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C SOMMAIRE

Les modèles murins sont de plus en plus utilisés pour l’étude du SIDA. Ces

modèles ne sont toutefois pas pleinement adaptés à ce type de recherche, car ils ne

permettent pas la réplication du VIH. Des chercheurs ont démontré que trois blocages

(entrée, transcription, maturation) nuisent à cette réplication chez la souris. Après avoir

surmonté les deux premiers obstacles, les recherches tentent maintenant de venir à bout

du troisième blocage au niveau de la maturation. Chez la souris, il semble manquer une

ou plusieurs protéines présentes chez l’humain permettant la maturation. L’objectif de

cette première de trois études vise à trouver le ou les gènes humains permettant la

maturation du VIH chez la souris. Des cellules de souris exprimant différents segments

de chromosomes humains ont donc été analysées pour vérifier si elles possédaient ce ou

ces gènes. Nos résultats démontrent que plusieurs gènes sont nécessaires à la réplication

du VIH car une légère augmentation du taux de réplication a été observée chez ces

cellules hybrides. Comme tous les gènes nécessaires ne sont pas exprimés dans ces

premières cellules hybrides analysées, d’autres cellules hybrides devront être étudiées

afin de déterminer le ou les gènes manquants.

Le deuxième objectif de ce projet est de trouver le type cellulaire responsable du

développement de la maladie similaire au SIDA chez la souris. Le développement du

SIDA a déjà été observé chez des souris Tg exprimant le VIH dans des cellules CD4+

(CD4C/HIVML1tG). Cependant, le récepteur CD4 étant présent sur plusieurs types

cellulaires, il n’est pas possible présentement de déterminer lequel des types de cellules

est responsable de la manifestation de la maladie. Il est intéressant de considérer la

possibilité de limiter l’expression du VIH à un seul type cellulaire à la fois puisque ceci

permettrait de vraiment déterminer le rôle de chaque type cellulaire dans le

développement du SIDA. Étant donné que les macrophages possèdent le récepteur CD4

et font partie de la première ligne de défense de l’hôte, cela nous a mené à élaborer

l’hypothèse suivante l’expression du VIR dans cette population de cellules est suffisante

pour engendrer le SIDA chez la souris. Dans le but de vérifier cette hypothèse, des souris
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transgéniques CD6$/HIVMUtG exprimant le VIII dans les cellules de la lignée des

phagocytes mononucléaires, ce qui inclut entre autres les macrophages, ont été

développées et analysées. Les analyses d’expression d’ARN ont illustré que le transgène

VIH était exprimé à un haut niveau dans ces souris. Dans un premier temps, ces souris ne

semblaient pas souffrir de la maladie similaire au SIDA humain observée chez la souris

transgénique CD4C/HIVMUtG. Cependant, il reste encore quelques analyses à effectuer

avant de déterminer si l’expression du VIII dans les cellules de la lignée des phagocytes

mononucléaires est suffisante pour engendrer le SIDA.

La troisième étude a pour but de développer un modèle murin VIII développant la

lipodystrophie suite à un traitement d’anti-protéases. La majorité des études portant sur

la lipodystrophie chez la souris n’est pas effectuée chez des souris dans le contexte du

VIII. Il est donc intéressant de considérer la souris transgénique CD4C/HIVMLtG,

développant une maladie similaire au SIDA humain, comme un bon sujet pour étudier

l’apparition de la lipodystrophie suite à un traitement d’AP. Le deuxième but de cette

troisième étude est de vérifier si le traitement d’anti-protéases chez la souris transgénique

VIII aura un effet sur la progression de la maladie. Nos résultats démontrent que le

traitement d’anti-protéase pendant six mois ne provoque pas l’apparition de la

lipodystrophie chez la souris transgénique CD4C/HIVMtG. De plus, ces souris

transgénique développent une maladie similaire au SIDA humain suite à une plus longue

latence. Pour cette raison, le deuxième objectif de cette troisième étude n’a pu être

vérifié car il y avait un nombre insuffisant de souris malades pour vérifier l’effet du

traitement sur la progression de la maladie. Suite à ces résultats, nous supposons que la

durée du traitement à l’anti-protéase n’était pas assez longue pour arriver à des résultats

concluants. Donc, ce modèle murin n’est pas encore tout à fait au point pour étudier la

lipodystrophie.

Mots clés VIH, SIDA, CD68, macrophages, anti-protéases, souris transgéniques,
lipodystrophie, gag, maturation
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O ABSTRACT

Murine models are ofien used to study AIDS. These models are yet to be fully

adapted to this type of research since they do flot permit 111V replication. Recent studies

have demonstrated that three blocks hamper 111V replication (entry, transcription, and

maturation). Afier having overcome the first two obstacles, the last block stiil remains.

In the mouse, one or more proteins that allow 111V maturation seem to be missing. The

objective of the first of three studies aims to find the missing genes in the mouse that

permit 111V maturation. Mouse celis containing different human chromosomal segments

have hence been analysed to verify if they include these genes. Our resuits demonstrate

that many genes are necessary for the maturation of 111V since we observed slight

increases in 111V replication in these mouse hybrid celis. Since not ail of the necessary

genes may be present in these first hybrid ceils, more hybrid ceils wili require further

investigation in order to identify these missing genes.

This project’s second objective is to find the type of ce!! responsible for the

deve!opment of the AIDS-!ike disease in mouse. The development of this disease has

already been observed in mice expressing 111V transgene in CD4+ cells (CD4C/HIVMttG).

However, the CD4 receptor is present on many ce!! populations and to date, it is flot

known which population is responsib!e for the appearance ofthis disease. It is interesting

to consider the possibi!ity of !imiting the expression of 111V on one celi type at a time to

allow us to determine the ro!e of each cel! type in disease development. In view of the

fact that human macrophages express the CD4 receptor and that they are part ofthc host’s

first une of defence, this has brought us to eiaborate the fo!!owing hypothesis: 111V

expression in macrophages is sufficient to initiate AIDS in mice. To verify this

hypothesis, CD6$/HIVMUItG transgenic mice expressing 111V in mononuc!ear phagocytes,

which inc!ude macrophages, has been deve!oped and analysed. RNA expression analyses

have illustrated that the 111V transgene is expressed at high leveis in these transgenic

mice. At first, these mice did not seem to develop the AIDS-!ike disease observed in
CD4C/HIVMUtG transgenic mice. However, more tests shou!d be performed before we
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can determine if HIV expression in mononuclear phagocytes is sufficient to cause some

pathology.

The objective of the third study is to develop an HIV murine mode! that develops

!ipodystrophy following a protease inhibitor treatment. The maj ority of the recent studies

regarding !ipodystrophy in mouse is flot carried out in mice in the context of HJV.

Furthermore, studies on mice treated with protease inhibitors are rather rare. It is

therefore interesting to consider the CD4C/HIVMUtG transgenic mice as an exce!!ent

mode! to study the manifestation of lipodystrophy fol!owing a protease inhibitor

treatment. The second objective of this third study is to verify if this protease inhibitor

treatment will have any effects on the progression ofthe disease. Our resu!ts demonstrate

that the 6-month treatment does flot cause !ipodystrophy in the CD4C/HIVMUtG transgenic

mice. Also, because of the !ow penetrance of the AIDS-like disease in the une of mice

used for the study, we were unab!e to reach conclusive resuits. We believe that the length

of the protease inhibitor treatment was not long enough for these mice that seem to

deve!op disease at a !ower rate and the !cngth of treatment wi!1 need to be increased in

future experiments. Therefore, this murine mode! is not yet optimized to study

lipodystrophy.

Keywords: HIV, AIDS, CD68, macrophages, protease inhibitor, transgenic mice,
!ipodystrophy, gag, maturation
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o

1. Le virus d’immunodéficience humaine

Le virus d’immunodéficience humaine (VIII) est l’un des sujets les plus étudiés

présentement dans le monde de la médecine. Diagnostiqué il y a une vingtaine d’années,

il constitue encore un grave problème socio-sanitaire au plan mondial car aucun remède

n’existe pour guérir complètement la maladie qui en découle, le syndrome

d’immunodéficience acquis (SIDA). Cependant, la réaction de la communauté médicale

et scientifique a révolutionné le VIII/SIDA, transformant un verdict de mort presque

immédiat, en une maladie que l’on peut gérer. L’espérance et la qualité de vie des

personnes séropositives au VIH se sont ainsi améliorées (Chapman, 2003).

Il existe deux types de VIII qui se transmettent de la même façon et qui causent la

même maladie. Le VIII de type I (VIII-I) est responsable de la majorité des cas

d’infection au VIII. D’autre part, le VIII de type II, plus commun en Afrique de l’ouest,

semble moins pathogénique que le VIII-I car il se transmet moins facilement et prend

plus de temps à provoquer la maladie. Ce mémoire traitera du VIII-1 qui est le plus

courant.

Le VIII-I appartient à la famille des rétrovirus et plus spécifiquement au groupe

des lentivirus. On le retrouve partout dans le monde et plus particulièrement dans la

région subsaharienne de l’Afrique. Le VIII se transmet par contact sexuel (liquides

corporels) ou par contact sanguin (transfusion, échange de seringues ...). Une mère

infectée peut aussi transmettre le VIII à son bébé pendant la grossesse, l’accouchement et

l’allaitement (Cann, 1996). Il n’existe aucune preuve que le VIII puisse être transmis par

contact non sexuel ou par des morsures de moustiques. À l’heure actuelle, le comité

UNAIDS/OMS estiment qu’environ 40 millions de personnes sont porteuses du VIII dans

le monde tOMS, 2003). Au Québec, Turmel (2003) mentionne que 1$ 000 personnes
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( étaient porteuses en 2002. En moyenne, plus de 10 millions de virions VIH sont produits

quotidiennement chez une personne infectée. À cause de son fort taux de réplication et

parce qu’il est continuellement en mutation, le VIR est un véritable fléau pour l’être

humain. Plusieurs de ses caractéristiques lui donnent la capacité de survivre même en

présence des réponses immunes humorales et cellulaires.

À cause de cette forte prévalence du VIH, de nombreuses recherches se

concentrent sur ce phénomène. Entre autres, on s’interroge sur les effets secondaires

néfastes de médicaments par ailleurs efficaces, sur le type de cellules responsables de la

maladie du SIDA ainsi que sur le mode de réplication du VIH. Cette recherche présente

trois études orientées vers ces préoccupations.

Dans un premier temps seront exposés la description du VIH quant à son génome,

sa structure et sa réplication (section 1), puis celle du SIDA et de son traitement (section

2) et enfin, les modèles d’étude du SIDA chez la souris (section 3). Dans un deuxième

temps, les problématiques, les questions de recherche et les hypothèses des trois études

seront présentées (section 4).

1.1. Le génome et la structure du VIH

Le génome du VIH est de type ARN+. Il a une longueur de 9.5 kilobases (kb)

codant 9 gènes viraux qui produisent à leur tour 15 protéines virales. Chaque bout de

l’ARN est flanqué de séquences de bases répétitives (les LTRs ou «long terminal

repeats»), qui agissent comme des interrupteurs afin de contrôler la production de

nouveaux virions et qui peuvent être activées par des protéines virales ou cellulaires. Le

génome possède trois différents cadres de lecture ouverts gag, poi et env. Ces derniers

encodent respectivement les protéines structurales, enzymatiques aussi que celles de

l’enveloppe du virus. (Cann, 1996)

Le gène gag encode une protéine précurseur p55 qui, à la suite d’une série de

clivage par la protéase virale, produit, entre autres, les protéines cylindriques denses p24,

p17, p9 et p6. Deux mille copies p24 forment la capside du virus (voir la Figure 1) qui
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renferme les deux ARN viraux simple brin codant chacun des 9 gènes viraux ainsi que

trois enzymes . la protease, la transcnptase inverse et 1 integrase. La proteme p17 forme

la matrice qui est située entre la capside et l’enveloppe virale. Elle facilite le transport

nucléaire du génome viral. La protéine p9 forme la nucléocapside qui entoure les brins

d’ARN dans la capside. Elle reconnaît le signal d’encapsidation du VIN qui consiste en

quatre structures en forme d’épingle à cheval au bout 5’ de l’ARN viral et contrôle

l’incorporation de l’ARN viral dans le virion. La nucléocapside facilite aussi la

transcription inverse. Le polypeptide p6 sert de médiateur dans l’interaction entre p55 et

la protéine accessoire virale Vpr, ce qui provoque l’incorporation de Vpr dans les virions.

De plus, la portion p6 de gag contient un domaine tardif qui est requis pour le

relâchement efficace des virions lors du bourgeonnement cellulaire. (Catin, 1996)

Le gène pol encode les enzymes viraux dont la protéase (pi O), la transcriptase

inverse (p66155; sous-unités alpha et beta) et l’intégrase (p32). Ces enzymes viraux sont

responsables, respectivement, du clivage de la polyprotéine précurseur Gag-Pol, la

transcription inverse de l’ARN virale en ADN proviral et de l’intégration du provirus

dans le génome de l’hôte. Ils sont essentiels à la réplication virale.

Le gène env encode l’enveloppe de glycoprotéines (gp) virales extracellulaires

(gpl2O) et transmembranaires (gp4l). L’enveloppe virale est composée d’une bicouche

lipidique provenant de la cellule hôte et de 72 copies en moyenne d’un complexe de

protéines virales nommées Env. Chaque complexe consiste en une coiffe produite à

Enveloppe

ARN

Capside

Nucléocapside

Bi-couche lipidique
Matrice

Figure I Structure du VIII
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partir de 3 ou 4 gp 120 et d’une tige produite à partir de 3 ou 4 gp4l. Il permet d’ancrer

la structure dans l’enveloppe virale. (Freed et Martin, 1995)

Le VIH possède également 2 gènes régulateurs : tat et rev, ainsi que 4 gènes

auxiliaires vif, vpr, vpu et nef qui contiennent l’information nécessaire pour la

production de protéines qui contrôlent l’habilité du VIH à infecter une cellule. Les gènes

régulateurs sont des gènes viraux importants impliqués dans te contrôle de l’expression

des gènes; tat encode une protéine transactivatrice (Tat) tandis que rev encode la protéine

régulatrice de l’expression virale (Rev). Cette dernière protéine

contrôle l’exportation nucléaire des messages viraux (ARNm) contenant des introns. Elle

est en mouvement continue et transporte l’ARNm entre le noyau et le cytoplasme. Cette

navette nécessite un signal de localisation nucléaire et un signal d’exportation nucléaire

présent dans Rev (Hope, 1999). La protéine Rev est importante car elle agit également

sur la transition de la phase précoce vers la phase tardive de l’expression des gènes

viraux. Elle se trouve à l’intérieur du noyau de la cellule infectée et se lie à un complexe

de 240 bases de l’ARN nommé RRE («Rev response element») qui est présent dans le

second intron du VIH. Cette fixation de Rev au RRE facilite l’exportation de l’ARN

viral partiellement épissé et non-épissé du noyau vers le cytoplasme. Rev est

indispensable à la réplication du VIH les provirus qui ne possèdent pas la fonction

exercée par Rev sont transcriptionnellement actifs, par contre, ils n’expriment pas les

gènes viraux latents et par conséquent, ne produisent pas de virions. (Strebel; 2003;

Pollard et Malim; 199$; Emerman et Malim; 199$)

La protéine virale transactivatrice Tat stimule l’élongation de la transcription par

des interactions avec l’élément de la réponse transactivatrice (TAR) situé au bout 5’ des

transcrits. La transcription est initiée sur les LTRs VIH avec le complexe holoenzyme de

l’ARN polymérase II (ARNpII). En l’absence de Tat, l’élongation de la transcription est

inefficace à cause de l’hypophosphorylation du domaine COOH-terminal (CTD) de

1’ARNpII. L’élongation précoce synthétise le bout 5’ de l’ARNm VIH ce qui forme une

structure en épingle de cheval bombée. La protéine virale Tat associée à la cycline T et

Ç Cdk9 se fixe à TAR proche de l’ARNpII arrêté. Ensuite, le Cdk9 hyperphophorylyse le



6

CTD, ce qui stimule une élongation transcriptionelle efficace de l’ARNm viral.

(Emerman et Malim; 199$)

Le gène nef encode la protéine Nef qui était initialement perçue comme une

protéine régulant négativement l’expression de CD4 à la surface de la cellule (Ahmad et

Venkatesan, 1988; Guy et al., 1987). Nef est aujourd’hui considérée comme une protéine

qui a un effet indirect sur la transcription. Elle est la première protéine détectable suivant

l’infection d’une cellule (Kim et al., 1989). Elle augmente le taux d’endocytose du CD4

et de la dégradation lysosomale de cette dernière (Aiken et al., 1994). Nef possède

également la même fonction pour les molécules MHC de classe I (HLA-A et HLA-B)

mais avec une affinité plus faible. La régulation négative du MHC-I diminue l’efficacité

des cellules T cytotoxiques à éliminer les cellules infectées par le VIH (Schwartz et al.,

1996). Nef masque donc les cellules infectées aux cellules T cytotoxiques. Les

molécules du MHC-I restantes à la surface sont de type HLA-C et HLA-E et elles

constituent un ligand pour les cellules NK. Cette liaison envoie un signal d’inhibition

pour l’activité lytique des cellules NK. De plus, Nef est reconnue pour perturber

l’activation des cellules T et pour stimuler l’infectivité du virus car les virions produits en

présence de Nef sont jusqu’à 10 fois plus infectieux que les virus produits en l’absence de

Nef (Luria et al., 1991; Miller et al., 1994).

Le gène vif encode un facteur d’infectivité virale qui est essentiel à la réplication

du VIH dans les lymphocytes du sang périphériques, dans les macrophages et dans

certaines lignées cellulaires. Par contre, dans la plupart des cellules, la présence de Vif

n’est pas nécessaire pour permettre la réplication du VIH, ce qui suppose que ces cellules

expriment une protéine pouvant compléter la fonction de vif (Hope et Trono, 2002).

Le gène vpr encode une protéine principalement responsable de la transcription.

Par contre, vpr semble aussi permettre au VIH d’infecter des cellules qui ne se divisent

pas (comme les macrophages) en facilitant la localisation nucléaire des complexes de

préintégration (Heinzinger et al., 1994). De plus, vpr arrête le cycle cellulaire à la phase
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ç G2; il n’y a donc pas de mitose (Chang et al., 2004; Bukrinsky et Zhao, 2004;

Tungaturthi et al., 2003).

Le gène vpu encode une molécule chaperonne de la protéine Env et influence le

relâchement de nouvelles particules virales. Elle est aussi impliquée dans la régulation

négative du récepteur CD4 de la surface cellulaire. Cette régulation négative est

importante au relâchement de nouveaux virions car lorsque le virus est attaché à la cellule

via le CD4, le relâchement de virions se fait difficilement. La régulation négative du

CD4 permet de relâcher l’enveloppe virale et de nouveaux virions. En l’absence de Vpu,

un grand nombre de virions attachés à la surface des cellules infectées peut être observé

(Willey et al., 1992).

1.2. Le cycle de réplication du VIII

Cette section présente le cycle de réplication du VIH dans sa cellule hôte. Ce

cycle est divisé en quatre parties 1) l’entrée dans la cellule, 2) la transcription inverse de

l’ARN viral et son insertion dans le génome de l’hôte, 3) la transcription de protéines et

finalement 4) l’assemblage, le relâchement et la maturation.

1.2.1. Le rattachement, la pénétration et la décapsidation du VIII

Le rattachement du VIH à sa cellule cible se fait par l’entremise des

glycoprotéines de son enveloppe, les gpl2O, qui se lient au récepteur de la cellule

(Chatterjee et al., 1992). L’interaction entre le récepteur et le ligand (gpl2O) ne nécessite

aucune énergie et peut se faire à toutes les températures. Le récepteur de la cellule cible

du VIH est l’antigène CD4 qui est présent dans les lymphocytes T et les cellules de la

lignée des monocytes/macrophages, incluant les cellules dendritiques (Cann, 1996). Le

récepteur CD4 ne semble pas suffisant pour permettre au virus de pénétrer dans la cellule.

Ceci a été démontré en exprimant le récepteur CD4 humain sur des cellules de rongeurs

qui ne sont pas normalement infectables par le VIH (Maddon et al., 1986). Par contre, un

corécepteur de chémokines est aussi nécessaire. En effet, plusieurs groupes de

chercheurs ont établi que la présence d’un membre de la famille des récepteurs de beta

chémokines, de petits modulateurs de la fonction immune de la cellule, permet l’infection
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G du VIH dans divers types cellulaires chez l’humain (Doranz et al., 1996; Choe et al.,

1996; Alkhatib et al., 1996; Dragic et al., 1996; Deng et al., 1996). Les deux récepteurs

de chémokines les plus importants sont le CXCR4 et le CCR5. Si l’isolat du virus est T-

tropique, le virus peut entrer et se répliquer dans les cellules T mais non dans les

macrophages et les monocytes; dans ce cas, le corécepteur CXCR4 est nécessaire pour

l’infection. Par contre, si l’isolat du virus est M-tropique, le virus peut entrer et se

répliquer dans les macrophages et les monocytes mais non dans les cellules T et c’est

alors le corécepteur CCR5 qui est essentiel (Cann, 1996). Ceci est illustré dans la

Figure 2.

