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RESUME

Le virus de I’immunodéficience bovine (VIB) est un rétrovirus qui partage des
propriétés similaires avec les autres lentivirus, dont le virus de l'immunodéficience
humaine (VIH). L’expression des génes lentiviraux dépend des protéines régulatrices
virales Tat et Rev qui interviennent, dans le cycle de réplication virale, aux niveaux
transcriptionnel et post-transcriptionnel, respectivement. Les longues répétitions
terminales (LTR) du génome viral fournissent, quant a elles, les signaux d'initiation,
d'amplification et de terminaison de la transcription. La protéine Tat, pour exercer son
activité transactivatrice, interagit avec une séquence d'ARN appelée TAR
("transactivaton response element") présente sur tous les transcrits viraux. Tat recrute
le facteur positif de 1’élongation de la transcription b (pTEFb) au niveau du
promoteur viral des LTR pour augmenter I’efficacité de transcription de I’ARN
polymérase II. La protéine nucléaire Rev est impliquée dans le transport nucléo-
cytoplasmique des ARN viraux mono- et non épissés. Récemment, une protéine
hybride Tat/Rev constituée de 236 acides aminés (Tat 236) a été découverte a partir
de virions isolés de la rate de lapins qui avaient été infectés trois ans auparavant,
suggérant une évolution temporelle du virus in vivo. L’objectif de ce travail était de
déterminer si des variations génétiques et/ou fonctionnelles pouvaient se retrouver
dans d’autres parties du génome du variant du VIB impliquées dans la régulation de
I’expression génique virale, notamment au niveau du LTR et du géne accessoire rev
du VIB. Ainsi, en utilisant la technique d’amplification en chaine des génes (PCR),
une séquence LTR mutante (LTRm) fut mise en évidence, démontrant la présence de
trois mutations aux positions 191, 250 et 271 lorsque comparée a celle du LTR pré-
infection obtenue du génome des virus ayant servi a l’infection des lapins. La
séquence du LTR pré-infection était 100% identique a celle du LTR sauvage (LTRs)
retrouvée dans la littérature. En utilisant un test de transactivation CAT in vitro avec
la protéine Tatl03 comme agent transactivateur, le LTRm démontra une activité
promotrice d’au moins deux fois supérieure & celle obtenue avec le LTRs. Pour tenter
d’associer ces mutations au nouveau caractére phénotypique de LTRm, des mutants
de restauration furent développés par PCR-mutagenese pour revenir au phénotype
LTRs. L’ensemble des résultats obtenus suggére que les mutations en positions 250 et
271 seraient impliquées dans ’activité promotrice augmentée de LTRm. Finalement,
I’analyse de séquences du géne rev pré- et post-infection a montré deux mutations
aux positions 48 (Val — lle) et 76 (Pro— Leu), la dérniére étant localisée dans un
domaine riche en arginine. Fait intéressant, la mutation a la position 76 avait aussi été
rapportée auparavant dans la portion Rev de Tat236. Les résultats obtenus sugérent
une évolution temporelle du VIB dans le cours d’infections iz vivo au niveau du LTR
et du geéne rev, similaire a celle antérieurement décrite pour le géne fat.

Mots clés : lentivirus, région du LTR, géne rev, diversité génétique




INTRODUCTION

Le virus de I'tmmunodéficience bovine (VIB) est un rétrovirus du genre
Lentivirus dg la famille des Retroviridae qui posséde des propriétés communes avec les
autres lentivirus, incluant le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) (Gonda,
1994). Plusieurs lentivirus sont connus pour leur capacité a se répliquer dans les
lel;cocytes avec comme résultante potentielle des dysfonctionnements du systéme

immunitaire (St-Louis et al. 2004).

Le génome du VIB est une fnolécule d’ARN de 8,96‘ kb (Garvey et al. 1990).
Comme tous les rétrovirus, le VIB induit une infection persistante en s’intégrant sous
forme d’ADN proviral dans le génome cellulaire. L’ADN proviral du VIB (8,96 kb)
contient des génes structuraux (gag, pol et env) et plusieurs génes auxiliaires dont les
geénes tat (transactivateur de la transcription) et rev (régulateur de I’expression virale)
qui sont importants pour I’expression optimale du virus, ainsi que les génes vif’
(facteur- infectieux viral), tmx (transmembranaire x) et les génes codant pour les
protéines virales w (vpw) et y (vpy) (Gonda, 1992; St-Louis et al. 2004). Chaque
extrémité dﬁ génome proviral présente les longues répétitions termina!es (LTR) qui
sont constituées des régions U3, R, Us contenant des signaux d’initiation,
d’amplification et de terminaison de la transcription (Gonda, 1992; St-Louis et al.
2004). |

La diversité génétique et antigénique des protéines de I’enveloppe virale

représente des mécanismes connus que les lentivirus utilisent pour déjouer la réponse



immunitaire. Au niveau de la glycoprotéine de surface gp 100 du VIB, il y a présence
de régions conservées et des régions hypervariables similaires a la protéine gp 120 du
VIH (Suarez et Whetstone, 1997). La présence d’une population virale appelée
"quasi-especes” a été démontrée chez les vaches infectées expérimentalement avec le
VIB, mais, en général, peu d’informations sont disponibles sur la variabilité
génétique des séquences régulatrices de [’expression virale. Cependant, cette
interprétation reste incertaine, puisque des taux faibles de réplication virale en
p;ésence des anticorps ont été observés en absence de variation antigénique chez le

bétail infecté (Carpenter et al. 2000).

Il existe une variabilité génétique dans les protéines accessoires du VIH avec
un impact sur I’expression des autres génes viraux ou la pathogénicité résultante. Par
exemple, la protéine Tat du VIH serait impliquée dans la dimingtion de la réponse
immunitaire et pourrait s’avérer une cible intéressante pour le développement de
traitements antiviraux (Goldstein, 1996). Par ailleurs, Tat a éfé retrouvée chez tous les

lentivirus.

L’analyse de la variabilité génétique et de la pathogénicité est souvent
compliquée par le manque de modéles animaux adéquats. Il fut démontré qu’une
infection cmonique et persistante peut se développer chez des lapins infectés par le
VIB, suggérant ainsi leur utilisation en tant que modéle pour 1’étude de ce lentivirus
(Pifat et al. 1992; Van der Maaten et Whestone, 1992). Au niveau de la région env

chez des lapins inoculés expérimentalement avec le VIB R29, il y a un



polymorphisme génétique viral (Kalvatchev et al. 2000). Finalement, une diversité
génétique et fonctionnelle (traduite par I’apparition d’une nouvelle protéine Tat236
dotée d’une activité transactivatrice augmentée par rapport a celle de la Tat103
standard du VIB) fut observée pour le géne fat du VIB dans le cours d’une infection

chronique in vivo chez le lapin (St-Louis et al. 2005).

Puisqu’une diversité génétique et fonctionnelle fut observée dans le géne fat
chez les lapins infectés avec le VIB, il est possible que semblable variabilité puisse
aussi survenir dans d’autres séquences du VIB impliquées dans la régulation de
I’expression virale, comme la région du LTR et le géne accessoire rev. Ainsi, les
objectifs du travail sont de: 1) déterminer la diversité génétique au niveau de la
séquence LTR et du gene accessoire rev chez le VIB au cours d’une infection
chronique in vivo; 2) caractériser 1’activit¢ promotrice du LTR potentiellement
mutant dans un test de transactivation CAT in vitro; et 3) s’il y a lieu, analyser

I'impact des mutations sur I’activité promotrice du LTR.



CHAPITRE I
ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 Les lentivirus
Le genre Lentivirus de la famille des Retroviridae est constitué de plusieurs
virus ayant une structure génétique et des mécanismes moléculaires de réplication
communs (Blacklaws et al. 1995). Les lentivirus, qui ne sont pas'oncogénes et qui,
contrairement aux autres rétrovirus, peuvent infecter des céllules qui ne sont pas en
division, causent une infection persistante et pr;)gressive. IIs induisent des
" changements pathologiques lents, chroniques et dégénératifs chez les hotes infectés,
souvent associés au développement de dysfonctionnements immunologiques (Kaur et
al. 2001). Téus les lentivirus infectent des cellules de la lignée
monocyte/macrophage. De plus, le virus de I’'immunodéficience féline (VIF), le virus
de I’immunodéficience simie@e (VIS) et le VIH infectent aussi les cellules T et, par
conséquent, engendrent des signes cliniques‘ d’immunodéficience notables chez les
hétes infectés (Gonda et al. 1987; Agnarsdottir et al. 2000). Le lentivirus le plus
étudié est le VIH, I’agent causal du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA)

chez ’homme.

L’enzyme transcriptase inverse est une molécule virale caractéristique des
membres de la famille des Retroviridae. En effet, pendant le cycle de réplication des

lentivirus, tout comme celui de tous les rétrovirus, la transcriptase inverse voit a




synthétiser, & partir de I’ARN génomique, un brin d’ADN pour la formation d’un
hybride ARN-ADN. Le brin d’ARN est ensuite éliminé grace a 1’activité RNase H de
la transcriptase inverse. Le brin d’ ADN est ensuite dupliqué en ADN bicaténaire dans
le cytoplasme en utilisant les enzymes polymérases de la cellule hote. L’ADN
bicaténaire migre dans le noyau ou il s’intégre dans I’ADN cellulaire grace a ’action

de ’endonucléase virale, appelée aussi intégrase (St-Louis et al. 2004).

1.2 Historique du VIB

En Al969, ‘le Dr. Carl Seger, aux Etats—Unis, a observé la détérioration
progressive d’une vache laitiére gestante appelée R29. Les signes cliniques obsérvés
¢étaient caractérisés par une lymphoadénopathie, des lésions du systéme nerveux
central, une faiblesse progressive et un amaigrissement (Malmquist et al. 1969).
Lorsque le virus isolé deA cette vache a été inoculé chez de jeunes veaux, ces animaux
ont développé une leucocytose et une lymphoadénopathie qui ont persisté pendant
plusieurs mois (Van Der Maaten et' a(. 1992). Les études histopathologiques ont
indiqué une hyperplasie folliculaire dans les noeuds lymphatiques (Van Der Maaten et
al. 1992). Ce n’est que quelque 20 ans plus tard que Gonda et collaborateurs (1987)
démontrérent due le VIB est un lentivirus avec des similarités morphologiques,

‘ génétiques et antigéniques avec le VIH.



1.3 Généralités sur le virus de P'immunodéficience bovine (VIB)
1.3.1 Distribution et aspects pathologiques

La distributioh du VIB est probablement mondiale. Diverses études séro-
épidémiologiques démontrent que I’infection virale est disséminée dans toute
I’Amérique du Nord, 1’Asie, I'Australie, la Nouvelle Zélande ainsi qu’en Europe
(Cockerell et al. 1992; St Cyr Coasts et al. 1994; Muluneh, 1994; Hirai et al. 1996;
Polack et al. 1996; Cavirani et al. 1998; Meas et al. 1998, 2000; Burkala et al. 1999;

Scobie ef al. 2001).

Le VIB est li¢ aux lentivirus associés aux inflammations chroniques (ce qui
inclut également le virus de I’arthrite-encéphalite caprine ou CAEV et le virus de
I’anémie infectieuse des équidés ou EIAV) plutot qu'a ceux liés & des maladies
d'immunodéficience grave (le VIH, le VIF et le VIS). Les maladies qui ont été
associées aux divers lentivirus, incluant le VIB, sont répertoriées dans le Tableau 1.1
Puisque le VIB se réplique dans les monocytes/macrophages, il pourrait ainsi étre
associé a un dysfonctionnement possible du systéme immunitaire (Carpenter et al.
1992; Onuma et al. 1992). Cela pourrait expliquer le fait que plusieurs conditions
secondaires comprenant la mammite, les pododermatites et d'autres maladies
bactériennes sont associées a l'infection par le VIB, suggérant ainsi un impact sur la
productivité des trou‘peéux de vaches laiticres et 1'état général de santé des animaux
(McNab et al. 1994; Jacobs et al. 1995). En outre, 1'association entre l'infection par le
VIB et le développement du syndrome paraplégiqué chez les bovins a été suggéré

(Walder et al. 1995).




1.3.2 Tropisme cellulaire in vitro et infectivité du VIB chez les hétes hétérologues

Le VIB induit un effet cytopathique caractérisé par la formation de syncytia au
niveau des cellules permissives ipfectées. L'expression de genes viraux varie
considérablement sel(?n le type cellulaire, suggérant que des facteurs cellulaires sont

exigés pour la mise en place de I’infection virale (Fong et al. 1997; Kempster et al.

2002).

Des modéles animaux 6nt été développés pour la recherche sur le VIB. Par
exemple, les chévres et les moutons expérimentalement infectés avec le VIB
développent une réponse immunitaire humorale spécifique sans le développement de
signeé cliniques (Whetstone et al. 1991; Jacobs et al. 1994). Différentes études ont
aussi démontré que l'infection persistante pouvait étre établie chez les lapins blancs
de la Nouvelle Zélande inoculés avec le VIB R29 avec une réaction immunitaire
humorale rapide et dur’aBle (Pifat et al. 1992; Van Der Maaten et Whetstone, 1992;
Abed et al. 1999; Abed et Archambault, 2000). Il n’y a eu aucun symptéme clinique
chez les animaux infectés pendant toutes ces études. En revanche, d’autres études
(Kalvatchev et al. 1998, 2000) ont montré le développement de signes cliniques
(anorexie, perte de poids, diarrhée, hypoalgésie, torticollis, dysfonctionnements
récurrents des cellules T et B, lymphadénopathie et splénomégalie) chez plusieurs
lapins infectés avec ie VIB R29, tandis que d’autres, aussi infectés par le virus, sont

demeurés asymptomatiques.




1.3.3 Morphologie du VIB

Le VIB est un virus enveloppé d’un diamétre de 120-130 nm, constitué d’un
génome viral 8 ARN (deux molécules identiques) associé a une transcriptase inverse
et & des nucléoprotéines intimement reliées a la capside de forme conique. Cette
nucléocapside, qui protége le génome viral, est entourée d’une enveloppe virale
constituée d’une double couche de phospholipides issus de la membrane plasmique
de la cellule infectée. Cette enveloppe contient les glycoprotéines virales de surface
(SU ou gpl00) et transmembranaire (TM ou gp45), associées de maniére non

covalente (St-Louis et al. 2004) (Figure 1.1).

