niveau de la fréquence de correction des génes. Cependant, d’autres facteurs doivent
étre considérés pour une fréquence de correction optimale. Les activités biologiques de la
cellule, incluant la recombinaison et la réparation de ’ADN, le statut de réplication et de
transcription du géne ciblé ont un impact sur le taux de correction. Mais plus encore, la cellule
elle-méme (car chaque type de cellule a une activité de réparation différente) peut influencer

le taux de correction (Igoucheva et al, 2001 et Igoucheva et a/, 2003).
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Il a été démontré que les ODN affichaient une plus haute fréquence de modification
(1000 fois plus) avec une orientation antisens qu’avec une orientation sens. Ceci s’explique
par la spécificité¢ du systeme de réparation de I’ADN pour le brin d’ODN antisens. 1l a
également été prouvé que I’altération du gene s’avére plus fréquente quand le géne cible est
activement transcrit. Cela permet de conclure que la réparation des génes dirigés par les ODN
est probablement reliée a la réparation liée a la transcription (TCR). 11 est possible que la
structure de la chromatine des régions hautement transcrites soit plus accessible a
I’appariement, méme si c’est avec un ODN, que des régions avec une transcription inactive
(Igoucheva et a/, 2003).

La encore, les oligodéoxynucléotides démontrent une fréquence de correction des
geénes supérieure aux oligoribonucléotides de séquence identique (Igoucheva et al, 2001). Les
résultats obtenus par la méme équipe démontrent que des ODN relativement courts peuvent
introduire un changement dans la séquence cible des cellules de mammiféres avec une
fréquence similaire aux oligonucléotides chimériques ADN/ARN.

En se référant a ces résultats, Igoucheva et a/ (2001) ont utilisé des ODN pour corriger
une simple mutation (un G pour un A) du géne mutant de la 3-galactosidase, exprimé dans des
extraits nucléaires ou sous forme épisomale, ainsi qu’au niveau des chromosomes de cellules
de mammiferes. Des taux de correction de 0,05%, 1% et 0,1% respectivement ont été obtenus.
Ces résultats permettent de conclure que les ODN sont capables de fournir un taux de
correction comparable a ceux des RDO (Igoucheva et al, 2001 et Gamper et al, 2000 b).
D’autres expériences, menées notamment sur des chloroplastes d’épinard, corroborent ces
résultats (Kmiec et al, 2001). Egalement, de plus récentes études rapportent que les ODN
peuvent étre utilisés efficacement pour réparer une substitution, une délétion et pour
’insertion de mutations (Liu et a/, 2001).

En comparaison avec les RDO, les ODN, qui semblent afficher un taux de correction
similaire et, parfois méme, légérement supérieur a ceux obtenus par [’utilisation
d’oligonuciéotides chimériques (Gamper et al, 2000 et Agarwal et al, 2003), possédent des
avantages par rapport aux chiméraplastes conventionnels. D’une part, leur structure est simple
et ils peuvent étre synthétisés et produits en grande quantité a titre de médicaments. Egalement
leur coiit de production est nettement inférieur et leur synthése et purification sont plus faciles

a effectuer (Liu et a/ 2002).
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Des résultats trés intéressants in vivo ont été obtenus par 1’équipe de Morishita et a/,
(2002), confirmant le succes possible de la chiméraplastie in vivo. Dans le but de créer un
nouveau modéle animal pour I’étude métabolique des lipoprotéines, 1’équipe a réussi a créer
une souris déficiente en apolipoprotéine E. Elle a administré a une souris des oligonucléotides
antisens apoE, couplé a un complexe liposome-HVJ, par voie intraveineuse. Cela a permis de
créer une souris déficiente en apoE hépatique, engendrant alors une augmentation du
cholestérol et des triglycérides chez cette derniére. Les injections d’ODN ont permis de
maintenir la déficience durant plus de 3 mois. Ces résultats forts encourageants démontrent
I’importance de tenter les traitements in vivo et aussi, qu’il est possible de doser ces
traitements pour obtenir une efficacité maximale et une toxicité minimale.

Des défauts dans le géne de la dystrophine causent un sévére désordre dégénératif des
muscles : la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD). Parmi les approches de thérapie
géniques, des oligonucléotides chimériques de ARN/ADN ont donné certains résultats.
L'utilisation d’ODN a alors été tentée car elle offre beaucoup d'avantages par rapport aux
RDO. Les efficacités ont été comparées a 1’aide des souris mdx 5 modéle murin pour la
DMD. Il a été trouvé que les ODN étaient capables de cibler les génes transcrits et non-
transcrits de dystrophine et qu’ils étaient capables d'induire la réparation des genes, avec des
efficacités comparables a celle obtenues avec les RDO. La réparation des génes par les ODN a
¢té démontrée aux niveaux du génome, de ’ARNm et des protéines dans les cellules de
muscle in vitro et in vivo et la correction s’est avérée stable au fil du temps (Bertoni et al,
2005).

De maniére intéressante, la correction a €té plus efficace sur les genes non transcrits
que sur les genes transcrits (Bertoni et a/, 2005), contrairement a d’autres équipes qui avaient
observé le contraire lors de leurs expérimentations ([goucheva et a/, 2001, Liu et a/, 2001 et
Igoucheva et al, 2003). Cela démontre que I’efficacité de réparation des génes est liée a la
séquence elle-méme en plus des divers effets de la transcription (Bertoni et al, 2005). D’autres
exemples in vivo ont trés récemment été publiés, notamment sur des cellules épithéliales de
poumons. Les expérimentations ont démontré que I’administration systémique d’une
formulation d’ODN et de véhicule lipidique polyanioniques a engendré un changement positif
dans I’hémodynamique systémique et pulmonaire et ce, avec une toxicité hématologique

minimale (Wilson et al, 2005).
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Des problémes de faible stabilité, de passage transmembranaire et de ciblage dans le
compartiment cellulaire approprié limitent quelque peu I’emploi des oligonucléotides en
thérapie génique pour le moment (Loke et al, 1989 et Yakubov et al, 1989). Mais, en dépit de
ces faiblesses, des taux de correction plus qu’intéressant ont été démontrés dans de
nombreuses publications. Notamment 1’équipe de Alexeev et coll, (2002), a réussi a corriger la
mutation qui désactive le géne de la tyrosinase dans des mélanocytes de souris albinos par des
ODN. IIs ont obtenu un taux de correction des génes de 60% (en comparaison a 10 % avec les
RDO). La réparation de la mutation engendre un changement dans la pigmentation des
cellules.

Afin de contourner le faible taux de conversion des genes, plus d’un ODN pourrait
étre utilisé a la fois. Des études ont démontré que I’utilisation de plus d’un oligonucléotide en
méme temps peut s’avérer efficace. En effet, lorsque deux ODN sont présents dans le noyau
d’une cellule possédant un mécanisme de réparation compétent, un double ciblage, dii a
’action efficace des deux ODN, survient assez fréquemment. En utilisant deux ODN ciblant
chacun un gene différent, ils ont réussi a corriger la mutation inactivante dans le géne de la
tyrosinase et a introduire une mutation activante du gene c-kit dans des mélanocytes de souris
albinos, engendrant alors un changement dans la pigmentation due a la correction du géne

tyrosinase (Alexeev et al, 2002).

5.3 Optimisation des traitements

Un des principaux facteurs limitant le succes de la thérapie avec des oligonucléotides
est leur dégradation rapide dans le sérum et dans les cellules. Cependant, ce probléme peut
étre contourné par I’utilisation de modifications rendant les ODN plus résistants a I’action des
nucléases cellulaires. La modification la plus commune est la modification ou pont
phosphorothioate (Ps). Elle consiste en un remplacement d’un oxygene par un sulfure entre les
liens phosphates de ’oligonucléotide (Brown et al, 1994). Les ODN Ps qui sont hautement
résistants a la dégradation par les nucléases, démontrent une plus grande fréquence de
pénétration dans les cellules (Liu et a/, 2002) et conservent plus longtemps leur habileté a

former des duplexes avec leurs séquences spécifiques cibles (Vickers et al, 1991). Afin
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d’optimiser efficacité des traitements, des bases modifiées phosphorothioates ont été ajoutées
a nos ODN.

Toujours pour maximiser 1’efficacité, un véhicule adapté facilitant ’entrée de I’ODN
dans les cellules a également été employé (un liposome cationique), afin d’augmenter la
stabilité et I’affinité de liaison de I’ODN (Liu et al, 2002). L’utilisation d’agent transporteur,
afin de permettre la pénétration des oligonucléotides dans les cellules, peut s’avérer toxique
pour les cellules et par le fait méme, réduire le taux de conversion. Des liposomes variés
existent actuellement, ces derniers incluent le N- [1- (2, 3- dioleoyloxy) propyl]- N,N,N-
trimethylammonium methylsulfate, la Lipofectamine 2000, la Lipofectine, la Superfectine et
la Cytofectin (Liu et al, 2002). Ces agents, utilisés pour 1’encapsulation et la condensation des
ODN, ont chacun leurs avantages et leurs inconvénients. Les systémes lipidiques manquent de
précision quant a [’atteinte de la cible. Des peptides tel que Poly-L-Lysine (Chen et a/, 2000),
des histones, plus spécifiquement, la Protamine, augmente ’efficacité de la transfection en
condensant I’ADN et en augmentant I’intégration. Cependant, I’utilisation de courts peptides
synthétiques est moins immunogéne. Les polyméres, tels que le polyethylenimine et le
polyamidiamine ont été utilisés avec une certaine popularité en raison de leur grande
versatilité et de leur simplicité pour la transfection. Toutefois, ces molécules se sont avérées
toxiques.

Ainsi donc, plusieurs méthodes sont utilisées pour V’introduction d’oligonucléotide
dans les cellules. Aucun consensus n’a toutefois été établi quant 2 la meilleure méthode a
utiliser mais, en raison de toutes les limitations et inconvénients des diverses méthodes
décrites, le transport de I’ ADN est relativement restreint a I’utilisation des systémes lipidiques
(Liu et al, 2002). En dépit de leurs lacunes, les liposomes comportent certains avantages non
négligeables tel qu’une grande efficacité de transfection, la possibilité de production a grande
échelle et une faible toxicité en comparaison a d’autres agents (Chen et a/, 2000).

De plus, Iutilisation d’un liposome permet de diminuer, de fagon trés importante dans
certains cas, la dose d’ODN. Des ODN phosphorothioates antisens contre PARNm du TNF-o
ont été¢ administrés a des rats & raison de 10 mg/kg BW (Body Weight) durant 2 jours,
engendrant une diminution du TNF-a dans le sérum de 62 %. Le méme traitement a été utilisé
mais en association & un liposome. Ils ont réussi & obtenir une inhibition de 60% du TNF-a

avec I’application de 1,9 mg/kg BW toujours durant 2 jours. Une réduction de plus de 5 fois la
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dose initialement administrée, c’est une diminution non négligeable d’un point de vue
monétaire mais aussi, d’un point de vue toxicité du traitement (Ponnappa et al, 2005).

Des études ont également démontré une augmentation de la sécrétion de I’INF-y et des
1gG a la suite de I’utilisation de liposome cationique (Gursel et al, 2001). Ici encore, cet aspect

peut s’avérer intéressant dans I’optimisation des nos traitements.



PARTIE METHODOLOGIQUE

Chapitre VI

Matériels et méthodes

6.1 Design des ODN modifiés

Nous avons congu nos ODN mutagénes de manieére a ce qu’ils introduisent une
mutation non-sens au début de la séquence codante de I’intégrase (EE32 et EE34) ou une
substitution d’acide aminé (EE34). Ces ODN devraient donc inhiber la synthése de I’intégrase.
Les ODN EE32 et EE33 sont congus pour introduire un codon stop dans la séquence codante
et ainsi engendrer P’arrét de la synthése. L’ODN EE34, quant a lui, est congu de fagon a
induire une mutation qui engendrera une substitution d’un acide aminé important dans le
domaine catalytique de I’intégrase. Deux oligonucléotides contrbles ont également été
utilisés : un ODN antisens sauvage, identique a I’ODN mutagéne mais ne présentant pas la
mutation (EE32WT), et un oligonucléotide non homologue au géne de I’intégrase, homologue

a une région du géne de résistance a la zéocine (EEZeoR).
6.1.1 Oligonucléotides modifiés

Les ODN (énuméré ci-dessous) sont synthétisés par la compagnie GenScript
Corporation (Scotch Plains, New Jersey, Etats-Unis) et ont été purifiés par électrophorése sur
gel de polyacrylamide (PAGE). Les * correspondent aux modifications phosphorothioates, nos
ODN contiennent trois ponts phosphorothioates a chacune de leur extrémité afin d’augmenter
leur stabilité.

Nos ODN mutageénes de I’intégrase ont été congus de fagon a introduire la perte d’un
site de restriction. Ainsi, lorsque ’ADN des cellules traitées est digéré avec 1’enzyme

spécifique & chacun des ODN mutagénes, s’il y a eu une mutation, le site est perdu et
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seulement I’ADN non muté est coupé. L’utilisation de I’enzyme permet donc d’augmenter la

proportion d’ADN muté, car I’ADN sauvage est tout simplement coupé par I’enzyme.

ODN EE32WT :

- Oligonucléotide antisens du début de la séquence codante de I’intégrase du rétrovirus
Cas-Br-E MuLV (position 4684-4728 de X57540).