Q
• Récepteur CD4

A Co-récepteur CXCR4

Co-récepteur CCR5
—+ Infection possible

t
,, 4 -* Aucune infection

- - ----, T Cellule T

TiT Macrophage ouVirus T Virus M
monocytetropique tropique

Figure 2 : Récepteurs du VIH dans les cellules T ou les

cellules de la lignée des macrophages/monocytes

Il a aussi été démontré que le V1}I pouvait infecter des cellules négatives pour les

récepteurs CD4 et CCR5 en utilisant le CD$ comme récepteur (Saha et al., 2001; Cullen,

2001). Les conséquences de l’infection du VIII varient selon le type de cellules.

L’infection in vitro des lymphocytes T CD4+ mène à une mort cellulaire. Par contre,

l’infection des monocytes\macrophages produit une cytopathogénicité beaucoup plus

réduite (Cann, 1996).

Une fois attaché à la cellule, la pénétration du virus est une étape qui nécessite de

l’énergie et qui se fait rapidement. Suivant la liaison du gpl2O au CD4, un changement

conformationnel facilite l’interaction du gpl2O avec le récepteur de chémokine ce qui

expose le peptide fusogénique sur gp4l et lui permet de s’insérer dans la membrane
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C cellulaire (Sattentau et Moore, 1993). L’enveloppe du virion peut alors se fusionner à la

membrane cellulaire il en résulte un relâchement de la capside directement dans le

cytoplasme de la cellule. Cette étape est indépendante du pH (Kielian et Jungerwirth,

1990).

1.2.2. La transcription inverse et l’incorporation des gènes viraux dans le génome

cel]ulaire

Une fois à l’intérieur de la cellule hôte, le VIH doit transformer son ARN en ADN

afin de pouvoir se répliquer. Une copie d’ADN double brin est produite à partir de

l’ARN génomique viral par le processus de la transcription inverse. La protéine

cellulaire cyclophiline A semble être essentielle dans ce processus car l’abolition de son

interaction avec Gag inhibe la réplication virale (Zav’yalov et al., 1995; Hope et Trono,

2000). Suite à l’entrée de la capside dans la cellule, la cyclophiline A semble favoriser la

dissolution de la capside facilitant ainsi la transcription inverse (Franke et Luban, 1995).

L’enzyme concernée, la transcriptase inverse, entre dans la cellule avec la capside suite à

la décapsidation. Cette enzyme polymérase synthétise une double chaîne d’ADN à partir

d’un gabarit d’ADN ou d’ARN et possède une activité associée ARNase.

L’ADN viral est par la suite transporté vers le noyau et intégré dans l’ADN

cellulaire. Normalement, avec les rétrovirus simples, ce processus se produit seulement

dans une cellule en division (Trono, 1995; Subbramanian et Cohen, 1994). Cependant,

comme ceci a été mentionné plus haut, grâce à la protéine Vif du VIH, qui est un

rétrovirus complexe, l’intégration est possible dans certaines cellules qui ne sont pas en

division, dans les macrophages par exemple. Le site d’intégration est aléatoire.

L’enzyme qui catalyse ce processus est l’intégrase qui coupe l’ADN viral et cellulaire

afin de produire des bouts collants et cohésifs. Suite à cette intégration, le virus se

comporte comme un gène cellulaire endogène. Il utilise donc la machinerie de l’hôte afin

de produire ses propres protéines (Kulkosky et Skalka, 1994; Goldfarb, 1995; Miller et

Bushman, 1995).
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C 1.2.3 La transcription des protéines

La transcription de protéines est un processus complexe impliquant l’interaction

entre des séquences régulatrices dans les LTRs et des protéines cellulaires ou virales.

L’ARN polymérase II agit sur le promoteur de concert avec les facteurs de transcriptions

(fT) accessoires qui se lient spécifiquement à des séquences adjacentes au promoteur et

dans certains cas, directement à l’ARN polymérase. Les fT cellulaires comprennent

entre autres EBP-l, NFKB et SRI, CTF/NFI et LBP-I. Certains sites dans les LTRs

fonctionnent conmw des sites de liaison pour plusieurs FT généraux tels que le facteur de

liaison TATA (TfIID). D’autres sites se lient à des fT spécifiques aux tissus, comme

NfKB. Ce dernier est un activateur particulièrement important dans les cellules T. La

présence de plusieurs sites de liaison de FT dans les LTRs viraux explique pourquoi

différents stimuli peuvent être activateurs. (Cann, 1996)

Afin d’obtenir un taux d’expression de gènes VIH élevé, la présence de la

protéine Tat est nécessaire. Tat est un transactivateur de la transcription qui augmente la

production d’ARNm jusqu’à 100 fois. Il s’exprime par les ARNm entièrement épissé

précoce ou les ARNm incomplètement épissés tardifs. De plus, contrairement aux

facteurs de transcription conventionnels qui interagissent avec l’ADN, Tat est une

protéine fixatrice d’ARN (feng et Holland, 1988; Roy et al., 1990). Comme mentionné

plus haut, la fonction de Tat nécessite la présence de TAR qui est présent aux bouts 5’ de

tous les ARNm. Des expériences démontrent que la protéine Tat se lie directement avec

d’autres protéines cellulaires sur la région TAR de l’ARN (Rana et Jeang, 1999; Kam,

1999).

De toute évidence, le promoteur du VIH ne permet pas d’assembler un complexe

d’ARN polymérase efficace. Le taux d’initiation de la transcription est lent et l’efficacité

d’élongation est faible. Plusieurs études semblent démontrer que la liaison de Tat à TAR

permet de lier d’autres protéines au complexe transcriptionnel, ce qui augmenterait

l’efficacité. Cette augmentation d’efficacité dépend de l’ARN de Tat et elle est unique

dans l’expression de gènes eucaryotes. (Gatignol et al., 1996; Rana et Jeang, 1999)
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Initialement, lors d’une infection par le VIH, de faibles quantités d’ARNm de Tat

et de Rev s’accumulent à cause du faible taux d’activité endogène du promoteur en

l’absence de Tat. Le faible taux de production de Tat engendre conséquemment la

transcription additionnelle de d’autres protéines Tat. Ainsi, plus le taux de Tat augmente,

plus il y a de transcription de tat. (Feng et Holland, 198$; Cann, 1996; Morrow et al.,

1994)

Sur une période de quelques heures, alors que le taux de transcription de protéines

demeure élevé, le message épissé de l’ARNm succède à ses messages bi-épissés afin de

permettre la transcription de la protéine virale Env. Éventuellement, un ARNm non-

épissé est produit, ce qui permet la traduction de Gag et Pol. C’est la protéine Rev qui est

responsable de ce changement lors de la transcription. De plus, Rev se lie à l’ARN viral

ce qui permet l’exportation des ARN contenant des introns, un processus normalement

absent dans la cellule humaine. Les protéines virales sont ensuite produites dans le

cytoplasme par la machinerie de synthèse de protéines cellulaires. (Morrow et al., 1994;

Cann, 1996)

Même si la protéine Env devient apte à interagir avec les récepteurs suite à son

oligomérisation, elle ne devient pas fusogénique avant un certain temps, après que le

clivage se soit fait pour séparer la séquence de la protéine de surface de la séquence de la

protéine transmembranaire. Le clivage s’effectue dans l’appareil de Golgi, probablement

à l’aide de la protéase cellulaire furin ou par une activité enzymatique reliée.

L’assimilation de Gag et du précurseur Gag-Pro-Pol est intimement liée à l’assemblage et

au bourgeonnement et non à la transcription. L’activation et l’assimilation prématurée de

Gag par la protéase virale pourraient empêcher l’assemblage approprié et seraient fatales

au virus. (Cann. 1996)

1.2.4 L’assemblage, le relâchement et la maturation des virions

L’assemblage du VIH nécessite la présence de facteurs morphogéniques qui ne

font pas partie structuralement du virus. Ce sont des chaperonnes et certaines d’entre

elles ne sont pas encore identifiées. L’assemblage de la capside se fait au niveau de la
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membrane cellulaire. Pendant la traduction de protéines précédant l’assemblage, la

région N-terminale de la protéine p55 est myristylée, ce qui permet son insertion dans la

membrane cellulaire. Un regroupement de protéines Gag se forme en association avec la

membrane à l’aide d’interactions protéine-protéine ou par association avec l’ARN viral.

Le virion sphérique peut se former grâce à une courbure induite par l’association des

protéines Gag ou à la nature hélicoïde de l’ARN. L’ARN devient alors fortement associé

avec la « nucleocapsid moiety of Gag ». (Cairn; 1996)

Les virions assemblés peuvent ensuite bourgeonner à travers la membrane. C’est

alors que le virus acquiert sa bicouche lipidique provenant de la cellule hôte. Puisque 5%

de la protéine Gag est sous forme de polyprotéine Gag-Pol contenant la transcriptase

inverse, l’intégrase et la protéase, toutes les protéines nécessaires à une infection dans les

particules virales sont maintenant disponibles. La grande concentration de protéase dans

la capside permet son activation ainsi que le clivage des protéines gag et pol et

l’éventuelle formation d’un virus mature et infectieux. De plus, d’autres constituants

macromoléculaires du cytoplasme sont alors incorporés dans le virion de façon non

spécifique. (Morrow et al., 1994)

2. De l’infection au virus de l’immunodéficience humaine à la maladie du

syndrome d’immunodéficience acquise

2.1. L’infection au virus d’immunodéficience humain

L’infection primaire avec le virus d’immunodéficience humaine de type I (VIH-1)

est couramment associée à un syndrome clinique ressemblant à une mononucléose aigu

apparaissant approximativement 3 à 6 semaines suivant l’infection. Ces symptômes

comprennent la fièvre, des malaises, une perte de poids inexpliquée, la pharyngite, la

lymphadénopathie, le mal de tête, l’arthralgie, la diarrhée, l’éruption maculopapulaire et

la méningoencéphalite (Cichocki, 2004; Cairn, 1996). La sévérité et la persistance des

symptômes peuvent varier considérablement mais en général, la plupart disparaissent

après une ou deux semaines. Par contre, ces symptômes apparaissent moins qu’une fois

sur deux. Un déclin significatif du taux de lymphocytes T CD4+ dans le sang
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périphérique se produit de 2 à 8 semaines suivant l’infection (Cann, 1996). Ce taux peut

augmenter encore durant la phase de latence du virus mais il est rare qu’il revienne à un

taux similaire à celui présent lors de l’infection primaire. Le syndrome aigu associé à

l’infection aigu est accompagné par une augmentation drastique de la réplication virale

(Cann, 1996). La pathogenèse reliée au VIH se présente généralement selon ces phases

1) une infection primaire, 2) un syndrome aigu, 3) une réponse immune face au VIH, 4)

une latence clinique (séquestration du VIH dans les tissus lymphoïdes), 5) une perte des

cellules T CD4+ et une destruction des tissus lymphoïdes et finalement 6) la phase du

syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA). Le temps écoulé entre l’infection au

VIH et l’apparition des signes cliniques définissant le SIDA varie beaucoup selon les

individus. En moyenne, ce temps s’étale entre 8 à 12 ans. Par contre, certains individus,

reconnus comme étant des non-progresseurs à long terme, vivent une phase de latence

plus longue avant de développer le SIDA. Ce délai peut atteindre jusqu’à 20 ans.

Heureusement, une médication adéquate permet d’allonger le temps d’apparition.

2.2. Le syndrome d’immunodéficïence acquise

Le SIDA est un syndrome affectant le système immunitaire. Tout au long de la

progression de la maladie, le virus se multiplie et endommage ou même tue les

lymphocytes T CD4+. Cela affaiblit le système immunitaire et laisse l’individu

vulnérable à une multitude d’infections opportunistes tels que la pneumonie, la

leucoplasie, le muguet ainsi que d’autres maladies comme le cancer. Le taux de

lymphocytes T CD4+ sert donc de marqueur pour la progression de l’infection: des taux

peu élevés sont étroitement liés à la maladie et au risque de décès. Dans la plupart des

pays industrialisés, les spécialistes cliniques de l’infection au VIH utilisent les taux de

lymphocytes T CD4+ et la charge virale VIH comme critères premiers pour la mise en

route et la prise en charge du traitement (OMS, 2003). La charge virale réfère au nombre

de particules virales retrouvées par millilitre de sang. Plus la présence de particules

virales VIH dans le sang est élevée, plus la probabilité de destruction des cellules CD4+

augmente et conséquemment, plus la progression vers le SIDA s’accélère (Bing et al.,

2000). Lorsqu’on parle des taux de lymphocytes T CD4+ chez les gens atteints, le seuil

est généralement de 200 lymphocytes par mm3 de sang (Bing et al., 2000; Sehgal et al.,
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2002; OMS, 2003; NIAID/NIH, 2003). Chez les patients en santé, le compte de CD4

s’étend entre 450 et 1200 (NIAID/NIH, 2003).

Il est maintenant bien établi que l’ARN-VIII plasmatique est un marqueur

prédictif de l’évolution de l’infection, indépendant et complémentaire du taux de CD4

(Mellors et al., 1997). Ce marqueur se révèle indispensable au suivi thérapeutique,

apportant une information pertinente sur l’efficacité, la tolérance, voire l’observance d’un

traitement antirétroviral. (Delfraissy, 1999)

2.3. Le traitement des personnes infectées par le VIII

Il n’existe pas vraiment de remèdes contre la maladie du SIDA. Les spécialistes

cliniques tentent plutôt de combattre le VIII qui est la cause du SIDA. Par contre, le

choix de médicaments est grandement limité par le fait que le VIH est un virus et que les

antibiotiques n’ont aucun effet connu sur ce dernier. Comme le VIII est un virus à ARN,

plusieurs mutations du virus se produisent durant la réplication à cause d’erreurs

effectuées lors de la transcription inverse. Les nouveaux virions peuvent donc être

considérés comme étant différents comparativement à leur virus mère. Ceci complique la

création de nouveaux vaccins efficaces car ces derniers peuvent seulement permettre de

protéger l’hôte contre les virus identiques à celui dont le vaccin est dérivé. À chaque

réplication du virus, les chances qu’un nouveau vaccin ou médicaments soient

nécessaires sont élevées. La lutte contre le VIII est donc extrêmement difficile. On peut

comparer cette lutte à celle du virus de la grippe où la vaccination est recommandée une

fois chaque année. Malgré la vaccination, plusieurs personnes contractent quand même

la grippe car ce virus est lui aussi un virus à ARN qui mute continuellement. Mais il y a

une grande différence entre le virus de la grippe et le VIII, parce que le virus de la grippe

est plus faible et peut être éliminé par le corps après un certain temps. Pour sa part, le

VIH est beaucoup plus résistant et par ce fait, plus morbide. Par contre, depuis

l’introduction des thérapies antivirales, le taux de mortalité dûe à l’infection au VIII a

diminué (Palella et al., 199$; Detels et al., 199$; IIogg et al., 1999).
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2.3.1. Les médicaments contre le VIII

Réduire la charge virale globale de l’organisme est l’objectif thérapeutique

principal des antirétroviraux dont le rôle est de bloquer la réplication virale et d’empêcher

l’extension de l’infection à de nouvelles cellules. Le premier médicament qui a permis de

combattre le VIII est l’AZT est devenu disponible aux États-Unis en 1987. L’AZT, un

inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse (INTI), rend la TI inactive suite à son

rattachement. Il y a seulement huit ans, le SIDA était perçu comme une condamnation à

la mort. Jusqu’en 1996, la seule façon d’interrompre le processus de réplication était

d’inhiber la transcriptase inverse avec l’AZT ou d’autres médicaments semblables. Mais

avec le temps, le VIH a évolué il échappe maintenant à cette thérapie et développe une

résistance aux médicaments. La découverte d’une molécule pouvant intervenir à une

autre phase du cycle viral a ensuite constitué une alternative pour diminuer la réplication

virale (Balter et al., 1996).

De grandes percées en recherche fondamentale et clinique sur le SIDA ont été

effectuées en 1996. On a assisté à l’arrivée sur le marché de nouveaux médicaments

antirétroviraux plus puissants, possédant des mécanismes d’action différents et

complémentaires (Olivier, 2003). Cette nouvelle classe de médicaments comprend les

inhibiteurs de protéases VIII aussi com-ius sous le nom d’antiprotéases (AP). Les AP se

lient aux protéases du VIII et les rend inactives. Les nouveaux virions restent donc

immatures et par conséquent non virulents. Par la suite est arrivé un autre type

d’inhibiteur de la transcriptase inverse les non-nucléosidiques (1NNTI). Ceux-ci se lient

directement à la TI puis bloquent l’activité de la polymérase ADN et ARN-dépendante.

Le site catalytique de cette enzyme est également perturbé. De nos jours, ces

médicaments ne sont presque plus utilisés à des fins de monothérapies.

L’arrivée des AP a permis le développement de nouvelles stratégies

thérapeutiques telles que l’utilisation combinée d’antirétroviraux qui permettent une

suppression prolongée de la réplication du VIH chez la plupart des personnes infectées.

Ces cocktails de médicaments, qui comprennent en général deux inhibiteurs de TI puis un

AP, sont reconnus comme étant des traitements antiviraux hautement efficaces
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(HAART). Avec l’introduction de cette tri-thérapie, il est devenu possible d’observer

que la concentration du VIH dans le sang atteint des niveaux non-détectables. Cette

thérapie HAART est alors devenue un standard dans le long combat contre le VII-I

(Carpenter et al., 1996; Hammer et al., 1997; HIV infection, 1997). Par contre, près du

quart des patients ont par la suite cessé le traitement HAART initial soit à cause d’une

incapacité d’abaisser le niveau de réplication virale sous le seuil de détection courant de

50 copies/mL, soit à cause d’effets toxiques ou de non efficacité dans les huit premiers

mois de la thérapie (d’Arminio Monforte et al., 2000; Lucas, 1999).

Un nouveau médicament antirétroviral d’une nouvelle classe est devenu

disponible sur le marché l’an dernier aux États-Unis (mars 2003) et au Canada (octobre

2003). Le Fuzeon® (T-20) fait partie de la classe des inhibiteurs de fusion qui

s’attaquent à l’enveloppe du VIH, dont la protéine virale gp4l pour Fuseon®, et par

conséquent empêchent le VIH d’entrer dans la cellule (Hosein, 2003; Chayer, 2003).

Il y a présentement deux autres classes d’antirétroviraux aux premiers stades

expérimentaux : ce sont les inhibiteurs d’intégrase et les inhibiteurs de la transcription

(antiviraux antisens) qui tentent de bloquer la réplication du VIH, le premier, au niveau

de l’intégration de l’ADN proviral dans le génome de l’hôte (Grossman, 2004a) et le

deuxième, au niveau de la production d’ARNm viral (Grossman, 2004b).

Alors que le développement de nouveaux agents antirétroviraux se continue, des

efforts sont maintenus afin de maximiser l’efficacité des traitements existants : ceci exige

une meilleure compréhension du virus et une gestion plus efficace des effets secondaires

(Montessori et al., 2004).

2.3.2. Les effets secondaires des médicaments contre le VIH

Lors de la sortie des premiers inhibiteurs de TI, les patients sont souvent très

malades car ces médicaments sont toxiques. Les effets secondaires couramment observés

sont des maux de tête, de l’insomnie, de la nausée, des problèmes gastro-intestinaux, de

la myalgie, de l’anémie, de la granulocytopénie, de la neutropénie, de l’hépatotoxicité
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occasionnelle, des neutropathies périphériques et des myosites. Avec l’arrivée des A?,

les effets secondaires observés sont grandement diminués. Par exemple, les effets

secondaires les plus visibles des AP sont des nausées, du vomissement, des maux

d’estomac et de la diarrhée, qui peuvent être évités en augmentant progressivement la

dose du médicament pendant les deux premières semaines (Price, 1998; Gallant, 1999).

Dans des cas assez rares, on retrouve des niveaux élevés d’enzymes rénales,

d’hyperglycémie et de diabète (Gallant, 1999). Nonobstant cela, après quelques mois de

traitement, plusieurs patients deviennent résistants à la monothérapie avec les AP.