1.3.4 Organisation génomique et régulation de I’expression génique du VIB
L’ARN génomique du VIB, comme celui des autres lentivirus, est
monocaténaire et de polarité positive (+). Lors de la réplication, chaque molécule
d’ARN servira de matrice pour la synthése de I’ADN proviral griace a la transcriptase
inverse. Le génome proviral du VIB, d’une longueur de 8,96 paires de bases (pb),
éontient, dans I’ordre 5’ a 3°, les trois génes structuraux corﬁmuns a tous les
rétrovirus: le géne gag codant en outre pour la nucléoprotéine et la protéine majeure
p26 de la capside; le géne pol qﬁi code pour les enzymes virales protéase,
transcriptase inverse et intégrase; et le géne env qui code pour. les protéines de
’enveloppe gp45 et gp100 (Garvey et al. 1990) (Figure 1. 2). Le génome proviral du
VIB contient aussi plusieurs génes auxiliaires, aussi appelés accessoires, localisés
entre ou chevauchant les génes pol et env: ce sont les génes zat (transactivateur de la

transcription) et rev (régulateur de I’expression virale), vif (facteur infectieux viral) et



tmx (transmembranaire x) et ceux codant pour les protéines virales w (vpw) et y (vpy)
(Gonda, 1992). Bien que les protéines Tat, Rev et Tmx aient été détectées dans les
cellules infectées par le VIB, seules les protéines Tat et Rev régulent 'expression
virale du VIB (Gonda, 1994). Il est notable que la transcription des ARNm de Tat et
Tmx est détectée par transcription inverse-PCR (RT-PCR) chez le bétail infecté

(Baron et al. 1995).

Le génome proviral est flanqué, & ses extrémités 5° et 3°, de régions
“terminales non codantes appelées LTR (longues répétitions terminales ou "long
terminal repeat”). Ces régions LTR sont nécessaires a I’intégration de I’ADN proviral
dans le génome de la cellule infectée et sont directement impliquéés dans I’expression
des génes viraux. Le LTR du VIB est constitué de 589 nucléotides et contient des
¢léments et signaux nécessaires a 1’expression génique du virus. Le LTR peut étre
décompqsé en trois régions appelées U3 (positions -1 a -384 par rapport au site
d’initiation de la transcription), R (positions +1 a +112) et U5 (positions +113 a
+-206) (Fong et al. 1995, 1997). Les éléments en cis de la région U3 nécessaires pour
I’activité fonctionnelle du LTR du VIB incluent la boite TATA qui agit comme
promoteur du LTR, une séquence enhancer et des sites de liaison pour des facteurs
cellulaires régulant la transcription tels NF-xB, GRE, AP-4, AP-1, CAAT, ATF/CRE
et Spl (trois motifs répétés) (Figure 1.2 et Tableau 1.2) (Gonda, 1994; Fong et al.
1995; St-Louis et al. 2004). La région R, en plus de définir les sites d’initiation (site
CAP) et de terminaison (site poly A) de la transcription, contient, prés de son

extrémité 5°, une séquence pouvant étre transcrite en une molécule d’ARN en forme
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d’épingle appelée TAR (ou "Tat responsive element") sur laquelle se fixera la

molécule Tat du VIB pour assurer la transcription compléte des transcrits viraux.

1.3.5 Le cycle de réplication du VIB
Le cycle de réplication est semblable a celui des autres rétrovirus et est réalisé
en plusieurs étapes allant de 1’attachement du virus a la cellule cible jusqu’a la

libération de nouvelles particules virales a I’extérieur de la cellule (Figu}e 1.3).

a) L’attachement et I’entrée

L'infection virale est lancée quand la protéine de surface SU se lie
(attachement) au récepteur des cellules de 1’héte. Cette interaction favorise un
changement de conformation de la protéine virale transmembranaire TM (gp45), qui
entraine la fusion de l'enveloppe virale avec la membrane de la cellule infectée,
facilitant ainsi l'entrée du virus dans la cellule (Sommerfelt, 1999). Bien que le
récepteur cellulaire pour le VIB reste inconnu, il a été suggéré que le virus pourrait se
lier a CCRS, une molécule de la famille des B-chémokines ~(Wright et al. 2002). La
molécule CCR5 agit de fait comme un co-récepteur pour les souches de VIH qui ont

un tropisme pour les monocytes/macrophages (Wright et al. 2002).

b) La rétrotranscription

Cette étape est essentielle a la réplication de tous les rétrovirus. A D'intérieur
de la nucléocapside, la rétrotranscription est initiée au site de liaison d’amorce (PBS

pour primer binding site) présent a ’extrémité 5° des ARN génomiques. Ce site est
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lié a une courte séquence d’ARNt qui a été acquise lors du cycle viral précédent,
servant d’amorce pour débuter la synthése d’un premier brin d’ADN de polarité
négative grice a la transcription inverse virale. L’ARN génomique est ensuite
dégradé de I’hybride ARN:ADN formé par la fonction ribonucléase H de la
transcriptase inverse. Toutefoié, une courte séquence d’ARN génomique (PPT pour
poly-purine tract) est conservée pour permettre la synthése du brin d’ADN
complémentaire. Pendant la rétrotranscription, la séquence US est la premiére région
transcrite, formant le 3’ terminal du LTR, alors que la séquence U3 devient le 5’
terminal du LTR. Ainsi, tel que mentionné auparavant, chaque région LTR située a
chaque extrémité du génome proviral est constituée, dans ’ordre 5’ 4 3°, df;s régions
U3, R et US. 'L’ADN double-brin migre ensuite vers le noyau ou il s’intégre au
hasard dans le génome cellulaire de 1’hote grace a I’intégrase virale (Mak et Kleiman,

1997).

¢) L’intégration

L’intégration, comme la rétrotranscription, est une étape complexe et
essentielle pour I’expression des génes viraux. L’extrémité des LTR est clivée au
niveau de séquences inversées et répétées (IR), ce qui entraine la perte de deux paires
de bases au niveau de chaque extrémité de I’ADN proviral. L’ADN cellulaire est
ensuite clivé par I’intégrase virale puis 1ié a I’ADN viral. Une fois intégré, les génes

viraux peuvent demeurer silencieux pendant plusieurs années ou devenir actifs en
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présence de stimuli cellulaires variés (Clements et Zink, 1996; Hindmarsh et Leis,

1999).

d) L’expression des génes viraux

La transcription de I’ADN proviral débute en présence de divers facteurs
cellulaires qui s’assemblent autour de la région U3 du LTR. L’ARN polymérase
cellulaire commence la transcription des ARNm viraux a partir du site +1 situé dans
la région R. Les ARNm précoces, suite a un mécanisme d’épissage multiple, quittent
le noyau pour étre traduits dans le cy‘toplasme. Ces ARNm ont une taille de 1,4 et 1,7
kb, codant respectivement pour fes protéines accessoires Tat et Rev. Dans la phase
tardive de I’expression des génes viraux, des ARNm mono- ou non épissés de 3,8 kb,
4,1 kb et 8,5 kb et dont la localisation dans le cytoplasme dépend de la protéine Rev
sont générés, codant pour les protéines structurales ou formant les ARN génomiques

de pleine longueur.

e) L’assemblage, le relargage et la maturation des particules virales

Les différentes protéines virales et ’ARN génomique migrent vers la
membrane plasmique pour 1’assemblage. Le virus alors encapsidé acquiert son
enveloppe par bourgeonnement a la membrane cytoplasmique, ce qui conduit a la
formation de particules virales. La particule virale, encore immature, est relarguée via
des processus encore mal connus pour le VIB. Cependant une'étude récente suggere
que I’'ubiquitination de Gag serait importante pour I’exocytose des particules virales

(Strack et al. 2002). La maturation des virions survienf suite au clivage du précurseur
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protéique Gag par la protéase virale, libérant les protéines de la capside et de la
nucléocapside, ce qui résulte ainsi en la formation de la capside conique du VIB. Les
particules virales nouvellement formées peuvent alors infecter d’autres cellules

environnantes (Garoff et al. 1998).

1.4 La protéine régulatrice de I’expression Tat du VIB et des autres lentivirus
Tout comme celle des autres lentivirus, la protéine Tat (transactivateur de la
transcription) du VIB est une protéine nucléaire d’un poids mqléculaire de 14 kDa qui
dérive d’'un ARNm ayant subi un épissage multiple (Gonda, 1992; Southgate et
Green, 1995). Cet ARNm (1,7 kb) est composé d’un exon non codant contenant la
séquence leader et de deux exons additionnels codants (Gonda, 1992). 1l existe deux
formes connues de la proteine Tat chéz le VIB qui toutes deux sont dotées d’activité
transactivatrice comparable (Liu ef al. 1992). La premiére forme est constituée de 103
acides aminés (Tat103) et provient essentiellement de la séquence du premier exon
codant, localisée entre les nucléotides 5112 et 5541 sur le génome. Toutefois, la
séquence codante ne débute pas au début de I’exon mais plutét 116 nucléotides
- localisés en aval du site accepteur de ’épissage. Le troisiéme exon est non codant a
cause de la présence d’un codon d’arrét situé avant le site donneur d’épissage de
I’exon 2 (Liu et al. 1992; Fong et al. 1997). La deuxi¢éme forme de la protéine Tat ést
constituée de 108 acides aminés (Tat108). Elle origine du premier exon codant pour
les 98 premiers acides aminés (donc identiques aux 98 premiers acides aminés de
Tat103) et de I’exon deux qui code pour les dix acides aminés additionnels. Pour la

Tat108, le site d’épissage est localisé & la position 5521 du génome. Par comparaison,
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pour le virus Maedi-Visna (VMV), le CAEV et le VIF, la pfotéine Tat est codée par
un seul exon. Dans le cas du VIH, de I’EIAV et du VIS, Tat est codée par deux
exons. De plus chez le VIH, tout comme le VIB, deux formes de la protéine Tat ont

été identifiées: Tat86 et Tat101 (Jeang et al. 1999).

Les lentivirus peuvent étre classés en deux groupes en fonction du mode
d’action de la protéine Tat. Le premier groupe comprend le VIH, le VIS, VIB et
’EIAV pour lesquels Tat se lie avec une molécule d’ARN appelé TAR. Le second
groupe formé par le VMV, le CAEV et le VIF ne posséde pas de séquence TAR. Bien
que la :transactivation d'EIAV soit controlée par le facteur pTEFb, la protéine Tat de
ce virus, au contraire des autres lentivirus, ne contient pas un domaine structural riche
en cystéines (Albrecht et al.- 2000). La boucle apicale dans le TAR du VIB, composée
des résidus CAUU, n'est pas essentielle pour l'attachement de Tat en cpmparaison
avec le VIH (Chen et Frankel, 1995; Barboric et al. 2000). Fong et son équipe (1997)
ont aussi démontré que la protéine Tat du VIB peut activer le LTR du VIH, mais a un

faible niveau comparé a celui de la protéine Tat du VIH.

L’initiation de la transcription s’effectue aﬁ niveau du LTR par le recrutement
des facteurs de transcription habituels des cellules eucaryotes. La protéine Tat
contribuerait a I’acétylation des histones afin de briser les nucléosomes et permettre
une meilleure accessibilité du promoteur viral aux facteurs de transcription (Rana et
al. 1999; Deng et al. 2000). L’ ARN polymeérase II cellulaire réagit avec le promoteur

viral du LTR via le facteur de transcription de type II D (TFIID) avec une premiére
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phosphorylation du domaine carboxy-terminal de I’ARN polymérase II par la cycline
-dépendante des kinases 7 (CDKY7), une sous-unité de TFIIH (Karn, 1999).
L’efficacité de la transcription dépend ensuite de la présence de la pr(.)téine Tat qui
différe des activateurs transcriptionnels habituels par le fait qu’elle ne se lie pas a
I’ADN, mais plutdt sur un site particulier d’une séquence d’ARN appelée TAR
(Southgate et Green, 1995). Cette séquence d’ARN est non traduite et est localisée en
5’ dans la région LTR de tous les transcrits viraux naissants qui se replient pour
former cette structure d’ARN en épingle composée d’une tige, d’un renflement et
d’une boucle apicale (St-Louis et al. 2004). La protéine Tat du VIB augmente les
niveaux d’ARNm suite a‘l.s_on interaction, via son domaine riche en arginine, au
niveau du renflement de TAR. L’activité de Tat requiert le recrutement de complexes
cyclin Tl/cyclin-dependent kinase 9 (CDK9) (P-TEFb) via son domaine riche en
glycines a2 TAR. Puis, CDK9 favorise I’élongation de Ila trénscﬁp'tion en
phosphorylant davantage le domaine carboxy-terminal de I’ARN polymérase II (Ping
et Rana, 1999; Barboric et al. 2000; Bogerd ef al. 2000). Ainsi, la protéine Tat du
VIB serait impliquée non seulement dans ’initiation de la transcription mais aussi au
niveau de I’¢longation (Liu et al. 1999). 1l a également ét¢ démontré que la protéine
Tat du VIH doit étre acétylée au niveau de certaines lysines du domaine basique par
des eniymes cellulaires pour son activité fonctionnelle (Kiernan et al. 1999; Ott et al.
1999; Rana et Jeang, 1999; Garber et al. 2000). Cette acétylation aurait pour effet de
faciliter la liaison de Tat avec pTEFb. Cependant, 1’acétylation des protéines Tat des

autres lentivirus, incluant le VIB, n’a pas encore été démontrée.
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La protéine Tat du VIB est une phosphoprotéine don§ la structure est analogue
a celle des lentivirus retrouvés chez les primates (Carpenter et al. 1993; Taube et al.
1999). Elle est divisée en cinq régions ou domaines: un domaine N-terminal (acides
aminés 1 a 37), un domaine riche en cystéines (acides aminés 38 a 53), un domaine
central hydrophobe (acides aminés 54 a 67), une région basique comprenant en outre
7 arginines (acides aminés 68 a 81) et un domaine C-terminal (acides aminés 82 a 103
ou 108) (Figure 1.4A) (Liu et al. 1992; Fong et al. 1997). Ces domaines sont localisés
aux mémes endroits sur les protéines Tat103 et Tat108 puisqu’elles ne différent que

par leurs derniers acides aminés du domaine C-terminal.

Les cingq régions ou domaines de Tat forment deux domaines fonctionnels
distincts soit le domaine dit d’activation qui interagit directement avec des facteurs
cellulaires et le domaine de liaison & I’ARN. Le domaine d’activation comprend la
portion N-terminale, la séquence riche en cystéines et la zone centrale hydrophobe et
est responsable de I’interaction avec le‘facteur cellulaire cycline T1 (Bieniasz et al.
1998; Bogerd et al. 2000). Le domaine de liaison a la molécule d’ARN TAR
comprend quant a lui la séquence basique riche en arginine
(GPRPRGTRGKGRRIRR) qui constitue également le signal de localisation nucléaire
- (NLS)dela protéine (Bieniasz et al. 1998). La protéine Tat comporte donc, au niveau
de son domaine de liaison, des résidus qui interagissent directement avec; I’ARN
(Arg70, Gly71, Thr72, Arg73, A1;g77 et [1e79) alors que d’autres ont plut(‘)t. 1;n role

conformationnel (Gly74 et Gly76). En fait, les glycines en position 71, 74 et 76 sont
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nécessaires pour augmenter I’affinité de liaison avec I’ ARN (Chen et Frankel, 1995;

Puglisi et al. 1995).