- Fonction : « Wild Type » antisens

- Est utilisé a titre de contrdle négatif, pour s’assurer que les effets des traitements sont
bien attribuables a la mutation qu’introduit I’ODN mutagene et un effet relié¢ a la
présence d’un ODN qui aurait une séquence similaire & la séquence ciblée.

5 A*G*G* CTT TCC TTG ATA GAC CCA ATA TTT CTT CGC ACT GTC ATA
AG'T*G 3

ODN EEZeoR :

- Oligonucléotide antisens du début de la séquence de ZeoR (position 121-166 de
1.36849).

- Fonction : « Wild Type » antisens

- Est utilisé a titre de contrdle négatif, pour s’assurer que les effets des traitements sont
bien attribuables a [’utilisation de PODN mutagéne et non & un quelconque effet relié
a la présence d’un ODN quelque soit sa séquence.

5 G*T* C*CT GGA CCG CGC TGA TGA ACA GGG TCA CGT CGT CCC GGA
C*C*A*C 3

ODN EE32 :

- Oligonucléotide antisens du début de la séquence codante de I’intégrase du rétrovirus
Cas-Br-E MuLV (position 4684-4728 de X57540) avec une substitution non sens a la
position 4708 (t en a).

- Fonction : modification d’un codon TAT en TAA avec perte du site Sspl

- Est utilisé a titre d’ODN mutagéne pour introduire une mutation non sens au début de
la séquence codante du domaine N-terminal qui contient le motif HHCC. La
substitution non sens change un t en a (TAT en TAA) et a pour effet d’introduire un
codon stop.

5 A*G*G* C*TT TCC TTG ATA GAC CCA TTA TTT CTT CGC ACT GTC ATA
A*G*T*G 3
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ODN EE33 :

- Oligonucléotide antisens du début de la séquence codante de I’intégrase du rétrovirus
Cas-Br-E MuLV (position 4876-4917 de X57540) avec une substitution non sens a la
position 4894 (t en a).

- Fonction : modification d’un codon TGT en TGA avec perte du site ApaLl

- Est utilisé a titre d’ODN mutagene pour introduire une mutation non sens au début de
la séquence codante du domaine N-terminal et la substitution non sens change un t en
a (TGT en TGA) et a pour effet d’introduire un codon stop.

5 G*A* C*T*T* GCT GGC ATT GAC TTG TGC TCA AGC TTT GCA GGT CTC
AG*T*G 3

ODN EE34 :

- Oligonucléotide antisens du début de la séquence codante de I’intégrase du rétrovirus
Cas-Br-E MuLV (position 4953-4997 de X57540) avec une substitution a la position
4976 (g en c).

- Fonction : modification d’un codon GAT en CAT avec perte du site Clal

- Est utilisé a titre d’ODN mutagene pour introduire un changement d’acide aminé dans
le domaine central de I’intégrase qui est responsable de l’activité catalytique. La
mutation d’un g en ¢ (GAT en CAT) change une asparagine en histidine.

5'C* A*G*G T*TT TAC CTC GGT GAA ATG GAT CTC CCA GTG CGT GCC AG* G*
C*C3’

6.2 Modéles expérimentaux
6.2.1 Introduction

De prime abord, le protocole utilisé se référe a celui mis au point par 1’équipe de
Alexeev et coll. (2000). Le virus Cas-Br-E se répliquant trés bien dans les cellules
fibroblastiques NIH 3T3, nous avons donc utilisé deux types de cellules, les NIH NE8, lignée
chroniquement infectée par le clone moléculaire de Cas-Br-E et les NIH 373, infectées par

Cas-Br-E.



39

6.2.2 Traitement de la lignée cellulaire NIH NE-8 chroniquement infectée par le
rétrovirus Cas-Br-E

Ainsi, les transfections se sont réalisées dans des cellules NIH NE-8 ensemencées, la
veille, en plaque de 24 puits avec une quantité de 10 > cellules par puits. Le lendemain, les
transfections se sont effectuées avec le rapport ODN/Lipofectamine 2000 optimal 1 : 1, dans
un volume total de 1 ml de milieu DMEM, 2% CS. Les cellules ont ensuite été incubées a
37°C, dans une atmosphere humidifiée contenant 5% de CO,, durant 24 heures. L.e lendemain,
le milieu a été changé pour du milieu DMEM, 10% CS et 1% P/S. Aprés 72 heures, le
surnageant a été récupéré et congelé a -80°C pour étre ultérieurement titré.

Les cellules ont été cultivées pour faire des culots secs afin de procéder aux diverses
analyses. Les traitements aux ODN ont été faits a toutes les semaines, selon ce protocole, avec

ensemencement des cellules précédemment traitées.

6.2.3 Traitement des cellules NIH 3T3 infectées par le rétrovirus
Cas-Br-E

Les infections se sont réalisées sur des cellules NIH 3T3 avec le virus Cas-Br-E
produit par la lignée NIH NES. Ceci a permis d’observer la cinétique d’une réelle infection et
de cette fagon, déterminer les temps de traitement les plus efficaces en fonction de I’évolution
de I’infection et le nombre de répétitions des traitements, si cela est nécessaire, pour des effets

optimaux.

Infection

Des cellules NIH 3T3 (5X10°) ont été ensemencées la veille en pétris 60 mm dans du
milieu DME, 10% Calf sérum (CS) et 1% pénicilline/streptomycine P/S 100 unités/ml. Les
infections se sont effectuées avec 500 ul de virus Cas-Br-E, titré a 8,5X10° FFU/ml,
additionné de 8 ug/ml de polybrene. Ensuite, les traitements ont été appliqués a différents

moments de I’infection et des doses de rappel ont également été effectuées.
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Cinétique

Pour chaque temps évalué au cours de I’infection, le virus contenu dans le surnageant
est titré par « focci forming immunofluorescence assay » selon le protocole élaboré par Stibon
et coll (1985) avec quelques légéres modifications. Notamment en ce qui a trait au nombre de
cellules ensemencées, qui est réduit afin que le temps de culture soit prolongé, pour avoir une
infection maximale. Ainsi, la cinétique de |’infection s’observe par la titration du surnageant
de culture cellulaire récolté et par un dosage de I’activité de la transcriptase inverse, par rAdT

(protocoles décrits plus loin).
6.3 Analyses des effets des traitements

6.3.1 Détermination du titre viral

Les surnageants récoltés apres le traitement des cellules NIH NE8 ont été utilisés pour
infecter des cellules NIH 3T3, afin de titré les virus produits par les cellules traitées. Le
surnageant utilisé est celui des cellules NIH NE8 ayant été traité une fois par semaine, avec 20
ug d’ODN durant 6 semaines. L’infection a été faite sur 1X10° cellules NIH 3T3,

ensemencées en 60 mm la veille avec 500 ul de virus non dilué avec 8 ug/ml de polybréne.

Infection

Des cellules Mus Dunni (2X10*) ont été ensemencées la veille en pétris 60 mm dans
du milieu RPMI, 5% fetal bovine serum (FBS) et 1% P/S 100 unités/ml. Le surnageant des
cellules a été centrifugé et filteé en filtre 2,2 um. Plusieurs dilutions ont été faites (0,1~ 0,01-
0,001- 0,0001, - 0,00001 - 0,000001) avec le surnageant dans du PBS 1X, 2% FBS contenant
32 ug/ml de polybrene. Les cellules ont ensuite été lavées au PBS 1X et 500 ul et les
différentes dilutions de virus ont été ajoutées. Les pétris ont ét¢ incubés une heure a 37°C,
dans une atmosphere humidifiée contenant 5% de CO,. Ensuite, 3,5 ml de milieu RPMI, 5%
FBS et 1% P/S ont été ajoutés. Les cellules ont ensuite été laissées en culture pour 5 jours,

sans changer le milieu.
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Immunofluorescence

Les cellules ont été lavées au PBS 1X et ensuite 200 ul du premier anticorps (anticorps
monoclonal dirigé contre la glycoprotéine d’enveloppe des MuLV provenant de I’hybridome
83A25 (Evans et al, 1990)) ont été ajoutés. Les pétris ont été incubés a 37°C pour 30 minutes.
Ensuite, les cellules ont été lavées 2 fois, trés délicatement, avec du PBS 1X, 2% FCS. Aprés,
250 ul d’une dilution au 1 : 200 du deuxiéme anticorps, FITC anti IgG de souris (Cappel ICN,
Sigma, St-Louis, MO), ont ¢té ajoutés et les pétris ont & nouveau été incubés 30 minutes puis
lavés deux fois. Les pétris ont été observés au microscope a fluorescence et les foyers
fluorescents ont été comptés. Cing champs a I’objectif 10X ont été compilés et 1a moyenne a
été effectuée. Un graphique semi-logarithmique a été réalisé avec les dilutions en fonction du
nombre de foyer. Le titre viral correspond a la dilution ol un nombre total de 30 foyers par
champs est observé. Cette dilution se calcule facilement a 1’aide de I’équation de la droite du

graphique obtenu.

6.3.2 Effet des traitements sur la production virale et I’activité de la transcriptase inverse
rAdT

Le surnageant de culture cellulaire a été centrifugé 6 minutes & 13 000 rpm afin de
culotter les débris cellulaires. Pour le test rAdT, 50 ul de surnageant de culture des cellules
traitées auxquels 50 ul du pool ont été ajoutés. Le pool pour la réaction contient du Tris pH 8,3
0,1 M; DTT 0,04 M; MnCl, 12 mM; NaCl 0,12 M; oligo (dt) 2ug/ml; polyrA 20ug/ml; dTT o
32po,1 %;TTp 0,2 mM; NP40 0,1 % et H,O en quantité suffisante pour faire 50 ul. Les
échantillons ont ensuite été incubés 90 minutes 4 37°C. De ces échantillon,s 10 ul ont été
déposés sur une membrane DE-81 (Wattman, Burlington, Ontario Canada) dans un appareil
de transfert « Dot-Blot ». Les puits ont été lavés 4 fois avec 100 ul de 2 x SSC (0.3 M NaCl ;
0.03 M Na-Citrate). Une autoradiographie de la membrane avec les films Hyperfilm MP
(Amersham Bioscience, Little Chalfort, Buckinghamshire, Angleterre) a ensuite été réalisée.

La RT a été quantifiée par analyses densitométriques.
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6.3.3 Analyse de I’ADN proviral

La modification de I’ADN proviral des cellules traitées aux ODN modifiés a été
vérifiée par PCR a partir de ’ADN de haut poids moléculaire extrait des cellules. Des amorces
spécifiques permettant d’amplifier le géne de I’intégrase ont été utilisées. Les produits de PCR

avec ou sans clonage, ont subséquemment été séquencés.

Extraction d’ADN génomique

Les culots secs provenant des cellules traitées ont été resuspendus dans 1800 ul de
tampon d’extraction contenant 0.2 mg/mL de pronase, Tris 10 mM pH 7.5; EDTA 4mM pH 8;
NaCl 30 mM et 0.3% de SDS, puis incubé 16 heures a 37°C. Ensuite, un volume de phénol fut
ajouté et les tubes ont été incubés a 37°C sous agitation durant 5 minutes. 10 volumes
d’éthanol ont été ajoutés et une fois précipitée, la pelote d’ADN fut récoltée. L’ADN a été

resuspendu dans 200 ul d’H,O et agité 16 heures a 4 °C.

Digestion avec les enzymes présentant un site spécifique dans chacun des ODN modifiés

Aprés avoir dosé les ADN des cellules traitées, les enzymes spécifiques & chacun des
ODN modifiés ont été utilisés : Ssp I (New England Biolabs, Pickering, Ontario, Canada)
pour ’ODN EE32, Apal. I (New England Biolabs) pour I’ODN EE33 et Cla [ (GE Amersham
Bioscience, Little Chalfort, Buckinghamshire, Angleterre) pour ’ODN EE34. Les réactions
se sont effectuées O/N a 37 °C dans un volume final de 50 ul, avec 50 unités d’enzyme pour

10 u/pg d’ADN, dans le tampon recommandé par le fournisseur.

PCR

La Taq Platinum (Invitrogen, Mississauga, Ontario, Canada) a été utilisée. La PCR
s’est effectuée avec 10 ul des ADN extraits auxquels ont été ajoutés Sul de tampon 10X, 1ul
de dNTP 10mM, 1 ul de chacune des amorces Cas-IN-1 (5>-ACACTTATGATAGA
AAACTCAACCCC-3)10uMetCas-IN-2(5>-CTGCGGCATGCCGAAC
CTAG-3%) 10 uM, 0,25ul de Taq Platinum DNA polymerase Sug/ul, 2ul de MgSO, 50 mM
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et 29,8 ul H,O pour chacun des échantillons. Les échantillons ont été chauffés a 94 °C durant 2
minutes pour ensuite subir 30 cycles a 94 °C, 30 secondes, 55 °C, 30 secondes et 68°C, 1
minute. Les réactions seront ensuite incubées a 68 °C, durant 10 minutes suivies d’un retour a
4°C.

Séquengage direct des produits de PCR

Les produits de PCR ont ensuite été envoyés au séquengage pour une confirmation &

la plateforme de Génome Québec de I’Université Mc Gill.

Elution des produits de PCR

Les élutions ont été effectuées avec le kit QiaexIl de la compagnie Qiagen

(Mississauga, Ontario, Canada), selon les instructions du fabriquant.