Lors des monothérapies antivirales, un déclin dramatique de virus circulant est

souvent suivi par l’apparition de virus mutants résistant au médicament. Dans le cas de

l’administration de plusieurs médicaments, en moins de quelques semaines ou de

quelques mois, une virémie est habituellement de retour aux niveaux détectés lors du

prétraitement. L’apparition de la résistance aux médicaments coïncide avec l’apparition

de virus comportant des mutations spécifiques aux protéases ou affectant la transcriptase

inverse (Cann, 1996). C’est pour ces raisons que les médecins ont commencé à prescrire

les thérapies HAART. Ces traitements combinés semblent favoriser un niveau de virémie

assez bas pendant un long laps de temps. La résistance à ces combinaisons

médicamenteuses survient souvent suite à l’arrêt du traitement. Certains croient que la

clé du succès thérapeutique réside dans le respect de la posologie et la poursuite du

traitement puisqu’une diminution de la dose ou l’arrêt d’un ou de plusieurs médicaments

antirétrovirales peut favoriser l’émergence de souches virales résistantes (Olivier, 1998).

Donc, les patients qui continuent les traitements peuvent généralement vivre assez

longtemps, sans avoir de problème. Par contre, certains patients qui deviennent

asymptomatiques après quelques temps pensent qu’il est inutile de continuer le

traitement. Quelques semaines suivant l’arrêt du traitement HAART, la virémie

augmente souvent considérablement et le taux de CD4 chute. Le patient est alors de

nouveau malade. Dans ces cas, un traitement HAART est réamorcé mais il est suggéré

de ne pas inclure des médicaments déjà employés afin de diminuer les chances de

développer une résistance aux médicaments (ARAS, 2004; Powderly, 2000; Erbelding,

1999). C’est pour cela que certains chercheurs croient que l’effet des antirétroviraux n’est
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en fait qu’un simple effet virustastique. Ceci est démontré par le fait qu’un arrêt brusque

de traitement conduit, dans les jours qui suivent, à une remontée de la réplication virale

avec production de particules virales par les cellules circulantes. Ceci a été observé chez

des patients dont le taux d’ARN-VIH plasmatique était indétectable depuis plusieurs mois

(Jubault et al., 1998). D’autre part, plusieurs patients utilisant des inhibiteurs de protéase,

seuls ou en combinaison avec d’autres antiviraux, commencent à développer des effets

secondaires tardifs assez bouleversants, par exemple, la lipodystrophie.

2.3.2.1. La lipodystrophie

La lipodystrophie est un syndrome assez complexe dont la définition ne fait pas

l’unanimité chez les spécialistes. Il existe deux types de lipodystrophie : la

lipodystrophie héréditaire et la lipodystrophie associée au VIH. C’est de cette dernière

dont il sera question ici. La lipodystrophie existe depuis longtemps, par contre, avant les

années 90, elle n’avait pas été définie précisément. Une définition provisoire a été

énoncée lors d’une réunion à San Diego en 1999 (Carr et al., 1999). Par la suite,

Kingsley (2001) a proposé la première définition formelle de la lipodystrophie au congrès

de l’association internationale des médecins soignant le SIDA, (IAPAC) à Chicago. Il a

identifié trois classes de lipodystrophies en se basant sur des informations cliniques tirées

des recherches au multi-centre SIDA (MACS)

1. La lipoatrophie périphérique: Perte de gras sous-cutané légère, modérée ou

élevée, dans deux ou plus des régions suivantes : bras, jambes, fesses ou visage.

2. La lipoatrophie mixte: Lipoatrophie périphérique avec accumulation du gras

modéré ou élevé dans l’abdomen ou les seins, avec ou sans l’accumulation de gras

sur la nuque (aussi nommée bosse de bison).

3. La lipoatrophie périphérique ou lipoatrophie mixte avec des anormalités

métaboliques du métabolisme du glucose ou des lipides.

Ces changements corporels peuvent prendre plusieurs mois avant d’apparaître

mais ils ne sont pas toujours accompagnés de changements métaboliques. Par contre,

certains chercheurs, dont le groupe de Kotler et Engelson (1999), croient que les AP
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causent des anomalies métaboliques qui engendrent par la suite une redistribution de gras.

Ces effets lipodystrophiques apparaissent à différents degrés selon l’AP utilisé. Certains

estiment que le médicament nommé indinavir amène des effets plus prononcés (De Luca

et al., 199$). Des chercheurs ont même constaté, que suite à l’administration d’une seule

dose d’indinavir à des sujets masculins en bonne santé, la capacité de l’insuline à faciliter

l’entrée du glucose dans les cellules était considérablement entravée, vraisemblablement

suite à la réduction de l’action de l’hormone sur les transporteurs du glucose (Noor et al.,

2002). D’autres chercheurs jugent que le ritonavir provoque des effets encore plus

drastiques (Bonfanti et al., 2003; Calza et al., 2004). En effet, le ritonavir stimulerait les

niveaux sanguins des autres AP co-administrés, ce qui augmenterait les caractéristiques

pharmacocinétiques de ces agents, augmentant ainsi les effets thérapeutiques bénéfiques

mais souvent au prix d’effets secondaires additionnels, tels que la lipodystrophie ou bien

une lipodystrophie plus prononcée (Moyle, 2002). Van der Valk et al. (2001) citent les

résultats d’une recherche qui démontre que l’ajout de INTI à des régimes d’AP augmente

le risque de développer la lipodystrophie. En résumé, plusieurs indices démontrent que

certains antiviraux seraient responsables de l’apparition de la lipodystrophie.

Certaines personnes frustrées de l’apparition des symptômes de la lipodystrophie

reliée au VIH ont de la difficulté à accepter ces changements et décident de changer leurs

médicaments ou d’arrêter leur traitement. Ball (2003) souligne que l’arrêt du traitement

peut devenir tragique car la virémie revient souvent le patient peut ainsi devenir

résistant aux médicaments en question. Il considère cet arrêt regrettable car les bénéfices

de ces thérapies sont incontestables.

La cause de la lipodystrophie n’est pas encore connue; par contre, il semble

certain que les AP ne sont les seuls responsables. Selon les groupes de Carr et al. (1999),

Qaqish et al. (2000) et Brinkman et al. (1999), plusieurs personnes sur traitements avec

des TNTI ou des LNNTI n’ayant jamais pris des AP ont développé de la lipodystrophie.
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2.3.2.2. Le traitement de la lipodystrophie

Une des préoccupations premières des patients atteints de lipodystrophie est de se

débarrasser de ce syndrome. Il n’existe présentement aucune thérapie médicamenteuse

pour palier entièrement les changements esthétiques de la lipodystrophie associé au VIH.

Les cliniciens doivent évaluer les risques et les bénéfices de chacun des médicaments et

individualiser le traitement pour chaque patient (Benavides et Nahata, 2004). Certains

utilisent la liposuccion pour enlever l’excès de gras. Par contre, plusieurs spécialistes le

déconseillent car le gras peut revenir par la suite et le procédé peut être potentiellement

dangereux lors de l’extraction de gras abdominal ou viscéral (Hanna, 1999; Piliero, 2003;

Wanke, 1999).

Le traitement à la leptine permet de renverser la résistance à l’insuline, le diabète

mellitus (Shimomura et al., 1999) la dyslipidémie et la lipodystrophie chez la souris

(Riddle et al., 2003). La Leptine est une hormone adipocyte importante dans la

régulation de l’homéostasie de l’énergie qui semble être en baisse lors de la

lipodystrophie sévère (Oral et al., 2002). Yamauchi et al. (2001) avancent qu’une

combinaison de leptine et d’infusions d’adiponectine est nécessaire pour rétablir

entièrement l’action de l’insuline. Le traitement à la leptine, chez des patients atteints de

la lipodystrophie et d’un manque de leptine, a amélioré le contrôle de la glycémie

(Petersen et al., 2002) et diminué le niveau de triglycérides (Oral et al., 2002). Ce dernier

groupe a aussi conclu qu’une déficience en leptine contribuait à la résistance à l’insuline

et aux autres anomalies métaboliques associées avec la lipodystrophie sévère.

Plusieurs personnes refusent d’utiliser d’autres médicaments pour contrer la

lipodystrophie et décident d’arrêter complètement leur traitement anti-VIH. Souvent, les

symptômes disparaissent peu après l’arrêt du médicament mais le patient risque de voir sa

santé se détériorer et de développer une résistance aux médicaments.
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c 3. Modèles d’études du syndrome d’immunodéficïence acquise chez la souris

Les études cliniques chez les humains sont très fréquentes actuellement, en ce qui

a trait au phénomène VIH/SIDA. Par contre, les études chez des individus non infectés

se font plus difficilement à cause de restrictions éthiques. Les recherches s’effectuent

donc auprès de patients infectés par le VIH. Ces études portent sur la maladie ainsi que

sa progression avec et sans traitements antiviraux.

Pour leurs recherches, plusieurs scientifiques utilisent des animaux pour

minimiser les restrictions éthiques. Très similaire à l’homme, la famille des singes

constitue un excellent sujet d’expérimentation. Des chercheurs (Desrosiers, 1990;

Desrosiers et Letvin, 1987) affirment que le modèle le plus près du SIDA humain est le

SIDA simien (SIDAS) induit chez les primates avec le lentivirus relié au VIII-1, soit le

virus d’immunodéficience simien. Selon Jolicoeur et al. (1999), les manifestations

pathologiques du SIDAS sont similaires à celles du SIDA. Par contre, ils ajoutent que ce

modèle a le désavantage d’être peu accessible et un virus différent du VIII-l doit être

utilisé. De plus, les coûts élevés d’exploitation et la longue gestation des bébés rendent

difficiles l’expérimentation avec les singes. L’utilisation d’un nombre statistiquement

suffisant de ces animaux dans une expérience est donc assez rare. Afin de contrer ce

problème, plusieurs chercheurs se tournent vers l’utilisation de modèles animaux plus

petits, tels que les rongeurs. Les rongeurs sont comparativement peu coûteux et leur

temps de gestation est relativement court. Cela permet d’obtenir un grand nombre de

sujets beaucoup plus rapidement. De plus, dû à leur petite taille, il est plus facile et

moins coûteux de les héberger et de les manipuler. C’est pour ces raisons, entre autres,

que les rongeurs, et plus particulièrement les souris, sont de plus en plus utilisés en

laboratoire pour des études portant sur le VIH-1.

Au début, la souris était peu employée lors d’expériences sur le VIII car elle

semblait naturellement protégée de toutes infections par ce virus. Morrow et al. (1987)

ont tenté d’infecter des souris et des cellules murines avec un titre élevé de VIII sans

toutefois obtenir une virémie détectable. Suite à la découverte du CD4 humain comme

récepteur primaire du VIH (Klatzmann et al., 1984; Lores et al., 1992), plusieurs
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chercheurs ont réalisé que l’expression du CD4 humain dans les cellules murines était

insuffisante pour leur conférer une susceptibilité à l’infection au VIH (Maddon et al.,

1986; Lores et al., 1992).

Plusieurs chercheurs ont tenté d’analyser la contribution individuelle de différents

gènes du VIH chez la souris s Vpr (Rogel et al., 1995), Vpu (Willey et al., 1992), Tat

(Viscidi et al., 1989) et les glycoprotéines gpl2O et gp4l de l’enveloppe (Siliciano, 1996;

van Maanen, 2003). Lindemann et al. (1994) ainsi que Brady et al. (1993) ont exprimé le

gène nef chez la souris. Par contre, leurs souris n’ont démontré que des diminutions des

niveaux des cellules T CD4+ matures et immatures ainsi qu’une variété de caractères

incompatibles avec le développement du SIDA, par exemple, un niveau de cellules B

élevé. Aucun de ces modèles n’a pu répéter toutes les caractéristiques de la maladie.

Au cours des années, des techniques ont été développées afin d’obtenir un modèle

murin adéquat pouvant servir à étudier les différents aspects de l’infection au VIH et de la

maladie du SIDA. Parmi ces modèles, on retrouve la xénogreffe humaine, qui consiste en

la transplantation de tissus ou de cellules humaines dans des lignées de souris sévèrement

immunodéficitaires. Ce modèle fut considérablement utilisé pour étudier les différents

aspects de la physiologie humaine normale, notamment l’hématopoïèse ainsi que la

biologie des cellules souches (McCune, 1996). Des modèles sur les souris SCID-hu

(immunodéficience combinée sévère humaine) sont également employés avec succès,

entre autres, pour les évaluations précliniques des composants antiviraux contre le VIH- 1

(Rabin et al., 1996; McCune, 1996; Pettoello-Mantovani et al., 1998). Des chercheurs

ont aussi utilisé ces modèles SCID pour étudier des infections au VIH-1 s aucune maladie

ressemblant au SIDA humain et affectant de nombreux organes ne s’est toutefois

développée dans ces conditions (McCune et al., 1991). Par contre, il y a eu plusieurs

grandes percées avec l’arrivée de ces nouveaux modèles. En 1998, malgré le succès

partiel des tentatives antérieures pour établir un modèle souris infectables au VIH-l,

Hanna et aï. (1992a) ont mis au point un modèle murin Tg pour l’étude du VIH. Ces

souris sont les premières à développer des anomalies similaires au SIDA humain et

connaître une mort prématurée. Ces souris transgéniques expriment les séquences
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complètes du VIH-1 dans les cellules T CD4 et dans les cellules de la lignée des

macrophages/cellules dendritiques. De plus, elles développent des pathologies sévères

semblables au SIDA humain: la cachexie/perte de poids, la diarrhée, l’atrophie

musculaire, la mort prématurée, l’atrophie du thymus, la perte de cellules T CD4, la

pneumonie interstitielle et la néphrite tubulo-interstitielle (Hanna et al., 1 998a, 1 998b).

Ceci représente un pas de géant dans la recherche sur le SIDA car il existe dorénavant un

modèle murin qui peut aider à comprendre plus à fond ce syndrome.

Différents mutants contenant un ou plusieurs gènes du VIH ont ensuite été

produits par ce même groupe de chercheurs (Hanna et al., 199$b). Ces derniers ont

constaté que le mutant contenant uniquement le gène nef produisait un phénotype

similaire à l’ensemble des gènes viraux, c’est-à-dire, un développement de pathologies

sévères semblables au SIDA humain. Cela signifie que nef est probablement le gène

responsable des effets néfastes du VIH. Il a de plus été démontré que nef était nécessaire

et suffisante pour engendrer une maladie similaire au SIDA. Depuis cette découverte,

plusieurs chercheurs tentent de disséquer le gène nef afin de déterminer quelles régions

sont responsables de la maladie et plusieurs souris transgéniques VIH encodant une

variation du génome viral ont été développées afin d’étudier certains aspects des maladies

reliées au VIH (pour une revue de ces modèles, voir van Maanen et Sutton, 2003).
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4. Problématiques de la recherche

Dans cette recherche, trois thèmes principaux seront étudiés

1. Les blocages de la réplication du VIH chez la souris, à la phase de maturation du

cycle de réplication.

2. La génération d’une souris transgénique pouvant exprimer le VIH dans les

cellules CD68+.

3. Le développement de la lipodystrophie chez des souris transgéniques qui

expriment le VIH et qui sont soignées avec des anti-protéases.

Dans un premier temps, la section 4.1 présentera une revue de littérature portant sur

la problématique des blocages de la réplication du VIH chez la souris, puis la question et

l’hypothèse qui sont retenues dans le cadre de ce mémoire, en ce qui a trait au blocage de

la réplication du VIH chez la souris au niveau de la maturation. La section 4.2 fera

ressortir la pertinence de mettre au point un modèle murin pouvant exprimer le VIR

principalement dans les macrophages et présentera l’hypothèse de recherche s’y

rapportant. Enfin, la section 4.3 fera part d’une revue de la littérature sur divers modèles

murins étudiant les effets des anti-protéases (plus particulièrement, la lipodystrophie),

puis des questions et hypothèses qui seront traitées dans cette recherche relativement au

développement de la lipodystrophie chez les souris transgéniques qui expriment le VIH et

qui sont soignées par des anti-protéases.

4.1. Les blocages de la réplication du VIH chez la souris à la phase de maturation

du cycle de réplication

Un des problèmes découlant de l’usage d’un modèle murin dans les études sur le

SIDA est que la souris semble être naturellement protégée contre l’infection au VIH. En

effet, le récepteur CD4 chez la souris ne permet pas l’entrée du virus. Plusieurs

chercheurs tentent maintenant de contourner ce problème.

Différentes phases du cycle de réplication du VIH présentent des blocages à la

réplication du virus chez la souris. Plusieurs de ces blocages seront d’abord présentés
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(‘
avant d’expliciter l’hypothèse de recherche qui est retenue ici quant au blocage de la

réplication du VIH chez la souris à la phase de maturation du cycle de réplication.

4.1.1. B]ocage au niveau de la pénétration

Plusieurs chercheurs ont tenté d’exprimer le récepteur CD4 humain à la surface

des cellules murines (Maddon et al., 1986; Ashom et al., 1990; Clapham et al., 1991;

Lorès et al., 1992). Maddon et al. (1986) ont démontré que des cellules de souris

génétiquement modifiées permettant d’exprimer le récepteur CD4 humain à leur surface

ne pouvaient être infectées par le VIH. Cela signifie qu’il manque un facteur pour

permettre l’infection chez la souris.

En 1995, Gallo a identifié trois facteurs qui inhibent l’entrée du VIH dans la

cellule (Cocchi et al., 1995). Ces trois facteurs sont des chémokines (RANTES, MIP-la

et MIP-1f3) sécrétées par les lymphocytes T CD$+. Cette découverte a orienté les

recherches sur le rôle des chémokines dans l’entrée du VIH.

En 1996, différents groupes ont démontré que plusieurs co-récepteurs additionnels

au CD4 étaient nécessaires pour l’entrée du virus dans les cellules (Deng et al., 1996;

Alkhtib et al., 1996; Berson et al., 1996; Bleul et al., 1996; Doranz et al., 1996; Dragic et

al., 1996; Feng et al., 1996). Ils ont identifié certains co-récepteurs provenant de la

famille des récepteurs de chémokines (le CXCR4 et le CCR5). Ces récepteurs de

chémokines sont présents chez la souris mais n’interagissent pas correctement avec le

récepteur CD4 et empêchent ainsi l’infection. Suite à cette découverte, plusieurs groupes

ont produit des souris transgéniques exprimant les récepteurs humains manquants. Peu

après, Bieniasz et al. (1997) ont démontré que ce n’était pas un défaut relié à la fonction

du co-récepteur mais bien un niveau d’expression inadéquat du co-récepteur CXCR4

murin qui empêchait l’infection du VIH. Ils ont montré qu’un niveau suffisant

d’expression du récepteur CXCR4 murin permettait l’infection du VIH chez la souris.

En 1997, Browning (1997) a produit la première souris Tg permettant l’infection

par le VIH en incorporant les CD4 et CXCR4 humains. Par contre, suite à l’infection,
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aucune réplication du VIH ne s’effectuait et aucun virus n’était produit. Ceci indique

qu’il existe une autre barrière une fois que le virus est entré dans la cellule. Afin de

trouver cette barrière, Wei et al. (1998) ont démontré que l’insertion du virus dans le

génome de l’hôte est insuffisant car aucune transcription de l’ARNm virale n’était

détectée Ils ont suggéré que le blocage était probablement relié à la transcription.

4.1.2. Blocage au niveau de la transcription des protéines

Wei et al. (1998) ont réussi à défaire ce deuxième blocage lié à la transcription

des protéines. Ils ont démontré que l’ajout de la cycline Ti humaine à des cellules

murines infectées par le VIII permettait la production d’ARNm virale. Il semble que la

forme murine du cofacteur essentiel de Tat, la cycline Ti, est incapable d’interagir

efficacement avec l’élément TAR lorsque lié avec tat (Bieniasz et al., 1998; fujinaga et

al., 1999; Garber et al., 1998; Kwak et al., 1999; Wei et al., 1998). La cycline T murine

ne nécessite qu’une substitution de la tyrosine 261 à une cystéine pour être recrutée

efficacement par TAR par les protéines Tat et par conséquent supporter la transactivation

(Bieniasz et Cullen, 2000).

Par contre, l’incorporation de la cycline Ti humaine chez la souris ne permet pas

la production d’un taux de VIH comparable à celui présent dans les cellules humaines

(Mariani et al., 2000, 2001; Garber et al., 1998; Koito et al., 2002). Il existe donc un

troisième blocage empêchant la réplication du VIII. Mariani et al. (2000) ont fait

l’hypothèse que ce problème était lié à la protéine virale gag. Ils ont démontré que dans

les cellules de souris, Gag est séquestré dans le cytoplasme et n’est jamais clivé en sa

forme mature p24. Sans ce dernier, le VIII n’a pas de capside et reste immature ou non

infectieux. Ils ont donc conclu que le dernier obstacle était probablement celui de

l’assemblage et du relâchement.