1.5 La protéine Rev chez les lentivirus
La protéine Rev du VIB (23 kDa) est une phosphoprotéine nucléaire et
nucléolaire de 186 acides aminés qui est codée par un ARNm multi-épissé de 1,4 kb
qui contient un exon non-codant (exon 1) et deux exons codants (exons 2 et 3). Le
premier exon codant (positions 5415 a 5541 du vgén'ome viral) est dans le méme cadre
de lecture que le géne env alors que le second (positions 7637 a 8068) est dans un
cadre différent (Oberste ef al. 1991, 1993). Un niveau critique d’expression de Rev
est nécessaire au passage dé la phase précoce de réplication a la phase tardive de
’expression des génes viraux (Olsen et al. 1992; Arrigo et Chen, 1991). Alors que la
protéine Tat régule l'expression génique virale au niveau transcriptionnel, Rev agit
plut6t au niveau post-transcriptionnel (Mikaelian et al. 1996; Brice et al. 1999). La
protéine Rev posséde un signal d’exportation nucléaire et facilite l’exportatic;n des
ARNm viraux non épissés ou simplement épissés du noyau vers le cytoplasme en se
fixant sur les transcrits viraux tardifs dans une région appelée RRE (élément
répondant au Rev) originant de la région du géne env du génome (Cheng et al. 1990,
1993; Tiley et al. 1990). Le RRE est formé d'une molécule d’ARN sous forme
. d’épingle avec une longueur variable parmi les lentivirus (par exemple, 312 pb pour

le VIB et 204 pb pour le CAEV) (Schoborg et Clements, 1996; Molina et al. 2002).
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La protéine Rev du VIB est structurellement analogue a la protéine Rev de-
'VIH (Carpenter et al. 1997). La protéine Rev posséde une région amino-terminale
ainsi qu’un domaine riche en arginine pour la liaison & RRE et la localisation
nucléaire (signal d’importation) de la protéine (Figure 1.4 B). En plus, elle contient
des domaines de multimérisation qui sont prédits comme étant situés de chaque c6té
du domaine riche en arginine et qui vont permettre & plusieurs unités Rev d’agir sur
-un méme brin d’ARN. Il y a aussi un domaine d’exportation nucléaire riche en

leucine suivie d’un domaine carboxy-terminal (Zapp et al. 1991; Jeong et al. 2000).

Dans le cas du VIH-1, il fut démontré que le domaine riche en arginine est
composé de 16 acides aminés (RQARRNRRRRWRERQR; résidus 353 50) localisés
'dans la région amino-terminale de Rev, alors que le domaine riche en leucine qui
contient le signal d’exportation nucléaire (LPPLERLTLD; résidus 75 & 84) est situé
dans la région carboxy-terminale de la protéine (Demart et al. 2003). Les domaines
de Rev, quant & leur position exacte, ne sont pas bien caractérisés chez le VIB. Par
contre, en comparant les séquences entre Rev du VIB et Rev.du VIH, le domaine
riche en arginine de Rev du VIB serait localisé dans une région composée des résidus
92 a 110 (EQNRRKQERRLSGLDRRIQ) alors que le domaine d’exportation
nucléaire riche en leucine serait associé aux résidus 143 a 155 (PLGHLPPRSYFKL)
(Oberste et al. 1993). Les domaines de multimérisation de Rev chez les lentivirus
sont, par contre, peu caractérisés. De fait, les alignements de séquences entre Rev du

VIB et du VIH n’ont pu identifier leur localisation (Zapp et al. 1991).
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L'activité fonctionnelle de Rev dépend des éléments de localisation (NLS) et
d’exportation (NES) nucléaire (Figure 1.5). En effet, les signaux d’import nucléaire
(appelés aussi signaux de localisation nucléaire) sont de courtes séquences
nucléotidiques qui sont nécessaires pour la localisation nucléaire des protéines qui les
portent. Par contre, les signaux d’exportation nuciéaire (NES), généralement riches en
leucine, ont le réle inverse des NLS. Une protéine possédant un NES est capable de
former un complexe avec une exportine spécifique afin de promovoir son exportation
vers le cytoplasme. Ainsi, ces sigpaux contenus dans les domaines de Rev permettent
le transport continu de Rev entre le noyau et la cytoplasme (Zapp et al. 1991; Jeong et
al. 2000). Aprés traduction, I'élément de Rev se lie via le NLS avec des molécules
d’importine-f (protéine de 97 kDa principalement localisée dans le cytoplasme), ce
qui lui permet de traverser les pores nucléaires (Gorlich et al. 1995). Ensuite, le
domaine riche en arginine de Rev contenant le NES se lie dans le noyau au RRE
inclus dans les ARNm viraux incomplétement ou non épissés (Tiley et al. 1991).
Plusieurs protéines de Rev lient le méme RRE par la capacité de multimérisation qui
est nécessaire pour l'exportation nucléaire efficace des transcrits viraux (Tiley et al.

1992; Cullen, 1998).

1.6 Les autres protéines accessoires chez le VIB

Le géne tmx code pour la protéine Tmx (19 kDa) qui a été détectée dans le
cytoplasme des cellules infectées avec le VIB et dans les virions produits (Gonda, ’
1994). Par contre, le role de cette protéine reste inconnu. Le géne fmx est situé a

Pextrémité 3’ du génome dans les séquences codantes de la protéine TM (Tmx:
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_ transmembranaire x en référence a sa localisation sur le génome et non pas a sa
fonction). La position du géne suggére que Tmx puisse avoir des fonctions
semblables au produit du géne nef des lentivirus de primates qui serait impliquées
dans le développement et le maintien d’une infection active in vivo (Gonda, 1994).
De plus, chez le VIH de type 1 (VIH-1), la protéine Nef est responsable de la
réduction de I’expression du marqueur CD4 a la surface des cellules immunitaires
I’exprimant (Aldrovandi ez al. 1998). Nef produit aussi une activation de la caspase-3
et une baisse de ’endocytose de CD4 et Pinhibition de la prolifération cellulaire a

’interleukine-2 (IL-2) dans les mécanismes cette fois de suppression de 1’apoptose

(Gougeon et al. 2001).

Alors que les génes tat, rev et tmx codent pour des protéines précoces, vif, vpw
et vpy codent pour des protéines exprimées plus tardivement dans le cycle de
réplication virale (Gonda, 1994). Elles sont traduites a partir d’ARNm mono-épissés
.d’environ 4,1 kb. Le r6le de Vif chez le VIB n’est pas clairement établi mais cette
protéine porte des similitudes avec les protéines Vif des autres lentivirus, ce qui
suggére qu’elle pourrait occﬁper des fonctions similaires. L’absence du géne vif chez
le VIH-1 provoque I’apparition de particules virales moins infectieuses (Borman et
al. 1995). De fait, Vif augmente I’infectiosité et la propagation du virus, notamment
dans/ les lymphocytes et les macrophages (Kao ef al. 2003). De plus, Vif jouerait un

role crucial dans la morphogenése du nucléoide (core) viral (Simon et al. 1997).
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Les protéines Vpw (7 kDa) et Vpy (10 kDa) du VIB seraient respectivement
analogues aux protéines Vpu (ou Vpx du VIH-2 et VIS) et Vpr qui sont présentes
chez les lentivirus de primates (Gonda, 1994). La protéine Vpu aurait un réle dans
I’augmentation de 1’assemblage des particules virales au niveau de la membrane
plasmatique (Hofmann et al. 1998). Elle serait aussi responsable de la dégradation de
la molécule CD4 au niveau du réticulum endoplasmique créant ainsi une diminution
de D’expression de cette molécule & la surface des cellules. Ceci empécherait la
surinfection des cellules avoisinantes en plus d’inhiber certaines fonctions
immunitaires (Sommerfelt, 1999). La protéine Vpr serait plutét impliquée dans la
localisation nucléaire du complexe de pré-intégration dans les cellules qui ne sont pas
en division et pourait ainsi réguler le cycle cellulaire (Heinzinger et al. 1994;
Kashanshi et al. 2000). Il est intéressant de mentionner que des différences
significatives de l’activité de Vpr peuvent €tre trouvées dans différentes souches du
VIH et représente une cible intéressante éour un traitement de thérapie génique (Chen
et al. 1996). Quoiqu’il en soit, aucune étude n’a démontré de fonctions notables pour

les protéines Vpw et Vpy du VIB.

- 1.7 Diversité génétique chez les rétrovirus

Les rétrovirus peuvent varier génétiquement, résultant au concept de «quasi-
espéce», un terme qui désigne la présence de plusieurs variants dans une population
virale donnée. Cette variation génétique peut étre le résultat d’erreurs de la
transcriptase inverse, de la recombinaison génétique, de mutations ou encore .de

forces sélectives qui agissent sur la population virale (Boyer et al. 1992; Truyen et al.
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1995; Mansky, 1998). La variation génomique permet aux rétrovirus de contourner
les défenses immunitaires de ’h6te, de changer leur tropisme cellulaire, d'acquérir
une résistance contre les drogues antivirales et/ou de contrecarrer les efforts de
développer des vaccins efficaces (Fouchier et al. 1992; Milich et al. 1993; Najera et
" al. 1995). La variabilité génétique est, la plupart du temps, confinée aux régions du
génome codant pour les protéines de surface (SU) de I’enveloppe a cause de la
pression exercée par le systéme immunitaire de 1’h6te (Chirmule et Pahwa, 1996).
Cependant, la variabilit¢ génétique peut étre observée dans d'autres régions du
génome incluant des séquences non codantes ou encore celles codant pour des
protéines régulatrices/accessoires qui sont impliquées dans la régulation de

I’expression génique du virus ou dans la biogenése virale.

Chez le VIH en particulier, des variations au niveau des génes pol et env ont
été associées a 1’acquisition d’une résistance a certaines drogues lentivirales et a la
capacité du virus d'échapper aux défenses immunitaires (Rubio ez al. 1997, Pieniazek
et al. 2000; Vergne et al. 2000; Hsiou ef al. 2001). Des variations génétiques ont été
également rapportées chez le VIB au niveau des génes pol et env (Suarez et
Whetstone, 1995, 1997; Cooper et al. 1999; Meas et al. 2001). L'analyse des
séquences nucléotidiques de deux clones moléculaires du VIB (clones BIV 106 et
BIV 127) a notammént montré une diversité globale de 1,7%, avec 75% de toutes les
mutations étant observées dans la région du géne env codant pour la protéine de
surface SU du virus (Garvey et al. 1990). De plus, des variations génétiques ont été

observées parmi plusieurs isolats américains du VIB tant au niveau du géne pol
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(divergence de quelque 10% éu niveau du géne pol) que du géne env (Suarez et al.
1993, 1995). Une étude déta@llée a notamment démontré que la variation observée au
niveau du géne env, avec en plus une variation dans la taille du géne codant pour la
deuxiéme région hypewaﬁable de la prot¢ine de surface (SU), serait probablement le
résultat de recombinaison génétique chez les bovins naturellement ou
expérimentalement infectés avec ces isolats (Suarez et Whetstone, 1995, 1997).
Méme si la signification biologique de ces variations n’est pas connue, les résultats
globaux de ces comparaisons génomiques suggérent que le VIB est aussi assujetti au

concept de "quasi-espéce” (Domingo et al. 2006).

Tel que mentionné plus haut, la variation génétique peut aussi se produire au
niveau des geénes régulateurs/accessoires ou dans des séquences impliquées dans
I’expression génique des lentivirus. De telles variations ont notamment été rapportées
chez le VIH au niveau du LTR et des génes tat et rev chez des individus infectés par
le virus. Il fut démontré que les mutations observées au niveau de ces séquences ont
eu un impact significatif dans la régulation de I’expression génique virale et il fut
suggéré que cette variation pouvait avoir un impact sur la virulence et la
pathogénicité du virus (Golub ez al. 19.90; Martins et al. 1991; Nagashunmugam et al.
1992; Krebs et al. 1998; Zhang et Dayton, 1998; Peloponese ef al. 1999). De plus, il
fut démontré qu’une variation au niveau de la protéine Rev du VIH affecte
I’exportation nucléaire des ARNs viraux, et conséquemment, les niveaux de

production des protéines virales structurales. Finalement chez I’EIAV, une corrélation
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entre la variabilité dans le géne rev et la progression de la maladie a été observée

(Belshan et al. 2001).

Benko et collaborateurs (1990) ont rapporté chez le VIH-1 I’existence d’une
protéine hybride entre Tat, Env et Rev qu’ils ont appelée Tev (28 kDa). Cette
nouvellé protéine est composée d’une partie d’un exon de faf, une portion de env ét le
second exon de rev. Tev est composée de 201 acides aminés constitués des résidus 1
a 57 de Tat, 129 .21 166 de gpl120 et 27 a 116 de Rev. Elle conserve les activités
principales de ces deux protéines mais son activité transactivatrice est inférieure a la
protéine originale (Benko ef al. 1990). Une protéine hybride Tat-Rev, similaire a Tev,
a ¢également été rapportée par Salfeld et al (1990). Cet hybride, nommé Tnv,
démontre égglemcnt une activité transactivatrice inférieure aux protéines Tat
originales et aucune activité associée a Rev n’a été observée avec cette nouvelle
protéine. La découverte de Tev et Tnv de méme que les analyses de leurs activités
démontrent clairement qﬁe des variations au niveau de Tat peuvent altérer le potentiel

transactivateur de la protéine.