Clonage

Le vecteur pDrive du « PCR Cloning Kit » (Qiagen) a été utilisé pour les clonages. La
premiére étape, la ligation, s’est effectuée selon les recommandations du fabriquant. Pour la
transformation, Sul du produit de ligation ont été ajoutés & 100ul de bactéries compétentes
DHS5a, puis incubés 45 secondes a 42 °C, pour faire un choc thermique. 200ul de milieu LB
ont ensuite été ajoutés et les échantillons ont été incubés a 37 °C sous agitation. Finalement,
les échantillons ont été mis sur pétris d’agar contenant de ’ampicilline 100X et du X-Gal et

incubés 16 heures a 37 °C.

Mini prep

Les mini prep d’ADN plasmidique (« Minipreparation ») ont été effectués avec le

« Qiaprep Spin Miniprep Kit » de la compagnie Qiagen selon les instructions du fabricant.
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6.3.4 Analyse de I’ARN viral

L’effet des traitements sur I’ARN viral a également été étudié, par RT-PCR, puis par
séquengage des produits de PCR.

RT-PCR

1’extraction de I’ARN des cellules traitées s’est effectuée avec du Trizol (Invitrogen)
selon les recommandations du fournisseur. Avant d’effectuer la RT, les ARN ont été traités a
la DNase, afin de les débarrasser d’une potentielle contamination a I’ADN. Le traitement a la
DNase s’est fait sur 20ug d’ARN avec le DNA free kit (4mbion, Austin, Texas, Etats-Unis)
selon le protocole du fournisseur. L’ ARN a été repris dans 20ul d’H,O. La RT s’est effectuée
avec 10 ul des ARN traités a la DNAse (équivalent a environ 10 ug) auxquels ont été
additionnés 2ul de Tampon 10X, 1ul de ANTP 10 uM, 0,3ul d’Oligo dt 20 ug/ul, 0,5 ul
inhibiteur de RNAse, 0,2 ul de RT MuLV et 6ul H,O pour chacun des échantillons. Les
échantillons ont ensuite été chauffés a 37 °C durant 60 minutes. La PCR avec les produits de

la RT a été exécutée tel que décrite précédemment.
6.3.5 Analyse des protéines virales

L’effet des traitements sur la synthése de ’intégrase a été vérifié par Western blot
avec un anticorps ciblant I'IN et la RT, afin de faire I’analyse des différentes protéines

produites.

Electrophorése sur gel d’acrylamide

A la suite de I’extraction des protéines selon le protocole décrit par Mulder et coll.
(2002), un gel SDS PAGE 12 % a ét¢é fait avec 100 ug de protéine totale. Aprés migration, les
protéines ont été transférées sur une membrane de PVDF (Millipore, Paris, France). Le

transfert a été effectué pendant deux heures a 300 mA.
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Immunodétection

La membrane a ensuite été lavée deux fois, 5 minutes, sous agitation, a température
ambiante avec du PBS-Tween 0,1% puis saturée une heure dans du lait 5% PBS-Tween 0,1%
a température ambiante. Ensuite elle a été placée en présence du premier anticorps, DC-1 anti-
pRT24, un anticorps actif contre I’IN et la RT (Hu et al, 1986) (dilué 1 : 1000) et incubée une
nuit sous agitation a 4 °C. Aprés deux lavages de 5 minutes dans du tampon PBS-Tween
0,1%, la membrane a été incubée avec le deuxiéme anticorps, anti-lgG de souris HRP
(Amersham) dilué (1 : 1000) dans le tampon de saturation pendant 1 heure sous agitation a
température ambiante. Ensuite, deux lavages de 5 minutes au PBS-Tween 0,1% ont été
effectués, puis une révélation avec le Kit de détection ECL+ (Amersham Bioscience, Little
Chalfort, Buckinghamshire, Angleterre) avec un film  Hyperfilm ECL (Amersham

Bioscience) a été effectuée.



PARTIE RESULTATS

Chapitre VII

Effets des traitements sur les cellules NIH NE8
7.1 Mise au point des conditions de transfection

Avant de procéder aux traitements, des tests d’optimisation ont été effectués avec
différents types de liposomes tel que la Transfectine (Invitrogen), la Lipofectamine 2000
(Invitrogen) et le Polyfect (Qiagen). Différents ratios ODN : liposome ont également été
testés. La Lipofectamine 2000, un liposome cationique, s’est avérée étre la plus efficace et la
moins toxique pour les cellules fibroblastique de souris NIH 3T3. Afin de déterminer I’effet de
’ODN, le surnageant a été récolté trois jours aprés chaque transfection et les virus titrés par

focci forming unit assay et par dosage rAdT.
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Tableau 1. Inhibition de la production virale en fonction de la quantité d’ODN EE34 et de
liposome (Lipofectamine 2000) utilisée sur des cellules NIH NE8

Quantité Ratio ,
J*ODN ODN : Titre viral | % Production | Ecart-type | % Inhibition
liposome (FFU/ml) virale % virale
() (ug:ul)

0 - 8,5X10° 100 2,9886 0
20 1:1 45X 10° 5,2361 3,5263 94,7638
30 1:1 4,6 X 10° 0,5373 0,2603 99,4627
40 1:1 1,4 X 10° 0,0164 0,0098 99,9835
50 1:1 3,2X 10’ 0,0037 0,0027 99,9962
60 1:1 0 0. 0 100
20 1:2 4,0 X 10° 4,7368 1,2202 95,2638
30 1:2 3,4X 10° 0,4032 0,1039 99,5968
40 2:1 8,1 X 10° 9,5196 0,6195 90,4804
60 2:1 54X 10° 0,6342 0,1231 99,3657

Le tableau I montre que les différences d’inhibition de la production virale, en ce qui a
trait a ["utilisation d’un rapport ODN : Liposome 1 : 1 ou I : 2, ne sont pas importantes. Ainsi,
30 ug (2,01 uM) d’ODN avec 30 ul de lipofectamine 2000 donne 99,4626 % d’inhibition,
alors que 30 ug d’ODN avec 60 ul donne 99,5968 %; il n’y a donc pas une différence
marquée. Cependant, I’inhibition de la production virale s’avere nettement moins efficace
lorsque qu’un rapport ODN : Liposome 2 : 1 est utilisé. Une quantité de 60 ug (4,02 uM)
d’ODN avec 30 ul de Lipofectamine 2000 donne une inhibition de 99,3657 %. Une quantité
de 30 ug 1 : 1 est I’équivalent de 60 ug 2 :1, seulement 30 ug d’ODN peuvent pénétrer dans
les cellules avec 30 ul de Lipofectamine 2000. Ceci amene a conclure que la quantité d’ODN
efficace est directement limitée par la quantité de liposome. Cela est trés marqué si on se
référe aux données recueillies pour un rapport ODN : liposome de 20 : 40 avec 95,2631 %
d’inhibition par opposition a 90,4804 % d’inhibition avec 40 : 20.

Contrairement aux recommandations du fabricant, ces tests n’ont pas démontré qu’il

était vraiment plus efficace d’utiliser une plus grande quantité de liposome que d’ADN pour
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les transfections. Un rapport 1 : 1 s’avére tout a fait adéquat et, de plus, la Lipofectamine 2000
est I’élément limitant en terme de toxicité pour les transfections. Une quantité supérieure a 60
ul de Lipofectamine 2000 s’avére nocive pour les cellules et donc, en fonction de ces

résultats, un rapport ODN : Lipofectamine 2000 1 : 1 a été adopté.
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Figure 7.1 Titre des virus produits par les cellules NIH NE8 en fonction du nombre de
traitements (1,34 uM ODN) avec les ODN EE34 avec et sans modifications phophorothioates.

Afin d’optimiser les traitements, des modifications phosphorothioates ont été ajoutées
aux ODN. L’ importance de cette modification est trés bien documentée (Vickers et al, 1991 et
Liu et a/, 2002). 11 est cependant assez stupéfiant de voir la différence d’efficacité d’un méme
ODN mutagéne avec et sans modifications phosphorothioates. En se référant a la figure 7.1,
I’ajout de modifications phosphorothioates est primordial pour I’ efficacité du traitement. Alors
que 4 traitements (un a chaque semaine) de faible dose (1,34 uM) de I’ODN EE34 sont
suffisants pour pratiquement inhiber la production virale, 4 traitements avec ’ODN EE34 sans

* ont un effet trés limité sur la production, a peine la perte d’un peu plus d’un log de titre. En
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comparaison, 4 traitements avec un ODN sans pont phosphorothioate équivalent a un seul

traitement avec I’ODN EE34.

7.2 Traitement des cellules NIH NE8

7.2.1 Titre viral déterminé par titration des virus produits par immunofluorescence
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Figure 7.2 Titre des virus produits par les cellules NIH NE8 en fonction de la quantité d’ODN
utilisée.

La figure 7.2, représente les titres des virus produits par les cellules NIH NE8 en
fonction de la quantité d’ODN utilisée. 1 est intéressant de noter que 1’effet est dépendant de
la dose du traitement. Un traitement de forte dose avec les ODN mutagénes (4,02 uM) est
suffisant pour inhiber complétement la production de virus infectieux. L’effet inhibiteur
dépend de la présence de mutation dans la séquence car les contréles (ODN EE32WT,
EEZeoR et le liposome) n’ont pas d’effet sur la production virale. Les controles se comportent
de fagon similaire au contrdle positif, c’est a dire les cellules qui n’ont subi aucun traitement
(0).

Résultats un peu surprenants, les ODN contrdles n’affichent pas de différence notable

entre eux. Avec le EE32WT, il aurait été possible de voir une légére inhibition, due a un effet
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Résultats un peu surprenants, les ODN contréles n’affichent pas de différence notable
entre eux. Avec le EE32WT, il aurait ét€ possible de voir une légeére inhibition, due & un effet
antisens mais, en fait, il se comporte de fagon similaire au EEZeoR. 1l y a cependant une trés
légere baisse de titre au niveau des contrdles lorsque les doses dépassent les 2,5 uM : cela est
peut-étre dii & une certaine toxicité du traitement, provenant du liposome ou des ODN eux-

méme.

Les ICs (tableau II) pour les ODN mutagénes EE32, EE33 et EE34 sont 0,447 uM,
0,424 uM, et 0,426 uM, respectivement. Quantité tout a fait comparable, indépendamment de
Peffet théorique engendré par ’ODN mutagéne, que ce soit le changement de nucléotide T en
A engendrant ’apparition d’un codon stop (EE32 et EE33) ou un changement d’acide aminé

du domaine catalytique de P’intégrase avec un changement d’un G en C (EE34).

Tableau II. Effet inhibiteur des ODN mutagénes déterminé par les ICsy de chacun d’eux en
fonction des régions ciblées et de leur mode d’action.

ODN . . . e :
mutagéne Région ciblée Mode d’action IC 5o (uM) | Ecart type (uM)
EE32 N-terminale de IN du | Induire un codon 0,447 0,064
Cas-Br-E stop
N-terminale de IN du | Induire un codon
EE33 Cas-Br-E (HHCC) stop 0,424 0,048
Domaine central de Substituti
EE34 INduCasBr-E | W87 o0 0,426 0,041
(DDE)
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Figure 7.3 Titre des virus produits par les cellules NIH NE8 en fonction du nombre de
traitements de faible dose (1,34 uM d’ODN) appliqué une fois par semaine.

A la figure 7.3, il est question du titre des virus produits par les cellules NIH NE8 en
fonction du nombre de traitements de faibles doses appliqués une fois par semaine. 1l est
notable que I’effet est dépendant du nombre de traitements. Un traitement de 1,34 uM d’ODN
mutagéne, répété 5 fois, a raison d’un traitement par semaine, est suffisant pour inhiber
compleétement la production virale. Comme précédemment, les controles (ODN EE32WT,
EEZeoR et liposome) n’ont pas eu d’effet sur la production virale, se comportant de fagon
similaire aux cellules NIH NES8 non traitées. Tout comme a la figure 7.2, PODN EE32WT n’a
pas eu d’effet sur la production virale, réfutant donc la possibilité que I’effet des ODN
mutagénes EE32, EE33 et EE34 soit le résultat d’un mécanisme antisens. D’autant plus que
ces cellules ont été cultivées durant plus de 70 jours, maintenant toujours leur titre viral a zéro,
méme apres cette prériode de temps. Le contrdle ODN EEZeoR montre que I’ODN lui-méme
n’est pas toxique en soit et que ’utilisation d’un ODN, quel que soit sa séquence, n’a pas
d’impact sur la production virale. Le liposome utilisé seul semble indiquer peu ou pas de

toxicité.
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Figure 7.4 Titre des virus produits par les cellules NIH NE8 en fonction du nombre de
traitements avec et sans mixte d’ODN mutagéne avec un ratio ODN : liposome de 1 : 1.

A la figure 7.4, il est question de mixte de traitement. Le but était d’accumuler
plusieurs mutation dans la séquence de I’IN. En se référant aux résultats obtenus, il est clair
que ’utilisation de plus d’un ODN mutagene n’a pas d’effet additif. Le mixte des ODN EE32
et EE33 avec 0,67 uM de chacun agit comme un traitement de 0,67 uM avec un seul ODN
mutagene plutdt que comme un seul traitement de 1,34 uM, soit le double de la dose. Une
inhibition complete de la production virale est obtenue avec 6 traitements, résultat comparable

a I’utilisation d’un seul ODN a trés faible dose (0,67 uM).
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Figure 7.5 Titre des virus produits par les cellules NIH NES8 en fonction du nombre de
traitements avec un mixte d’ODN mutageénes avec un ratio ODN : liposome de 1,5 : 1 pour le
mixte des 3 ODN avec 1,01 uM chacun, un ratio 1: 1 pour les traitements avec 1,34 uM et

0,67 uM.