4.1.3. Blocage au niveau de l’assemblage/maturation

Sachant que le dernier blocage se situe au niveau de l’assemblage, il est difficile

d’établir si les cellules de souris possèdent un facteur capable d’inhiber l’assemblage de

la capside ou si les cellules humaines fournissent un facteur essentiel à cet assemblage
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(Cohen, 2001). Bieniasz et Cullen (2000) ont supposé l’absence d’un autre facteur

sûrement présent dans les cellules humaines. Afin de prouver cette proposition, ils ont

fusionné des cellules de souris infectées avec le VIH avec des cellules humaines. Ils ont

dès lors constaté une augmentation considérable de la production de virus infectieux. Peu

après, Mariani et al. (2001) ont effectué une expérience similaire à celle-ci pour arriver

aux mêmes conclusions. Depuis que Bieniasz et Cullen (2000) ont publié leurs données,

plusieurs groupes recherchent les facteurs manquants. La première proposition provient

de Yung et al. (2001) qui ont découvert que INI1 (Integrase interactor 1) était une

protéine qui facilitait l’assemblage ou le relâchement de virions. Cependant, ces

chercheurs n’ont pas réussi à démontrer si l’incorporation de cette protéine chez la souris

peut augmenter le taux de réplication du VIH.

En 2002, Zimmerman et al. (2002) pensent avoir découvert le facteur manquant.

Ils démontrent qu’une protéine agit comme chaperonne de la protéine Gag. Cette

molécule nommée HP68 a été initialement décrite comme un inhibiteur de l’ARNase L

(Bisbal et al., 1995). Ces derniers avaient démontré dans un système acellulaire (cell

free system») et dans des cellules T humaines infectées avec le VIH-1 que HP68 était

associé avec le Gag-VIH-1 dans la phase suivant la transcription. Zimmerman et al.

(2002) ont par contre précisé que HP68 n’était peut-être qu’un facteur parmi d’autres

nécessaires à l’assemblage de capsides HIV-1 immatures.

Deux autres molécules ont été proposées pour palier le manque de production

virale chez la souris. La première, CEM 15, a été proposée simultanément par plusieurs

groupes, à quelques mois d’intervalles (Lecossier et al., 2003; Zhang et al., 2003; Mariani

et al., 2003; KewalRamani et al., 2003; Stopak et al., 2003). La protéine CEMI5 est

aussi connue sous le nom de APOBEC3G (« apolipoprotein B mRNA editing enzyme,

catalytic polypeptide-like 3G ») un membre de la famille des déaminases de cytidine

(Jarmuz et al., 2002). C’est une protéine exprimée sur le chromosome 22 humain qui est

normalement inhibée par la protéine virale Vif dans les cellules non permissives. Sans la

présence de Vif, l’ARN viral simple brin est muté par CEMÏ5 ce qui amène une

multitude de défectuosités au niveau des protéines structurales, enzymatiques et
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régulatrices virales et résulte donc en un échec à différents points du cycle de vie du VIH

(Lecossier et al., 2003). Cette inhibition de Vif sur CEM15 agit comme un mécanisme

cellulaire de défense virale. Cet effet mutationnel pourrait être un des facteurs qui

contribue à la variation génétique de la population lentivirale chez les primates (Zhang et

al., 2003). Le problème retrouvé chez la souris est que Vif ne peut former un complexe

stable avec CEM15 murin (Mariani et al., 2003) ce qui résulte en une inhibition de

l’infection virale par CEMÏ5. Suite à cette découverte, la deuxième protéine proposée

par Zheng et al. (2003) est hp32. Ces derniers ont découvert chez la souris un épissage

excessif des transcrits du VIR. Chez l’humain, ce processus est inhibé par la protéine

humaine 32 (hp32). Zheng et al. (2003) ont établi que cette protéine, en plus de bloquer

l’épissage, favorise l’accumulation de transcrits génomiques viraux et de protéines

structurales, ce qui entraîne l’assemblage et le relâchement de virions infectieux. Ils ont

aussi noté que son homologue murin, le mp32, ne pouvait bloquer le processus d’épissage

ce qui cause un sur-épissage des transcrits génomiques viraux. Il en découle donc une

diminution du niveau protéique de Gag. Chez la souris, Zheng et al. (2003) ont

contourné ce problème en insérant un segment du chromosome 11 humain qui contient la

région encodant hp32 dans les cellules de souris.

Par la suite, Sutton et al. (2003) ont utilisé une série de cellules hybrides

souris/humaines qui contenaient chacun un seul chromosome humain. Ils ont par la suite

infecté chacune des cellules hybrides avec un vecteur VIH contenant la cycline Il

humaine ainsi que la glycoprotéine de surface du virus de stomatite vésiculaire (VSV-G).

L’utilisation du VSV-G est devenue un excellent outil permettant de contourner le

blocage d’entrée chez la souris. Le VSV-G possède un très grand tropisme et lorsqu’il

est transfecté avec le VIH, il permet d’infecter une grande panoplie de cellules incluant

celles de la souris. Les auteurs ont conclu que le facteur manquant se situait sur le

chromosome 2 car le seul hybride permettant un taux de réplication semblable à celui

retrouvé chez les cellules humaines contenait le chromosome 2 humain. Le taux de

réplication des autres hybrides était cependant assez faible. Suite à ces résultats, il reste à

déterminer quel (s) gène (s) est ou sont responsables de la réplication du VIH dans les

cellules de la souris.
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C- La question étudiée dans cette première étude du mémoire est la suivante

• Est-il possible d’augmenter le taux de réplication du VIH dans les cellules de souris à

un niveau semblable à celui observé chez les cellules humaines?

L’hypothèse que nous soutenons est qu’il est possible d’augmenter le taux de

réplication du VII-T dans les cellules de souris.

4.2. La génération d’une souris transgénique pouvant exprimer le VIH dans les

cellules CD68+.

Le modèle de la souris Tg CD4C/HIV démontre que l’expression des gènes VIH

par le promoteur CD4C est nécessaire pour le développement d’une maladie similaire au

SIDA humain (Hanna et al., l998a, 199$b). Comme le récepteur CD4 est présent sur

plusieurs types cellulaires il n’est pas possible présentement de déterminer quel type de

cellule est responsable de la manifestation de la maladie. Il est ici intéressant de

considérer la possibilité de limiter l’expression du transgène à un seul type cellulaire

parce que cela permettrait de vraiment déterminer le rôle de ce type cellulaire dans le

développement du SIDA. Lors d’une infection au VIH, les macrophages sont un des

types de cellules affectés. Il serait intéressant de mettre au point un modèle murin qui

permettrait de découvrir si l’expression du VIH dans les macrophages est suffisante pour

causer la maladie du SIDA.

Gough et al. (2001) ont exprimé le récepteur hSR-A (« human scavenger receptor

A ») sur des macrophages en utilisant le promoteur CD6$ humain chez la souris. Le

CD68 est exprimé dans le compartiment endosomal de toutes les cellules de la lignée des

phagocytes mononucléaires incluant les monocytes, les macrophages, les microglies, les

ostéoclastes et à un niveau plus restreint, les cellules dendritiques immatures (Pulford et

al., 1990; Rabinowitz et al., 1992; Strobl et al., 1995). En exprimant le VIR sur des

cellules de la lignée des phagocytes mononucléaires en utiLisant le promoteur CD6$

humain chez la souris, comme ont fait Gough et al. (2001), on pourra voir si l’expression

du VIH dans ces cellules de la souris est suffisante pour développer une maladie similaire
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au SIDA humain. Si cela est le cas, cela voudra dire qu’un ou plusieurs de ces types

cellulaires exprimant le CD68 sont suffisants pour développer la maladie. D’autres souris

transgéniques pourraient ensuite être développées afin de découvrir, entre toutes ces

cellules, la ou lesquelles d’entre elles cause une maladie similaire au SIDA. Sinon,

d’autres types cellulaires, qui n’expriment pas le récepteur CD6$, devront alors être

envisagés pour développer de nouvelles souris transgéniques. La présente recherche se

limitera à expérimenter l’expression du VIII dans les cellules murines exprimant le

CD68.

L’hypothèse dc cette deuxième étude est donc que l’expression du VIII dans des

cellules de la lignée des phagocytes mononucléaires en utilisant le promoteur CD6$

humain chez la souris, permettra de développer une maladie similaire au SIDA humain.

4.3. Le développement de la lipodystrophie chez des souris transgéniques qui

expriment le VIII et qui sont traitées avec des anti-protéases.

La lipodystrophie est très étudiée chez la souris. Plusieurs modèles de souris

portant des transgènes spécifiques qui réduisent les masses de tissus adipeux ont été

développés et démontrent des caractéristiques de la lipodystrophie. Par exemple, des

chercheurs ont démontré que des souris exprimant les transgènes nSREBP-lc

(Shimomura et al., 199$), mutation Fld (Reue et al., 2000) et A-ZIP/F (Moitra et al.,

199$), développaient un syndrome ressemblant à la lipodystrophie congénitale

généralisée. Pour leur part, Burant et al. (1997) ont observé des souris qui développaient

une autre condition similaire à la lipodystrophie (syndrome de Lawrence). Ces modèles

peuvent contribuer à la lutte contre la lipodystrophie associée au VIII. Leurs résultats

peuvent aider à comprendre comment la lipodystrophie s’installe chez les patients atteints

du VIII traités avec les anti-protéases (AP). Par contre, un modèle de souris VIII semble

être un meilleur modèle pour étudier ce phénomène. Il se peut aussi qu’un mélange de

modèles lipodystrophiques chez la souris, portant ou non le VIII, soit une meilleure

solution.
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La majorité des études portant sur la lipodystrophie chez les souris n’est pas faite

sur des souris atteintes du SIDA. Elles se font même assez rarement chez des souris

traitées avec des AP. Plusieurs chercheurs qui ont étudié des souris ainsi traitées n’ont

pas vérifié si elles développaient une lipodystrophie (André et al., 199$; Pacifici et al.,

1997; Pettoello-Mantovani et al., 1997; Leroux et al., 1995). Il faut dire qu’à cette

époque, la lipodystrophie n’était pas encore très courante. Par contre, Lenhard (2000),

qui a comparé différentes diètes chez des souris traitées aux AP, a remarqué plusieurs

caractéristiques de la lipodystrophie chez des souris mais il n’a pas mentionné ce

syndrome; les caractéristiques observées dépendaient toutefois du médicament utilisé

comme A?.

Goetzman et al. (2003) ont observé chez des souris traitées pendant huit semaines

avec le ritonavir (AP) une lipoatrophie ainsi qu’une augmentation des triglycérides

sériques. Ils ont proposé que les mécanismes de PPAR et SREBP étaient contrecarrés par

ce traitement. Ces derniers sont des régulateurs majeurs de l’expression génique des

parcours métaboliques des acides gras. De plus, l’antagoniste de PPAR, soit PPARa, est

considéré comme le régulateur maître de l’adipogénèse (Lowell, 1999). Si le ritonavir

inhibe bien PPAR, PPARa ne peut fonctionner comme il faut. Ceci peut par conséquent

engendrer des problèmes lipidiques tels que la lipoatrophie ainsi que l’augmentation des

triglycérides. Goetzman et al. (2003) proposent que leur modèle de lipoatrophie induit

par le ritonavir puisse ultérieurement être raffiné et utilisé dans des études scientifiques

futures sur les effets métaboliques de cet AP.

L’hypothèse principale de cette troisième étude est que l’expression du VIH

pourrait, suite à un traitement d’anti-protéase, favoriser la lipodystrophie en tant qu’effet

secondaire de ces anti-protéases et indépendamment de leur inhibition de la protéase

virale. La souris transgénique CD4C/HIVMUtG serait donc un bon modèle pour étudier la

lipodystrophie associée à l’utilisation des AP chez les souris Tg exprimant le VIH ainsi

que pour étudier les effets des AP sur la progression de la maladie similaire au SIDA.
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Cette troisième étude s’intéresse aux questions suivantes

• Est-ce que des troubles lipidiques apparaîtront suite à un traitement d’AP chez des

souris sauvages et chez des souris transgéniques sensibilisées par le VIH

(CD4C/HIVmtG), tel que cela peut être observé chez des personnes séropositives ou

sidatiques atteintes de la lipodystrophie suite au traitement aux AP.

• Est-ce qu’un traitement d’AP chez des souris transgéniques CD4C/HIVmtG ne

possédant pas de protéases virales (l’effecteur connu des AP), aura des effets sur la

progression de la maladie suite à leur effet sur une cible cellulaire non-déterminée?

Si oui, lesquels?

Les hypothèses secondaires sont les suivantes

• Les souris Tg ainsi que leurs contrôles négatifs (souris nTg) traitées aux AP

développeront la lipodystrophie.

• Si le traitement d’AP des souris Tg cause la lipodystrophie sans que leurs contrôles

négatifs soient atteints, cela voudra dire que la présence du VIH sensibilise la souris à

la lipodystrophie.

• Si les deux types de souris traitées développent la lipodystrophie, cela indiquera que

les AP affectent un effecteur cellulaire distinct de leur effecteur naturel (protéase

virale) et cause la lipodystrophie.

• Les signes développés chez les souris atteintes de la lipodystrophie seront similaires à

ceux observés chez l’humain.

Ces expériences confirmeraient que la souris transgénique CD4C/HIVMIItG est un

bon modèle pour étudier la lipodystrophie associée à l’utilisation des AP chez les souris

Tg exprimant le VIH ainsi que les effets des AP sur la progression d’une maladie

similaire au SIDA. De plus, s’il s’avère que des souris développent la lipodystrophie, il

sera possible d’en décrire les caractéristiques murines dans ce modèle du SIDA.

C
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Ce qui est intéressant avec la première question de cette troisième étude est que

des souris CD4C/HIVMUtG, qui n’expriment pas de protéases virales Gag, seront traitées

avec un AP. Ces souris seront idéales car, si le traitement affecte la progression de la

maladie, cela indiquera que ce n’est pas dû à son interaction avec les protéases virales

Gag. Cela confirmerait que 1’AP a effectivement un effecteur cellulaire chez la souris et

pourrait expLiquer comment un traitement d’AP provoque ou accélère l’apparition de

différentes maladies reliées au SIDA dont la lipodystrophie.
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• Culture des cellules B7$, B78MC et 293T:

Les cellules 2931 sont une lignée de cellules humaines du rein. Les cellules B7$

proviennent de myélomes de souris tandis que les cellules B7$MC sont des cellules

B78 contenant des segments de chromosomes humains. Les cellules 2931 et B78

sont maintenues dans du milieu de culture DME contenant 10% fCSI (HyClone)

tandis que les cellules B78MC sont maintenues dans du milieu DME contenant 10%

FBSI (HyClone) ainsi que de l’hygromycine à 400 ig/mL (Roche). Toutes les

cellules croissent dans une atmosphère humide à 37°C contenant 5% de C02.

• Production de virus:

Les virus (VSV-GINL4 et VSV-G/pBabe-Cyc.T-GfP/-Mov) sont produits en

utilisant la méthode de transfection au calcium phosphate. La veille de l’expérience,

les cellules 2931 sont ensemencées dans des boîtes de Pétri de 100 mm à 6.5x105

cellules dans 10 mL de milieu de culture et incubées à 37°C. Avant la transfection, 2

mL du milieu de culture est enlevé puis 100 1iL de Chloroquine (compagnie) 100X

est rajouté aux cellules. Pour la transfection, le mélange de plasmides est

préparé ainsi : 124 tL de chlorure de calcium 2M (Sigma), 5 à 10 jig de chaque

plasmide et le tout est complété à 1 mL d’eau. Ce mélange est ajouté en barbotant à

un volume égal de solution HBS 2X (< HEPES buffered saline ») (220 mM NaC1, 50

mM HEPES, 1.5 mM Na2HPO4). Après deux minutes, le mélange est ajouté goutte

par goutte aux cellules et incubées à 37°C pendant 4 à 6 heures. Le milieu de culture

est ensuite aspiré et remplacé par du milieu de culture frais. Les cellules sont

incubées pendant 4$ heures à 37°C. Le surnageant est centrifugé pendant 5 à 10

minutes à 2000 rpm et passé à travers un filtre de 0.2 microns. II est ensuite quantifié

par rAdT (poly(rA)oligo(dI)) VIH (VSV-G/NL4) ou murin (VSV-G/pBalb-Cyc.T

GFP/NJ-Mov).



36

Q . rAdT

La technique du rAdT, décrite par le groupe de Hoffman et al. (1985), est utilisée afin

de déterminer le taux de transcriptase inverse. Le rAdT VIH est utilisé uniquement

avec le VIH tandis que le rAdT murin est utilisé pour les autres rétrovirus. Les deux

techniques se différencient seulement au niveau du pool de solutions. Le surnageant

des cellules en culture est recueilli et centrifugé pendant 5 min à 2000 rpm afin

d’enlever les débris cellulaires. Un mL du surnageant est prélevé et centrifugé

pendant 30 min à 10 000 rpm. Il est ensuite aspiré et puis le culot est resuspendu dans

l00tL de Tris-HC1 0.01 M (fischer Scientific) équilibré au pH 8.0. Ce mélange est

incubé pendant une heure à 4°C et puis agité au Vortex. L’échantillon est divisé en

deux (50 pi) et un même volume (50 jiL) provenant du pool VIH (5 pi Tris-HC1 pH

8.0; 0.5 FIL DTT 1M (dissout dans 10 mM de sodium acétate pH 5.3) (Boehringer

Mannheim); 2.5 tL MgCY2 0.2 M (Fisher Scientific); 15 FIL KCI 1M (Fisher

Scientific); 5 pi Triton x-100 1% (Fisher Scientific); 5 pi GSH 6 mM (Sigma); 5

FIL EGTA 10 mM (Sigma); 10 tL oligo dT (20 1g/mL) (Amersham Bioscience); 1

tL poly A (2 mg/mL) (Amersham Bioscience); 0.1 tL dTTP (Œ-32P) (Amersham

Bioscience) et 0.9 FIL d’eau) ou provenant du pool murin (5 tL Tris-HC1 pH 8.8; 10

FIL DIT 0.2 M (dissout dans 10 mM de sodium acétate pH 5.3); 3 pi MnC12 0.02 M

(Fisher Scientific); 2 jiL NaCl 3M (EM Science); 5 tL oligo dT (20 jig/mL); 10 FIL

poly A (100 jig/mL); 0.1 pi dTTP (Œ-32P); 5 pi TTP 0.2 mM (Boebringer

Mannheim) et 9.9 FIL d’eau) est rajouté. Le mélange est incubé pendant une heure à

37°C. Sur glace, 0.1 ml de pyrophosphate de sodium 0.1 M (Fisher Scientific) et 0.1

ml de TCA (acide trichioroacétique) 25% (ACP) sont ajoutés, agités au Vortex et

incubés pendant une heure à 4°C (suite à cette incubation, les échantillons peuvent

sortir du P3). Chaque échantillon est ensuite filtré et rincé avec du TCA 5% froid.

Les filtres sont déposés dans des bouteilles de scintillation 20 mL (Fisher Scientific)

et puis 5 mL de Cyto Scint (ICN) est ajouté. Chaque échantillon est compté au

compteur Bêta LKB (Wallac).
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• Essai MAGI:

Au premier jour, les cellules MAGI (indicateur d’activation multinucléaire de la

galactosidase) (HeLa-CD4-LTR--gal-CXCR4) sont passées à 60 000 cellules dans

des plaques de 24 puits. Au second jour, les dilutions de virus (1/10 : 1/100 : 1/1000)

sont préparées dans du milieu de culture MAGI (Milieu de culture DME; 10% FCSI;

0.2 mg/mL G41$ (Gibco-BRL); 0.1 mg/mL hygromycine B (Sigma); 31 jig/mL

puromycine) contenant du DEAE Dextran 1OX. L’ancien milieu est aspiré et 250 .iL

des dilutions de virus sont déposés dans chaque puits. Les cellules sont incubées

pendant 2 heures en agitant au 45 min. Un mL de milieu de culture MAGI est ajouté

et les cellules sont incubées pendant 4$ heures à 37°C. Le milieu de culture est

remplacé par le même volume de solution de fixation (PBS lx; formaldéhyde (37%)

1%; glutaraldéhyde (25%) 0.2%) et incubé pendant 5 min. La solution de fixation est

enlevée et les cellules sont rincées 2 fois au PBS. La solution de coloration (400 1iL)

(PBS iX; ferrocyanide de potassium 4 mM (Sigma); ferricianide de potassium 4 mM

(Sigma); chlorure de magnésium 2 mM (Fischer Scientific); X-gal (X-gal; DMSO)

0.4 mg/mL (Gibco-BRL)) est ajoutée pour une durée de 2 heures à 37°C. Les cellules

sont lavées trois fois au PBS et comptées au microscope. Les cellules positives, qui

sont bleues, sont ensuite comptées. Finalement, le titre est calculé en soustrayant le

compte de cellules du contrôle négatif de celui de l’échantillon et multiplié par la

dilution et par la quantité de virus utilisée.