Chez le VIB, St-Louis et collaborateﬁrs (2005) ont pu mettre en évidence un
nouveau type de protéine Tat, appelée Tat236, au niveau des cellules infectées avec
un variant du VIB. Ce variant fut isolé de la rate de lapins, quelque 3 ans et demi
suivant I’infection avec la souche R29 du VIB. Tat236 est une protéine hybride qui
est composée des premiers 98 acides aminés communs aux protéines standard Tat103

et Tat108, et des demiers 136 acides aminés de la protéine Rev. Bien que peu de
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mutations furent observées au niveau des séquences primaires des régions Tat et Rev
de Tat236, la découverte de cette protéine, en plus de la Tatl03 standard, pourrait
suggérer une évolution temporelle du VIB, ce qui est en accord avec le principe de

«quasi-espece» décrit précédemment.
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Figure 1.1 Structure schématisée du virion du VIB. Le virus contient une
capside formée de la protéine p26 a l’intérieur de laquelle se retrouvent deux
molécules d’ARN liées de maniére non-covalente, la nucléoprotéine formant la
nucléocapside (NC), I’intégrase (IN), la protéase (PR) et la transcriptase inverse
(RT). La capside est elle-méme entourée d’une matrice formée de la protéine pl6
et d’une enveloppe bi-lipidique externe & laquelle sont ancrées les glycoprotéines
transmembranaires gp 45 auxquelles sont liées les glycoprotéines de surface gp100
(Adapté de St-Louis et al. 2004).
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Figure 1.2 Organisation génomique du provirus du VIB. Le génome du VIB
contient dans 1’ordre 5° a 3° les genes gag, pol et env, communs a tous les
rétrovirus, et des longues répétitions terminales (LTR) a chaque extrémité du
génome. Il contient aussi des génes additionnels régulateurs/accessoires tels vif, tat,
rev, vpy (), vpw (w) et tmx. La partie inférieure de la figure montre la structure
fine d’un LTR composé des régions U3, R et US5. Des éléments localisés dans les
LTR et qui sont impliqués dans la transcription incluent des motifs de liaison aux
facteurs de transcription tels NF-xB, CRE, AP-4, AP-1, ATF/CRE, et Spl, un
"core enhancer”, les boites CAAT et TATA, un site d’initiation de la transcription
(site Cap) et un signal de terminaison Poly A. La structure TAR a laquelle la
protéine Tat se lie est aussi représentée.
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Figure 1,3 Le cycle de réplication du VIB. La réplication du VIB inclut plusieurs
étapes: |’attachement et 1’entrée, la décapsidation partielle, la rétrotranscription,
I’intégration, 1’expression des génes viraux, 1’assemblage, le bourgeonnement
(relargage) et la maturation des particules virales qui a lieu a I’extérieur de la

cellnle.
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Figure 1.4 Représention schématique des domaines structuraux des protéines
Tat (A) et Rev (B) du VIB. Les protéines Tat103 et Tat108 sont composées des
domaines suivants: acidique amino-terminal (résidus 1-37), riche en cystéine (résidus
38-53), corps central (résidus 54-67), riche en arginine (résidus 68-81) et carboxy-
terminal (résidus 82 a 103 ou 108). Les domaines majeurs de Rev (186 acides
aminés) consistent en des domaines riches en arginine (résidus 92-110) et en leucine
(résidus 143-155), ce demier contenant le signal d’exportation nucléaire. Les
domaines riches en arginine des protéines Tat et Rev contiennent les signaux
d’importation (localisation) nucléaire, et sont impliquées dans la liaison a la structure
TAR ("Transactivation responsive element") et le RRE ("Rev responsive element”),
respectivement.
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Tat 108

N | RN
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o Domaine riche en leucine: SEN (signal d’exportation nucléaire)
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Figure 1.5 Mécanismes d’importation et d’exportation associés a la protéine
Rev du VIB. Ces mécanismes sont schématisés en quatre grandes étapes. 1) Suivant
sa traduction, la protéine se lie & I’importine-P (imp) via son SIN ce qui résulte au
passage de Rev du cytoplasme au noyau; 2) Rev se dissocie alors de I’importine-§
par I’action de la molécule Ran-GTP; Rev ainsi libérée se lie au motif RRE de
chacun des transcrits mono-et non €pissés via son domaine basique pour former un
complexe multimérique par lequel le SEN devient accessible pour 1’interaction avec
des exportines (la protéine de maintenance de région chromosomique 1, CRM1)
liées au guanosyl triphosphate (GTP); 3) le complexe traverse alors le pore
nucléaire a ’aide des nucléoporines Rip/Rab et entre dans le cytoplasme; 4) les
facteurs cellulaires RanGTPase et RanBP1 hydrolysent le GTP, ce qui provoque la
dissociation du complexe et la traduction des transcrits viraux en protéines; la
protéine Rev ainsi libérée peut alors recommencer un nouveau cycle
d’importation/exportation.
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Virus

Manifestations cliniques

Petits Virus du Maedi-Visna (VMV) et | Encéphalomyélite, amaigrissement,
ruminants | virus de Iarthrite-encéphalite arthrite, mammite
caprine (CAEV)
Bovins Virus de I'immunodéficience Lymphadénopathie, lymphocytose,
bovine (VIB) fiévre, amaigrissement, anorexie, anémie,
lymphadénopathie
Equins Virus de I’anémie infectieuse des | Pneumonie interstitielle diffuse, fiévre,
¢quidés (EIAV) encéphalopathie, amaigrissement, anémie
Singe Virus de I'immunodéficience Déficit immunitaire, infections
simienne (VIS) opportunistes, lymphadénopathie,
syndrome neurologique, arthrite,
pneumonie interstitielle diffuse
Homme Virus de I'immunodéficience Déficit immunitaire, infections
humaine (VIH) opportunistes, lymphadénophatie,
syndrome neurologique, pneumonie
interstitielle diffuse
Félins Virus de I’immunodéficience Déficit immunitaire, infections

féline (VIF)

opportunistes, lymphadénophatie,
syndrome neurologique, amaigrissement

Tableau 1.1 Manifestations cliniques principales des infections lentivirales (adapté
de Narayan et Clements, 1989). '
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Facteur de transcription Motif de liaison Positions Positions
dans U3 dans U3
Séquences 5'—3' | (identifiées par (validées
Fong et al. et/ou
1995)" prédites)”
NF-xB CCGGACTTCCC | -347 a-337 38-50
(nuclear factor kB) )
AP-1 TGATTCA -142a-136 242-249
(activator protein 1)
AP-4 TCAGCTGA -185a-178 198-207
(activator protein 4) '
AP-3/RCE TGTGGTTAG -176 4 -168 210-220
(activator protein-3/
retinoblastoma control element
SP (stimulator protein family) | CTCCGCCCT -772a-70 307-407
AAACGCCTA -59 2 -68 408-418
ACACGCCCA -46 a -38 338-348
RCE AGTGGTTAA -1334-125 252-260
(retinoblastoma control
element)
GRE (glucocorticoid GGTTCT -254 a -249 129-136
Responsive element)
CAAT ATF/ CRE GCAATGATGTAG| -106 a-102 281-292
(activating transcription facto
response element)
Ets (transcription elements) AGACAGGAAATG| Non identifiée 179-190
' (prédite)

Tableau 1.2 Les motifs de liaison et les facteurs cellulaires correspondants au
niveau du LTR du VIB. ! Les motifs auxquels se lient les facteurs cellulaires qui
interviennent dans la transcription du LTR du VIB ont été identifiés par Fong et al.
(1995) par rapport a la position +1 qui délimite la région R du LTR ou débute la

transcription.

La validation des positions des facteurs de transcription identifiés par

Fong et al. (1995) a été réalisée sans égard a la position +1 du début de la
transcription avec le logiciel TF ("Transcription Factor") Search, version 1.3 en
corrélation avec le logiciel TFMATRIX profile database (Heinemeyer et al. 1998).
Ces positions sont par conséquent toutes a8 dénomination positive, la base localisée a
I’extrémité 5° du LTR étant la base 1.




CHAPITRE II
MATERIEL ET METHODES

2.1 Diversité génétique et analyse de I’activité promotrice du LTR
2.1.1 Cellules

Les cellules Cf2Th (lignée continue de cellules de thymus canin) ont été
maintenues dans des flacons de culture cellulaire de 75 cm? (Sarstedt, Newton, NC) a
!'aide du milieu DMEM (Dulbecco's modification of Eagle's medium)
(Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA) contenant 8% de sérum de veau feetal inactivé
(SVF) (Gemini Bio-Products, Woodland, CA) et des antibiotiques usuels
(pénicilline/streptomycine). Les cellules ont été incubées a 37°C en présence de 5%
de CO,. Les cellules Cf2Th exprimant de maniere constitutive la Tat103 du VIB
(lignée stable) ont été propagées dans le méme milieu de culture décrit ci-haut
contenant, comme antibiotique, de la généticine (400 pg/ml) (Clontech, Palo Alto,

CA).

2.1.2 Souche virale, propagation du virus et extraction de l’ARN cellulaire

Dans le laborgtoire du br. Archambault, un modélé d'infection chronique in
vivo a été développé chez des lapins blancs de Nouvelle-Zélande (Oryctolagus
cuniculus) suite a I’injection intrapéritonéale de cellules Cf2Th infectées par I’isolat
R29 du VIB (Bouillant et al. 1989; St-Louis et al. 2005). Un VIB mutant fut isolé a

partir de la rate de lapins quelque trois ans et demi suivant I’infection (St-Louis et al.
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2005). Ce virus avait d’abord été isolé sur cellules primaires FBLU ("Fetal bovine

lung cells") puis adapté sur cellules Cf2Th.

Le VIB fut propagé essentiellement selon la méthode décrite 'par St-Louis et
al. (2005). Ainsi les cellules Cf2Th infectées encore adhérentes dans des cultures
cellulaires démontrant un effect cytopathique important (détachement des syncytia
cellulaires a environ 50% de la surface cellulaire) ont été rincées avec un tampon
phosphate salin (PBSS) pH 7,3, traitées avec une solution de trypsine 1% dans du
PBS pour les décoller, puig mélangées a un ratio 1: 3 avec des cellules Cf2Th
normales non infectées. Les cellules ainsi propagées arrivaient a confluence
généralement entre 48 et 72 hgures suivant le passage afin de réinitier un nouveau

cycle d’infection virale.

L’extraction de I’ARN cellulaire total (a partir des cellules infectées avec le
virus et a partir des cellules témoins non-infectées) contenant en outre les ARNm
spécifiques de la séquence Rev a été effectuée avec le Trizol-LS (Gibco/Invitrogen)
pour produire la lyse cellulaire. L’étape dite de séparation a été réalisée avec 200 ul
de chloroforme et' la précipitation des ARN contenus dans la phase supérieure du
mélange fut réalisée avec 1 ml de 2-propanol a la température de la piéce. Aprés un
lavage du culot avec de l’éthanol. 70%, I’ARN a été séché a I’air puis dissout dans de
I’eau traitée avec 0,1% (v/v) de diéthylpyrocarbonate (DEPC) afin de préserver

’intégrité de ces ARN.
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2.1.3 Obtention des LTR (extraction de PADN génomique, clonage et analyse des
séquences)

L’extraction de ’ADN génomique cellulaire (cellules Cf2Th) contenant
’ADN proviral du VIB a été réalisée en utilisant le réactif DNAzol
(Gibco/Invitrogen). Suite aux étapes de séparation et de précipitation tel que décrit ci-
haut, le culot a 616 lavé avec de I’éthanol 70%. Apres séchage du culot a I’air, ’ADN

a été dissout dans une solution NaOH (8 mM).

L’ADN (un pg) génomique cellulaire contenant I’ADN intégré (provirus) du
VIB, incluant les LTR, a ¢té amplifié par PCR (40 cycles) en utilisant, dans la
réaction, les amorces L:I"R VIB 5' sens et LTR VIB 3’ anti-sens (10 pmol/pl)
(Tableau 2.1), 1 pl de I’enzyme Vent DNA polymérase (5 unités/ul) (New England
Biolabs, Ipswich, MA), un pl de dNTP (désoxynucléotides triphosphates; 10 mM de
chaque composant) (GE HeathCare, Little Chalfont, UK) et de 1’eau pour un volume
total de 50 pl. Chaque cycle comprenait: une dénaturation de 1 min a 94°C, une
‘hybridation de 2 min é'53, 5°C et une extension de 1 min a 72°C (Perkin Elmer Gene
Amp PCR System 2400). Les fragments amplifiés furent ensuite visualisés par
€électrophorése sur un gel d’agarose 1% [en utilisant un tam;;on de gel contenant 40
mM de Tris acétate et 1 mM EDTA, avec pH 8,0 et une solution de bromure
d’¢thidium a raison de 0,5 pg/ml] soumis a un champ électrique de 100 volts pendant

50 minutes. Les fragments d’ADN obtenus par amplification ont été ensuite
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visualisés sous rayons ultraviolets (UV), puis purifiés du gel avec des colonnes Ultra-

Free DA selon les recommandations du manufacturier (Millipore, Bedford, MA).

Le clonage des produits de PCR [LTR pré- (LTR sauvage ou LTRs) et LTR
post-infection (LTR mutant ou LTRm)] a été réalisé dans le vecteur pBlueScript
(SK+) (Stratagene, La Jolla, CA) préalablement digéré avec I’enzyme EcoRV
(Sambrook et al. 1999). L'insertion des fragments d’ADN amplifiés a été effectuée
par ligation (2 la température de 4°C et pour toute la nuit) de 5 pl de chacun des ADN
amplifiés, 10 mM d'adénosine 5'-triphosphate (ATP), 2 pl (2 pg) du vecteur, 5,5 U
d’ADN ligase T4 (GE HeathCare) et du tampon OPA 1X (One-Phor-All, GE

HeathCare) dans un volume total de 10 pl.

Les produits de ligation obtenus ont ensuite servi a transformer des bactéries
compétentes d’Esche}'ich_ia' coli DH5a (Ultramax) un utilisant un milieu Luria
Bertani (LB) selon un protocole standard (Sambrook et al. 1989). Les. colonies
obtenues furent par la suite propagées en milieu liquide LB pour la production des
ADN plasmidiques par la technique de lyse alcaline (Sambrook et al. 1989). Pour ce
faire, 3 ml de milieu de culture LB contenant 100 pg/ml d'ampicilline ont ét€ inoculés
avec chacune des colonies obtenues a 1'étape précédente, puis incubés une nuit a 37°C
avec une agitation constante de 250 rpm (Environ Shaker, Lab-Line instruments,
Melrose Park, IL). Par la suite, éprés une étape de centrifqgation, le culot de bactéries

" a été resuspendu dans 100 pl de solution I (glucose 50 mM, Tris HCI 25 mM, pH 8,0,

EDTA 10 mM) pour la lyse cellulaire pendant 5 minutes avant d’ajouter 200 pl de
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solution II (0,2 N NaOH et 1% sodium dodecylsulfate SDS). Puis, 150 ul de solution
I (60 % 5M d’acétate de potassiufﬁ, 11,5 % d’acide acétique glacial) pour
neutraliser la réaction ont été ajoutés et la solution a été déposée sur la glace pendant
trois minutes avant d'étre centrifugée & 11 000 x g pendant 10 minutes. Par la suite, le
surnageant a été précipité a l'isopropanol, puis centrifugé 25 minutes a 11 000 x g. Le
culot obtenu a été lavé a I'éthanol 70%, centrifugé 2 minutes a 11 000 x g, séché puis -
resuspendu dans 20 pl de TE. Les plasmides obtenus furent ensuite analysés par
séquencage (Centre d’innovation Génome Québec et Université McGill, Montréal,

Canada) afin de confirmer la nature des fragments d’ADN spécifiques aux inserts

d’intérét.