De la méme fagon qu’avec les mixtes de deux ODN mutageénes (figure 7.4),
I’utilisation de trois ODN mutagenes (figure 7.5) n’a pas d’effet additif. Le mixte des ODN
mutagénes EE32, EE33 et EE34 avec 1,01 uM de chacun, agit avec une efficacité comparable
a I’utilisation d’un seul ODN avec 1,34 uM avec une perte d’environ 1 a 1,5 de log plutdt que
de 3,5 a 4,5 de log comme c’est le cas avec un seul traitement de 3,35 uM (se référer a la
figure 7.2). Cependant, il est possible que cette perte d’efficacité soit dii au ratio ODN :
Liposome, tel que décrit dans le tableau I. Une inhibition compléte de la production virale est

obtenue avec 5 traitements.
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7.2.2 Analyse de ’activité de la transcriptase inverse déterminé par tests rAdT
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Figure 7.6 Dosage de I’activité de la transcriptase inverse par test rAdT. Cellules NIH NE§
traitées avec les ODN mutagénes et cultivées apres le 6° traitement hebdomadaire de 1,34
uM. Le contrle positif est le surnageant des cellules NIH NE8 sans traitement.

Le test rAdT permet de dire s’il y a présence de particules virales dans le surnageant
de culture des cellules traitées. La figure 7.6 montre trés clairement que la transcriptase
inverse est toujours active et ce, en dépit du fait que les cellules NIH NES, apres leurs 6
traitements, ont un titre de zéro, d’ailleurs maintenu aprés 75 jours de culture. Il y a donc
toujours production de virus et ’activité de la RT n’est pas affectée par les ODN mutagenes.

Mais compte tenu des résultats précédents (figure 7.2), ces virus sont non infectieux.
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Figure 7.7 Dosage de I’activité de la transcriptase inverse par test rAdT. Cellules NIH NE8
traitées selon différentes doses d’ODN. Le contrdle positif est le surnageant des cellules NIH
NES8 sans traitement.

Ici également, a la figure 7.7, en dépit du fait que de fortes doses d’ODN soient
utilisées, I’activité de la RT est peu affectée par les traitements, car a 3,35 uM et 4,02 uM, une
légére inhibition est observable. Que ce soit avec I’ODN mutagéne EE33 ou avec les
contrbles, aucune différence n’est observée. Ces résultats démontrent qu’il y a cependant

toujours production de virus mais qu’ils sont non infectieux (se référer a la figure 7.2).



Chapitre VIII

Effets des traitements sur les cellules NIH 3T3 infectées par le rétrovirus Cas-Br-E
MulLV et traitées a différents temps post-infection

8.1 Traitement des cellules NIH 3T3 infectées

8.1.1 Titre viral déterminé par titration des virus produits par immunofluorescence
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Figure 8.1 Titre des virus produits par les cellules NIH 3T3 infectées par le virus Cas-Br-E et
traitées a différent temps post-infection avec 1,34 uM des différents ODN,

En se référant & la figure 8.1, il est notable qu’une inhibition compléte de la
production virale est possible avec un traitement de faible dose (1,34 uM) ciblé dans les quatre
premiers jours de I’infection. Méme lorsque les cellules traitées ont été cultivées plusieurs
jours aprés 1’administration du traitement avec les ODN mutagénes, aucune production de

virus infectieux n’a été observée. Les traitements avec I’ODN contrdle EE32WT n’ont aucun
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effet sur la cinétique de I’infection et les cellules traitées se comportent exactement comme le

contrdle positif, qui n’ont pas été traitées.
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Figure 8.2 Titre des virus produits par les cellules NIH 3T3 infectées par le virus Cas-Br-E et
traitées a différent temps post-infection (1,34 uM d’ODN).

Apres 4 jours suivant I’infection, la faible dose de 1,34uM (figure 8.2) est insuffisante

pour inhiber I’infection. Plus I’infection avance, plus le titre de particules virales infectieuses est

élevé et, par conséquent, moins le traitement avec les ODN mutagénes est efficace.
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Figure 8.3 Titre des virus produits apres répétition des traitements par les cellules NIH 3T3
infectées par le virus Cas-Br-E & différent temps post-infection. Traitements avec 1,34 uM
d’ODN mutagéne.

La figure 8.3 montre que I’application de plusieurs traitements de faibles doses,
lorsque I’infection est devenue chronique, est efficace pour inhiber complétement la
production de virus infectieux. Une répétition de 4 traitements effectué au jours 28, 40, 47 et
54 avec 1,34 uM, est nécessaire pour enrayer complétement la production de virus infectieux

et pour que cette inhibition se maintienne dans le temps.
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Figure 8.4 Titre des virus produits par les cellules NIH 3T3 infectées par le virus Cas-Br-E et
traitées au jour 24 post-infection avec différentes doses d'ODN mutageéne (1,34 uM et 4,02
uM).

Comme avec la figure NIH NES, la figure 8.4 démontre qu’un seul traitement a forte
dose (4,02 uM) est suffisant pour inhiber la production de virus infecticux, en comparaison a
un traitement de faible dose de 1,34 uM, ou I’infection redémarre. Ainsi au vingt-quatriecme
jour d’infectton, alors que I’infection est chronique, une seule dose massive est efficace pour

enrayer la production de virus infectieux.



Chapitre IX

Pouvoir infectieux des virus produits par les cellules traitées

9.1 Analyse des virus produits par les cellules NIH NES traitées

Les résultats obtenus précédemment; un titre viral & zéro mais une activité de la
transcriptase inverse toujours présente, amene a conclure que les cellules traitées produisent
toujours des particules virales, mais que les virus sont non infectieux. Afin de confirmer cette
hypothese, des cellules NIH 3T3 ont été infectées avec le surnageant des cellules NIH NE8
traitées avec les ODN mutagénes, une fois par semaine, durant 6 semaines avec 1,34 uM et
cultivées apres le dernier traitement pendant 75 jours. Tel que démontré a la figure 7.6, ces

virus possédent toujours une activité de la RT en dépit du fait que le titre viral soit a zéro.
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Figure 9.1 Dosage de I’activité de la transcriptase inverse par rAdT. Infection de cellules NIH
373 avec le surnageant des cellules NIH NE8 traitées avec les ODN mutagenes, une fois par
semaine, durant 6 semaines avec 1,34 uM et cultivées aprés le dernier traitement pendant 75
jours.
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La figure 9.1 représente 1’activité de la RT des cellules NIH 3T3 qui ont été infectées
par le surnageant de culture cellulaire des cellules NIH NE8 traitées aux ODN avec une dose
de 1,34 uM, a raison d’une fois par semaine durant 6 semaines, et cultivé aprés le dernier
traitement, durant 75 jours. La culture des cellules a été faite afin de s’assurer que I’effet
obtenu se maintienne bien dans le temps et qu’il n’y a pas, au bout d’un certain moment,
reprise d’une production de particules virales infectieuses.

Les cellules NTH 3T3 infectées avec le surnageant des cellules NTH NE8 traitées aux
ODN mutagenes ont une activité de RT nettement inférieure a celle infectées avec le
surnageant de cellules NIH NES8 non traitées. Aucune infection n’est observée, si bien que les
cellules NIH 3T3 infectées se comportent de fagon similaire au controle négatif (NTH 3T3),

par opposition aux cellules qui sont infectées par le surnageant des cellules NIH NE8 non

traitées.
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Figure 9.2 Titre des virus produits par les cellules NIH 3T3 ayant été infectées avec le
surnageant des cellules NIH NES8 traitées avec les ODN mutagénes, une fois par semaine,
durant 6 semaines avec 1,34 uM et cultivées apres le dernier traitement pendant 75 jours.
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A la figure 9.2, les titrations par immunofluorescence corroborent les résultats trouvés
en test rAdT. Aucune infection n’a été décelée et des titres de zéro ont été obtenus pour les
cellules NIH 3T3 infectées avec le surnageant des NIH NES traitées aux ODN mutagénes,
contrairement a un titre viral de 7,79X10* FFU/ml (aprés 28 jours d’infection) pour les
cellules NIH 3T3 infectées par le surnageant des cellules NIH NES8 non traitées.

Ces résultats permettent de conclure que les virus produits par les cellules traitées aux
ODN mutagénes (et dont le titre est de zéro, 75 jours aprés le dernier traitement) sont non

infectieux. 1l est clair que ces virus ne sont pas capables d’infecter d’autres cellules.



Chapitre X

Effets des traitements sur ’expression de I’intégrase

10.1 Introduction

Les ODN mutagénes n’ont pas d’effet sur la RT, les tests de dosage de I’activité de la
RT n’ont pas démontré une altération de ’activité enzymatique, peu importe le traitement
(ODN mutageénes ou contrdles), la quantité et le nombre de répétitions utilisées. Les
traitements aux ODN mutagénes (EE32 et EE33) devraient théoriquement arréter la synthese
de ’IN. Afin de déterminer I’effet des ODN sur I’intégrase, des analyses des protéines totales

par Western blot, de méme que 1’analyse des ARN des cellules traitées, ont été effectuées.

10.2 Analyse de PARN des cellules traitées aux ODN

La RT-PCR réalisée en utilisant des amorces spécifiques le I’IN, démontre que I’ARN
virale pleine longueur est normalement synthétisé et qu’il n’y a pas de variation quantitatives
de I’expression virale en se référent au contrdle de I’actine (figure 10.1 b). Il y a donc présence
de I’intégrase, en dépit du fait que les surnageants de ces cellules traitées ont un titre viral de

zéro. L’ intégrase est toujours présente, peu importe le traitement qui a été appliqué.
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Figure 10.1 Analyse de I’ARN des cellules traitées aux ODN par RT-PCR. a) Amorce IN b)

Amorce Actine

Légende

1= NIH NES8 dose dépendante ODNEE32, 1,34 uM, jour 20
2= NIH NE8 dose dépendante ODNEE32, 2,01 uM, jour 20
3= NIH NE8 dose dépendante ODNEE32, 2,68 uM, jour 20
4= NIH NE8 dose dépendante ODNEE32, 3,35 uM, jour 20
5= NIH NE8 dose dépendante ODNEE32, 4,02 uM, jour 20
6= NIH NE8 dose dépendante ODNEE34, 1,34 uM, jour 20
7= NIH NE8 dose dépendante ODNEE34, 2,01 uM, jour 20
8= NIH NES8 dose dépendante ODNEE34, 2,68 uM, jour 20
9= NIH NE8 dose dépendante ODNEE34, 3,35 uM, jour 20
10= NIH NE8 dose dépendante ODNEE34, 4,02 uM, jour 20
11= NIH NEB 6° traitement ODNEE32, 1,34 uM, jour 85

12= NIH NE8 6° traitement ODNEE33, 1,34 uM, jour 85

13= NIH NEB8 6° traitement ODNEE34, 1,34 uM, jour 85

14= NIH infectées par Cas-Br-E et traitées avec
ODNEE32WT, 8 jours aprés l'infection, jour 23

15= NIH infectées par Cas-Br-E et traitées avec
ODNEE32, 8 jours aprés l'infection, jour 23

16= NIH infectées par Cas-Br-E et traitées avec
ODNEE32, 1 heure apreés linfection, jour 18

17= NIH infectées par Cas-Br-E et traitées avec
ODNEEWT32, 1 heure aprés linfection, jour 18
18= NIH infectées par Cas-Br-E jour 18 de l'infection

19= NIH infectées par Cas-Br-E et traitées avec
ODNEE32, 16 jours aprés l'infection, jour 23

20= NIH infectées par Cas-Br-E et traitées avec
ODNEE32WT, 16 jours apreés l'infection, jour 23

21= NIH infectées par Cas-Br-E jour 55 de I'infection B
22= NIH infectées par Cas-Br-E jour 55 de l'infection C
23= NIH

24= NIH NE8

25= Contrdle + du PCR

26= Controle — du PCR

A la figure 10.1 a) une bande de 1,2 kpb est visible dans tous les puits sauf aux puits

23 et 26, NIH et controle négatif du PCR respectivement, ce qui est normal. Cependant, la
présence de bandes pour les cellules traitées aux ODN mutagénes signifie que I’ARN viral
pleine longueur est toujours synthétisé malgré le traitement. Les ODN mutagénes n’affectent
pas la transcription virale. Avant de procéder a la RT, les ARN ont été traitées a la Dnase; une
PCR a d’ailleurs été faite avec ces ARN (sans procéder a la RT) pour s’assurer qu’il ne restait

pas de traces d’ADN. Le résultat a été négatif. Ceci permet donc de conclure que c’est bien de
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’ARN qui est amplifié et que, par conséquent, I’IN est toujours synthétisée. Il se peut que
I’enzyme soit toujours présente, mais qu’elle soit défective. Bien que ces résultats ne
correspondent pas a notre hypothése de départ, stipulant que les ODN mutagénes devaient
engendrer des mutations qui devaient arréter la synthese de I’enzyme, nous obtenons tout de
méme des particules virales défectives.

1l se peut que des mutations soient présentes dans la séquence codante de I’intégrase,
I’affectant dans ses fonctions, mais n’inhibant pas sa synthése. Des analyses du génome par

séquengage permettront donc de vérifier cette nouvelle hypothése.

10.3 Analyse des protéines totales des cellules traitées aux ODN
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Figure 10.2 Analyse des protéines totales des cellules traitées aux ODN par Western blot.