• Infection des cellules B78, B7$MC et 293T avec le virus VSV-G/VIH:

La veille de l’infection, les cellules sont passées afin d’avoir un pétri confluent à 60-

70% le jour de l’infection. Le lendemain, le milieu est aspiré et remplacé par un

mélange d’un mL de virus contenant du polybrène (Sigma) à $ jig/mL. Les cellules

sont incubées à 37°C pendant une heure en agitant au 15 à 20 min. Les cellules sont

lavées trois fois avec du PBS. Par la suite, du milieu frais est rajouté et les cellules

sont incubées pendant 24 à 4$ heures. Le surnageant est centrifugé pendant 10 min à

2000 rpm et le surnageant est conservé à -80°C. Les cellules sont lavées au PBS,

traitées à la trypsine et puis récoltées. Elles sont ensuite divisées dans deux tubes qui

seront utilisés pour les extractions de protéines et d’ARN.
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Extraction d’ARN:

Les cellules sont centrifugées pendant 5 min à 13 000 rpm. Le surnageant est aspiré

et les cellules sont resuspendues dans deux mL du réactif Trizol® (Invitrogen). Les

cellules sont homogénéisées avec une pipette pasteur et puis sorties du P3 après 30

min. Du chloroforme (Fisher Scientific) est ajouté à une concentration de 0.2 mL par

un mL du réactif Trizol. Le tout est mélangé vigoureusement et gardé à température

de la pièce (RT) pendant trois min. Ce dernier est centrifugé pendant vingt min à

2000 rpm et gardé à 4°C. Le surnageant est récupéré et 0.5 mL d’isopropanol (f isher

Scientific) par un ml du réactif Trizol est ajouté. Ce dernier est gardé pendant 10 à 30

min à TI et ensuite centrifugé à 4°C pendant 30 min à 2000 rpm. Le culot est

resuspendu dans 2 mL d’éthanol 75%, agité au Vortex et ensuite centrifugé à 4°C

pendant 10 min à 2000 rpm. Le culot est séché, resuspendu dans 50 tL d’eau DEPC

(diéthylpyrocarbonate) et incubé pendant 10 min à 55-60°C. L’ARN est finalement

dosé sur gel d’ARN (agarose 1 %; MOPS lx; formaldéhyde 1.85 %).

• Buvardage de type Northern:

L’ARN est migré sur gel d’ARN et transféré sur une membrane de Nylon

(Osmonics). Le transfert se fait par une méthode en sandwich. Le montage de la

sandwich va comme suit: pellicule de plastique, six papiers Whatman 3M, le gel

d’ARN, la membrane de nylon, un papier Whatman 1M et une pile de papier

absorbant (5 à 10 cm de hauteur). Le tout est submergé dans 100 à 150 mL de

solution SSC 20X (175.3 mg/mL chlorure de sodium; 88.2 mg/mL citrate de sodium

(fisher Scientffic) équilibré au pH 7.0). Le transfert se fait pendant la nuit. Au

lendemain, la membrane est séchée et puis fixée pendant 3 min sous les lumières U.V.

La membrane est ensuite incubée pendant 2 heures à 65°C dans 10 mL de tampon de

pré-hybridation (SET 4X; Na-4-pyrophosphate 0.1%; SDS 0.2%; héparine 100

ig/mL). Par la suite, le tampon de pré-hybridation est enlevé et remplacé par la

même quantité de tampon d’hybridation (SET 4X; Na-4-pyrophosphate 0.1%; SDS

0.2%; dextran sulfate 0.1 mg/mL; héparine 625 ig/mL). Une sonde radioactive

reconnaissant le VIH totale est ajoutée et le tout est incubé pendant la nuit à 55°C. Le
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lendemain, la membrane est lavée deux fois avec la solution de rinçage #1 (SSC 2X)

pendant 30 min à 65°C, deux fois avec la solution de rinçage #2 chauffée (SSC 0.ÏX;

SDS 0.15 %) pendant une heure à 65°C et une fois avec la solution de rinçage #3

(SSC 0. lx). La membrane est séchée et puis exposée pendant la nuit avec un film X

OMAT (Kodak).

Réactions de PCR (réaction en chaîne de polymérase) et séquence des amorces:

Pour les réactions de PCR, la température est maintenue à 94°C pendant 30 secondes,

puis 30 secondes à 63°C et 1 min 40 secondes à 72°C durant 30 cycles. Les réactions

sont effectuées dans un appareil «DNA Thermal Cycler » (Perkin Elmer). Les

réactions PCR sont effectuées avec une préparation de polymérase PFU de haute

fidélité (Stratagene) et ce en présence de DMSO 10%. Le premier intron du gène

humain CD6$ est amplifié par PCR à partir de l’ADN du BAC RPCI-l 1 .C

(Invitrogen) en utilisant les amorces suivantes : 5’-

CCGGAATTCTGCTGGGGCTACTGGCAG-3’ et 5’-

TGATCTAGAGTCCCCTGGGCTTTTGGCAG-3’. Ces séquences d’amorces sont

extraites de Gough et al. (2001).

Clonage du promoteur hCD6$ avec le HIVmU1G:

Le fragment BstX 1(17659 à 14695) provenant du BAC RPCI-11.C correspond au

promoteur du gène humain CD68 (hCD68pro). Le fragment EcoR I (14665) à Xba I

(14553) obtenu par PCR correspond à l’intron 1 du gène humain CD68 (hCD6$intl).

Le fragment BssH 11(711) à Sac I (9566) correspond à la séquence du HIVm1tG

(Hanna et al., 199$) contenant à l’extrémité 3’ la séquence de polyadénylation du

virus simien 40 (HIVmUtG). Les fragments hCD6$pro, hCD68intl et HIVmL1tG ont été

ligasés et insérés dans le vecteur Litmus 29 (New England BioLabs) digéré avec

l’enzyme BssH II.

• Les souris

Les souris utilisées sont des souris transgéniques (Tg) CD4C/HIV mutant G (colonie

C. fondatrice F27367) ou Ea/HIV (colonie fondatrice F76709). Ces souris sont issues
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de croisement avec des souris de lignée C3H et proviennent de l’animalerie restreinte

en pathogènes spécifiques (SPF). Les souris utilisées pour les gavages de Norvir®

(Abbott) sont âgées entre 7 et $ semaines lors du début du traitement.

Gavage des souris:

Dans un premier temps, une expérimentation a été menée pour vérifier si le

médicament avait un effet: un gavage à court terme des souris Tg eŒhiv a alors été

fait pendant 21 jours. Dix souris (5 Tg: 5 non Tg (nTg)) sont gavées

quotidiennement avec le médicament Norvir ® à une concentration de 50

mg/kg/souris.

Le gavage expérimental à long terme dure 6 mois; des souris transgéniques

CD4C/HIVMtG sont utilisées. Quatre groupes de souris sont à l’étude: souris Tg ou

nTg avec ou sans traitement. Chaque groupe contient 18 à 21 souris âgées de sept à

huit semaines. Les groupes avec traitement reçoivent le médicament Norvir® à une

concentration de 50 mg/kg/souris. Les groupes sans traitement reçoivent de l’eau

stérile. Le gavage se fait avec une sonde de gavage (Fisher Scientific) de calibre 22.

Une solution de Norvir® (6 mg/mL) est préparée quotidiennement. La préparation de

la solution se fait comme suit : afin d’avoir 50 mg/kg/souris, une souris de 30 g

(moyenne) nécessite 1.5 mg du médicament. Le service de santé animale de

l’université Laval considère que 250 tL est un volume idéal de gavage. Pour

recevoir 1.5 mg par dose de 250 pi, la solution doit être de 6 mg/mL. Les souris sont

pesées au début de chaque semaine. Une prise de sang est effectuée au début du

traitement ainsi qu’à tous les deux mois ainsi qu’à la fin du traitement. Deux

échantillons de sang sont pris avec un capillaire hépariné (f isher Scientific) et avec

un capillaire normal. Le sang est gardé sur la glace pendant une heure dans un tube

de 1.5 mL et puis centrifugé pendant 15 min. Le surnageant est transféré dans un

tube de congélation 2 mL et entreposé à -80°C. Suite au traitement des souris, elles

sont asphyxiées par C02 et puis leur sang est prélevé par ponction cardiaque. Le reste

de la souris est préservé dans la formaldéhyde 3.7 % (Fisher Scientific) et gardé à

4°C.
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Les anticorps

Les anticorps p24 et nef sont des sérums obtenus par immunisation de lapins

NZW/KBL (Charles River) de 2 à 2.5 kg avec la protéine GST-p24 et GST-nef(l mg

de protéine par immunisation), suivie de réimmunisations avec les protéines (3

réimmunisations à 4 semaines d’intervalle). Par la suite, les lapins ont été saignés et

le sérum centrifugé. L’anticorps de chèvre anti-IgG de lapin (Sigma) est couplé à

HRP (peroxydase de raifort). L’anticorps conjugué au fluorochrome Alexa 680

produit chez la chèvre et dirigée contre les IgG de lapin provient de Molecular

Probes.

• Extraction de protéines

Les cellules sont centrifugées pendant cinq min à 13 000 rpm. Le culot est

resuspendu dans 250 tL de tampon de lyse RIPA (PBS 1X à pH 8.0; Igepal (Sigma)

1%; déoxycholate de sodium (fisher Scientific) 1%; SDS (Fisher Scientific) 0.1%;

différents inhibiteurs de protéases : Aprotinine 2 jig/mL (Fisher Scientific);

Leupeptine 2 tg/mL (Fisher Scientific); Pepstatine 1 ig!mL (Fisher Scientific) et

TLCK 50 tg/mL et différents inhibiteurs de phosphatases: fluorure de sodium

(Fisher Scientific) 200 mM et orthovanadate de sodium (Fisher Scientific) 20 mM).

Les échantillons sont incubés pendant 30 min à 4°C et centrifugés à 4°C pendant 30

min à 13 000 rpm. Une quantification par la méthode colorimétrique de micro-BCA

(acide bicinchoninique, Sigma) est effectuée afin de déterminer la concentration

protéique en suivant les directives du manufacturier.

• Électrophorèse, transfert de protéines et buvardage de type Western:

Électrophorèse:

Une même quantité de protéines (100 tg) est dénaturée dans le tampon de

chargement (Tris 200mM (Fisher Scientific) à pH 6.8; SDS 2%; glycérol 20%; bleu

de bromophénol 0.015% (Sigma); f3-mercaptoéthanol 1.43 M (Sigma)) en les

chauffant pendant 5 min à 100°C. Elles sont ensuite chargées sur un gel PAGE-SDS

C 10% (électrophorèse sur gel de polyacrylamide SDS) et puis migrées avec un voltage
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de 130V en utilisant un appareil électrophorétique de Bio-Rad Ç’Mini-PROTEIN JJI?)

jusqu’à la sortie du bleu de migration.

Transfert de protéines

Les protéines contenues dans le gel sont ensuite transférées sur une membrane PVDF

Immobilon (Millipore) par la méthode de transfert de protéines semi-sec sur l’appareil

de Schleicher et Schueil. Le transfert se fait comme pour l’ARN en sandwich.

Chaque feuille/membrane/gel est équilibrée pendant 5 minutes dans chacun des

mélanges d’anode I (Tris-HC1 0.3 M à pH 10.4), d’anode II (Tris-HC1 25 mM à pH

10.4) et de cathode (Tris-HC1 25mM à pH 9.4; Glycine 40 mM). Le montage de la

sandwich va comme suit: deux papiers absorbants trempés dans le tampon de l’anode

I (Tris-HC1 0.3 M à pH 10.4); 1 papier absorbant, 1 papier Whatman 3M, la

membrane PVDF (immergé pendant 10 secondes dans le méthanol) et le gel de

protéine trempé dans le tampon de l’anode II (Tris-HC1 25 mM à pH 10.4); et 1

papier Whatman 3M ainsi que 3 papiers absorbants trempés dans le tampon de la

cathode (Tris-HC1 25mM à pH 9.4; Glycine 40 mM). Le transfert s’effectue à un

ampérage de 130 mA (par membrane de 54 cm2) pendant 45 minutes.

Le buvardage de type Western

La membrane est bloquée dans 50 mL de tampon tris salin (TBS)(Tris-HC1 à 10 mM

pH$.O; NaCl 150 mM) contenant du Tween (Sigma) à 0.2% (v/v) (TBST) et du lait

écrémé 5% (TB$T-L) pendant la nuit à 4°C avec une faible agitation. Le marquage

avec l’anticorps (Ac) primaire est effectué en incubant la membrane dans 10 mL

TBST-L et du sérum de souris dilué à 1/1000, deux heures à température ambiante

avec une faible agitation. La membrane est ensuite lavée 3 à 4 fois dans 30 mL de

TBST-L dans des intervalles de 5 min. Le marquage secondaire s’effectue de la

même façon que le marquage primaire en incubant cependant 45 minutes. L’Ac

secondaire couplé au HRP est dilué à 1/1 0000 tandis que l’Ac secondaire conjugué au

fluorochrome est dilué à 1/5000. La membrane est lavée deux fois rapidement avec

du TBST-L, trois fois avec du TBST à 5 min d’intervalle et trois fois avec du TBS à 5

C
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min d’intervalle. Le marquage à l’Ac secondaire couplée à HRP est révélé avec le

substrat luminogène de la trousse “Western Lightning’M Chemiluminescence Reagent

Plus” (Perkin Elmer) puis exposé au contact d’un film X-OMAT. Le marquage à

l’Ac secondaire conjugué au fluorochrome est révélé avec le système d’imagerie

infrarouge” Odyssey” (Li-Cor) qui numérise l’image.

• Purification de la protéine GST-p24:

Induction:

La journée précédant l’expérience, 0.2 mL de bactérie contenant le plasmide (NL4-

p24/pGex.3x) est ajouté à 100 mL du milieu de culture LB et incubé à 37°C avec

agitation. Le lendemain, le bouillon bactérien est transféré dans 900 mL du milieu de

culture LB contenant de l’ampicilline 50 jig/mL et incubé pendant une heure à 37°C.

Ensuite, 0.1 mM d’IPTG et le milieu de culture sont incubés pendant 4 heures à 37°C

avec agitation. Ce dernier est centrifugé à 3500 rpm pendant 20 min à 4°C. Les

bactéries sont resuspendues dans 200 mL de milieu de culture LB et puis divisées

dans 4 tubes de 50 mL de type “Sorval”. Ces tubes sont centrifugés à $000 rpm

pendant 10 min à 4°C dans la centrifugeuse Sorval RC 5B. Les culots sont par la

suite congelés dans l’azote liquide. Deux tubes sont transférés à -$0°C et deux tubes

sont conservés pour les étapes subséquentes.

Lyse de bactéries : Les étapes qui suivent se font sur de la glace. Le culot est

resuspendu dans 4 mL de tampon de lyse refroidi sur glace (Tris 100 mM pH $.0;

EDTA 1.5 mM; sucrose 10%) et $0 jiL de lysozyme 5 mg/mL (Amersham Pharmacia

Biotech) est rajouté. Le culot est incubé pendant 30 min sur de la glace et congelés

dans l’azote liquide.

Purification de la protéine:

Suite à la décongélation des culots sur glace, 32.5 mL de tampon d’extraction (Tris 10

mM pH 8.0; EDTA 16 mM; sucrose 10%; NaCI 50 mM; DTT 1M; o-phenantroline

0.43 mM (Sigma)) et puis 750 jiL de N-laurylsarcosine 10% (Sigma) est ajouté. Les

culots bactériens sont soniquées sur de la glace 3 fois 45 secondes en alternant les

positions élevées 2 et 3. Les échantillons sont centrifugés à 10 000 rpm pendant 15

min à 4°C. Les surnageant visqueux sont transférés dans de nouveaux tubes
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ç contenant du Triton X-100 2%, mélangés et incubés pendant 15 min sur de la glace.

Ensuite, du MgCl2 à une concentration finale de 1.25 mM est rajouté et mélangé par

inversion. Ensuite, du CaCl2 à une concentration finale de 1.06 mM est ajouté,

mélangé et incubé pendant 20 min sur de la glace. Les échantillons sont centrifugés à

10 000 rpm pendant 30 min à 4°C et le surnageant est divisé à part égale dans deux

tubes de 50 mL. Des billes d’agarose-glutathione (4 mg préalablement dissout dans

500 jiL d’eau la veille) (Sigma) sont ajoutées dans chaque échantillon et le tout est

incubé pendant la nuit à 4°C avec agitation. Le lendemain, ils sont centrifugés à 1000

rpm pendant 5 min à 4°C et les culots sont conservés. Ces derniers sont lavés avec du

PB$-Triton X-100 1% et lavés deux fois avec du PBS 1X en utilisant les mêmes

paramètres de centrifugation. Suite à la dernière centrifugation, les surnageant sont

aspirés tout en conservant un ratio 50 :50 (billes d’agarose-glutathione : PBS). La

quantification est par la suite effectuée sur un gel PAGE-SDS 10 % polyacrylamide.

Une courbe de standard de 10, 20 et 50 ig de BSA (New England BioLabs) est

migrée côte à côte avec 15 tL de la suspension GST-p24 afin de déterminer

approximativement la concentration de l’échantillon de GST-p24.

• Tests de statistiques

Les données ont été analysées par le T-test de Student à l’aide de Microsoft Excel

(Seatle, WA). Les valeurs p < 0.05 ont été considérées comme étant significatives.

C
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C
1. L’étude traitant des blocages de la réplication du VIII chez la souris aux

phases d’assemblage et de maturation du cycle de réplication.

Afin d’étudier les blocages au niveau de l’assemblage et de la maturation du VIR

chez la souris, une série de cellules hybrides (souris/humaines) ont été utilisées

(gracieuseté du Dr. Chevrette — groupe CANVAC). Ces cellules B78MC, des mélanomes

murins, contiennent le gène de la cycline Il humain ainsi qu’un complément de certains

chromosomes humains insérés de façon aléatoire.

1.1. Production du pseudotype VSV-GINL4:

Afin de pouvoir infecter ces cellules murines dépourvues des récepteurs

permettant l’infection par le VIH, un pseudotype de virus (VSV-G/NL4) a été produit car

sa glycoprotéine de surface, VSV-G. possède un plus grand tropisme cellulaire. Pour ce

faire, la technique de transfection calcium-phosphate a été utilisée (voir section matériel

et méthodes). Suite à cette transfection, le surnageant et les cellules ont été récoltées. Le

pseudotype, présent dans le surnageant, a été titré en effectuant un essai MAGI (Harada

et al., 2004). Le titre obtenu pour le pseudotype était de 1.7 x 108, ce qui correspond à un

bon titre.

1.2. Infection des cellules hybrides B7$MC9:

Une infection de la première cellule hybride obtenue, B78MC9, a été effectuée

avec ce nouveau pseudotype. Aux jours 4 et 11, les protéines d’un des 2 pétris récoltés

ont été extraites et analysées par immunobuvardage de type Western (Figure 3).

L’anticorps utilisé était un a-p24 produit chez le lapin et immunisé avec la protéine de

fusion GST p24. Dans cette figure, les trois formes majeures de la protéine Gag (24, 41

et 55 KDa) sont exprimées dans la piste contenant le contrôle positif qui est extrait du

VIH (piste 1). Une faible bande entre 41 et 55 KDa est également observée. Les pistes 2

et 3 représentent respectivement l’expression de protéines Gag des extraits de cellules

B78 et B7$MC9 infectées au jour 4 (Figure 3a). Les extraits cellulaires de B78

n’expriment qu’un faible taux de p24 tandis que les extraits cellulaires de B78MC9

expriment les trois niveaux de Gag. La Figure 3b démontre que les bandes à la hauteur
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Figure 3 Niveau d’expression des protéines Gag VIH-1 dans la cellule
hybride B78MC9 infectée par le VSV-G/NL4. Des cellules hybrides
murine/humaine et des cellules humaines ont été infectées avec le
pseudotype VSV-G/NL4. Les protéines virales provenant de 100 pg de
lysats cellulaires ont été visualisées par immunobuvardage de type Western
et incubé avec l’anticorps p24. Le contrôle positif provient d’un extrait de
VIH total. Immunobuvardage de type Western sur: A) des lysats de cellules
prélevés au jour 4 suivant l’infection. B) des lysats de cellules prélevés au

Q
jour 11 suivant l’infection. Le contrôle positif est un extrait de VIH. On peut
observer la protéine précurseure de 55 KDa, 41 KDa et la protéine mature
de 24 KDa.
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de p24 et p41 ne sont plus observées pour les extraits cellulaires du jour 11. De plus,

l’intensité de pr55 pour B78MC9 a grandement diminué. Afin de vérifier si la quantité

de protéines dans chaque puits était similaire, un immunobuvardage de type Western a

été tenté avec l’anticorps Œ-actine. Cependant, suite à des lavages de la membrane pour

enlever l’anticorps Œ-p24, les protéines se sont détachées de la membrane due aux

conditions très stringentes de la méthode de lavage. Suite à ce dernier test, aucune

expression des protéines d’actine n’était détectée.