Les inserts correspondant aux LTRs et LTRm furent ensuite sous-clonés dans
dans le v;:cteur pBLCATS3 [(5071 pb)‘(Fong et al. 1995]). Pour ce faire, les plasmides
obtenus ci haut furent digérés avec les enzymes de restriction PpuM [
(GGGTGGGACCT) et Blp I (GCTGAGC) qui coupent dans les extrémités 5’ (aprés
la 15°™ base de la séquence LTR) et 3’ (aprés la base 548 de la séquence LTR) de la
région LTR, respectivement. Les inserts correspondant aux séquences LTR furent:
ensuite purifiés sur gel d’agarose en utilisant une colonne Ultra-Free DA. L'insertion
des fragments d’ADN obtenus fut réalisée comme précédemment suite & une ligation
(2 la température de 4°C et pour toute la nuit) de 5 pl de I'un oﬁ ’autre des inserts
d’ADN, 10 mM d'adénosine 5'-triphosphate (ATP), 2 pl (2 ug) du vecteur pBLCAT3

préalablement digéré avec les enzymes de restriction, 5,5 U d'ADN ligase T4 (GE
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HeathCare) et du tampon OPA 1X (One-Phor-All, GE HeathCare) dans un volume

total de 10 pl.

Les fragments spécifiques aux inserts d’intérét ADN contenus dans les ADN
plasmidiques ainsi obtenus (plasmides pBLTR pre-CAT et pBLTR post-CAT) furent
ensuite séquencés. L’analyse des nucléotides (alignement de séquences) du LTRs
(pré-infection) versus le LTRm (post-infection) & partir des plasmides obtenus (un(

minimum de trois clones plasmidiques pour chacun des LTR séquencés) a été réalisée

avec le logiciel BioEdit (Hall, 1999).

2.1.4 Restauration des mutations au niveau de LTRm par mutagenése dirigée

La réparation des mutations du LTRm (post-infection) pour revenir au
phénotype sauvage (pré-infection) a été réalisée a partir du plasmide pBLTRpost-
CAT par mutagénese dirigée en mettant a profit une série de réactions de PCR et des
amorces appropriées (Tableau 2.1). Des constructions ciblant les mutations seules
(191, 250 ou 271), en combinaison de deux (191/250, 191/271 ou 250/271) ou en
combinaison de trois (191/250/271) furént générées par des étapeé sﬁccessives de
divers PCR. Chaque paire d’amorces sens et anti-sens dans laquelle chacune des
mutations était restaurée fut sélectionnée de sorte que les produits 1 et 2 obtenus lors
des deux premiéres réactions de PCR pouvaient s’apparier suite a un chevauchement
de séquences en leurs extrémités 5° et 3°, respectivement, une conséquence mise a
profit dans la troisiéme réaction de PCR. Ainsi, le' plasmide pBLTRpost-CAT

restauré par exemple a la position 191 fut obtenu en se servant dans le premier PCR
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des amorces LTR BIV 5’ et 191-R (produit 1) et dans le deuxiéme PCR des amorces
LTR BIV3’ et 191-F (produit 2). Les produits de PCR ainsi obtenus furent ensuite
purifiés sur gel avant d’étre soumis ensemble dans un méme tube a une troisieme
réaction de PCR avec les amorces LTR BIV 5’ et LTR BIV 3°. Ainsi, ies fragments
de PCR 1 et 2, suite & leur appariement via leur partie commune apportée par les
amorces 191-F et 191-R utilisées dans les deux premiéres réactions de PCR ont pu
s’apparier, puis étre amplifiés pour obtenir un LTR de pleine longueur avec la
mutation restaurée. Les mutations 250 et 271 furent restaurées individuellement en
adoptant la méme stratégie et leurs amorces respectives (Tableau 2.1). De la méme
fagon, les restaurations doubles 191-250 et 191-271 furent générées a partir de la
construction LTR préalablement restaurée 4 la position 191 en se servant des amorces
spéciﬁques de la deuxiéme mutation a réparer. La restauration double 250-271 fut
générée a partir de la construction LTk préalablement restaurée a la position 250 en
utilisant les amorces spécifiques de la mutation 271 & réparer. Finalément, la
restauration triple 191-250-271 fut obtenue a partir de la construction préalablement
restaurée aux positions 191 et 250 en utilisant les amorces spécifiques de la mutation
271 a réparer. Dans tous les cas, les produits de PCR obtenus dans lesquelles les
mutations étaient restaurées ont été ensuite reclonés dans le vecteur pPBLCATS3 tel que
décrit ci haut (section 2.1.3). Les inserts finalement ont été séquencés pour s’a§surer
des réparations des mutations observées. Dans tous les cas, les plasmides obtenus
(LTRs pré-infection, LTRm post-infection et les LTR restaurés) ont e’;té utilisés dans

les tests de transactivation in vitro.
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2.1.5 Le test de transactivation in vitro
2.1.5.1 Transfection cellulaire

Il a déja été démontré que les cellules Cf2Th étaient efficaces pour la
propagation du VIB (Gonda, 1992). La protéine Tat du VIB peut activer le LTR dans
divers types de cellules, mais avec des niveaux variables selon la lignée cellulaire

utilisée (Barboric et al. 2000).

La technique de transfection utilisée consistait a introduire dans les cellules le
- plasmide codant pour la protéine Tatl03 du VIB ainsi qu’un second plasmide
contenant le géne rapporteur CAT (choramphénicol acetyl-transférase) placé sous le
contréle du LTR du VIB. Le polyfect (Qiagen, Mississauga, Ontario) entoure ’ADN
et permet son entrée dans 'la cellule grace a la fusion du liposome avec la membrane
cellulaire. Le principe du test est que plus I’activité promotrice du LTR est forte, plus
la production de CAT sera élevée. Dans certains cas, une lignée dite étable exprimant
constitutivement la protéiné Tat103 peut aussi étre utilisée. Dans 1’'un ou 1’autre des
cas, un autre plasmide codani pour la B-galactosidase sous le contrdle du promoteur
du virus du sarcome de Rous (RSV-f3-gal) (Promega, Madison, Wisconsin) a été utilisé
pour s’assurer de I’efficacité de la technique de transfection et pour normaliser les

données obtenues pour le dosage de CAT.

Préalablement aux transfections cellulaires, les ADN plasmidiques des

bactéries Escherichia coli DHS5a. ont été extraits et purifiés (Maxipreps plasmid

’

purification protocol, Qiagen), analysés sur gel d’agarose 1% et quantifiés par
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spectrophotométrie (DO a 260 nm) (Sambrook et al. 1989). Dans le cadre des
expériences qui ont été réalisées, les cellules a transfecter (Cf2Th exprimant ou non
constitutivement la Tatl103 du.VIB) ont été¢ ensemencées (1.5 x10° cellules par ml)
dans un plaque de 6 puits (diamétrle de 1 cm par puits) en utilisant le milieu DMEM
enrichi de 8 % de SVF et des antibiotiques. Lorsqu’elles eurent atteint une confluence
entre 50 et 80% (tel qu’estimé en microscopie optique), elles ont ét¢ lavées avec du
PBSS, pH 7,3, puis transfectées avec 1 pg de chaque plasmide [(pBLCAT3 contenant
un LTR a étre analysé, pRSV-B-gal codant pour la B-galactosidase, et, dans certains,
le plasmide pCMV-Tat103)] (Fong et al. 1998). Les cellules ont été lavées 48 heures
post-transfection avec du PBSS pH 7,3, puis lysées (tampon de lyse alcaline 1X,

Qiagen). Les protéines obtenues ont été conservées a —80°C jusqu'a leur utilisation.

2.1.5.2 Dosage des protéines totales et détermination de I’activité B-galactosidase

Le dosage des protéines totales des échantillons a été effectué en microplaque
par la méthode de Lowry (Bio-Rad DC protein assay, Mississauga, Ontario) avec la
présence d'un détergent (Triton X-100 1%). Dans un plateau de 96 puits, 4 pl de lysat
cellulaire de chaque échantillon ont été déposés, puis 100 ul de la solution A (un
mélange de 1,5 ml de solution de tartrate de cuivre alcalin et 30 pl de réactif alcalin)
ont été ajoutés, ainsi que 200 pl de réactif B (réactif de Folin). Suivant une incubation
de 10 minutes a la température de la piéce, la densité optique a été déterminée par
lecture spectrophotbmétn'que a 655 nm (lecteur de microplaque, modéle 550, Bio-

Rad).
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Une courbe standard fut réalisée a l'aide d'une concentration d'albumine
sérique bovine [(bovine serum albumine ou BSA) (concentration initiale de 100
pg/ml)] connue, selon des dilutions de 1/2, 1/4, 1/8 et 1/16, afin d'établir la

concentration en protéines des extraits cytoplasmiques provenant des cellules.

L’activité de I’enzyme B-galactosidase a été déterminée selon le protocole
décrit dans Sambrook et al. (1989) et a servi d’indicateur de I’efficacité de la
transfection et 4 normaliser les valeurs obtenus dans I'ELISA CAT (voir ci bas). Pour
ce faire, 50 pg de protéines cellulaires totales (dans un volume de 50 pl) ont été
incubés avec 50 pl de tampon d’essai (100 mM de tampon de phosphate de sodium,
pH 7,3, 2 mM MgCl,, 10 mM B-mercaptoéthanol et 133 mg/ml de o-nitrophenyl-B-
D-galactopyranoside) pendant 30 min a 37f’C. La réaction a été arrétée par 1’addition
de 150 ‘pl de Tris-HCL, 1 M, pH 10. La réaction colorimétrique a été mesurée a une

longueur d’onde de 410 nm (lecteur de microplaque, modéle 550, Bio-Rad).

2.1.5.3 Le test ELISA-CAT

L’activité promotrice du LTR mutant versus celle obtenue avec le LTR
sauvage a été déterminée par le test ELISA-CAT (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) (Roche). En résumé, 200 pl des lysats cellulaires post-transfection ont été
ajoutés aux puits préalablement traités avec un anticorps monoclonal anti-CAT.
Aprés deux heures d’incubation & 37°C, les puits ont été lavés avec la solution
fournie par la cofnpagnie avant d’ajouter 200 pl solution d’anticorps anti-CAT-DIG

(anticorps anti-CAT marqués a la digoxigénine). Durant une seconde période
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d’incubation (1 h) a 37°C ou les anticorps se sont fixés aux protéineé CAT
préalablement liées au premier anticorps, les puits ont été lavés comme
précédemment, puis les anti-DIG-POD, soit les anticorps anti-digoxigénine couplés a
la peroxydase (dirigés contre les anticorps anti-CAT-DIG) ont été ajoutés aux puits.
Finalement, un volume de 200 pul de substrat POD ABTS a ét¢ versé dans chaque
puits pour révéler la réaction. La lecture des résultats a été effectuée par
spectrophotométrie & 405 nm (lecteur de microplaque, modeéle 550, Bio-Rad). La
quantité de CAT dans 50 pg de protéines contenues dans les extraits cellulaires a été
normalisée pour I’efficacité de transfection par 1’établissement d’un ratio utilisant
’activité de la p-galactosidase pour chaque échantillon. Ainsi, le niveau de
transactivation obtenue, témoignant de ’activité promotrice des LTR, a été¢ défini
‘comme le ratio de lé quantité de CAT obtenue (né/ml) par rapport a ’activité de la -
galactosidase (U/ml). Les résultats obtenus pour le LTR sauvage (LTRs) pré-infection |
et le LTR mutént (LTRm) post-infection ont été alors comparés entre eux. Des
témoins négatifs (i.e. I’utilisation de cellules CfZ’fh n’exprimant pas laA Tat103 du
VIB) ont été aussi prévus. Toutes les transfections ont été réalisées en duplicata, et les
expér_iences ont été répétées trois fois. Les moyennes des ratios ainsi calculés (x 100)
ont été comparées par un test T de Student en utilisant un logiciel approprié (Prism,

version 3.03, San Diego, CA, U.S.A.).

2.2 Etude de la variabilité génétique du géne accessoire rev
La variabilité génétique au niveau des séquences du géne rev pré-infection

obtenu des cellules infectées avec I’isolat R29 du VIB versus le géne rev post-
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infection obtenu des cellules infectées avec le variant du VIB a été analysée d’une
maniere analogue a ce qui a été fait pour les séquences LTR & la différence que le

matériel de départ a été les ARN totaux cellulaires qui furent transcrits en ADN.

2.2.1 La réaction de transcription inverse

Les ARN totaux cellulaires (1 pg) obtc‘nus dans la section 1.2 ont d’abord fait
I’objet d’une transcription inverse en incubant 1 pg de ces ARN en présence de 1 pl
d’inhibiteur RNAse (RNAguard™, GE HeathCare) (39,1 unités/pl), 4 pl de dNTP
[(composé de 10 pl &> ATP (adénosine triphosphate), 10 ul de CTP (cytosine
triphosphate), 10 pl de GTP (guanine triphosphate), 10 pl de TTP (thymidine
triphosphate) et 60 pl d’eau DEPC], 2 pl d’amorce anti-sens Exo3 (20 pmol) (Tableau
2.3) spécifique de ‘l’extrémité 3’ des ARNm viraux du VIB, 4 pl de DTT
(dithiothréitol; 0,01 M), et 2 ul (200 unités/pl) de I’enzyme transcriptase inverse du
\!/irus de la leucémie murine (MLV) (Gibco/Invitrogen) Ensuite, deux incubations ont

été effectuées, d’abord pendant 2 h a 37°C, et ensuite pendant 30 minutes a 42°C.

2.2.2 Les réactions de PCR

La séquence du géne rev fut obtenue en utilisant deux séries de PCR. Une
premicére réaction de PCR fut réalisée a partir du premier brin d’ADN
complémentaire de fagon analogue a ce qui a été réalis¢ pour ’obtention des
séquences LTR en utilisant leé amorces appropriées (Tableau 2.2). Pour ce faire, 5 pl
d’ADNCc a ét€ mélangé avec 2 pl des amorces Exo 2 et Exo3, 1 pl de I’enzyme Taq

DNA polymérase (S unités/pl) (Qiagen), 5 pl de t:clmpon (Qiagen) 10X, 2 pl de ANTP




46

et de I’eau DEPC pour un volume total de 50 pl. Le mélange fut ensuite soumis a 40
cycles d’amplification en utilisant les mémes conditions de dénaturation,
d’hybridation et d’élongation que lors de 1’amplification des séquences LTR (voir
section 2.1.3). Ce premier produit d’amplification (10 ul) fut ensuite soumis & une
deuxiéme ronde d’amplification (PCR nich€) en utilisant les amorces internes Rev 5’
et Rev 3’. Les produits d’amplification ainsi obtenus ont été visualisés sous rayons

UV et purifiés sur ;gel d’agarose 1%.