Légende

1= NIH NE8 10= NIH NE8 6° traitement ODNEE32, 1,34 uM
2= NIH
3= NIH infectées par Cas-Br-E jour 24 de linfection

4= NIH infectées par Cas-Br-E et traitées avec
ODNEE32WT, 2 jours apres linfection, jour 18

5= NIH infectées par Cas-Br-E et traitées avec
ODNEE32, 2 jours apres l'infection, jour 18 14= NIH NEB8 6° traitement ODNEE33, 1,34 uM, jour 85

6= NIH infectées par Cas-Br-E jour 18 de l'infection

7= NIH infectées par Cas-Br-E et traitées avec
liposome, 1 heure apreés linfection, jour 12 16= NIH infectées par Cas-Br-E jour 12 de linfection

8= NIH infectées par Cas-Br-E et traitées avec
ODNEEZeoR, 1 heure aprés linfection, jour 12

9= NIH infectées par Cas-Br-E et traitées avec 18= NIH
ODNEE32. 1 heure apreés linfection. iour 12

11= NIH NEB8 6° traitement ODNEE33, 1,34 uM

12= NIH NE8 6° traitement ODNEE34, 1,34 uM

13= NIH NE8 6° traitement ODNEE32, 1,34 uM, jour 85

15= NIH NEB 6° traitement ODNEE34, 1,34 uM, jour 85

17= NIH NE8
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L’analyse des protéines totales a été effectuée avec un anticorps dirigé contre
I’intégrase et la transcriptase inverse. La figure 10.2 démontre par Western blot que la RT est
toujours présente et que, tout comme les tests rAdT [’ont démontré, quels que soient les
traitements appliqués, aucun effet n’est notable. Cependant, I’IN aussi est toujours présente.
Ceci est inattendu puisque les ODN doivent théoriquement arréter la synthése de I’IN. Ici
aussi, peu importe les traitements appliqués, le type d’ODN, la dose et le nombre de
répétitions, il ne semble pas y avoir d’altération dans [’expression de I’IN. Cependant, il est
possible que les anticorps utilisés ne permettent pas de détecter la présence de petit peptide de
I’intégrase. Contrairement au traitement avec I’ODN mutagéne EE34 qui devrait engendrer
une production de la séquence complete de I’IN, mais avec une substitution d’un acide aminé,
les ODN mutagenes EE32 et EE33 introduisent un codon stop. 11 est donc attendu que les
traitements avec EE32 et EE33 induisent la production de petits peptides de la partie N-
terminal de I’intégrase. Il est donc possible que les anticorps ne puissent pas détecter ces

peptides.



Chapitre XI

Effets des traitements sur le génome des cellules traitées

11.1 Analyse du génome par alignement des séquencages directs des produits de PCR

D’aprés notre hypothése de départ; c’est-a-dire que les ODN mutagenes devaient
introduire un codon stop (ODN EE32 et EE33) ou un changement d’acide aminé (ODN EE34)
et ainsi mener & I’arrét de la synthése de ’IN ou 4 la présence d’un IN non fonctionnelle, 1a
vérification des mutations au niveau du génome s’est avérée surprenante. L.’alignement de la
séquence du géne pol de I’intégrase du rétrovirus Cas-Br-E, avec les séquences obtenues par
séquengage direct des produits de PCR, affichait un alignement parfait. Les ADN des cellules
traitées aux ODN mutagénes (EE32, EE33 et EE34) étaient d’espece sauvage puisque les

alignements ne démontraient aucune mutation.

Query: 2524 cacttatgacagtgogaagaasatattgggtectatcaaggaaagect 2569 ODN
POREEEEYEREET et Pery b e e et
Sbhijcc: 46 cacttatgacagtgcgaagaaataatgggteratcaaggaaagect 1 ADN des
a) cellules traitées
ODN
Quervy: 2713 cactgagacctgcaaagcocttgtgocacaagtcaatgocageaagte 2757
FEEEEEErEE et et e bt
Shict: 45 cactgagacctgoaaagcttgagoacaagtecaatgocageaagte 1 ADN des
b) cellules traitees
ODN
Query: 2793 ggcctggoacgocactgggagatcgatttocaccgaggtasaacctyg 2837
Frerrverrrerrrrreereer reerrerrrrrrrrrrvrr ADN des
Sbict: 45 ggcctggoacgecactgggagatccatt tocaccgaggtaaaacetyg 1 cellules traitées

c)

Figure 11.1. Alignement des séquencages directs des produits de PCR avec chacun des
ODN mutagénes. La ligne du haut représente le résultat du séquengage des produits de PCR
et en bas, il s’agit de la séquence de I’ODN mutagéne. a) Alignement du séquengage direct du
PCR-574-3 avec I’ODN EE32 b) Alignement du séquengage direct du PCR-574-6 avec
I’ODN EE33 ¢) Alignement du séquengage direct du PCR-574-10 avec ’ODN EE34
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A la figure 11.1, I’alignement des séquengages directs avec la séquence de ’ODN
mutagéne montre qu’il ne semble pas y avoir de mutation introduite dans le génome des
cellules traitées aux ODN mutageénes. En a), il s’agit de I’ADN des cellules NIH NE3 traitées
avec I’ODN EE32 avec une dose de 1,34 uM une fois par semaine, durant 6 semaines et
cultivées durant plus de 75 jours. La mutation qui devait étre induite est le changement d’un T
en A (fléche noire). En b), il s’agit de I’ADN des cellules NIH NES traitées avec I’ODN EE33
traitées 6 fois avec 1,34 uM et cultivées durant 75 jours. La mutation qui devait étre induite est
également le changement d’un T en A (fleche noire). Et finalement, en ¢), il est question de
I’ADN des cellules NIH NES traitées avec I’ODN EE34 avec une dose de 1,34 uM, une fois
par semaine, durant 5 semaines. Ici, la mutation qui devait étre induite est le changement d’un
G en C (fleche noire). Ces résultats démontrent qu’il n’y a pas de mutation au niveau du
génome, en dépit du fait que le surnageant de ces cellules ait été titré a zéro.

Par contre, en consultant les chromatogrammes de ces séquencages directs, un
mélange de I’ADN sauvage et de ’ADN contenant des mutations est clairement notable.
Ainsi, 53,8 % (7/13) des chromatogrammes des séquengages directs affichent des mélanges au

niveau d’une ou méme plusieurs bases.

11.2 Analyse du génome par séquencage direct des produits de PCR

11.2.1 Analyse de PADN

Le séquengage direct des produits de PCR a permis de mettre en évidence qu’il y a un
mélange au niveau de I’ADN, soit un mélange d’ADN sauvage et d’ADN contenant une base
mutée. Les mutations touchent la base ciblée et sur celle d’a coté, ainsi que sur les nucléotides
avoisinants la base ciblée. En effet, la dizaine de nucléotides entourant la base qui est ciblée

par I’ODN mutageéne semble présenter une certaine ambiguité.
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Figure 11.2 Chromatogrammes des séquencages directs des produits de PCR démontrant un
mélange d’ADN de type sauvage et muté. a) PCR-574-10 amorce CasIN-1, mélange
GAT/GGT trés net b) PCR-574-10 amorce CasIN-49, mélange GAT/GGT trés net ¢) PCR
d’ADN de type sauvage.

A la figure 11.2, le séquengage du PCR des cellules NIH NE8 traitées avec "ODN
EE34 avec une dose de 1,34 uM, une fois par semaine, durant 5 semaines, démontre un
mélange GAT/GGT tres évident. Ce mélange est d’ailleurs confirmé dans les deux sens par
les deux amorces utilisées pour le PCR. L'ODN EE34 est un oligonucléotide antisens (du
début de la séquence de I’intégrase du Cas-Br-E, position 4953-4997 de X57540) avec une
substitution non sens a la position 4976, soit un G (fléche rouge) en C, changeant une
asparagine en histidine. La mutation observée sur le chromatogramme (fléche noire), bien
qu’elle soit présente sur la base suivant celle qui est théoriquement ciblée par I’ODN EE34,

engendre tout de méme un changement de asparagine du triade catalytique DDE en glycine.
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Figure 11.3 Chromatogrammes des s€quengages directs des produits de PCR démontrant des
zones d’ambiguité. a) PCR-574-3 b) PCR d’ADN de type sauvage

Ala figure 11.3, il est notable que toute la zone entourant la base théoriquement ciblée
est ambigué : ceci n’est toutefois pas dii & un mauvais s€quengage car la séquence en amont et
en aval de cette dizaine de nucléotides est trés nette et claire. Les cellules ont été traitées avec
I’ODN EE32, un oligonucléotide antisens du début de la séquence de I’intégrase du Cas-Br-E
(position 4684-4728 de X57540), qui devrait théoriquement engendrer une substitution non
sens, un T (fléche rouge) en A, a la position 4708. Cette mutation devrait engendrer la
formation d’un codon stop. En a), ou il s’agit de I’ADN des cellules NIH NES8 traitées avec
I’ODN EE32 avec une dose de 1,34 uM une fois par semaine, durant 6 semaines et cultivées
durant plus de 75 jours, il y a présence d’un pic de G entre les deux T de TATT (fleche noire).
Si ¢’était le G qui était majoritaire, cette mutation engendrerait le changement d’un TAT en
TAG, donc formation d’un codon stop.

De fagon plus générale, il est remarquable que la région de la base ciblée semble
posséder un mélange d’espece (fleches jaunes). Le premier mélange, ol il y a un pic de T au
niveau du TAT (donnant GAT), est également décelable dans I’ARN de ces cellules, de méme
que dans les ARN des cellules NIH NES8 ayant ét€ traitées avec le méme ODN, le EE32, selon
différentes doses (3,35 uM et 4,02 uM). Cette mutation, si elle était majoritaire, engendrerait
le changement d’une isoleucine en leucine. Le deuxieme mélange au niveau du TAT (donnant
GAT) est aussi détectable au niveau de I’ARN de ces cellules et engendrerait le changement

d’une tyrosine en asparagine s’il était majoritaire.
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11.2.2 Analyse de PARN

Figure 11.4 Chromatogrammes des séquengages direct des produits de RT-PCR. a) RT-PCR-
581-4 b) RT-PCR581-5 ¢) RT-PCR-581-11 d) PCR d’ADN de type sauvage

La figure 11.4 montre la présence d’un mélange au niveau du codon TAT (fléches
jaunes), le codon qui est justement ciblé par ’ODN EE32 (fléche rouge). L.es ARN des
cellules NIH NES, traitées avec ’ODN EE32, ont été extraits, traités a la Dnase et une RT-
PCR a été effectuée. En a) et en b), qui sont des ARN des cellules NIH NES traitées avec
I’ODN EE32, soit un seul traitement de 3,35 uM et de 4,02 uM respectivement, il y a
apparence d’un mélange T/G-A-T/G-T/G au niveau de TAT. En c), ou il est question de
I’ARN des cellules NIH NE8 traitées avec I’ODN EE32 avec une dose de 1,34 uM une fois
par semaine, durant 6 semaines, et cultivé durant plus de 85 jours, il y a un mélange de T/G-

A-T/G-T/G.
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Les mémes mutations qui ont €té trouvées au niveau de I’ADN se retrouvent au niveau
de ’ARN. En effet, en se référant a la figure 11.3 a), ot une PCR a été effectuée avec I’ADN
des cellules NIH NE8 traitées avec I’ODN EE32 avec une dose de 1,34 uM une fois par
semaine, durant 6 semaines, et cultivées durant plus de 75 jours, il y a aussi présence d’un pic
de G entre les deux T de TATT.
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Figure 11.5 Chromatogrammes des séquengages directs des produits de RT-PCR. a) RT-PCR-
585-2 b) PCR d’ADN de type sauvage

A la figure 11.5 a) ou il s’agit d’une PCR nichée aprés RT-PCR de I’ARN des cellules
NIH NES8 traitées avec I’ODN EE32 avec un seul traitement de 2,01 uM, il y a une insertion
d’un A entre deux G (fleche noire). L’insertion de ce A pourrait étre due a I’introduction
d’erreurs par la Taq polymérase lors de la PCR, plutét que par I’action de I’ODN EE32. Afin
de s’en assurer, il aurait fallu envoyer au séquengage la RT-PCR avant de faire la PCR nichée,
mais la quantité de matériel était insuffisante. Cependant, cette méme mutation (enfin, le
remplacement d’un G par un A) se retrouve dans un clone (figure 11.8) provenant d’ADN de
cellules NTH 3T3 infectées puis traitées avec I’ODN EE32.

Il y a aussi présence d’un mélange au niveau de ATATT (fleche jaune), contenant le
codon qui est visé par I’ODN EE32 (fleche rouge). Ces mélanges soient le TAT pouvant
donner GGG ou GAT ou TGT ou TGG ou TAG ou encore le codon TGG pouvant donner
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GGA ou TGA. Ce mélange se retrouve également, tel que montré a la figure 11.4, avec les
ARN des autres doses dépendantes ainsi qu’avec les ARN et ADN des cellules NIH NE8
traitées 6 fois et cultivées plus de 75 jours.

o L

G G [¢]

Figure 11.6 Chromatogrammes des séquengages directs des produits de RT-PCR. a) RT-
PCR 581-19 b) PCR d’ADN de type sauvage.

A la figure 11.6, il est question de I’ARN des cellules NIH 3T3 infectées par le virus
Cas-Br-E et traitées par PODN EE32 avec une dose de 1,34 uM au 16° jour de I’infection, les
cellules ont ensuite été¢ cultivées durant 23 jours. Ici encore, comme aux deux figures
précédentes, il y a un mélange au niveau du ATATT, contenant le codon visé par I’ODN
EE32. Un premier mélange au niveau du codon TAT, pouvant donner GGG ou TGG ou GAT
engendrant donc le changement d’une tyrosine (TAT) en possiblement une glycine (GGG) ou
tryptophane (TGG) ou tryptophane ou asparagine (GAT) et bien sur aussi la possibilité d’un
codon stop soit le TAT qui deviendrait un TAG. Un deuxiéme mélange au niveau du codon
suivant le TGG qui pourrait étre GGG ce qui engendrerait le changement d’une tryptophane
en glycine.