Par la suite, les ARN des deuxièmes pétris récoltés aux jours 4 et 11 ont été

extraits et analysés par buvardage de type Northern en utilisant une sonde VIII

radioactive. L’expression de l’ARN viral est démontrée dans la Figure 4. Les pistes 2 et

4 ainsi que 3 et 5 représentent respectivement l’expression d’ARN VIH des extraits

cellulaires de B7$ et B7$MC9. Les trois formes majeures d’ARN sont observées dans les

lignes de B78MC9 mais non dans celles de B78. Il y a donc un bon niveau d’expression

du VIII dans cette cellule hybride B78MC9.

Suite à la production d’ARN et de protéines virales, un test supplémentaire a été

effectué pour vérifier si l’assemblage et le bourgeonnement s’effectuaient et produisaient

de nouveaux virus. Pour ce faire, les surnageants d’infection ont été analysés par la

tecimique du rAdT qui détermine le taux de transcriptase inverse. Ce taux, qui est

proportionnel à la quantité de virus dans le surnageant, est indiqué dans le Tableau 1. Le

contrôle positif utilisé est un extrait du pseudotype VSV-G/NL4 tandis que le contrôle

négatif est un surnageant de cellules B78 non infectées. Le compte rAdT pour les

cellules B78MC9 au jour 4 est de 52,512 ce qui correspond à 20% de celui du contrôle

positif (251,634), tandis que le compte des cellules B78 au même jour est de 20745 soit

8% de celui du contrôle positif. Les résultats des surnageants au jour 8 sont présentés

afin de mieux documenter la baisse progressive d’expression des protéines Gag. Ces

résultats démontrent une chute dramatique de la quantité de virus au courant d’une

semaine (de 52,5 12 à 1,147 pour la cellule B78MC9 et de 20,745 à 1,892 pour la cellule

B78).
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Figure 4 Détection de l’ARN du VIH dans les cellules B78MC9 infectée
par le VSV-G/NL4. Des cellules hybrides murine/humaine et des
cellules humaines ont été infectées avec le pseudotype VSV-G/NL4.
L’ARN des cellules infectées a été purifié et 5 pg a été analysé par
immunobuvardage de type Northern à l’aide d’une sonde VIH total
radioactive. Les trois formes majeures d’ARN du VIH, la forme non-
épissée (US), la forme épissée (SS) et la forme multi-épissée (MS),
sont exprimées. Le contrôle positif (CTL+) est de l’ARN provenant
d’une cellule infectée avec une différente construction VIH. On s’attend
à observer des longueurs de transcrits différents. Les pistes 2 et 3
représentent les extraits de cellules prélevés au jour 4 suivant l’infection
tandis que les pistes 4 et 5 représentent celles prélevées au jour 11
suivant l’infection.
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Tableau J Quantité de virus produit par les cellules BZ8MC9

Cellules
B78

B78MC9
B78

B78MC9
B78

B78MC9

rAdT
20,745
52,512
3,684
10,755
1,892
1,147

Des cellules B78 et B78MC ont été infectées avec le
pseudotype VSV-G/NL4. Les surnageants provenant de
l’infection ont été centrifugés puis le culot a été analysé par la
technique du rAdT qui détermine la quantité de virus dans les
surnageants. Les contrôles permettent de vérifier si le test rAdT
est fonctionnel. Le contrôle positif (CTL+) est le pseudotype
VSV-G/NL4 et le contrôle négatif (CTL-) est du milieu de culture
frais.

Jour suivant l’infection
Jour4

Jour 8

Jour JJ

Contrôles CTL+ 251,634
CTL- 1,446
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C 1.3. Infection des cellules hybrides B78MC:

Suite à la première expérimentation où des cellules B78 et B7$MC9 ont été

infectées, une nouvelle expérimentation a été reprise en incluant en plus des deux types

de cellules huit nouveaux hybrides (B7$MC5, 10, 11, 12, 16, 24, 30 et 91) contenant

également la cycline T humaine. Cette fois-ci, un contrôle additionnel, la cellule 293T, a

été utilisé. La cellule 293T ne possède pas les récepteurs permettant l’infection du VIH

comme B7$. Par contre, elle possède les molécules post-infection permettant la

réplication du VIH. Les surnageants ont cette fois-ci été recueillis aux jours 2 et 4 et les

extraits cellulaires au jour 4. Les journées ont été changées car les résultats de la

première expérimentation montraient qu’après le jour 4 (et les passages de cellules), les

taux d’expression recherchés diminuaient. L’expression des protéines Gag est illustrée

dans la Figure 5. Les hybrides et le contrôle positif 2931 expriment les trois formes

majeures de Gag contrairement au contrôle négatif (B7$) où aucun signal n’est observé.

Les cellules avec la plus forte expression de protéines Gag sont B78MC1O, 11 et 24. À
l’inverse, les cellules avec la plus faible expression sont B7$MC3O et 91. L’expression

de Gag est démontrée quantitativement dans le Tableau 2. La section A de ce tableau

montre l’intensité lumineuse émise par trois protéines Gag pour chaque échantillon ainsi

que le pourcentage de cette intensité comparé à celui du contrôle 2931. Pour p55, cinq

cellules hybrides expriment un niveau plus élevé que la cellule 293T (l’expression varie

de 109 à 177%). Pour p41, c’est aussi le cas pour trois cellules hybrides où l’expression

varie de 106 à 143% de celle de 2931. Pour ce qui est de la protéine p24, aucune cellule

hybride n’exprime davantage que 293T (12 à 71%). Les cellules 10 et 24

(respectivement à 71.1% et 55.9%) ont les taux de p24 qui se rapprochent le plus de 2931

(100%). Pour ce qui est du contrôle négatif B78, il ne montre aucun signal. Dans la

section B, les taux d’intensité de Gag (p55, p41 et p24) sont rassemblés par cellules. Le

taux de Gag est comparé au taux de p24 de la même cellule. Le ratio de chaque protéine

Gag est calculé par rapport à la protéine p24 dans la même cellule. Les cellules hybrides

affichant des taux d’intensité lumineuse les plus forts (B7$MC9, 10, 11, 12 et 24) ont un

ratio de protéines similaires entre les protéines p55, p41 et p24, cette dernière étant moins

exprimée, et les deux autres beaucoup plus fortes, d’abord la p55 et enfin la p41. En

général, le ratio de p24 :p4l :pr55 de chaque hybride se ressemble, soit qu’il y a 1.5 à 2
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Figure 5 Niveau d’expression des protéines Gag du VIH dans les
cellules hybrides B78MC infectées par le VSV-G/NL4. Neuf cellules
hybrides murines/humaines, des cellules murines et des cellules
humaines ont été infectées avec le pseudotype VSV-G/NL4. Les
protéines vitales retrouvées dans les lysats cellulaires du jour 2 ont été
visualisées par immunobuvardage de type Western et incubé avec
l’anticorps p24. Cent pg de lysat de protéines ont été chargés sur le
gel. Les trois formes majeures de Gag (p55, p41 et p24) sont
exprimées.
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Tableau 2 Comparaison des taux d’expression de Gag des cellules

A
p55

B78MC

B

Cellules Intensité CelluleI293T
B7$MC5 599.3 84.6%
B78MC9 768.8 108.5%
B78MCIO 1252.0 176.7%
B78MCII 961.6 135.7%
B78MC12 797.5 112.5%
B78MC16 657.0 92.7%
B78MC24 964.4 136.1%
B78MC30 596.0 84.1%
B78MC91 474.5 66.9%
B78 46.0 6.5%
293T 708.7 100.0%

p41

Cellules Intensité CelIuIeI293T
B78MC5 567.4 60.2%
B78MC9 8640 91.6%
B78MCIO 1351.6 143.3%
B78MCII 995.2 105.5%
B78MC12 892.4 94.6%
B78MC16 649.5 68.9%
B78MC24 1218.1 129.2%
B78MC30 351.5 37.3%
B78MC91 139.2 14.8%
B78 28.1 3.0%
2931 943.0 100.0%

p24

Cellules Intensité CelluleI293T
B78MC5 294.1 19.8%
B78MC9 458.3 30.8%
B78MCIO 1058.6 71.1%
B78MCII 701.2 47.1%
B78MC12 545.5 36.7%
B78MC16 409.0 27.5%
B7$MC24 832.5 55.9%
B78MC30 276.1 18.6%
B78MC91 183.0 12.3%
B78 90.0 6.0%
2931 1487.9 100.0%

Cellules Gag Intensité %au p24
B7$MC5 p55 599.3 203.8%

p41 567.4 192.9%

p24 294.1 100.0%

B78MC9 p55 768.8 167.7%
p41 864.0 188.5%
p24 458.3 100.0%

B78MCIO p55 1252.0 118.3%
p41 1351.6 127.7%
p24 1058.6 100.0%

B7BMCII p55 961.6 137.1%
p41 995.2 141.9%
p24 701.2 100.0%

B78MC12 p55 797.52 146.2%
p41 892.4 163.6%
p24 545.5 100.0%

578MC16 p55 657.0 160.6%

p41 649.5 158.8%

p24 409.0 100.0%

B78MC24 p55 964.4 115.8%
p41 1218.1 146.3%
p24 832.5 100.0%

578MC30 p55 596.0 215.8%
p41 351.5 127.3%

p24 276.1 100.0%

B78MC91 p55 474.5 259.3%
p41 139.2 76.1%
p24 183.0 100.0%

B78 p55 46.0 51.1%
p41 28.1 31.2%
p24 90.0 100.0%

293T p55 708.7 47.6%
p41 943.0 63.4%
p24 1487.9 100.0%
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Tableau 2 Comparaison des taux d’expression de Gag des
cellules B78MC. A) Les taux d’intensité pour chaque cellule
sont séparés selon la protéine Gag (p55, p41 ou p24). Chaque
intensité est par la suite comparée à celle de la cellules 293T
dans la troisième colonne. B) Les taux d’intensité des protéines
Gag sont séparés selon la cellule afin de déterminer le ratio
entre les différentes protéines Gag selon la cellule hybride.
Chaque intensité est par la suite comparée à celle de la
protéines p24 dans la troisième colonne.



55

( fois plus de pr55 et p41 que de p24. Par contre, le ratio de ces protéines dans les cellules

293T semble être l’inverse; il y a deux fois plus de p24 que de p41 ou de pr55. Afin de

vérifier si la quantité de protéines dans chaque puits était similaire, un immunobuvardage

de type Western a été tenté avec l’anticorps Œ-actine. Cependant, les protéines se sont

également détachées de la membrane durant les lavages et aucune expression n’était

détectée.

La figure 6 montre l’expression de l’ARN VIH des cellules infectées. Une fois

de plus, la sonde VIH radioactive a été utilisée. L’ARN de 293T est partiellement

dégradé mais les trois formes majeures d’ARN du VIH (les deux formes épissées et la

forme non-épissée) sont cependant observables. La cellule B7$ (CTL-) est la seule à ne

pas exprimer d’ARN VIH. Pour les cellules hybrides, un signal est observé dans tous les

cas. Par contre, l’intensité varie significativement selon les cellules utilisées.

L’expression des cellules B7$MC1O, 11 et 24 est la plus forte. À l’opposé, le signal pour

B78MC5, 30 et 91 est faible. finalement, l’expression d’ARN VIH pour chaque cellule

hybride paraît proportionnelle au taux d’expression des protéines décrites précédemment.

Pour déterminer la production virale, un test rAdT a été effectué pour chaque

cellule (Tableau 3). Pour les surnageants du jour 2 (Tableau 3a), la quantité de virus dans

les cellules hybrides n’est pas élevée comparativement au surnageant de 293T. Les

cellules B7$MC 10 et 24 ont pour leur part le plus haut taux de virus, respectivement, à

11.2% et à 16.3% par rapport au taux présent dans les cellules 293T. Ceci représente

cependant une faible quantité de virus. Pour ce qui est des surnageants au jour 4 (Tableau

3b), la quantité de virus des cellules 2931 est considérablement réduite par rapport au

jour 2 (432,777 au lieu de 1,248,416) tandis que celle des cellules hybrides a

majoritairement augmenté. La quantité de virus pour B78MC24 est comparable à celle

de 293T (soit de 7 1%). La quantité de virus pour les cellules B7$MC1O et 11 a diminué.

Ces surnageants, deux des trois plus forts au jour 2, sont au jour 4 les seuls qui montraient

une diminution du taux de virus.
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Figure 6 Expression de l’ARN du VIH dans les cellules B78, B78MC et
293T infectées par le VSV-G/NL4. Des cellules murines, hybrides
murine/humaine et humaines ont été infectées avec le pseudotype VSV
G/NL4. L’ARN des cellules récoltées au jour 2 suivant l’infection a été
purifié et 5 pg d’ARN a été analysé par immunobuvardage de type
Northern à l’aide d’une sonde VIH total radioactive. Les trois formes
majeures d’ARN du VIH, la forme non-épissée (US), la forme épissée (SS)
et la forme multi-épissée (MS), sont exprimées.
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o
Tableau 3

Jour2

Production virale dans le surnageant des cellules
hybrides B7BMC

Jour4

Des cellules B78 et BZ8MC ont été infectées avec le pseudotype VSV
G/NL4. Les virus provenant des surnageants de cellules ont été centrifugés
et analysés par la technique du rAdT qui détermine la présence de virus
VIH. Le contrôle positif (CTL+) est un culot du pseudotype VSV-G/NL4
tandis que le contrôle négatif (CTL-) est un culot de cellules B78 non
infectées. Le compte de virus a été comparé au compte de la cellule 293T.

Cellule Pointage Production
moyen virale relative
(CPM)

B78MC5 30,721 2,5%
B78MC9 84,538 6,8%
BZ8MC1O 139,338 11,2%
B78MC11 104,931 8,4%
B78MC12 11,016 0,9%
B78MC16 8997 0,7%
B78MC24 203,118 16,3%
B78MC30 16,343 1,3%
B78MC91 14,282 1,1%
B78 4871 0,4%
293T 1,248,416 100,0%

Cellule Pointage Production
moyen virale relative
(CPM)

B78MC5 92,161 21,3%
B78MC9 157,141 36,3%
B78MC1O 102,892 23,8%
B78MC11 78,528 18,1%
B78MC12 93,976 21,7%
B78MC16 14,745 3,4%
B78MC24 307,108 71,0%
B78MC30 64,403 14,9%
B78MC91 27,092 6,3%
B78 2760 0,6%
293T 432,777 100,0%

CTL+ 752,429
CTL- 2,133
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Un essai MAGI a été effectué sur cette production de virus des hybrides pour

vérifier si ces virus étaient infectieux. Le Tableau 4 présente le titre des sumageants

provenant des cellules hybrides et de la cellule 293T. Ces résultats démontrent qu’il y a

présence de virus infectieux mais le titre demeure faible, les plus hauts étant ceux de

57$MC24, 10 et 9 avec des taux de L1x103, 9.5xlO2et 9.0x102 respectivement.

1.4. Infections avec le pseudotype VSV-GAi-mov/pbabe-cyclT/GFP:

Le groupe du Dr. Chevrette possède encore plusieurs hybrides. Cependant, ces

nouveaux hybrides ne contiennent pas le gène de la cycline T humaine mais une variété

de différents gènes humains qui pourraient être importants dans les dernières étapes de la

réplication du VIT-I. Afin de pouvoir analyser si ces cellules possèdent un ou des facteurs

critiques, un nouveau virus a été préparé, soit le pseudotype VSV-G/-mov/pbabe

cyclT/GFP. Le vecteur w-mov encode Gag/Pol ainsi qu’un signal d’encapsidation qui

sont nécessaires pour former un virus fonctionnel. Ce pseudotype exprime la cycline T

humaine ainsi que la protéine GfP qui peut servir à la sélection de cellules puisse qu’en

sa présence, les cellules infectées deviemient vertes. Des cellules 378 ont été infectées

pour tester ce pseudotype de virus. Un faible pourcentage de cellules infectées a été

observé au microscope à contraste de phases. Un tri de cellules vertes a été effectué et les

cellules GFP positives ont été mises en culture. Par faute de temps, ces cellules GfP

positives ont été congelées et seront étudiées ultérieurement.
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Q
Tableau 4 Titration virale des surnageants des cellules hybrides B7$MC

par essai MAGI

Cellules Titre Cellule/293T
Contrôle + 2,7E+06 25238,1%
293T 1,1E+04 100,0%
B78MC24 1,1E-t-03 10,2%
B78MCJO 9,5E+02 9,0%
B78MC9 9,OE+02 8,6%
B78MC30 6,OE+02 5,7%
B7SMC11 5,8E+02 5,5%
B78MC91 5,OE+02 4,8%
B78MC5 3,3E-i-02 3,1%
B78MC12 1,8E+02 1,7%
B78MC16 1,0E-i-02 1,0%

Un mL du surnageant de chaque cellule infectée par le pseudotype
VSV-G/NL4 a été utilisé pour infecter des cellules MAGI. Le nombre
de cellules infectées a été calculé et le titre a été comparé à celui de la
cellule 293T infectée.
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2. L’étude sur ta souris Tg CD68/HIV.

La présente étude a produit des souris CD6$/HIVMIJtG qui expriment le transgène

HIVMutG sous le contrôle du promoteur du gène CD6$. Ce promoteur est présent dans les

cellules de la lignée des phagocytes mononucléaires incluant les monocytes, les

macrophages, les microglies, les ostéoclastes et à un niveau plus restreint, les cellules

dendritiques immatures. Ces souris ont été générées, d’une part, à partir des souris

élaborées par le groupe de Gough et al. (2001) et, d’autres part, d’un fragment du

transgène utilisé dans la souris CD4C/HIVM1tG (Banna et al, 199$). Le groupe de Gougli

et al. (2001) a utilisé deux segments du promoteur du gène CD6$ humain, soit le

promoteur du gène CD68 de 2.9kb ainsi que l’intron 1 de lllbp de ce même gène, afin

de réguler l’expression du gène du récepteur éboueur de classe A (SR-A) dans les cellules

mentionnées plus hauts. Afin de pouvoir produire ces souris, le transgène CD6$/HIVMUtG

devait d’abord être généré. Ce transgène comprend trois fragments : le promoteur du

CD6$, l’intron de ce même gène et le HIVM1tG (Figure 7).

2.1. Construction du transgène CD6$mIVtG:

Dans un premier temps, le promoteur ainsi que l’intron 1 du gène CD6$ devaient

être amplifiés à partir du BAC #1$6B7 de la librairie RPCI-11.C provenant de la

compagnie Research Genetics. Cependant, seul l’intron 1 n’a pu être amplifié par PCR.

La stratégie a donc changé et une série de clonage a été effectuée afin d’obtenir le

promoteur du gène CD6$. Une fois le promoteur obtenu, un dernier clonage a été

effectué pour rassembler les trois fragments du transgène final (pour les étapes du

clonage, voir section matériel et méthodes). Le transgène a ensuite été micro-injecté dans

des embryons de souris ce qui a donné naissance à 7 souris transgéniques

hCD6$/HIVMUtG fondatrices. À la génération F2, seuls 4 souris fondatrices ont donné

naissance à une progéniture assez large pour permettre des analyses.

2.2. Analyse des souris transgéniques CD68IUIVMUtG:

L’expression d’ARN viral de 2 à 3 descendants F2 par souris fondatrice a été

analysée. Les souris provenant des fondatrices F115707 et F115709 ont obtenu les plus

C hauts niveaux d’expression. Ces résultats ont été confirmés par immunobuvardage de
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o

hCD68 pro HIVmutGSV4O
(2.9kb) (7.9 kb)

I[
BshII

AatII
EcoRi

Intron J du
du gène CD68

(JJJbp)

Figure 7 Construction finale du transgène hCD68/HIVMUtG. Cette
construction s’est basée sur celle développée par le groupe de Gough
et al (2001). Cette construction finale a été produite dans le vecteur
d’expression Litmus 29 (New England BioLabs) et le transgène a été
excisé du vecteur avant d’être inséré par micro-injection afin de
produire des souris Tg hCD68/HIVMUtG.

o
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tJ type Western suite à l’extraction puis l’analyse des rates des souris ainsi que de leurs

ganglions mésentériques. La Figure 8 montre l’expression de la protéine virale Nef (27

kDa). Les niveaux d’expression pour les souris des fondatrices f115705 et F115704 sont

très faibles sauf pour la souris 115851 qui démontre une expression légèrement plus forte.