2.2.3 Le clonage, séquengage et analyse des séquences des produits de PCR

| Les produits de PCR obtenus furent clonés dans le vecteur pDrive (Qiagen
Cloning kit, Qiagen) en suivant les recommandations du manufacturier. Les clones
ainsi obtenus furent analysés par digestion enzymatique avec I’enzyme EcoR I qui
coupe dans le vecteur, de part et d’autre de I’insert rev. Les inserts ont ensuite été
séquencés comme précédemment avant de réaliser un alignement des nucléotides des
séquences rev pré- et post-infection tel que décrit pour les séquences LTR en utilisant

le logiciel BioEdit (Hall, 1999).
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Amorces Séquences ' Sens Tm
5'_,3" O

LTR BIV 5' CAAAAGCTTTGTGGGGCAGGGTGGGACC + 57,2
LTR BIV 3 CAATCTAGATGTTGGGTGTTCTTCACCG - 63,7

Restauration 191

191-F - AGACAGGAAATGTTTATCTTCTCAG + 49,5

191-R 2 TCAGCTGAGAAGATAAACATTTCCTG - 50,6

Restauration 250
250-F CAACCTGATTCATTAGTGGTT 4o | 48,9

250-R TTAACCACTAATGAATCAGGTTG - 49,8

Restauration 271

271-F GACAACCTGATTCATITAGTGGT + 51,4

271-R CTTAACCACTAATGAATCAGGTTGTC - 53,6

Tableau 2.1 Amorces nucléotidiques utilisées pour P’obtention des séquences
LTR et pour la restauration des mutations du LTRm du VIB. 1: F pour forward,;
2: R pour reverse. Les températures de fusion (Tm) sont indiquées. La base en
caractére gras et soulignée représente I’acide nucléique restauré. La séquence
compléte du génome proviral est retrouvée dans la banque de données GenBank sous
le numéro d’accession: NC 001413. Les caractéres soulignés répresente les sites de
réstriction pour les enzymes Hind III (AAGCTT) et Xbal (TCTAGAT),
respectivement.
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Amorces Séquences Sens Tm (°C)
' 5'—-3'
Exo 2 TAAGAGAGACTCGGCTCGA + I, 7
Exo 3 CGGCCTAACCACAATCAGC - 60
Rev §’ CAAGCGGCGCATGGATGGATCAGG L 71,8
ACCTA
Rev 3’ CAAGGGCCCGTTATTTTGTTCCCTG E 63,3

Tableau 2.2 Amorces nucléotidiques utilisées pour ’amplification du géne rev du
VIB. La réaction de rétrotranscription fut réalisée avec I’amorce Exo 3, suivi d’une
premiére réaction de PCR avec les amorces Exo 2 et Exo 3. La réaction finale de PCR
fut réalisée avec les amorces Rev 5’ et Rev 3°. La séquence compléte du génome
proviral est retrouvée dans la banque de données GenBank sous le numéro
d’accession: NC 001413. Les caractéres soulignés répresente les sites de réstriction
pour les enzymes Not I (GCGGCGC) et Apa I (GGGCCCQG), respectivement.




CHAPITRE III
RESULTATS

3.1 Diversité génétique et analyse de I’activité promotrice du LTR
3.1.1 Génération par PCR et vérification sur gel des fragments d’ADN
correspondant a la région LTR du génome du VIB

Les ADN des cultures cellulaires témoins et infectées avec la sc;uche de
référence R29 du VIB (pré-infection i.e. les cellules ayant servi a I’infection des
lapins) et la souche R29 variante du VIB (post-infection i.e. les cellules infectées avec
le virus isolé de la rate des lapins quelque 3 ans et demi suivant ’infection) ont été
extraits puis assujettis, en se servant d’amorces appropriées, a la technique PCR pour
I’obtention des régions coﬁplétes des LTR respectifs. Des produits d’amplification de
taille comparable de 587 paires de bases ont été obtenus a partir des cellules infectées
avec la souche R29 et la souche R29 variante du VIB (Figure 3.1, piétes 2 &3,
respectivement). Aucun produit d’amplification n’a été obtenu a partir de ’ADN des

cellules Cf2Th témoins non infectées (Figure 3.1, piste 1).

3.1.2 Analyse des séquences des LTR

Les produits de PCR correspondant aux LTR du VIB furent clonés dans le
vecteur pBLCATB, puis séquencés. Les alignements des séquences complétes (établies
a partir d’un nombre minimal de quatre clones) des LTRs (associé au virus sauvage

pré-infection) et LTRm (associé au virus post-infection) sont retrouvés dans la Figure
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3.2. Les deux séquences LTR ont montré une taille identique de 587 paires de bases.
Leur taille est inférieure de deux nucléotides par rapport a celle publiée par Garvey et
al. (1990) pour le clone 127 du VIB a cause de la délétion de deux résidus de thymine.
Ces résidus manciuants auraient dus se retrouver entre les positions 482 et 483 des
LTRs et LTRm. En plus de cette délétion, une mutation commune aux LTRs et LTRm
en position 357 (G—A) fut observée comparativement a la séquence du LTR publiée

par Garvey et al. (1990).

3.1.3 Activité promotrice des LTR du VIB

| Suite a la mise en évidence de trois mutations dans la séquence du LTRm par
comparaison avec celle de LTRs, il devenait impératif d’analyser I’impact de ces
mutations sur ’activité fonctionnelle promotrice du LTR en utilisant un test de
transactivation in vitro (St-Louis et al. 2005). P01.1r ce faire, les LTRs et LTRm clonés
dans le vecteur plasmidique ‘pBLCAT3 en amont du géne rapporteur CAT furent
ensuite utilisés pour transfecter les cellules Cf2Th de concert ou non avec un plasmide
pouvant exprimer la TatlQ3 du VIB et un autre plasmide exprimant la B-galactosidase,
ce demier étant utilisé a des fins, d’une part, d’évaluation de I’efficacité de la

transfection et, d’autre part, de normalisation des résultats.

Tel que retrouvé dans la Figure 3.3, le LTRs seul, sans la présence de la
protéine Tat, a montré une activité promotrice basale (résultats de trois expériences
indépendantes) d’environ deux fois inférieure (1,77 versus 3,20) 4 P < 0,001 a celle

obtenue avec le LTRm. Dans la méme veine, le LTRs, en présence de la Tat103, a
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démontré une activit¢ promotrice moyenne de 12,95. Cette valeur était
significativement inférieure (P < 0,01) a ’activité promotrice moyenne de 33,50
associée au LTRm. Ainsi, ’activité promotrice du LTRm était de quelque 2,8 fois

supérieure a celle du LTRs.

3.1.4 Impact des mutations aux positions 191, 250 et 271 sur Dactivité
promotrice augmentée du LTRm

Les résultats de transactivation et d’alignement de séquences nous ont porté a
émettre ’hypothése que I’activité promotrice du LTRm puisse étre associée a 1’une
et/ou I’autre des mutations observées aux positions 191, 250 et 271. Dans le but de
déterminer quels résidus pouvaient €tre associés a I’activité promotrice augmentée du
LTRm, des mutants dits de restauration (pour revenir au génotype et phénotype
sauvage de LTRs) ciblant les mutations seules (191, 250 ou 271), en combinaison de
deux (191/250, 191/271 ou 250/271) ou en combinaison de trois (191/250/271) furent

générés par mutagenése dirigée.

Fait important, trois mutations furent observées dans la séquence du LTRm aux
positions 191 (T—A), 250 (T—C) ¢t 271 (A—G), par comparaison avec celle du
LTRs, résultant en une homologie de 99,5% entre les deux séquences. Fait intéressant,
les mutations observées en positions 191 et 250 sont localisées dans le voisinage
immeédiat des sites de liaison pour les facteurs de transcription prédit Ets (résidus 179 a
190) et fonctionnel AP-1 (résidus 243 & 249), respectivement (Fong er al 1995;

Tableau 1.2). Par contre, la mutation en position 271 n’est associée & aucun motif
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consensus de liaison pour des facteurs de transcription connus ou prédits. Finalement,
les deux mutations en positions 250 et 271 sont localisées de part et d’autre d’une
séquence contenant un site prédit de liaison pour le facteur de transcription RCE

("Retinoblastoma control element™) (résidus 252 a 260).

La figure 3.4 présente I’ensemble des résultats obtenus suite & la comparaison
de Dlactivité promotrice des divers LTR irestaurés a celle du LTRs sauvage, cette
derni¢re représentant arbitrairement 100% d’activité promotrice. Tel qu’anticipé,
’activité relative du LTRm fut significativement supérieure (de 1’ordre de 212%) a
celle du LTRs‘(P < 0,001). Les LTR mutants contenant les réparations simples en
positions 191 ou 250, ou la réparation double aux mémes positions (191/250) ont
montré des activités relatives comparables a celle du LTRm (groupe de signification
b). Par contre, la triple réparation ciblant I’ensemble des mutations (191, 250 et 271)
a permis de revenir a des valeurs comparables & celle obtenue avec le LTRs (groupe
de signification a). Ces résultats suggéraient que la guanine en position 271 du LTRm
puisse, en combinaison ou non avec les autres résidus en positions 191 et 250, avoir
un rdle clé dans ’activité promotrice augmentée du LTRm. Une activité promotrice
intermédiaire fut observée avec les LTR mutants associés a la restauration de la
position 271 seule ou en combinaison avec la restauration de la position 191 (groupe
de signification bc). Ces activités intermédiaires étaient significativement différentes
(P < 0,001) de celle obtenue avec le LTRs (groupe de signification a) mais non de
celles obtenues avec les LTR du groupe de signification b. Par contre, ’activité

promotrice du LTR mutant montrant la réparation double aux positions 250 et 271
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¢tait comparable a celle obtenue avec le LTRs sauvage (groupe de signification a).
L’ensemble des résultats suggere que les deux mutations observées aux positions 250

et 271 étaient responsables de 1’activité promotrice augmentée du LTRm.

3.2 Ktude de la variabilité génétique du géne accessoire rev
3.2.1 Génération par RT-PCR et vérification sur gel des fragments d’ADN
correspondant au géne rev du VIB

Les ARN totaux des cultures cellulaires témoins et infectées avec la souche de
référence R29 du VIB (pré-infection) et la souche R29 variante du VIB (post-
infection) ont été extraits, transcrits en ADNc par transcription inverse, puis assujettis,
en se servant d’amorces appropriées, a la technique PCR pour I’obtention des régions
complétes en acides nucléiques codant pour la protéine Rev du VIB. Des produits
d’amplification de taille comparable de quelque 558 paires de bases ont été obtenus a
partir des cellules infectées avec la souche R29 et la souche R29 variante du VIB
(Figure 3.5, pistes 2 et 3, respectivement). Aucup produit d;ampliﬁcation n’a été

obtenu 4 partir des ARN des cellules Cf2Th témoins non infectées (Figure 3.5, piste 1).

3.2.2 Analyse des séquences du géne rev du VIB

Les produits d’amplification correspondant au géne rev du VIB furent clonés
dans le vecteur pDrive. Un total de 14 clones du géne rev (sept clones associés au ViB
pré-infection et sept clones associées au VIB post-infection) furent ensuite séquencés
et les acides aminés déduits. L’alignement des séquences consensus en acides

nucléiques des génes rev pre-infection (rev-pr) et post-infection (rev-pi) par
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comparaison aux séquences publiées par Oberste et al. (1993) et Nadin-Davis et al.
(1993) est retrouvé dans I’Appendice 1. Les alignements des séquences en acides
aminés prédits de la p;otéine Rev pour les sept clones pré-infection (Rev-pr 1 a 7) et
les sept clones post-infection (Rev-pi 1 & 7) sont retrouvés dans I’ Appendice 2. Tous
les clones séquencés ont démontré la présence de 558 nucléotides et de 186 acides
aminés prédits, ce qui est conforme aux séquences rapportées par d’autres auteurs

(Oberste et al. 1993; Nadin-Davis ef al. 1993).

La comparaison des séquences consensus en acides aminés des protéines Rev
pre- et post-infection avec celles rapportées par Oberste et al. (1993) et Nadin-Davis et
al. (1993), est décrite dans la Figure 3.6. Sur la base de comparaison des séquences
consensus obtenues, la séquence consensus de la protéine Rev pre-infection (Rev-pr) a
montré 98,4% (trois mutations) et 99,4% (une mutation) d’homologie avec les
séquences de la protéine Rev rapportées par Oberste et al. (1993) (Rev-ob) et Nadin-
Davis et al. (1993) (Rev-na), respectivement. Bien que certaines mutations furent
localisées de manicre aléatoire chez les différents clones obtenus pour les protéines
. Rev pre- et post—infection (Appendice 2), I’analyse des séquences a pu identifier deux
mutations majeures présentes chez. tous les clones analysés et retrouvées dans les
séquences consensus (Figure 3.6). Ainsi, les acides aminés valine (V) et proline (P)
localisés aux positions respectives 48 et 76 de la protéine Rev pre-infection furent
substitués, respectivement, par une isoleucine (Ile) et une leucine (L) chez la protéine
Rev post-infection. Ces résidus V et P étaient aussi retrouvés dans les séquences Rev-

ob et Rev-na. Il est a noter que la position 76 est contenue dans une région contenant
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plusieurs arginines (résidus 71 a 80; RARKLP/LGERR ou P/L représente la mutation)
de la protéine Rev du VIB. Cette région est différente du domaine basique riche en
arginine (résidus 92 a 110; EQNRRKQERRLSGLDRRIQ) qui serait responsable de la

liaison au motif RRE présent dans tous les transcrits viraux (Oberste et al. 1993).

Des alignements de séquences avec les protéines accessoires Tat et Rev du

VIB avaient établi que la protéine Tat236 ¢tait en fait une protéine hybride composée
Vdes premiers 98 acides aminés communs de Tat103 et Tat108 et des derniers 138
acides aminés de Rev (St-Louis et al. 2005). Cependant, quelques mutations dans la
partie Rev de Tat236 furc;,nt observées suite a une comparaison avec la séquence
connue de Rev (Oberste et al. 1993). Ainsi, les acides aminés lysine (L) et glycine
(Gly) aux positions 50 et 63 de Rev-ob sont remplacés par un acide glutamique et
l'acide aspartique localisés aux bositions 100 et 113 de Tat236 Appen;lice 3). De plus,
les deux prolines aux positions 76 et 139 et les deux arginines aux positions 107 et
108 de Rev-ob furent substitués par les résidus leucine, sérine, lysine et acide
glutamique localisés aux positions 126, 189, 157 et 158 de Tat236, respectivement.
Fait remarquable, la leucine localisée a la position 76 de Rev post-infection, suite a sa
substitution avec la proline de Rev pré-infection, fut aussi observée dans la partie Rev
(position 126) de Tat236. Cela suégéré que cette mutation identifiée dans Tat236 et
dans Rev post-infection a partir de la souche variante R29 du VIB pourrait avoir un

role important dans la biogenése du virus mutant.
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Figure 3.1 Produits de PCR préparés a partir d’extraits d’ADN cellulaire total
(cellules Cf2Th) et séparés sur gel d’agarose 1% démontrant Pobtention de
fragments spécifiques des LTR du VIB. Piste 1: ADN cellulaire total des cellules
témoins non infectées; piste 2: ADN cellulaire total des cellules infectées avec la
souche R29 du VIB (pré-infection); piste 3: ADN cellulaire total des cellules
infectées avec la souche variante R29 du VIB (post-infection). La piste M représente
les marqueurs de taille moléculaire d’ADN. La fléche & gauche montre le fragment de
587 pb du LTR amplifié.