Les résultats présentés dans ces deux derniéres sections ne font mention que des ODN
mutagénes EE32 et EE34. Les séquengages pour les cellules traitées avec I’ODN EE33 n’ont
pas bien fonctionnés. Le temps pour refaire les PCR et les séquencages a ensuite manqué,

mais ces tests devront étre refaits.
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11.3 Analyse du génome par séquencage des clones des produits de PCR
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Figure 11.7 Chromatogramme des séquengages des clones obtenus par clonage dans le
vecteur pDrive du PCR de I’ADN des cellules NIH NES8 traitées avec ’ODN EE34 avec une

dose de 1,34 uM une fois par semaine, durant 5 semaines. a) clone 430-T7 b) clone 428-sp6
¢) clone 426-T7 d) clone 429-T7 ¢) PCR d’ADN de type sauvage.
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Une approche par clonage a été¢ adoptée afin d’isoler les espéces d’ADN qui possédent
une mutation. Le clonage a permis de démontrer clairement la présence d’une mutation (figure
11.7) dans ’ADN des cellules NIH NES traitées avec I’ODN EE34 avec une dose de 1,34 uM
une fois par semaine, durant 5 semaines. La mutation (le changement d’un A en G) a été
trouvée dans 62,5% des clones (5 des clones sur les 8, provenant de ce PCR dont I’ADN avait
préalablement été digéré). Cependant, tel que mentionné précédemment, la mutation se
retrouve sur la base a c6té de celle qui est visée. La mutation obtenue engendre un changement
d’un résidu asparagine (GAT) en glycine (GGT). Les clonages avec d’autres produits de PCR
se sont avérés cependant moins efficaces, faisant baisser ce taux a 20,8 % (5/24) de mutants.
Le clonage d’autres produits de PCR, PCR ayant été effectué avec I’ADN non digéré par les
enzymes de restriction propres a chacun des ODN mutagenes, s’est avéré beaucoup moins
intéressant. Sur les 21 clones envoyés, seulement un possédait une mutation (figure 11.8),
donnant un faible 4,8% de clones avec une mutation (contre le 20,8 % précédemment obtenu).

Ces faibles taux pourraient aurait peut-étre pu étre augmentés en digérant I’ADN des
cellules traitées avec leurs enzymes spécifiques avant d’effectuer la PCR. Tel que mentionné
précédemment, la digestion des ADN permet d’augmenter la proportion d’ADN mutant
puisque ’enzyme coupe I’ADN non muté. Le nombre de mutants trouvés par clonage est de
20,8 %, contre 4,8 % pour les clonages effectués avec des produits de PCR dont I’ADN n’a

pas été préalablement digéré.
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Figure 11.8 Chromatogramme des séquengages des clones obtenus par clonage dans le
vecteur pDrive du PCR de I’ADN des cellules NIH 3T3 infectées par les virus Cas-Br-E et
traitées 5 fois, a toutes les semaines avec 1,34 uM de I’ODN EE32. a) clone AS17-A5-18-
T7 b) PCR d’ADN de type sauvage
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Pour les cellules NIH 3T3 infectées par le virus Cas-Br-E et traitées avec 1,34 uM de
I’ODN EE32 aux jours 28, 40, 47, 54 et 61 post infection et cultivées trois semaines, il y a une
mutation d’un G en A (fléche noire) comme ce qui avait été noté a la figure 11.5. Dans celle-
ci, le séquengage direct de la RT-PCR de I’ARN des cellules NTH NES8 traitées avec ’ODN
EE32 avec un seul traitement de 2,01 uM semblait afficher I’insertion d’un A entre les deux
G. Ce changement de codon TGG en TGA engendre un codon stop.

Les séquences obtenues avec I’ADN des cellules traitées avec les controles (I"ODN
EE32WT, I’ODN EEZeoR et le liposome utilisé seul) ne contiennent aucune mutation. De
plus, aucun des chromatogrammes ne démontre de mélanges de nucléotides. En ce qui a trait
aux clones obtenus de ces PCR, aucun d’entre eux n’affichaient de mutations. Des 6 clones
pour I’ODN EEZeoR, 6 clones pour la Lipofectamine 2000 et 20 clones pour ’ODN EE32WT
envoyés au séquengage, aucun n’avait de mutation dans la séquence, donc 0 % de mutant

trouvé.



PARTIE DISCUSSION

Chapitre XII

Analyse de I’effet des traitements sur les cellules

12.1 Effets des ODN modifiés sur les cellules NIH NES, chroniquement infectées par
Cas-Br-E MuLV

Nos ODN contiennent des bases phosphorothioates, qui permettent une plus grande
résistance aux digestions par les nucléases, les préservant ainsi de la dégradation et
augmentant leur durée de vie et leur stabilité (Liu et a/, 2002). Ceci s’avere d’ailleurs évident
lorsqu’on se référe a la figure 7.1, ou est comparée ’efficacité d’un ODN mutagéne contenant
des bases phophorothioates avec un ODN mutagéne de méme séquence mais, sans les bases
Ps. Bien que ceci soit amplement documenté (Vickers et a/, 1991 et Liu et al, 2002), les
différences rencontrées sont impressionnantes. L’ajout de modifications phosphorothioates
apparait donc comme primordial pour I’efficacité du traitement. Ainsi, 4 traitements de faibles
doses (1,34 uM) de I’ODN EE34 sont suffisants pour inhiber pratiquement toute la production
de virus infectieux, alors que 4 traitements avec ’ODN EE34 sans modification Ps ont un
effet trés limité sur la production virale.

Le ratio ODN : liposome est aussi un élément important en ce qui a trait a Iefficacité
des traitements. Nos tests d’optimisation ont permis de conclure qu’un ratio de | : 1 était le
plus adéquat. Les liposomes cationiques forment des complexes avec I’ODN a travers des
forces électrostatiques. Les complexes obtenus peuvent étre préparés de fagon a ce qu’ils
contiennent des charges positives en exces, permettant une interaction adéquate avec la
membrane plasmique, négativement chargée. La détermination des quantités idéales est un
¢lément non négligeable.

Les récents avancements dans le domaine in vivo, notamment au niveau des cellules
épithéliales de poumons, démontrent que la composition lipidique du liposome cationique, de
méme que le ratio liposome cationique : ODN, est trés important. Aussi, une modification
minime de ces rapports peut amener une amélioration drastique de la pénétration de ’ODN

dans les cellules (Wilson et al, 2005).
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12.1.1 Effet sur le titre des virus infectieux

En ce qui a trait a ’efficacité du traitement sur le titre des virus produits par les
cellules traitées aux ODN mutagénes, il a ét€ observé que les traitements engendraient une
diminution et une inhibition de la production de virus infectieux, en fonction de la quantité
d’ODN utilisée et du nombre de répétitions du traitement. En se référant a la figure 7.2, il est
notable que 5 traitements de faibles doses (1,34 uM), a raison d’un traitement par semaine,
sont suffisants pour inhiber complétement la production de virus infectieux. A la figure 7.3, un
traitement de forte dose (4,01 uM) est aussi suffisant pour inhiber complétement la production
de virus.

Les ICsg (tableau 1I) pour les ODN EE32, EE33 et EE34 s’équivalent et correspondent
a environ 0,432 uM. Ces valeurs de ICsy sont |égérement inférieures a celles qui ont été
publiées pour I’utilisation d’oligonucléotides in vifro. Comme, par exemple, pour I’équipe de
Lin et coll. (2000), qui a utilisé des oligonucléotides pour inhiber la croissance des cellules
tumorales de foie de rat et ont obtenu une ICsyde 4 uM lors de leurs expérimentations. En ce
qui concerne I’intégrase, de courts oligonucléotides contenant des bases hétérocycliques 6-
oxocytosine ont €té utilisés pour inhiber I’intégrase de HIV-1 in vitro. Selon les ODN utilisés,
les 1Csq variaient entre 5 et 10 uM (Brodin et al, 2002). Donc, nous avons avec nos ODN
mutagenes, des ICsp de 10 & 25 fois plus faibles que ce qui a été publié précédemment.

Les figures 7.4 et 7.5 présentent les résultats obtenus en mélangeant des ODN
mutageénes différents et ne démontre pas d’effet additif apparent. Le mixte de deux ODN
constitu¢ de 0,67 uM de chacun agit comme un traitement de 0,67 uM plutdt que comme un
traitement de 1,34 uM. Il en va de méme pour l'utilisation de trois ODN mutagenes. Ces
résultats étaient attendus puisque chacun des oligonucléotides cible le méme géne mais a un
endroit différent. En fait de but était d’accumuler plusieurs mutations dans la séquence de I’IN

(des séquengages du génome de ces cellules sont a faire).

12.1.2 Effet sur la production de virus et Pactivité de la transcriptase inverse

Les figures 7.6 et 7.7 montrent trés clairement que la transcriptase inverse est toujours

active. En dépit du fait que les cellules NIH NE8§ ont un titre de zéro aprés 6 traitements de
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1,34 uM ou un seul de 4,02 uM, I’activité de la RT n’est pas affectée par les ODN mutagenes.
Que ce soit avec I’ODN mutagéne EE33 ou avec les controles ODN, EE32WT et EEZeoR et
le liposome, aucune différence n’est observée. La présence de RT permet aussi de conclure
que le traitement permet toujours la production de particules virales mais non infectieuses.

Plusieurs études ont rapporté que des mutations dans I’intégrase peuvent engendrer
des anomalies au niveau de |’assemblage du virion, de la production, de la maturation et de la
composition des protéines, de méme que dans la formation du PIC. Cependant, d’autres virus
mutants de ’intégrase, obtenus par le biais de délétion dans le domaine N-terminal ou des
mutations dans le motif HHCC, ne sont pas affectées dans le processus protéolytique, la
composition protéique des virions, I'encapsidation de I’ARN génomique et I'activité de la RT
associé au virion (Engelman et al, 1995, Masuda et al, 1995, Taddeo et a/, 1994 et Wu et a/,
1999).

Des analyses in vivo de la structure et de la fonction de I’intégrase de HIV ont suggéré
que I’IN puisse assurer d’autres fonctions importantes du cycle viral. 11 a également été trouvé
que certaines mutations de I’IN altérent la synthése de I’ ADN viral, sans pour autant avoir des
effets apparents sur les étapes tardives du cycle viral. (Engelman et al, 1995 et Masuda et al,
1995). Plus encore, en dépit du fait que ces virus mutants fonctionnent normalement a ces
étapes, des expériences ont démontré que ces virus produisaient de 10 a 20 fois moins d’ADN

viral suite a ’infection (Leavitt et a/, 1993 et Masuda et a/, 1995).

12.2 Effet des ODN sur les cellules NIH 3T3 infectées par le virus NE8 et traitées a
différent temps post-infection

12.2.1 Effet sur le titre des virus infectieux

Les expérimentations menées sur les cellules NIH 3T3 infectées et traitées par la suite
sont en accord avec les résultats observés sur les cellules NIH NES8. Une répétition de
plusieurs traitements de faibles doses (1,34 uM) est suffisante pour enrayer complétement
I’infection et ce, méme si I’infection est chronique (figure 8.3). Cependant, I’infection reprend
le dessus s’il n’y a pas de répétition du traitement jusqu’a une inhibition compléte de la

production de particules virales infectieuses (figure 8.2).
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Une inhibition de I’infection est également possible avec un seul traitement de faible
dose (1,34 uM) ciblé dans les quatre premiers jours post-infection (figure 8.1). Au-dela de ce
temps, une faible dose n’est pas suffisante. Cependant, un seul traitement de 4,02 uM est
suffisant pour inhiber complétement la production de virus infectieux, méme lorsque
’infection est chronique (figure 8.4). Les résultats obtenus par ce modele expérimental
corroborent ce qui a été obtenu avec le modéle des cellules NIH NE8 (lignée clonale
possédant deux intégrations du virus NE8). Ces résultats permettent également d’évaluer
I’efficacité du traitement dans le cadre d’une infection virale en temps réel, en fonction de la
cinétique.

Il a été¢ démontré qu’une petite dose, ciblée en début d’infection, est suffisante pour
arréter I”infection virale. Ces résuitats sont forts encourageants si on les extrapole 4 HIV. Les
traitements prophylactiques actuellement utilisés contre HIV correspondent a une dose unique
de névirapine, un inhibiteur non nucléosidique de la RT, administrée le plus tot possible, dans
les premiers 72 heures suivant I’exposition. Ensuite, un traitement non interrompu de 28 jours,
avec une combinaison d’inhibiteurs nucléosidiques de la RT (zidovudine, lamivudine) et un
inhibiteur de protéase (nelfinavir), 4 prendre deux fois par jours, est indiqué. Tout comme la
trithérapie pour les personnes séropositives, ces traitements ne sont pas sans effets
secondaires. De la diarrhée (48%), de la fatigue (31%), des maux de téte (9%) et des
dermatites (1%) ont ét€ rapportés. Certains patients ont méme dix arréter le traitement en
raison d’effets secondaires plus graves, tels que des symptomes séveres de diarrhée, de fatigue
extréme, de méme que des troubles hépatiques. Tous ces symptdmes disparaissent avec la
cessation du traitement. Entre les 3° et 6° mois suivant le traitement, 80% des patients ayant
suivi correctement la thérapie, aprés avoir été contaminés par les sources positives, sont testés
séronégatifs (Lin et al, 2005).