L’expression pour les souris des fondatrices f115707 et F115709 semble être plus forte

que celles des deux dernières fondatrices. Lorsque l’on compare l’expression de Nef

entre les différents tissus de la souris fondatrice F115707, l’expression semble plus forte

dans la rate que dans les ganglions mésentériques, tandis que ce ratio est inversé pour les

descendants de la fondatrice F115709. L’expression de Nef dans les ganglions

mésentériques de la souris 115893 est la plus élevée, même comparée au contrôle positif

(Mut G). Il y a également une bande d’environ 66 kDa qui est présente à chacun des

échantillons. Il est à noter que cette bande est toujours présente suite à l’utilisation de

l’anticorps Œ-Nef dans notre laboratoire. Cette bande semble donc non spécifique. Pour

ce qui est de la santé des souris, après 6 mois de vie, la progéniture des souris fondatrices

semble en bonne santé. Cependant, faute de temps, l’apparition de la maladie n’a pas

encore été déterminée.

o
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Figure $ Expression de la protéine Nef dans les souris Tg CD68/HIVMutG.
Cent pg de lysats cellulaires des rates et ganglions mésentériques (GM) ont
été analysés par immunobuvardage de type Western et incubé avec l’anticorps
Nef Ces protéines proviennent de rates et ganglions mésentériques de
progénitures Fi de quatre des sept souris Tg fondatrices produites. Les deux
contrôles positifs de Nef proviennent d’extraits cellulaires de la rate de deux
souris 1g CD4C/HIVMI1tG.
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C 3. L’étude de la lipodystrophie causée par le traitement à l’anti-protéase

Dans cette troisième étude, on cherche à déterminer si un traitement d’AP chez

des souris transgéniques CD4C/HIVmhJtG a des effets sur la progression de la maladie et

provoque des troubles lipidiques. Mais avant de pouvoir effectuer le traitement d’AP

chez ces souris, l’efficacité du ritonavir à bloquer le clivage de Gag doit dans un premier

temps être vérifiée chez une autre souris 1g (EaHIV) qui exprime l’effecteur connu des

AP (Gag) car la souris Tg CD4C/HIVmtG n’exprime l’exprime pas. Également, cette

expérience préliminaire permettra de déterminer la dose de ritonavir à injecter aux souris.

La raison de vérifier la dose de l’AP chez des souris possédant des protéases virales est

que si cette dose est suffisante pour affecter le clivage de ces protéases virales, elle le sera

pour affecter d’autres protéines ou complexes si cela est le cas.

3.1. Traitement à court terme chez la souris Tg EŒHIV:

Avant de commencer le traitement, une analyse de l’expression de ces protéines

Gag dans les tissus riches en cellules lymphoïdes de la souris Tg EaHIV (les ganglions

périphériques, les ganglions mésentériques, la rate et le thymus) est effectuée pour

déterminer les tissus qui expriment le plus le transgène (Figure 9). Les protéines de ces

organes des souris sont extraites puis analysées par immunobuvardage de type Western

(figure 10) en utilisant l’anticorps a-p24. Cet anticorps a été fabriqué dans notre

laboratoire dans le but d’identifier la présence de Gag chez ces souris Tg EŒHIV. Pour

ce faire, des protéines recombinantes GST-p24 sont produites pour l’immunisation de

lapins afin d’obtenir un anti-sérum spécifique contrant p24 (voir la section Matériel et

méthodes). Un excellent titre a été obtenu et l’anticorps est ensuite dilué 1/1000 pour la

technique d’immunobuvardage de type Western. Dans la f igure 10, les ganglions

mésentériques montrent la plus forte expression de Gag et serviront d’organes cibles lors

de la prochaine expérience.

Un traitement de l’AP ritonavir à court terme (21 jours) est effectué sur 10 souris

(5 Tg EŒHIV : PI, P3, P5, P9 et P10; 5 nTg: P2, P4. P6, P7 et P8) âgées de I mois. La

dose administrée aux souris traitées est de 50 mg/kg par souris. Pendant ce traitement,

C une souris Tg (P 10) est morte sans raison connue. Deux des 4 souris 1g restantes (Pi et
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p24

Thymus GM

Figure 9 Expression des protéines Gag dans les tissus lymphoïdes
d’une souris Tg EŒHIV. Cent pg de protéines de différents organes
(ganglions périphériques (GP), thymus, ganglions mésentériques
(GM) et rate) de la souris Tg EaHIV ont été analysés par
immunobuvardage de type Western et incubées avec l’anticorps p24
pour déterminer l’expression des protéines Gag. Le contrôle positif
(CTL+) est un extrait total de protéines du VIH.
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PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
1g + - ÷ - + - - - +

p55— 4
p41—

r

Figure 10 Expression de Gag dans les ganglions mésentériques
chez des souris traitées avec le ritonavir. Des souris
transgéniques (Tg) EŒHIV et des souris non transgéniques (nTg)
ont été traitées avec l’anti protéase ritonavir (50 mg/kg/souris) à
court terme (21 jours). Cent pg de lysats cellulaires des ganglions
mésentériques ont par la suite été analysés par
immunobuvardage de type Western et incubés avec l’anticorps
p24.

o
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P3) expriment Gag fortement dans ce tissu, une troisième l’exprime à peine (P5) et la

dernière (P9) ne l’exprime pas (Figure 10). Pour la souris P3 qui exprime Gag, le ratio

p4l/p55 est différent de celui observé lors de l’expression de Gag dans les différents

tissus de la souris Tg EŒHIV non traitée (voir la Figure 9). Cette souris non traitée

exprimait de 2 à 3 fois plus de p41 que de p55 tandis que l’inverse est observé chez la

souris traitée P3 qui exprime de 2 à 3 fois plus de p55 que de p41. Pour ce qui est de la

souris traitée Pi, elle exprime ces deux protéines Gag dans une proportion similaire. Ces

résultats permettent de déterminer que le traitement d’AP a un effet chez les souris Tg

EaHIV, ce qui donne le feu vert pour démarrer le traitement d’AP chez la souris

CD4C/HIVMutG.

3.2. Traitement à long terme chez la souris Tg CD4C/HIVtG:

Dans l’expérience suivante, des souris Tg CD4C/HIVMIJtG sont traitées à long

terme (6 mois) avec l’AP ritonavir. Âgées de 1 mois au début de l’expérience, les souris

de l’expérimentation sont divisées en 4 groupes de 17 à 21 souris:

• Groupe 1: souris Tg traitées (Tx);

• Groupe 2 : souris Tg non traitées (nTx);

• Groupe 3 : souris nTg Tx;

• Groupe 4: souris nTg nTx.

Les souris des deux groupes nix sont gavées avec de l’eau pour qu’elles subissent le

même stress relié à la manipulation.

Onze souris meurent à différents moments de l’expérience. Le Tableau 5

explique en détail le type de souris (Tg et nTg, Tx ou nTx) ainsi que le moment et la

raison supposée du décès. De toutes les souris Tg, 22% meurent en montrant des

symptômes reliés au SIDA. La Figure 11 présente une courbe de mortalité chez les

quatre groupes de souris. Pour ce qui est des souris Tg, il n’y a pas de différence

significative entre les fonctions de survie des groupes Tx et nTx, sur une période de 6

mois. Il en est de même chez les souris nTg. Une différence significative est constatée

lorsque les fonctions de survie des souris Tg et des souris nTg sont comparées : les souris

Tg sont plus malades. Ce résultat était prévisible puisqu’il est normal que les souris Tg
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Tableau 5 Données sur les souris mortes durant le traitement à long terme.

Souris TgInTg TTTInTTT Durée Raison
127484 nTg TTT 5 mois malade
127493 Tg nTTT 5 mois ?
127507 Tg nTTT 0.5 mois malade
127509 Tg nTTT 3 mois ?
127629 Tg TTT 4 mois malade
127630 Tg nTTT 5 mois malade
127631 Tg TTT 5 mois malade
127644 Tg nTIT 6 mois malade
127645 Tg nTTT 6 mois malade
131270 nTg TTT 2 mois malade
131272 Tg TTT 4 mois malade

Quatre groupes de souris ont été traités avec PAP ritonavir. Ces groupes
comprennent les souris Tg/TTT, les Tg/nTTT, les nlg/TTT et les nTg/nTTT.
La durée signifie le nombre de mois que la souris a été sous traitement avant
son décès. La dernière colonne indique la cause de mortalité : malade signifie
que la souris est morte de la maladie similaire au SIDA humain et le ? signifie
que la souris est morte pour des raison inconnues.

o



o
o

G)

_
_

_
_

_
_

_
_
_
_
_
_
_
_
_
_
_
_
_
_
_
_

.w
IJ

U
m

Il
u
N

S
U

fl
U

l
II

t
.

_
_
_
_
_

90
iu

m
ii

si
m

ff
II

ft
If

lI
°1

II
rm

nu
n

lg
/n

o
n

tr
ai

te
es

G)

_
_

_
_
_
_
_

V
—

.—
nT

g/
tr

ai
te

es

,
80

_
_
_

_
_

_
_

_
_

_

—
—

T
g/

no
n

tr
ai

té
es

75
—

.—
T

g/
tr

ai
té

es

7
0

L
&

6
5
6

0

-
-

-
T

T
T

-
-

T
j

20
40

60
80

10
0

12
0

14
0

16
0

Jo
u
rs

du
tr

ai
te

m
en

t

f
ig

u
r
e

Il
C

o
u
r
b
e

de
m

o
r
ta

li
té

d
e
s

s
o

u
r
is

tr
a
it

é
e
s

à
lo

n
g

te
r
m

e
.

D
e
s

s
o
u
r
is

tr
a
n
s
g
é
n
iq

u
e

(
1
g
)

C
D

4C
/H

IV
M

ut
G

e
t

d
e
s

s
o
u
r
is

n
o

n
tr

a
n
s
g
é
n
iq

u
e
s

(
n
T

g
)

o
n
t

ét
é

tr
a
it

é
e
s

p
e
n
d

a
n

t
6

m
o

is
a
v

e
c

le
n

to
n

a
v

ir
(5

0
m

g
/k

g
/s

o
u

r
is

)
.

C
e
tt

e
f
ig

u
r
e

r
e
p

r
é
s
e
n

te
le

p
o

u
r
c
e
n

ta
g

e
de

s
o
u
r
is

v
iv

a
n

te
s

d
u
r
a
n
t

le
tr

a
it

e
m

e
n
t

de
c
h
a
q
u
e

g
r
o
u
p
e
.

‘C



70

CD4C/HIVMtG deviennent malades tel que décrit dans l’introduction (Hanna et al.,

199$). Selon les tests statistiques, le traitement ne semble pas avoir d’effet sur la mort

des souris durant l’expérience. Les souris Tg semblent mourir de la maladie similaire au

SIDA : ils ont le dos courbé, le poil hérissé et une mobilité réduite. Quatre des neuf

souris connaissent une chute de poids les jours précédant leur mort et témoignent de

signes de maladies rénales et spléniques (L’annexe 1 contient les observations corporelles

et la condition des reins et de la rate). Un exemple de souris Tg et nTg est illustré dans la

f igure 12. Des caractères représentatifs comme le dos rond, le poil hérissé (Figure 12c),

la décoloration et la présence de granules sur le rein (f igure 12d) sont très visibles chez la

souris transgénique. Par contre, chez la souris nTg décédée, aucun de ces symptômes

n’est apparent dans les organes (Figure 12a, b). Quant aux souris qui survivent au

traitement complet de six mois, six souris ont des signes précoces de la maladie le dos

très rond, le poils hérissé ou une mobilité réduite. Cependant, ces souris se montrent

assez fortes et survivent jusqu’à la fin de l’expérience. Aucune d’entre elles ne présente

de chute de poids avant le sacrifice. Quatre d’entre elles sont Tg, dont trois sous

traitement d’AP, tandis que deux d’entre elles sont nTg, dont une sous traitement.

Aucune conclusion valable ne peut toutefois être tirée de ces observations.

Pendant le traitement, le poids de chaque souris est déteminé au début de chaque

semaine (voir l’annexe 2). La Figure 13 présente l’analyse de ces poids entre les quatre

groupes de souris. Il s’avère que le groupe de souris nTg Tx présente des valeurs

significativement plus élevées que celles des groupes de souris Tg Tx et nTg nTx. En

moyenne, les souris nlg Tx ont 4.14 mg de plus que les souris Tg Tx et 1.9$ mg de plus

que les souris nTg nTx. Cela signifie que les souris nTg sont sensibles au traitement

d’AP et que ce dernier cause une augmentation du poids chez les souris nTg.

À la fin de l’expérience, des échantillons de sérum sont prélevés sur les souris à

l’exception de sept d’entre elles car leur sang avait coagulé au moment de leur mort. Ces

échantillons sont par la suite analysés afin de déterminer la quantité des constituants

sanguins tels que l’albumine, l’urée, la créatinine, le glucose et des constituants lipidiques

tels que le cholestérol, les triglycérides et les lipoprotéines de haute densité (HDL) (voir
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Figure 12 Symptôme de la maladie similaire au SIDA humain chez la
souris transgénique CD4C/HIVMUtG. Ces souris ont été traitées avec
l’anti protéase ritonavir à long terme (6 mois). A) Souris non traitée non
transgénique en santé ne démontrant aucun des effets retrouvés chez la
souris Tg malade. B) Rate et rein de la souris en santé. Une coloration
et une taille normale du rein et de la rate sont observées. C) Souris
malade démontrant un phénotype typique des la maladie similaire au
SIDA humain chez la souris. D) Rate et rein d’une souris malade. Il est à
noter que la rate est de petite taille et que le rein est décoloré avec des
granules à sa surface.
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l’annexe 3). La f igure 14 présente les résultats de ces analyses, selon le groupe de souris

et le type de constituant analysé. Lorsque les taux de l’ensemble des constituants

sériques des souris Tg et nTg sans traitement sont comparés, la seule différence

significative concerne l’albumine qui présente en moyenne une augmentation de 2.49 g/L

pour la souris 1g, alors que le taux d’albumine de la souris nTg n’augmente pas. Des

différences significatives s’observent toutefois entre les souris 1g traitées et non traitées

pour deux constituants non-lipidiques : la créatinine et l’albumine. Le traitement cause

une augmentation de 28.43 umol/L du taux de créatinine alors que pour l’albumine, le

traitement cause une diminution de 5.42 g/L chez les souris 1g. Pour les souris nlg, la

seule différence dans les constituants non-lipidiques est un accroissement significatif du

taux d’urée qui augmente en moyenne de 0.75 mmol/L chez les souris traitées alors que

les souris non traitées conservent le même taux. Pour ce qui est du glucose, aucune

différence n’est observée chez les souris Tg et nTg traitées.

Suite au traitement d’AP, deux constituants lipidiques du sérum démontrent une

augmentation significative le taux de cholestérol des souris Tg (qui augmente en

moyenne de 1.13 mmol/L) et nTg (augmentation moyenne de 1.53 mmol/L) ainsi que le

taux d’HDL des souris nTg (augmentation moyenne de 1.4 mmol/L). Par contre, aucune

différence significative du taux de triglycérides n’est observée pour les souris 1g et nlg.

En résumé, chez les souris 1g traitées ou non traitées, une augmentation de la

mortalité est observée lorsque comparé aux souris nTg. De plus, chez les souris 1g, le

traitement d’AP cause également une augmentation significative des niveaux de

créatinine et de cholestérol et une diminution de l’albumine. Pour ce qui est des souris

nTg, le traitement d’AP cause une augmentation de l’urée, du cholestérol et du HDL.

Une augmentation du poids est également observée chez ces souris nlg Ix.

o
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DISCUSSION
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o
1. L’étude traitant des blocages de la réplication du VIH chez la souris aux

phases d’assemblage et de maturation du cycle de réplication.

L’étude du blocage de l’assemblage et de la maturation de Gag a nécessité la

conception d’un modèle pour observer le processus de réplication du VIR. Les cellules

B7$MC ont été utilisées conjointement avec le pseudotype VSV-GÎNL4. Ces cellules

semblent idéales pour étudier le troisième blocage car elles possèdent la cycline T

humaine (voir introduction) capable de permettre la transcription virale du VIH dans les

cellules murines. Avec les deux premiers blocages contournés (grâce à VSV-G et la

cycline T), il était plus facile d’analyser le troisième blocage qui semble se situer au

niveau de l’assemblage et de la maturation.

1.1. Réplication du VIH dans les cellules B7$MC9:

Lors de la première expérience effectuée sur la cellule B78MC, l’infection semble

avoir eu lieu au jour 4 car les trois isoformes de Gag (p24, p41 et p55) sont bien exprimés

pour la cellule B78MC9 et le contrôle positif (VIH total). Pour le contrôle négatif (B7$),

la réplication ne s’est pas effectué car aucunes des protéines précurseurs Gag (P41155) ne

sont exprimées. Cependant, une bande à la hauteur de p24 fut observée à tous les

échantillons suivant l’infection. Cette présence de p24 au jour 4, particulièrement pour la

cellule B7$, provient probablement de résidus de virus utilisés pour l’infection des

cellules car normalement, l’infection de la cellule B78 ne devrait point permettre la

production de Gag (Figure 3a). Le niveau d’expression de p24 pour la cellule B78MC9

aurait probablement été plus faible si le virus initialement utilisé pour l’infection n’avait

pas été encore présent au jour 4. Une nouvelle série d’infection nécessiterait donc

plusieurs lavages de cellules afin d’éliminer toute trace du virus initial. Suite à ces

lavages additionnels, la quantité de virus quelques jours après la transfection devrait être

plus représentative de la réplication virale. Au jour 11, la présence de Gag a

pratiquement disparu à l’exception d’une petite quantité de la protéine précurseur p55

(Figure 3B). Il est à noter qu’entre les jours 4 et 11, deux passages de cellules avaient été

effectués. Ceci semble avoir éliminé le virus initialement utilisé lors de l’infection. La

Q baisse d’expression de Gag au jour 11 peut être expliquée par le caractère transitoire de la
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transfection. Suite à la duplication des cellules, les cellules filles ne contiennent plus de

VIH car le transfectant n’est pas conservé. Pour cette raison, suite à plusieurs passages

de cellules, la protéine Gag devrait ne plus être exprimée par les cellules. Le stade

avancé de ce processus est bien visible ici.

La figure 4 présente les niveaux d’ARN de la cellule 378MC9 aux jours 4 et il.

Ces niveaux d’ARN semblent relativement identiques pour les jours 4 et li. Le contrôle

B78, comme attendu, ne montre aucune expression virale. La présence d’ARN au jour 11

(Figure 4) nous semblent surprenante. Les deux différents passages de cellules entre les

jours 4 et Il devraient, en théorie, faire chuter le niveau d’expression d’ARN au jour 11.

Pourtant, on constate un taux d’ARN identique entre les jours 4 et li. Ce résultat

surprenant peut avoir été causé par un chargement inégal d’ARN entre les jours 4 et il

(un excès d’ARN au jour 11).

Pour ce qui est de l’analyse de la production de virus par rAdT (Tableau 1), ces

résultats reflètent les résultats obtenus lors de l’analyse de protéines (Figure 3). Une forte

baisse de la réplication est observée au jour Il comparativement au jour 4. Les deux

passages cellulaires effectués ont pemis de diluer le virus initialement utilisé lors de

l’infection. D’un autre côté, le surnageant de B7$MC9 démontre une quantité de virus au

jour 4 équivalent à 20% du contrôle positif. À première vue, la production de virus dans

les cellules B78MC9 semble intéressante. Cependant, comme le virus initial ayant servit

pour l’infection semble encore présent, ce compte ne peut être tenu pour exact. Un fait

intéressant est que le taux de virus des cellules B78MC9 est trois fois plus élevé que celui

des cellules B7$. Il y a donc de fortes chances que les cellules B78MC9 permettent la

réplication du VIR mais à un niveau réduit. Les résultats de ces analyses quantitatives du

virus démontrent un niveau de réplication certain, mais plus faible que celui retrouvé

chez le contrôle positif. Il aurait été préférable d’effectuer ce genre d’expérience en

triplicata afin de minimiser la marge d’erreur. L’expérimentation unique ne permet pas

d’éliminer les erreurs de manipulation pouvant survenir ou les erreurs provenant des

limites de ces expériences. Une de ces limites est l’utilisation de la lignée cellulaire

B78MC. Cette lignée de cellules de mélanome murin n’est pas une cible normalement
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visée pas le VIH pour son infection. Ces cellules ne possèdent pas les mêmes fonctions

biologiques que les cellules cibles du VIH. Chaque type de cellules exprime certaines

protéines qui lui sont propres. Par exemple, le VIH pourrait nécessiter pour sa réplication

une protéine qui n’est pas exprimé chez les cellules B7$MC. On devrait plutôt utiliser

une lignée de lymphocytes T pour ce genre d’expérience. Par contre, ces cellules

(B7$MC) étant déjà disponibles, il a été décidé tout de même de les utiliser afin de

déterminer quelle partie de chromosome humain était nécessaire pour franchir le

troisième blocage de la réplication du VIH. Une fois cette information obtenue, ce

fragment sera introduit dans des cellules T CD4+.