1,0 kb

587pb —> | «— 500 pb
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Figure 3.2 Alignement des séquences en acides nucléiques des LTR sauvage
(LTRs; pré-infection) et mutant (LTRm; post-infection) du VIB. Trois mutations
en positions 191, 250 et 271 sont retrouvées (doublement soulignées et en caractére

gras).
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Figure 3.3 Analyse in vitro de Pactivité promotrice des LTR sauvage (LTRs) et
mutant (LTRm) en utilisant un test de trans-activation CAT (choramphénicol-
acétyl-transférase). Les cellules Cf2Th furent transfectées avec les vecteurs
pBLTRCAT seuls (1 pg) avec ou sans un plasmide (1 pg) exprimant la Tat103 du VIB
sous le contréle du promoteur CMV. Dans tous les essais de transfection, un plasmide
additionnel (1 pg) exprimant la -galactosidase sous le contréle du promoteur RSV fut
utilisé pour apprécier I'efficacité de transfection et pour normaliser les données
obtenues. Les cellules furent récoltées 48 heures suivant la transfection, et 50 pg d’un
extrait cellulaire fut utilisé pour le dosage des protéines, de la B-galactosidase et de
I’enzyme CAT (test ELISA). Les résultats furent exprimés comme étant la moyenne
des ratios (calculés & partir de trois expériences indépendantes, deux échantillons pour
chaque expérience) de la quantité de CAT (ng/ml) versus lactivit¢ de la PB-
galactosidase (U/ml) (x 100). Les barres verticales représentent 1’écart-type de la
moyenne. Les * et ** représentent une différence significative 4 P < 0,01 entre les
activités basales du LTRm versus celle du LTRs et a P < 0,001 entre les activités du
LTRm + Tat103 versus celle du LTRs + Tat103, respectivement.



60

*%

40

wy
o

=3 vy (=] wv
[ag} (g} N —

esepisojoeeb- g-n/LvO Bu oney

<
—

LTRs LTRm LTRs/Tat103 LTRm/Tat103

Cellules



61

Figure 3.4 Analyse in vitro de I’activité promotrice des LTR du VIB restaurés (a
partir de LTRm) au génotype sauvage (LTRs) en utilisant un test de trans-
activation CAT (choramphénicol-acétyl-transférase). Les cellules Cf2Th
exprimant constitutivement la Tat103 du. VIB sous le contréle du promoteur CMV
furent transfectées avec chacun des vecteurs plasmidiques (1 pg) arborant les
génotypes sauvages (LTRs), mutant (LTRm) ou restaurés (LTRm-191, LTRm-250,
LTRm-271, LTRm191-250, LTRm191-271, LTRm250-271 et LTRm-191-250-271)
du LTR du VIB. Les numéros 191, 250 et 271 dans les constructions représentent la
restauration au génotype sauvage a ces positions de la séquence du LTR. Dans tous
les essais de transfection, un plasmide additionnel (1 pg) exprimant la B-galactosidase
sous le contrdle du promoteur RSV fut utilisé pour apprécier I’efficacité de
transfection et pour normaliser les données obtenues. Les cellules furent récoltées 48
heures suivant la transfection, et 50 pg d’un extrait cellulaire furent utilisés pour le
dosage des protéines, de la B-galactosidase et de '’enzyme CAT (test ELISA). Les
quantités de CAT (ng/ml) obtenues (quatre expériences, deux échantillons par
expérience) furent normalisées par rapport a Dactivité (U/ml) de la B-galactosidase
par le calcul des ratios CAT/B-galactosidase. Les données furent exprimées comme
étant la moyenne des % de [’activité promotrice de chacune des contructions LTRm
relative a I’activité promotrice de LTRs (établie a 100%). Les barres verticales
représentent 1’écart-type de la moyenne. Les lettres a, et b représentent des groupes
différents significativement entre eux a P < 0,001. Les lettres bc représentent des
groupes différents significativement de ceux du groupe a (P < 0,001) mais non
différents du groupe b. ‘
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Figure 3.5 Produits de RT-PCR préparés a partir d’extraits d’ARN cellulaire
total (cellules Cf2Th) et séparés sur gel d’agarose 1% démontrant I’obtention de
fragments spécifiques du géne rev du VIB. Piste 1: ARN cellulaire total des cellules
témoins non infectées; piste 2: ARN cellulaire total des cellules infectées avec la
souche R29 du VIB (pré-infection); piste 3: ADN cellulaire total des cellules
infectées avec la souche variante R29 du VIB (post-infection). La piste M représente
les marqueurs de taille moléculaire d’ADN. La fléche a droite montre le fragment de
558 pb du géne rev amplifie.

«—558 pb
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Figure 3.6 Alignement des séquences en acides aminés de la protéine Rev du VIB.
Comparaison des séquences consensus en acides aminés de Rev pré-infection (Rev-pr)
et post-infection (Rev-pi) avec celles publiées par Oberste et al. (1993) (Rev-ob) et
Nadin-Davis et al. (1993) (Rev-na) portant les numéros de référence M74712 et
L06504 de la banque de données GenBank, respectivement. La derniére ligne
représente la portion Rev de la protéine Tat236 (St-Louis et al. 2005).
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CHAPITRE IV
DISCUSSION -

4.1 La diversité génétique: une particularité chez les virus a ARN_

Les virus & ARN sont caractérisés par une plasticité génétique peu commune
qui leur a permis d’évolue;r de fagon remarquable depuis des centaines de millions
d’années (Domingo et al. 2006; Gorbalenya et al. 2006). Il semble que cette capacité
d’évoluer est loin d’étre terminée suite a la découverte récente de virus émergents
(par exemple le coronavirus du syndrome respiratoire aigii sévere, le virus Nipah) ou
encore de virus connus qui émergent de nouveau sous une autre forme, comme par
exemple la souche H5NI du virus de I'influenza aviaire. En plus d’acquérir des
propriétés antigéniques nouvelles, supposant par le fait méme la vulnérabilité
immunitaire de la population devant étre exposée, certains de ces virus ont acquis la
capacité de franchir la barriére des espéces ce qui inévitablement pourra engendrer de

nouvelles infections jamais répertoriées jusqu’a ce jour chez ’homme et les animaux.

Les rétrovirus ne font pas exception a la régle et le VIH qui fait des ravages
depuis plus de 25 ans maintenant en est I’exemple typique chez I’homme. En effet, la
diversité génétique rapportée chez ce virus a permis d’identifier et de caractériser une
multitude de variants viraux auxquels ont été associées des pathologies variées. Plus
prés de nous, un variant viral fut isolé de la rate de lapins quelque trois ans et demi

suivant leur infection avec la souche R29 du VIB (St-Louis et al. 2005). En effet, ces
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auteurs ont mis en évidence, au niveau des cellules infectées avec ce vaﬁant du VIB,
un ADNc coda;lt pour une nouvelle protéine accessoire et régulatrice de la
transcription appelée Tat236. Cette protéine est constituée des premiers 98 acides
aminés des Tatl103 et Tat108 déja rapportées et des derniers 136 acides aminés de la
protéine Rev du VIB. En plus de prédire un nouveau mécanisme d’épissage pour la
génération du transcrit correspondant, la Tat236 a montré, dans un test in vitro de
transactivation mettant a profit le géne rapporteur CAT placé sous le contréle du LTR
du VIB, une activité trans-activatrice nettement supé€rieure (jusqu’a 350%) a celle
obtenue‘ avec les protéines Tat103 et Tatl08. Ces résultats suggéraient ainsi une
évolution temporelle du virus in vivo dans le cadre d’une infection chronique au
niveau de sa fonction Tat. Sur la base des résultats en égard de la Tat236, nous avons
voulu déterminer si semblable évolution et/ou diversité génétique pouvait aussi avoir
eu lieu au niveau des deux autres séquences connues pour réguler 1’expression
génique du VIB, en I’occurrence au niveau de la région du LTR et au niveau du géne

accessoire rev.

4.2 La diversité génétique dans la région LTR du VIB

Les résultats obtenus dans cette étude ont montré la présence de trois
mutations aux positions 191, 250 et 271 au niveau de la séquence du LTRm obtenue a
partir d’un variant du VIB isolé de la rate de lapins.quelque trois ans et demi suivant
leur infection. Par analogie avec la variation génétique rapportée par d’autres auteurs
pour les génes env et pol (Suarez et Whestone, 1997), ces résultats montrent une

évolution génétique in vivo pour le VIB au niveau de la région LTR de son génome. Il
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est permis de penser que cette diversité génétique du virus aurait pu se produire in
vitro suite a une adaptation sur cultures cellulaires suivant a son isolement. Par

contre, cette possibilité peut pratiquement étre exclue a cause du faible nombre de

passages viraux (n = 3) sur cultures cellulaires avant d’amplifier la région du LTR.

Mes résultats viennent de plus supporter ceux de St-Louis et al. (2005) qui ont
rapporté chez le méme variant du VIB une évolution génétique au niveau du géne fat
par l’identification d’'un ARNm codant pour la protéine hybride Tat/Rev appelée
aussi Tat236. Le fait que cet ARNm fut mis en évidence de fagon concomitante avec
celui codant pour la Tat103 suggére par le fait méme la présence de quasi-espéces au
niveau de la population virale (St-Louis et al. 2005; Domingo et al. 2006). Par contre,
ce concept de quasi-espéces au niveau de la région du LTR originant du variant viral
ne fut pas observé dané mon travail, du moins au sein de la population virale obfenue_
in vitro, puisque tous les clones séquéncés du LTRm arboraient la méme séquence en
acides nucléiques. L’obtention et le séquengage d’un plus grand nombre de. clones

pourraient confirmer ou infirmer cette observation.

La présence des trois mutations au niveau du LTRm pouvait supposer une
activité promotrice différente de celle du LTRs sauvage. En utilisant un test de
traﬁsactivation in vitro médiée par la protéine Tatl03 et en ayant comme géne
rapporteur le géne CAT, il fut clairement démontré que le LTRm médiait une activité
promotrice significativement augmentée (jusqu’a 250%) lorsque compar\ée a celle

obtenue avec le LTR sauvage. Cette activité promotrice augmentée a aussi été
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obtenue au niveau des cellules sans I’apport de la protéine Tat103. Cela suggére que
activité augmentée du LTRm se situerait au niveau basal du promoteur, ce qui
pourrait aussi expliquer son activité augmentée en présence de la protéine Tat103.
Une semblable augmentation de I’activité basale du promoteur du LTR a aussi été
rapportée chez des variants du VIH avec comme résultante une augmentation de
I’expression des génes viraux authentiques dans son ensemble (Krebs ef al. 1998). De
plus, la variation génétique alliée ou non avec une activité promotrice altérée du LTR
fut corrélée avec le caractére pathogénique particulier de certaines souches du VIH
et/ou leur tropisme cellulaire au niveau méme des organes affectés, d’ou la diversité
des pathologies engendrées avec ces variants viraux dépendamment du lieu &e
réplication du virus ou de ses variants (Krebs et al. 2002). A I'inverse toutefois, des
modifications épigénétiques sélectives au niveau du LTR du VIH-1 en corrélation
avec un événement d’hyperméthylation tant in vivo que in vitro pourraient étre des
m.écanismes importants par lesquels l'activité du provirus est affectée négativement,

voire supprimée, ce qui aurait comme résultante une atténuation des souches virales

(Ishida et al. 2006).

Les résultats obtenus dans ce travail rejoignent ceux d’une autre étude ou une
variation-génétique fut observée au niveau de la région LTR du EIAV (le lentivirus
équin), en corrélation avec 1’altération du tropisme cellulaire du v}\rus in vitro (Maury
et al. 2005). De plus, les niveaux d’augmentation (de 1’ordre de 350%) obtenus avec
le LTR mutant du EIAV étaient comparables & ceux obtenus dans ce travail avec le

VIB. Quoiqu’il en soit, il serait important, dans des travaux ultérieurs, de déterminer
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I’activité de LTRm dans le cycle de réplication du VIB. Pour cela, le LTRm pourrait .

étre permuté & la place du LTRs dans un clone infectieux du VIB (Garvey et al.
1990). i’ar la suite, des essais de transfection avec le clone muté du VIB pourraient
étre réalisés pour déterminer, dans un premi.er temps, la capacit¢ du LTRm de
permettre la réplication du virus tel qu’analysé par la production de syncytia
cellulaires (St-Louis et al. 2004) et, dans un deuxiéme temps, estimer la quantité de

virus produits en utilisant un ELISA de capture contre la p26 du VIB (Archambault et

al. 1989) et/ou un test de dosage de ’activité de la transcriptase inverse  partir des

surnageants des cultures cellulaires infectées (Kashanchi ez al. 1991).

Les facteurs de transcription sont des protéines qui se lient généralement aune
séquence précise de I’ADN et qui interviennent dans le processus de transcription. Ils
peuvent notamment agir au niveau de la condensation de la chromatine, de I’initiation
de la transcription et de I’élongation des transcrits (Carey et Smale, 2000).
Généralement, les facteurs de transcriptioﬁ sont composés de deux domaines

distincts; ’un est nécessaire a la liaison & ’ADN et I'autre est associé a 1’activité

‘transcriptionnelle. Certains facteurs posséderaient également des domaines

supplémentaires, dits coopératifs, qui permettent une interaction synergique avec
d’autres facteurs de transcription (Carey et Smale, 2000). Chez les lentivirus, le LTR
est un élément clé dans ’expression.virale (Krebs et al. 2002). La région du LTR
contient en (;utre des motifs de liaison aux facteurs cellulaires de transcription qui
sont généralement situés dans la région U3 en amont du site de franscn’ption

délimitant le début de la région R du LTR.
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Plusieurs sites de liaison ont été décrits dans la région U3 du LTR du VIH-1,
incluant ceux pouvant se lier aux facteurs NF-xB (deux copies de 10 paires de base
faisant partie du "enhancer™) et Sp-1 (trois motifs consécutifs riches en résidus GC
situés en 5’ de la boite TATAA) qui régulent positivement la transcription. D’autres
motifs de liaison ont aussi été décrits en 5° de la région U3, responsables de réguler
négativement cette fois la transcription virale (Krebs et al. 2002). Chez le VIB,
plusieurs motifs de liaison & une variété de facteurs de transcription ont aussi été
prédits (Garvey et. al. 1990) dans la région U3 du LTR, certains ayant été encore
rapportés ultérieurement comme étant fonctionnels (Fong et al. f995). Parmi ceux-ci
se retrouvent les motifs de liaison & NF-xB, GRE ("Glucocorticoid-responsive
element"), AP-4, AP-1, CAAT et ATF/CREB qui activent le LTR durant la
transcription basale et durant celle activée par la protéine Tat. De plus, les motifs de
liaison & AP-4 et au facteur Sp-1 (trois motifs comme le VIH-1) ont des effets sur
I’activité du LTR dépendammént du type de cellules et de I’activation par la protéine
Tat (Fong et al. 1995). Finalement, le méme groupe de chercheurs a mis en évidence
des séquences dans la région U5 du LTR et les séquences adjacentes non traduites qui

inhibent plut6t I’activité du LTR du VIB (Fong et al. 1995).