L’utilisation d’un traitement de premiére ligne avec nos ODN modifiés pourrait peut-
étre augmenter le taux de réussite des traitements prophylactiques existants actuellement. De
plus, nos ODN pourraient peut-étre permettre de réduire les doses des traitements, permettant
ainsi de diminuer les effets secondaires. La répétitions des traitements aux ODN est également
avantageuse dans la mesure seront utilisées de faibles quantités d’ODN donc moins de toxicité
et potentiellement moins d’effet secondaires pour les patients. Il est également a noter que le

traitement peut cibler ’ADN intégré et non intégré.
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12.3 Effet des traitements sur I’expression de I’intégrase

L’analyse de I’ARN par RT-PCR a permis de démontrer que I’ARN viral pleine
longueur est toujours synthétisé (figure 10.1). Ces résultats ont d’ailleurs été confirmés par
Western blot (figure 10.2) ou I’ ARN viral est bien traduit, le « processing » n’est pas altéré et
’IN semble complete. Les traitements aux ODN mutagenes (EE32 et EE33) devraient
théoriquement arréter la synthése de Penzyme. Or, ce n’est pas ce qui est observé avec les
western blot, méme dans les cas ou le titre viral est de zéro. Cependant, il est possible que les
anticorps utilis¢é ne permettent pas de détecter les petits peptides de I’IN, tel qu’expliqué
précédemment.

Il est aussi possible que des mutations soient présentes dans la séquence codante de
’intégrase, 1’affectent dans ses fonctions, mais n’inhibent pas sa synthése. Ainsi, il est
envisageable que I’intégrase soit toujours synthétisée mais qu’elle soit défective. Elle pourrait
présenter une tare au niveau de I’activité de multimérisation ou encore, certaines mutations
pourraient I’empécher de se lier adéquatement & ’ADN. 1l serait important de faire des tests
d’activités de 1’intégrase des cellules traitées aux ODN mutagenes. Toutefois, il a été observé
chez HIV que certains virus mutants de ’intégrase possédaient une activité de P’intégrase
pratiquement normale en dépit du fait que les virus étaient non infectieux (Engelman et al,
1995).

12.4 Effets des traitements sur le génome des cellules traitées

12.4.1 Analyse de ’ADN par séquengage direct des produits de PCR

Le séquencgage direct des produits de PCR a permis de mettre en évidence qu’il y a un
mélange au niveau de I’ADN. Ces mélanges se retrouvent sur la base ciblée et sur la suivante
mais, aussi, sur la dizaine de nucléotides en aval et en amont de la base ciblée. En fait, toute la
zone avoisinante semble étre affectée par des mutations. La littérature recensée stipule qu’il
peut effectivement y avoir une zone d’ambiguité dans les quelques bases entourant le
nucléotide ciblé. Cette zone, nommée « Hot Spot Mutation», peut contenir plusieurs

mutation non désirées.
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Lors de I’analyse du génome par séquengage direct, il a été observé que certains
paramétres jouent, de fagon significative, sur le pourcentage de mutants. Le fait d’avoir
préalablement digéré I’ADN, avec les enzymes spécifiques a chacun des ODN mutageénes
avant de procéder a la PCR, augmente le taux de mutation détecté. Par exemple, le nombre de
mutants trouvés par clonage des produits de PCR est de 20,8 % contre 4,8 % pour les produits
de PCR dont I’ADN n’avait pas été digéré. Egalement, la Taq polymérase, utilisée pour les
RT-PCR plutdt que la Taq platinum (qui a été utilisée pour tous les PCR fait & partir de
I’ADN), a permis d’observer un plus grand nombre de mutations. Ces mutations n’étant pas
toujours confirmées au niveau de I’ADN, ceci laisse croire que ces mutations sont davantage
reliées a des erreurs de la Taq polymérase qu’a I’effet des ODN mutagénes.

Ainsi, des mélanges d’espéces d’ADN ont €té observés avec les séquengages directs
des produits de PCR. En se référant a la figure 11.2, il est possible d’observer un mélange tres
évident de deux espeéces d’ADN sur la base suivante de celle qui devait étre théoriquement
mutée. La mutation a d’ailleurs été confirmée dans les deux sens. L’ODN EE34 devait
changer le G en C sur la base précédant le mélange. La mutation que nous avons obtenue
donne un A en G (GAT changé en GGT, plutot que le GAT en CAT qui aurait dii étre obtenu),
donc une asparagine en glycine (plutot qu’une asparagine en histidine).

La littérature stipule qu’il est plus facile de changer un G en C qu’un A en T. En
réalité, la conversion d’un G en C est obtenue avec une efficacité de trois fois supérieure a
toute autre conversion (Alexeev et Yoon, 2000). Plus spécifiquement, les diverses conversions
possibles se divisent en trois catégories : (i) les conversions avec un haut taux de réparation
(T/G et C/A), (ii) celle avec un taux de conversion intermédiaire (C/T) et finalement (iii) la
conversion avec un faible taux d’efficacité (G/A). Toutefois, il a été démontré que les taux de
réparation pour les conversions A/G (celles que nous obtenons avec notre ODN EE34), C/T,
A/A et T/T étaient particulierement dépendantes de la composition des nucléotides entourant
la séquence de la base ciblée (Andersen et al, 2002). Ceci pourrait expliquer pourquoi nous
n’avons pas obtenu une fréquence plus élevée.

L’hypothése de départ était d’engendrer une mutation qui aurait changé un acide
aminé asparagine en histidine. L’acide aminé visé se situe dans le domaine catalytique de
I’intégrase, qui est un domaine essentiel a son activité. Le changement obtenu engendre plutot

le changement de cette asparagine en glycine. Or, une mutation dans ce domaine rend
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I’intégrase déficiente pour I’activité d’intégration (Taddeo et a/, 1994). En dépit du fait que ce
ne soit pas le changement d’acide aminé escompté, un changement est tout de méme atteint
par cette mutation et, par conséquent, doit agir négativement sur |’activité de I’enzyme.

A la figure 11.3, Pambiguité de la zone entourant la base ciblée est assez marquée. Ici
encore, ce n’est pas la mutation désirée. L’ODN EE32 devrait théoriquement engendrer une
substitution d’un T en A et donc le codon TAT devrait devenir TAA (un codon stop) or le

TAT est plutdt changé en TAG, qui est tout de méme un codon stop.
12.4.2 Analyse de ’ARN par séquencage direct des produits de PCR

De la méme fagon que pour les ADN, la méme ambiguité (un mélange T/G-A-T/G-
T/G au niveau de TAT) est détectable au niveau des ARN des cellules traitées. Les mémes
anomalies au niveau du génome sont discernables dans I’ADN et I’ARN, notamment dans le
cas des cellules NIH NES§ traitées 6 fois avec I’ODN EE32 et cultivé plus de 75 jours aprés
arrét du traitement. De plus, ces anomalies du génome se retrouvent dans plusieurs
échantillons différents, dans les cellules NIH NE8 ayant subi avec un seul ou plusieurs

traitements et dans les cellules NIH 3T3 infectées et traitées par la suite.

12.5 Analyse du génome par séquengage des clones obtenus

Une approche par clonage des produits de PCR a été utilisée afin d’obtenir des clones
pour chacune des espéces d’ADN. Les résultats des clonages (figure 11.7) ont permis de
démontrer clairement une mutation dans I’ADN des cellules traitées avec ’ODN EE34 (avec
une dose del,34 uM, une fois par semaine, durant 5 semaines). Un changement d’un A en G
est observé dans 62,5% des clones. La mutation engendre un changement d’acide aming, bien
que ce soit la base a cOté de celle qui était théoriquement visée qui est mutée, un changement
d’une asparagine en glycine est observé pour tous les clones affichant une mutation. Cet acide
aminé se situant dans le domaine catalytique de I’intégrase.

A la figure 11.8, ot il est question des cellules NIH 3T3 infectées par le virus Cas-Br-
E et traitées avec 1,34 uM de ’ODN EE32 aux jours 28, 40, 47, 54 et 61 post infection et
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cultivées trois semaines, il y a une mutation d’un G en A. Ce changement de codon TGG en
TGA engendre un codon stop.

Afin de s’assurer que ces mutations et mélanges d’espéces d’ADN observés sont
réellement attribuables aux ODN mutagénes, les ADN des cellules traitées avec les contrdles
(ODN EE32WT et EEZeoR et le liposome) ont été analysés. Les séquences obtenues avec
I’ ADN des cellules traitées avec les contréles ne contiennent aucune mutation. De plus, aucun
des chromatogrammes ne démontre de mélanges de nucléotides. En ce qui a trait aux clones
obtenus de ces PCR, aucun d’eux n’affichaient de mutations. Des 6 clones pour I’ODN
EEZeoR, 6 clones pour Ia Lipofectamine 2000 et 20 clones pour I’ODN EE32WT envoyés au
séquengage, aucun n’avait de mutation dans la séquence, donc 0 % de mutant trouvé.

Ainsi, les contrdles ont permis de démontrer que les altérations détectées au niveau du
génome ne sont pas dues a I’utilisation d’un oligonucléotide phosphorothioate de séquence
non spécifique, non muté ou d’un liposome, mais sont vraiment attribuables & I’action de
[’ODN mutagene lui-méme.

Le faible taux de clones présentant une mutation améne a se questionner sur le
mécanisme réel responsable de I’inhibition de la production de virus infectieux. Sur 8 clones
provenant du PCR (effectué avec la Taq Platinum) de I’ADN des cellules NTH NE8 ayant été
traitées 5 fois avec ’ODN EE34, 5 possédaient une mutation. Et, sur 21 clones des NIH 3T3
infectées et traitées plusieurs fois avec I’ODN EE32, seulement | possédait une mutation. Ce
qui donne, en compilant ces données, un taux de mutant de 20,7 %.

Il faut toutefois mentionner que les résultats sont plus élevés lorsque ’ADN a été
préalablement digérée par les enzymes de restrictions présentant des sites de restrictions dans
la région ciblée par I’ODN mutagéne. Cela a été le cas pour les 5 clones mutants sur les 8,
contrairement au PCR de ’ADN des cellules NIH 3T3 infectées puis traitées par la suite, ou
I’ADN n’avait pas été préalablement digérée. Ceci explique probablement la grande différence
de résuitats obtenus lors des clonages. Tel qu’expliqué précédemment, les traitements sont
supposés induire la perte d’un site de restriction. Donc apres digestion de I’ADN des cellules
traitées avec I’enzyme spécifique a I’ODN mutagéne, s’il y a eu une mutation, le site est perdu
et seulement I’ADN non muté est coupé. L’augmentation du taux de mutants, lorsque I’ADN a
été préalablement digérée, est logique puisque [’utilisation de I’enzyme permet d’augmenter la

quantité d’ADN muté car I’ADN sauvage est tout simplement coupé par I’enzyme.
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Le fait que des mutations ou des mélanges soient observables au niveau de I’ADN,
mais aussi de I’ARN, réfute I’idée d’un mauvais séquengage ou d’erreurs au niveau du PCR
(car la Taq polymérase Platinum a été utilisée pour tous les PCR effectués a partir de I’ADN).
A la figure 11.2, le fait que le mélange soit trés évident et ce, avec les deux amorces utilisées,
réfute I’hypothése d’un mauvais séquengage. En se référant aux figures 11.3 a) et 11.4, qui
correspondent au PCR et RT-PCR des cellules traitées avec I’ODN EE32, il est notable que
des mélanges au niveau de la séquence TATT se retrouvent sur tous ces chromatogrammes,
que ce soit avec les expériences de dose dépendance avec un seul traitement ou, encore, avec
des cellules qui ont subit plusieurs traitements durant des semaines. Ainsi, les mutations se
confirment au niveau de I’ADN et de I’ARN. Les RT-PCR, effectuées avec la Taq
polymérase, présentent les mémes mélanges qui ont été trouvés au niveau de I’ADN. La RT-
PCR de I’ARN des cellules NIH NES8 traitées avec I’ODN EE32, avec un seul traitement de
2,01 uM, affiche une mutation : I’insertion d’un A entre deux G figure 11.5a). Cette insertion,
bien qu’elle ne se retrouve pas dans les autres ARN traitées avec I’ODN EE32, se confirme
dans un clone dont la PCR a été effectuée avec de I’ADN des cellules NIH 3T3 infectée par le
virus Cas-Br-E et traitées avec 1,34 uM de I’ODN EE32 aux jours 28, 40, 47, 54 et 61 post
infection et cultivées trois semaines (figure 11.8).

11 est possible que le faible taux de mutants trouvés par les clonages des produits de
PCR soit dii au fait que la mutation n’est présente que sur un allele. Ceci avait été le cas avec
des expériences menées sur des mélanocytes de souris albinos. L’ODN utilisé pour cibler le
géne de la tyrosinase, une enzyme clé dans la synthése de la mélanine, s’était avéré efficace
pour corriger la mutation inactivante du géne et la correction avait été notée au niveau de
’ADN, I’ARN et des protéines. Cependant, seulement un des deux alléles possédait la
mutation. Méme si la correction n’était présente que sur un seul alléle, un changement dans la
pigmentation des cellules avait été observé (Alexeev et al, 2002). La méme situation se répéte
peut-étre dans notre cas.