Dans cette présente étude, ’ensemble des résultats a montré que 1’activité
promotrice augmentée de LTRm serait due aux substitutions de bases aux positions
250 et 271. Par contre, aucune corrélation ne fut observée entre cette activité
augmentée et la mutation a la position 191. Le résidu 191 est immédiatement contigu

a un motif prédit de liaison au facteur Ets (localisé aux positions 179 a 190). Le motif
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de liaison Ets est notamment retrouvé au niveau de promoteurs de génes tumoraux
(par exemple le géne TbetaR-II) dont leur régulation peut se faire via la liaison de ce
motif & divers membres de la famille des facteurs cellulaires Ets (Ets1, Ets2, PEA3,
Elf3 et PU.1) (Kopp et al. 2004). Le motif de liaison au facteur Ets est aussi présent
au niveau du LTR du VIH-1 (Krebs et al. 2001) et sa fonction de moduler
positivement la fonction promotrice du LTR du VIH-1 et du VIH-2 a été établie
(Schwarzenbach et al. 1995; Bassuk et al. 1997), ce qui n’est pas le cas chez le VIB.
Quoiqu’il en soit, il est clair, a la lumiére des résultats obtenus, que la mutation au
niveau du site de liaison prédit Efs n’a eu aucune influence sur activité promotrice
augmentée du LTRm puisque le retour au génoty;;e sauvage a cette position n’a pu
résulter en un retour d’activité au niveau de celui du LTRs sauvage. Bien que ce
résultat ne semble .pas supporter un réle pour le site Ets pour ’activité promotrice de
LTRm, des exbériences d’empreinte 3 I’ADN ("DNA footprinting") (Pastorcic et
Das, 1999) et de liaison par un test de changement de mobilité sur gel (ADN du

LTR/protéine Ets) (Archambault et al. 2005) devraient étre conduites pour

caractériser ce site de liaison en vue de déterminer une fonction méme de ce dernier

dans [Dactivité promotrice du LTRs sauvage du VIB. Des expériences
complémentaires de mutagenése au niveau de ce site de liaison prédit, combinées a
des tests de transactivation in vitro pour en apprécier leur impact devraient aussi étre

conduites pour confirmer, s’il y a lieu, une fonction du site de liaison Ets dans le LTR

du VIB.
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Une restauration compléte de I’activité promotrice du LTRm au niveau de
celle du phénotype sauvage fut obtenue suite aux réparations des p(;sitions 250 et
271. La position 250 est localisée a un npcléotiﬁie en aval du motif de liaison pour le
facteur de transcription AP-1 (composé des résidus TGATTCA aux positions 243 a
249) et a deux nucléotides en amont du motif de liaison prédit pour le facteur RCE
(composé des résidus AGTGGTTAA aux positions 252 & 260) (Garvey et al. 1990;
Fong et al. 1995). La position 271, quant a elle, est localisée a dix nucléotides en aval
du motif de liaison prédit pour le facteur RCE, a huit nucléotides en amont de la boite
CAAT localisée aux positions 280 a 284 et a treize nucléotides en amont du site de
liaison au complexe de transcription ATF/ CRE (pour "Activating Transcription
Factor/Camp Response Element" composé deg résidus GATGTAG) localisé aux
positions 285 a 291 du LTR du VIB (Garvey et al. 1990, Fong et al. 1995). Fait
intéressant, la mutation localisée a la position 271 semble étre d’un grande
importance pour I’activité promotrice augmentée du LTRm comme en font foi les
résultats de restauration partielle de 1’activité (niveau intermédiaire entre ceux de
LTRm et LTRs) promotrice vers le phénotype sauvage lorsque cette position fut
répafée dans les constructions double 191/271 ou simple 271. Ce n’est que suite a la
réparation double en positions 271 et 250 que le phénotype sauvage fut de nouveau

obtenu, sans égard a la mutation observée en position 191.

Diverses possibilités peuvent étre avancées pour expliquer Deffet des
mutations aux positions 250 et 271 sur ’activité promotrice du LTR du VIB. Tel que

mentionné, les mutations ont eu lieu dans le voisinage d’éléments participant a la
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transcription tels AP-1 et ATF/CRE et la boi.te CAAT. Puisque la réparation unique
de la position 271 a résulté en une restauration partielle de ’activité promotrice du
LTR, il est permis de penser que les réparations doubles auraient pu agir en synergie
pour revenir au phénotype sauvage de l’activité promotrice du LTR. Ainsi, les
changements de résidus peuvent avoir eu comme résultante une augmentation de
I’affinité de facteurs de transcription tels les facteurs AP-1 et ATF/ CRE a leurs
motifs de liaison respectifs, ou encore induire indirectement une activité accrue de la
boite CAAT qui normalement, positionnée en. amont du début de la transcription,
favorise cette demiére (Kawai et al. 2003). Un mécanisme d’activité synergique
semblable a notamment été rapporté entre le facteur ATF/CRE et la boite GC dans
I’expression d’un géne cellulaire endogéne (geéne codant pour la sous-unité Na, K-
ATPase alpha 1) (Kobayashi et Kawakani, 1997). Une interprétation inverse peut
aussi €tre considérée dans le sens ou les résidus présents aux positions 250 et 271
dans le génotype sauvage pourraient avoir un régulateur négatif au niveau des autres
€léments impliqués dans la transcription, analogue a ce qui est observé avec certaines
séquences du VIH localisée dans la partie 5’ du LTR (Krebs et al. 2002). Dans le cas
du VIB, cette régulation négative au niveau du LTRs pourrait se faire via le motif de
liaison RCE ("Retinoblastoma control element) situé entre les positions 250 et 271
qui furent P’objet des mutations. Le motif RCE qui est rencontré fréquemment dans
I’élément régulateur d’oﬁcogénes cellulaires et de génes codant pour des facteurs de
croissance, a en outre comme ligand la protéine Rb ("Retinoblastoma") qui forme
avec le facteur E2F ie complexe Rb-E2F qui réprime I’expression des génes du cycle

cellulaire et, conséquemment, supprime la prolifération cellulaire (Galderisi et al.
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2006). De plus, le géne codant pour un facteur ressemblant au facteur de croissance a
I’insuline chez le rat contient dans son promoteur une région "silencer" qui contient le
motif RCE, ce qui régulerait négativement I’expression de ce géne (Kutoh et al.
1999). Ainsi, »les mutations 250 et 271 auraient.pu avoir comme conséquence un
déréglement au niveau du motif de liaison RCE (baisse ou perte d’affinité d’un
facteur de transcription correspondant) pouvant réguler r;égativement le promoteur du

LTR, résultant alors en une augmentation concomitante de 1’activité promotrice du

LTRm.

4.3 La diversité génétique dans le géne rev du VIB

Les résultats obtenus ont démontré une homologie de. 98,4% entre la séquence
séquence Rev pre-infection et celle publiée par Oberst'e et al. (1993), alors qu’elle est
de 99,46% avec la séquence rapportée par Nadin-Davis et ses collaborateurs (1993).
Bien que toutes ces séquences originent de la souche R29 du VIB, ce résultat n’est
pas surprenant dans la mesure ou le VIB sauvage propagé sur cellules Cf2Th

(Bouillant et al. 1989) était le méme que celui utilisé par Nadin-Davis et al. (1993).

‘Deux mutations conservées parmi tous les clones séquencés furent obseryées
aux positions 48 ( V — I) et 76 (P — L) du géne rev post-infection lorsque comparée
avec la séquence du géne rev pré-infection. Bien que ces mutations ne soient pas
localisées dans des domaines précis, elles pourraient avoir un effet sur la fonction de
la protéine Rev ou dans le mécanisme qui lui est associée. Par exemple, ces mutations

pourraient &tre localisées dans les domaines de multimérisation de Rev qui, bien que



75

non définis chez le VIB, sont primordiaux dans le role de'Rev afin d’assurer un
transport efficace des transcrits virau;c tardifs du noyau vers le cytoplasme ou ils
seront traduits en protéines (St-Louis et al. 2004). De plus, la mutation a la position
76, qui fut aussi rapportée dans la partic Rev de la protéine Tat236 (isolée du méme
variant du VIB R29), sans pour autant en savoir I’implication (St-Louis et al. 2005),
se situe dans une région contenant des résidus chargés arginines (résidus 71 a 80;
RARKLP/LGERR .ou P/L représente la mutation P — L), ce qui pourrait avoir un
effet bénéfique au niveau de la liaison de Rev au REE des transcrits viraux (Oberste
et al. 1991, 1993; St-Louis ez al. 2004). Toutefois, aucune fonction Rev n’a encore
été associée a ce dernier domaine chez le VIB. Si ce domaine est fonctibnnel, I’effet
de ce dernier sur la liaison au RRE pourrait étre additif & celui associé¢ au domaine
prédit riche en arginine de Rev qui est localisé entre les résidus 92 a 110
(EQNRRKQERRLSGLDRRIQ) de la protéine. Cette possibilité en égard de la
présence de deux domaines de Rev pour lier I’ARN serait alors compatible avec la
présence de deux domaines fonctionnels non contigus de Rev du EIAV qui sont
impliqués dans la liaison de la protéine au RRE des transcrits viraux (Lee et al.
2006). Quéiqu’il en soit, des expériences doivent étre réalisées afin de déterminer la
signification des mutations observées dans la réplication du VIB. Ainsi, des
expériences visant a déterminer la force de liaison (affinité¢) au RRE par la technique
de gel de retardement en utilisant des conditions stringentes pour la liaison pourraient
étre réalisées (.Archambault et al. 2005). D’autres expériences pourraient aussi étre
réalisées pour évaluer la capacité de Rev mutée de pouvoir assurer et augmenter le

transport des transcrits viraux. Cela pourrait étre réalisé par exemple en transfectant
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des cellules avec des plasmides pouvant générer des transcrits contenant le RRE et la
séquence codante pour le géne gag, d’une part, et produire les protéines Rev d’intérét,
d’autre part. Ainsi, une augmentation de la production de Gag (révélée par un test de
Western blot semi-quantitatif par rapport & une protéine endogéne telle la B-actine en
utilisant un appareil de densitométrie) pourrait étre associée a une capacité accrue du
transcrit correspondant du noyau vers le cytoplasme. Finalement, I’introduction des
mutations décrites pourrait €tre introduite dans un clone infectieux du VIB (Garvey et

al. 1990) en vue d’analyser leur impact dans I’expression et la production virale.




CONCLUSION

Le VIB est un lentivirus dont la variabilité génétique au niveau des génes
accessoires €tait peu connue en début de ce projet. Une étude récente conduite dans
notre laboratoire avait rapporté un variant du VIB qui fut isolé de lapins quelque trois

ans et demi suivant leur infection (St-Louis et al. 2005).

Dans ce présent travail, nous avons étudié la variation génétique au niveau de
deux séquences impliquées dans la régulation de I’expression génique du virus, soit la
région LTR et le géne rev. Nous avons découvert que le virus mutant obtenu en cours
d’infection chronique chez le lapin (St-Louis et al. 2005) arborait une séquence
mutante LTR dotée d’une activité promotrice augmentée par rapport a la séquence du
virus sauvage (non muté) qui avait servi aux infections des animaux. Les résultats ont
aussi montré que les mutations en positions 250 et 271 du LTR semblent étre
responsables de cette activité augmentée. Ces recherches sont importantes puisqu’un
virus mutant du VIB pourrait dérégler davantage le systéme immunitaire de ’h6te qui
serait alors plus susceptible aux infections de nature secondaire. D’ailleurs, des
séquences mutées au niveau du LTR du VIH (un lentivirus, tel que mentionné,
apparenté au VIB) ont eu un impact majeur sur ’expression génique et/ou la
pathogénicité/virul;:nce ‘des virus mutants (Ishida et al. 2006). De plus, une
corrélation entre des mutations dénotées au niveau de Rev et la progression de la
maladie chez des chevaux infectés avec I’EIAV fut rapportée par Belshan et al.

(1998, 2001), ce qui est en conformité donc avec la présence de deux grandes sous-
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populations de virus génotypiquement différentes au niveau du géne rev qui co-
existent in vivo et qui sont phénotypiquement différents au niveau de la pathologie

engendrée (Baccam et al. 2003).

Le mutant du VIB R29 qui a servi a notre étude ne pourrait qu’étre le reflet
d’une adaptation du virus chez le lapin infecté d’autant plus qu’aucune pathologie ne
fut décelée chez ces animaux pendant toute la durée de l’expéﬁénce (trois ans et
demi) (St-Louis et al. 2005). Ainsi, il serait important de vérifier si des variations
génétiques au niveau des génes régulant I’expression génique du VIB (séquence LTR
et génes tat et rev) puissent €tre observées chez son héte naturei qu’est le bovin dans
le cadre d’infections expérimentales. Finalement il serait aussi intéressant de
déterminer le caractére pathogénique du variant du VIB R29 ou le virus Jembrana, de
tout autre variant du VIB chez le bovin. Cela est important dans la mesure ot un autre
lentivirus bovin, ie virus Jembrana qui est génétiquement relié de trés prés au VIB
R29, induit des taux de mortalité de plus de 40% chez les bovins dans les deux
semaines suivant I’infection (Chadwick et al. 1995). Ainsi, I’émergence de variants
de VIB pourrait avoir des répercussions pathologiques semblables avec, comme
conséquence, un impact économique important pour toute 1’industrie bovine tant au

niveau de la santé globale des animaux qu’a celui du marché des exportations.
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APPENDICE 1

Alignement des séquences consensus en acides nucléiques du géne rev obtenues
en pré-infection (rev-pr) et post-infection (rev-pi) en comparaison avec les séquences

publiées de Oberste et al. (1993) (Rev-ob) et Nadin-Davis et al. (1993) (Rev-na).
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APPENDICE 2

Alignement des séquences en acides aminés de la protéine Rev obtenues a partir
de sept clones plasmidiques pré-infection (Rev-prl a Rev-pr7) et de sept clones
plasmidiques post-infection (Rev-pil & Rev-pi7) en comparaison avec les séquences
publiée de Oberste et al. (1993) (Rev-ob) et Nadin-Davis et al. (1993) (Rev-na). La
portion Rev de la protéine Tat236 est aussi représentée (St-Louis et al. 2005).
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Alignement de séquences en acides aminés entre la protéine Rev publiée par
Oberste et al. (1993) (Rev-ob) et la protéine Tat236 publiée par St-Louis ef al.
(2005). La protéine Tat236 est composée des premiers 98 acides aminés communs
de Tat103 et Tat108 et des derniers 138 acides aminés de la protéine Rev. Le résidu
K souligné et en gras dans la protéine Tat236 (position 99) représente le début de la
portion Rev (résidu 49 dans Rev) de cette protéine.
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