Ainsi peut-étre que la mutation engendrée par nos ODN mutagénes n’a ciblé qu’un
seul brin. L’approche par clonage n’est alors pas nécessairement la meilleure voie pour voir de
telles mutations. Il est probable que la bactérie dans laquelle sont clonés les fragments
hétéroduplexes corrige I’erreur, diminuant ainsi la fréquence de mutation trouvée. Cependant,

pourquoi serait-ce la mutation plutdt que le nucléotide sauvage qui serait préférablement
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corrigée? Alors, méme si c’était une possibilité, cela ne devrait pas avoir d’impact sur le taux
de mutation détecté puisqu’il n’y pas de raisons pour que la bactérie répare préférentiellement
I’ ADN mut¢ plutdt que le sauvage.

Toutefois, le séquengage direct constitue tout de méme une meilleure approche, car il
permet de mettre en évidence un mélange d’espeéces d’ADN. C’est effectivement ce qui est
détectable au niveau des séquengages directs des produits de PCR. En analysant tous les
chromatogrammes des séquengages directs, environ 53,8 % des PCR montrent un mélange au

niveau des nucléotides entourant la zone ciblée.



Chapitre XIIT

Analyse du pouvoir infectieux des virus produits par les cellules traitées

13.1 Effet des traitements sur les virus produits par les cellules NIH NES traitées

Afin de confirmer les résultats obtenus par les titrations en immunofluorescence, des
cellules NIH 3T3 ont été infectées par les surnageants de culture cellulaire des cellules NIH
NE8, traitées aux ODN mutagénes et dont le titre est de zéro. La figure 9.1 démontre
qu’aucune infection n’est discernable pour les cellules infectées par ces surnageants (celui des
cellules NIH NES traitées avec une dose de 1,34 uM, a raison d’une fois par semaine durant 6
semaines et cultivées durant 75 jours aprés ’application du dernier traitement). Les cellules
NIH 3T3 infectées se comportent de fagon similaire au contréle négatif, par opposition aux
cellules qui sont infectées par le surnageant des cellules NIH NE8 n’ayant pas été traitées aux
ODN mutagenes. Des titrations en immunofluorescence de ces infections ont également
corroboré ces résultats de dosage de ’activité de la RT. Des titres viraux de zéro ont été
observés pour les cellules NIH 3T3 infectées par les surnageants de culture cellulaire des
cellules NTH NES traitées aux ODN mutagénes, contrairement & un titre de 7,8X10* FFU/ml
pour les cellules infectées par les virus des cellules NIH NE8 non traitées.

Ces résultats permettent d’affirmer que les virus produits par les cellules NIH NES8
traitées aux ODN mutagénes sont non infectieux. Ainsi, non seulement les virus sont

d’infecter d’autres cellules, mais lorsque les cellules infectées mourront, I’infection prendra
fin.



Chapitre XIV

Mécanismes d’action des ODN mutageénes ciblant ’intégrase

14.1 Mécanisme potentiel des ODN autre que la chiméraplastie

A premiére vue, il pourrait étre envisageable que I’effet inhibiteur des ODN
mutagenes ne soit di qu’a une toxicité du traitement. Cependant, les ODN ou le liposome
n’apparaissent pas comme étant nocifs pour les cellules traitées. En se référant aux résultats
obtenus par titration en immunofluorescence et aux dosages de |’activité de la transcriptase
inverse, il est évident que I’effet inhibiteur des ODN mutagénes n’est pas lié a un effet
toxique. Les contrdles (ODN EE32WT, ODN EEZeoR et le liposome), quel que soit le
nombre de répétitions des traitements ou les doses utilisées, n’ont aucun impact sur la
production de virus infectieux.

Les résultats obtenus avec ’ODN EEZeoR et le EE32WT permettent de conclure que
’effet des ODN mutagénes est vraiment attribuable a leur séquence et a la présence de
mutation qu’ils engendrent. Les voies de réparation de I’ADN peuvent agir positivement et
négativement sur les étapes précoces de la réplication et sur les éléments qui y sont requis.
Différents mécanismes de réparation existants dans les cellules peuvent étre sollicités pour la
réparation des génes : la voie de réparation des mésappariments (MMR), la voie de réparation
par excision de nucléotide (NER) et la voie de réparation par excision de base (Andersen et a/,
2002). L’activation des génes de réparation de I’ADN altéré et le mécanisme de réparation de
nucléotide par excision sont des éléments significativement augmentés autour de la zone ou il
y a eu un géne altéré (Gursel et Bushman, 2005). Le fait d’ajouter un simple ODN, quel que
soit sa séquence, aurait pu activer certains mécanismes de réparation ou activer des génes de
réparation de ’ADN. La simple présence d’un ODN aurait peut-étre pu engendrer une
inhibition au niveau d’une des étapes du cycle viral ou, encore, provoquer I’apoptose des
cellules infectées. Cette possibilité est toutefois écartée, en raison des ODN controles
EE32WT et EEZeoR, qui n’ont aucun effet sur la réplication virale, quel que soit la quantité

ou le nombre de répétions des traitements.
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Ces résultats permettent également de réfuter ’idée que I’effet inhibiteur des ODN
mutagenes résulte d’un mécanisme antisens bloquant la traduction. En effet, ’ODN controle
EE32WT n’a pas d’effet sur la production virale. De plus, une fois I’infection enrayée
complétement, ’inhibition totale de la production de virus infectieux est maintenue (les
cellules NIH NE8 traitées ont été laissées en culture plus de 75 jours aprés le dernier
traitement). Ceci réfute également la possibilité d’un effet antisens, car un tel effet ne pourrait
pas perdurer durant autant de temps. En ce qui a trait au controle liposome utilisé seul, ici
aussi, aucun effet sur la production virale n’est décelé. Ainsi, les cellules traitées avec les

contrdles produisent toujours une quantité significative de virus infectieux.

14.2 Possibilité d’un effet dominant négatif

La fréquence des mutations obtenues reste cependant trés faible. Est-ce tout
simplement un probléme de détection de la mutation ou alors est-ce parce que les ODN
mutagenes font appel a un autre mécanisme que la chiméraplastie? La littérature stipule que
des mutations dans I’intégrase de HIV-1, au niveau des domaines C-terminal et N-terminal,
peuvent avoir un impact sur le pouvoir infectieux des virus. (Engelmen et al, 1992, Leavitt et
al, 1993 et Brown, 1997). Cependant, c’est la région centrale, contenant les résidus acides
invariables D64, D116, et E152, qui est la plus critique. Les expérimentations in vifro menées
par Taddeo et coll. (1994) ont démontré que la mutation de n'importe quelle partie de ces
résidus cause une perte de l'activité de I’intégrase (Wu et al, 1999). Des mutations dans le
domaine C-terminal ont donné des résultats pour le moins surprenants : bien que l'activité de
I’intégrase in vitro ne soit pas significativement affectée, une perte dramatique de l'infectiosité
de ces virus mutants est quand méme observée (Engelmen et a/, 1995). Méme si nous n’avons
pas obtenu les mutations que nous attendions théoriquement, nous avons tout de méme obtenu
des mutations qui engendrent des changements d’acide aminé.

Il ne faut pas perdre de vue que l’intégrase est impliquée non seulement dans
’intégration mais aussi dans plusieurs étapes du cycle réplicatif du virus : [’assemblage du
virion, la production, la maturation, la composition des protéines, de méme que la formation
du PIC (Shin et al, 1994, Engelman et al, 1995, Engelman, 1999 et Lai et al, 2001). 1l a

également été trouvé que certains virus mutants de |’intégrase peuvent tout de méme étre
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normaux dans le processus protéolytiques, la composition protéique des virions,
I'encapsidation de I’ARN génomique et l'activité de la RT associée au virion (Engelman et a/,
1995, Masuda et a/, 1995 et Wu et al, 1999). Et ce, en dépit du fait que I’activité de I'IN est
altérée ou que ces virus sont incapables d’infecter d’autres cellules.

I1 est probable qu’une légere altération puisse avoir des effets trés importants sur les
pouvoirs infectieux des virus produits; c’est ce qui expliquerait pourquoi nous obtenons des
particules virales défectives. En effet, il serait possible que nos résultats soient vraiment di a
la chiméraplastie mais compte tenu de la faible fréquence de mutation, cet effet serait
dominant-négatif. I se peut que la synthése, méme d’une faible proportion de courts peptides
de I’'IN ou d’IN modifiée, puisse en s’associant a la protéine sauvage, affecter la fonction de

I’IN. Car I’IN doit absolument étre sous sa forme dimérique pour étre fonctionnelle

CONCLUSION

Ainsi, une diminution et une inhibition compléte du titre viral sont obtenues par les
traitements avec nos ODN mutageénes EE32, EE33 et EE34. Les virus produits par les cellules
traitées (et dont le titre viral correspond a zéro) sont défectifs, n’étant plus capables d’infecter
d’autres cellules. En ce qui a trait aux changements dans le génome, les séquengages directs
des PCR mettent en relief un mélange d’espéces d’ADN. Cependant, les mutations trouvées ne
se situent pas nécessairement sur la base théoriquement visée par I’ODN mutagene. Suite aux
clonages, il y a induction de codon stop avec I’ODN EE32 ou un décalage du cadre de lecture
dans certains cas. L’ODN EE34 engendre bien un changement d’acide aminé, mais pas celui
qui était prévu en théorie. Toutefois, bien que ce ne soit pas les bases visées qui soient mutées,
les mélanges ou mutations obtenus suite aux traitements avec les ODN mutagénes se
retrouvent au niveau de I’ADN et de ’ARN. Méme les cellules n’ayant subi qu’un seul
traitement contiennent un mélange de séquences au niveau du géne de |’intégrase.

Les résultats observé au niveau de I’ARN et des protéines démontre qu’il y a toujours
présence d’ARN viral pleine longueur et que I’ARN viral est bien traduit en protéine et ce, en
dépit du fait que les virus produits par les cellules traitées aux ODN mutagénes ont un titre de

Zéro.
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L’approche par clonage a permis de trouver des mutants de I’intégrase qui possedent
une mutation sur une base. Cette mutation, observée suite au traitement avec ’ODN EE34,
engendre un changement d’acide aminé, une asparagine (GAT) en glycine (GGT), cettte
mutation constitue un changement important puisqu’elle se situe au niveau du domaine
central (domaine catalytique de I’intégrase) contenant le motif DD(35)E. Il est établi qu’une
seule mutation sur un de ces résidus inhibe totalement activité catalytique de I’enzyme
(Taddeo et al, 1994, Wu et al, 1999 et Cherepanov et al, 2000). Une autre mutation a été
observée sur les cellules traitées avec ’ODN EE32, soit le changement d’un codon TAT en
TAG, ce qui engendre, un codon stop. D’autres mutations ont également été noté au niveau du
TAT (donnant GAT) ce qui engendrerait le changement d’une tyrosine en asparagine s’il était
majoritaire. La région ciblée par ’ODN EE32 est le domaine N-terminal de I’intégrase. Le
domaine N-terminal est nécessaire aux interactions protéine-protéine et contribue a la
reconnaissance spécifique des extrémités d’ADN (De Soultrait et a/, 2002). Ce domaine
possede un motif en pseudo doigt de zinc et la fixation du zinc induirait I'oligomérisation de
I'IN, menant alors a la formation d’un complexe multimérique actif (Deprez et al, 2000). Peut-
étre qu’une simple mutation dans ce domaine peut avoir des répercussions importantes au
niveau de la multimérisation de I’enzyme, la rendant alors défective.

En dépit du fait que le mécanisme ne soit pas clairement élucidé, les ODN mutagénes
de I’IN sont de véritable agents anti-viraux. Il sont trés efficace contre I’infection par le Cas-
Br-E, pouvant I’inhiber complétement et leur effet est prolongé dans le temps, méme lorsque

le traitement est arrété. De plus ils sont trés peu toxiques.

Perspectives

Certes, des études plus poussées seront nécessaires pour mieux définir les mécanismes
responsables de I’inhibition de la production de virus infectieux. Il faudrait tester I’activité de
I’intégrase des cellules traitées. L’utilisation des traitements in vivo, sur des souris infectées
par Cas-Br-E (expérimentation actuellement en cours), a défaut d’élucider le mécanisme
d’action engendrant I’inhibition, permettra peut-étre de renforcir les résultats obtenus in vitro.

L’extrapolation d’une telle thérapie au niveau de I’humain souléve plusieurs

perspectives. Des traitements similaires pourraient étre utilisés pour des rétrovirus comme
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HIV et HTLV. Il ne faut pas perdre de vue que lutilisation de nos ODN mutageénes
constituerait un traitement & utiliser en combinaison avec les autres thérapies déja existantes.
Ce traitement serait administré lorsque la charge virale est basse pour, dans un ultime but,
éliminer les cellules réservoirs pour HIV.

Le ciblage de plus d’un géne par des ODN pourrait également étre envisageable. Par
exemple, pour le virus HTLV-I, I’intégrase pourrait étre ciblée en association avec la protéine
Tax, qui contréle I'expression virale et joue un réle dans l'immortalisation des cellules
infectées (Gatza et al, 2003). D’autres protéines pourraient également €tre visées, celles de
I’enveloppe (gp21 et gp46) notamment. En fait, toutes les étapes du processus d’entrée du
virus dans les cellules, de méme que le processus de maturation, sont des étapes qui pourraient
étre ciblées par des molécules. Dans le cas d’HIV, les protéines virales Vif, Rev ou la RNase

H pourraient étre des cibles intéressantes (Barbaro et al, 2005).
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