1.2. Réplication du VIII dans les cellules B7$MC:

Pour ce qui est de la deuxième série d’infection, qui cette fois-ci inclut les huit

nouveaux hybrides B7$MC, plusieurs lavages ont été effectués pour éliminer tout trace

du virus initialement utilisé lors de l’infection. Ces lavages semblent avoir corrigés le

problème constaté lors des premières infections avec la cellule B78MC9. En effet,

l’expression de p24 lors de l’analyse de protéine Gag (Figure 5) ou l’expression du VIH

lors de l’analyse d’ARN virale (Figure 6) sont indétectable dans le contrôle négatif B78,

ce qui suggère que les niveaux de p24 observés chez les autres échantillons (B78MC)

soient plausibles.

Mariani et al. (2000) ainsi que Bieniasz et Cullen (2000) ont étudié le deuxième

bloque chez la souris, celui de la transcription. Ils ont démontré que l’ajout de la cycline

Ti humaine rétablit l’expression provirale. Nos résultats sur la gamme de cellules

hybrides corroborent bien ce fait. Toutes les cellules hybrides possédant la cycline T

expriment Gag (ARN et protéines : Figures 5 et 6). Cependant, certaines d’entre elles

expriment Gag à des niveaux comparables aux cellules humaines (B78MC9, 10, 11, 12 et

4). Par contre, il est clair que le ratio des niveaux de protéines Gag des cellules hybrides

diffère de celui de la cellule 293T (Figure 5). Les cellules hybrides semblent accumuler

les protéines précoces (p41 et p55). Cette accumulation suggère que le clivage ne

s’effectue pas normalement (Mariani et al., 2000; Bieniasz et Cullen; 2000). Mariani et
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al. (2000) ont indiqué qu’il y avait une accumulation de protéines virales assemblées de

façon aberrantes dans les structures vésiculaires cytoplasmiques. Ils ont par la suite

démontré que Gag était incapable de cibler la membrane cellulaire et par le fait même,

limite la production virale. Il est donc crucial de rechercher l’élément responsable de ce

ciblage afin d’augmenter la réplication virale.

Nos résultats ont bien démontré qu’il y avait production de protéines virales dans

les cellules hybrides B78MC. Ces résultats confirment que la présence de la cycline T

humaine est essentielle dans ces cellules afin de permettre la transcription de protéines

virale VIH. Toutefois, la restriction intéressante est celle bloquant la production de virus.

Les résultats de rAdT présentés dans le Tableau 3 confirment que la production de

nouveaux virus se fait mais à un niveau restreint. Au jour 2, la production virale relative

(CPM cellules B7$MC/CPM cellules 2931) demeure faible (0.7-16.3%) pour l’ensemble

des cellules B78MC. Au jour 4, la production virale relative augmente de façon drastique

pour la plupart des cellules B7$MC. Cette augmentation drastique est cependant tempéré

par la faible valeur de CPM du contrôle 2931 observé au jour 4. Cette faible valeur CPM

du contrôle surestime la production virale relative de l’ensemble des cellules B78MC.

Cependant, il est indéniable que la valeur de CPM pour les cellules B7$MC augmente, en

général, entre les jours 4 et 11. Afin de vérifier le taux de virus infectieux parmi ceux

présent dans le surnageant, un essai MAGI a été effectué. Selon cet essai, une faible

proportion des virus produits serai,t infectieux (Tableau 4). Ces résultats démontrent que

le blocage au niveau de l’assemblage et de la maturation est encore très présent.

Cependant, les analyses de la production virale et de l’infectivité n’ont pas été effectuées

en triplicata afin d’obtenir un résultat concluant. Bien que les valeurs des deux analyses

(rAdT et MAGI) soient très faibles (même proche des valeurs des contrôles négatifs pour

certains), il est difficile de déterminer si ces résultats sont valables. La marge d’erreur

pour l’essai MAGI est assez élevée car cette technique est très sensible. Premièrement,

plusieurs dilutions sont effectuées avant l’infection. De plus, les valeurs de l’essai MAGI

sont déterminées à la suite d’un compte visuel de cellules bleues au microscope.

N’importe quelle erreur de manipulation peut avoir de grandes influences sur le résultat
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final. Comme mentionné précédemment, ces analyses devraient être fait en triplicata afin

de diminuer cette marge d’erreur qui est très élevée pour les essais MAGI.

L’intérêt de nos résultats est qu’ils démontrent que certaines des cellules hybrides

produisent une quantité de virus détectable dans le surnageant. Même si la majeure partie

de ces virus ne sont pas infectieux, il n’en demeure pas moins que jusqu’à 10% des virus

le sont, comparé aux infections dans les cellules humaines. En regardant les niveaux

d’expression des protéines Gag dans les cellules B78MC, il est clair que leurs taux

d’expression diffèrent. Cela peut-être expliqué par le fait que ces cellules ne contiennent

pas uniquement la cycline T. Ces hybrides contiennent un nombre divers de fragments

chromosomaux humains dont la cycline T. Il est donc évident que d’autres gènes

humains facilitent ou sont nécessaires pour la réplication du VII-1. Il reste maintenant à

les identifier.

Les deux groupes mentionnés précédemment affichent des résultats différents de

ceux présenté dans ce mémoire quant à la réplication du VIH dans les cellules murines

Bieniasz et Cullen (2000) montrent une différence de 10,000 fois pour la quantité de virus

infectieux produits tandis que Mariani et al. (2000) montrent une différence de 35 fois.

Pour ce qui est de nos résultats, nos cellules hybrides démontrent une différence d’au

moins 10 fois. Par contre, le titre de virus infectieux pour ces cellules hybrides demeure

bas. Le titre du virus produit de la cellule 293T n’est pas élevé comme celui du

pseudotype. Il est donc possible que cette cellule ne soit pas le meilleur contrôle

possible. Il serait intéressant de refaire cette expérience avec d’autres cellules humaines

afin de vérifier si le titre peut être amélioré.

Peu après le début de nos travaux, Sutton et al. (2003) a publié des résultats de

recherches qui ressemblent beaucoup à ceux présentés dans ce mémoire. Cependant, ils

ont utilisé systématiquement plusieurs cellules hybrides contenant chacune un seul

chromosome humain. Ils ont démontré que seule la cellule hybride contenant le

chromosome humain 2 permettait la réplication du VIH à un niveau comparable à celui

observé chez la cellule humaine. Ce qui est remarquable, c’est que les niveaux de p24
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dans leurs cellules murines sont comparables à ceux des cellules humaines et que les

virus présents dans le surnageant de cellules murines étaient capables d’infecter des

cellules à une fréquence similaire au virus provenant du surnageant des cellules humaines

infectées (Sutton et al., 2003). Tel que présenté dans l’introduction, plusieurs groupes ont

identifié différents gènes ou protéines qui augmentent le taux de réplication du VIH chez

la souris (Inil, HP32, HP68 et APOBEC3G). Par contre, aucun groupe ne présente des

taux de réplication comparables à ceux observés chez la cellule humaine. De plus, ce qui

est étonnant est qu’aucuns des gènes identifiés précédemment sont localisés sur le

chromosome 2.

Il est possible que plusieurs gènes soient nécessaires à l’assemblage et à la

réplication du VIR. Cependant, depuis les travaux de Sutton et al. (2003), il est évident

que certains de ces gènes nécessaires à la réplication se localisent sur le chromosome 2.

Il est même possible que tous ces gènes nécessaires à la réplication se trouvent sur le

chromosome 2. Il nous reste maintenant à répéter cette expérience en se limitant cette

fois-ci au chromosome 2. Dans notre laboratoire, les hybrides qui contiennent les

fragments du chromosome humain 2 seront étudiés en détail. C’est à ce point que le

nouveau pseudotype contenant VSV-G et la cycline T sera utile (voir résultats). La

présence de la cycline T dans les cellules hybrides ne sera plus requise.

En conclusion, avec toutes les percées effectuées ces dernières années, nous

sommes confiants que l’élément humain responsable de la réplication du VIN chez la

souris sera identifié d’ici peu. À ce rythme, un bon modèle murin du SIDA sera

finalement à portée de la main permettant ainsi d’approfondir nos connaissances sur cette

maladie. Il sera alors plus facile d’explorer le développement de nouveaux agents

thérapeutiques.
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2. L’étude sur la souris Tg CD68IHIV

2.1. Expression du transgène CD68/HIVhhItC chez la souris transgénique

CD6$[HIVtG:

Bien qu’il y ait eu plusieurs complications fors du clonage du promoteur hCD68

et que cette stratégie a dû être modifiée à plusieurs reprises, les différents fragments du

transgêne CD68 ont finalement été assemblés. Des souris 1g exprimants les gènes du
HJVMUtG dans les cellules de la lignée des phagocytes mononucléaires ont été produites et

analysées. Les analyses d’ARN viral ont démontré des niveaux d’expression VIH qui

sont comparables à ceux du hSR-A publiés par le groupe de Gough (2001). Ceci indique

que l’expression des gènes sous le promoteur hCD6$ fonctionne bien. Des analyses par

Western confirment que la protéine Nef est bien produite. L’expression de la protéine

Nef varie cependant d’une souris à l’autre, la souris provenant du fondateur F115709

étant celle démontrant le meilleur taux d’expression. Lors de cette analyse de protéine,

une bande non attendue est exprimée à la hauteur de 66kDa. La provenance de cette
bande est présentement inconnue, mais nous envisageons plusieurs hypothèses.

Premièrement, cette bande pourrait être le résultat du sérum albumine bovin provenant du
surnageant des cellules en cultures ou du milieu dans lequel les organes ont baignés lors

de la dissection des souris. Si cela est le cas, une diminution de cette bande devrait être
observée lorsque les échantillons sont lavés avec du PBS avant la lyse des tissus. Cette
diminution pourrait également s’observer si du milieu sans sérum était utilisé. Une
deuxième possibilité est que cette bande non spécifique provient d’une protéine de
structure du cytosquelette qui est très abondante dans les cellules tels que la
tropomyosine, l’actine, la cortactine, la myosine ou la tuberculine. Cependant, celle qui

possède le poids le plus proche de cette bande est la cortactine qui se situe normalement à
la hauteur de 61.5 kDa. Troisièmement, l’hypothèse la plus logique serait que cette
protéine non spécifique est celle qui possède une séquence d’acide aminé similaire à Nef
ou à GST (car l’Ac est produit contre la protéine GST-Nef) et qui est reconnu par lAc.
Une nouvelle expérience pourrait être effectuée en incluant cette fois-ci un contrôle
négatif anti-GST afin de voir si cette bande réapparaîtrait. Mais finalement, l’importance
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de cette analyse de protéine est d’observer l’expression de Nef dans nos souris Tg

CD68/HIVMutG.

2.2. Absence de la maladie similaire au SIDA:

Âgée entre 3 à 6 mois, la progéniture des souris fondatrices ne semble pas

démontrer des signes de maladie au niveau macroscopique. Ces souris sont très actives,

possèdent un beau poil et ne démontrent pas de dos courbé. De plus, leur thymus, leurs

reins et leurs rates sont de tailles normales et démontrent une surface identique aux souris

nTg. Suite à ces observations, la possibilité que l’expression du transgène CD6$/HIVMut

au niveau des cellules CD68+ ne soit pas suffisante pour permettre l’apparition de la

maladie semble pertinente. Cependant, il ne serait pas approprié d’exclure

immédiatement ces souris comme modèle d’étude avant d’effectuer des expériences plus

élaborées. Parmi ces expériences, l’analyse des cellules lymphoïdes par cytométrie de

flux afin de déterminer s’il y a régulation négative des CD4 pourrait être effectué. Il est

possible que ces souris ne démontrent pas de symptômes de maladie mais qu’elles

présentent des phénotypes au niveau cellulaire. Par la suite, des analyses histologiques

pourront être effectuées afin de vérifier la présence de maladies microscopiques au

niveau des ganglions mésentériques, des cellules de la rate, du poumon, des reins ou

même du coeur qui sont souvent affectées lors de la maladie chez la souris 1g
CD4C/HIVMUtG (Hanna et al., 1998; Kay et al., 2002). Il est également possible de

répéter les expériences présentées ci haut lorsque ces souris atteindront l’âge de un an. Il

est également possible que l’expression du VIH dans ce type de cellules nécessite une

plus longue période de temps pour engendrer la maladie.

Alors que ces souris 1g CD6$/HIVMUtG expriment beaucoup le transgène HIVMttG

dans les macrophages, il serait intéressant d’analyser ces organes plus en détail. Le rôle

premier des macrophages est l’immunité primaire non spécifique, non-adaptative (Abbas

et al., 2000). Une expérience supplémentaire serait d’étudier la capacité des macrophages

Tg versus nlg à éliminer des bactéries pathogènes dans les souris. Lors de cette

expérience, des bactéries seraient injectées intrapéritonéalement. Après quelques

C semaines d’incubation dans les souris, ces dernières seraient sacrifiées et les macrophages
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péritonéaux seraient prélevés. Par la suite, un traitement avec un détergent faible

permettrait de lyser les macrophages sans tuer les bactéries qui sont plus résistantes. Le

lysat cellulaire serait étalé sur des plaques d’agar afin de déterminer la présence de

bactéries. Si les macrophages n’ont pas éliminés les bactéries, des colonies bactériennes

seront observées sur les pétris. Si les macrophages Tg éliminent moins les bactéries que

les macrophages nlg, cela signifierait que la présence du transgène HIVM1tG joue un rôle

négatif dans l’élimination du pathogène. Si les macrophages Tg sont capables d’éliminer

autant que les macrophages nTg, cela signifierait que l’expression du transgène HIVMUtG

dans les macrophages n’est pas suffisante.

Cette dernière observation peut par la suite mener à une multitude de projets où

l’on croiserait des souris CD6$/HIVML1tG et diverses souris exprimant ce même transgène

sous le contrôle d’autres promoteurs spécifiques pour différentes sous-populations de

cellules lymphoïdes. Le récepteur CD4 est exprimé dans de nombreuses sous-

populations cellulaires et il est donc difficile de prédire lesquels de ces sous-populations

seront responsables de la maladie. Il semble bien que la communauté scientifique oriente

ses prochaines expérimentations sur des promoteurs exprimés dans différentes

populations de cellules CD4+. Le groupe de Fallas (2004) a créé une souris exprimant

les molécules d’histocompatibilité de classe II HLA-DOA et HLA-DOB sous le contrôle

du promoteur du récepteur CDI ic. Le CDI Ic est principalement exprimé dans les

cellules dendritiques (Brocker et al, 1997) mais aussi dans certaines populations de

cellules NK (« natural killer »), de cellules B et de cellules T (Jomantaite et al, 2004). Un

autre promoteur envisageable serait celui du récepteur CD83 qui est principalement

exprimé dans les cellules dendritiques matures, sur les cellules T activées et à un faible

taux dans les centres germinatifs des lymphocytes B (Wolenski et al, 2003). Des souris

exprimant le HIVMUtG sous le contrôle du promoteur d’un de ces récepteurs pourraient

être produites. Par la suite, ces souris pourront être croisées avec la souris Tg hCD6$ et

même entre elles afin de trouver une combinaison provoquant le phénotype recherché.
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3. L’étude de la lipodystrophie causée par le traitement à l’anti-protéase

Cette dernière étude visant à explorer les possibilités qu’un traitement

d’AP chez des souris Tg exprimant le VIH agit non seulement sur les protéines Gag mais

également sur d’autres effecteurs et que ce traitement soit capable de provoquer la

lipodystrophie chez ces souris Tg. Voila pourquoi des souris Tg exprimant uniquement

Nef sont utilisées. Un traitement contrôle fut initialement effectué sur la souris Tg

EŒHIV qui exprime plusieurs protéines Gag (Figure 9). Le but de ce traitement est de

vérifier si les AP affectent le clivage des protéines Gag chez les souris 1g EŒHIV. Une

réduction des niveaux d’expressions de Gag suite au traitement indiquerait que la dose du

médicament est suffisante et pleinement fonctionnelle. Si c’est le cas, cela signifie que la

dose d’AP administrée est adéquate et que l’étude avec les souris CD4C/HIVMh1t peut

être effectuée. Cependant, les souris Tg EaHIV expriment rarement des niveaux

détectables de p24 mais plutôt de hauts niveaux de p41 et p55. Les protéines p41 et p55

devraient être affectées si le traitement fonctionne bien. Dans des recherches récentes

utilisant un traitement d’AP chez les rongeurs, deux médicaments provoquent les

symptômes reliés à la lipodystrophie à une fréquence élevée : le Norvir® (ritonavir) et le

fortovase® (saquinavir) (Ye et al., 199$; Lenhard et al., 2000; Dressman et al., 2003;

Goetzman et al., 2003). finalement, le ritonavir est choisi car il provoque plus fortement

et plus fréquemment cet effet secondaire chez les rongeurs. Cet effet est recherché car si

les symptômes de la lipodystrophie apparaissent fréquemment, il est plus aisé de

déterminer si le SIDA sensibilise l’organisme à développer la lipodystrophie suite au

traitement au AP. Dans la littérature, la dose de ritonavir la plus élevée utilisée chez les

rongeurs est de 50 mg/kg/souris (Ye et al., 199$). Cette dose fut utilisée dans la présente

recherche.

3.1. Baisse d’expression des protéines Gag suite au traitement des souris avec le

ritonavir:

Durant le traitement, une des souris est morte avant l’analyse. Deux des 4 souris

Tg expriment soient de faibles niveaux des protéines Gag (f igure 10; P5) ou aucune

expression de Gag (Figure 10; P9). Une explication possible de cette observation est que
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le clivage de Gag ait été bloqué en grande partie pour une souris (P5) et complètement

bloqué pour l’autre (P9). Cependant, cette hypothèse est peu probable car si cela était le

cas, une bande à la hauteur de la protéine précurseur prl6O serait visible. Une explication

possible de ce résultat est que, lors de la dissection, les ganglions mésentériques aient été

mal identifiés et que l’organe récolté soit d’une autre origine. Pour ce qui est des deux

autres souris Tg traitées à l’AP, une réduction de l’expression de Gag est également

observée mais elle s’avère moins prononcée que pour les deux autres souris Tg. Une

inversion du ratio de p41 et de p55 est également visible chez la souris P3. Cette

inversion du ratio indique que le clivage de p55 a été réduit, probablement due au

traitement d’AP. Ces réductions de l’expression de Gag observées ne sont pas celles

attendues, mais elles sont jugées suffisantes pour commencer l’expérience de traitement

sur les souris Tg CD4C/HIVMutG.

3.2. Le traitement de ritonavir n’a aucun effet sur la progression de la maladie

similaire au SIDA humain:

Par la suite, les souris Tg CD4C/HIVMtG ont été traitées avec l’AP. Les analyses

préliminaires du traitement des souris Tg CD4C/HIVML1tG à long tenne ne semble pas

avoir d’effets sur la progression de la maladie au niveau de la mortalité. Il est important

de noter que la maladie similaire au SIDA est due à la maladie rénale et que c’est normal

ou même attendu que la mortalité ne soit pas modifiée par les AP. Le traitement d’AP

démontre également que les souris 1g utilisées dans cette recherche, qu’elles soient

traitées ou non, sont plus résistantes à développer la maladie similaire au SIDA humain

que les souris Tg CD4C/HIVM1tG utilisées dans la recherche de Kanna et al. (1998).

Lorsque ces souris ont été produites, elles ne survivaient pas longtemps; la plupart des

souris mouraient à partir de trois mois. Lors du traitement à l’AP décrit dans cette étude,

seulement 22% des souris 1g meurent à l’intérieur de sept mois. Afin de contourner ce

nouveau problème, il serait possible de prolonger le traitement jusqu’à un an. En effet,

plus il y a de mortalité reliée à la maladie, plus il peut s’avérer facile de déterminer si un

traitement d’AP affecte la progression de cette maladie. Lorsque les souris deviennent

malades (poils hérissés, chute de poids, mobilité réduite), la mort survient dans les

prochains jours ou dans les deux prochaines semaines.
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3.3. Absence des symptômes de la lipodystrophie suite au traitement du

ritonavir:

La comparaison des poids corporels démontre une augmentation pour les souris

nTg traitées comparativement aux souris nTg non traitées (différence de 1.98 mg). Cette

observation semble indiquer que les souris nTg traitées sont sensibles au traitement mais

cela n’est pas suffisant pour conclure que ces souris développent la lipodystrophie. Ce

résultat contredit notre hypothèse de départ qui prétend que les souris nTg développeront

la lipodystrophie suite au traitement d’AP. Il est possible que la dose administrée à ces

souris (50 mg/kg/souris) ne fût pas suffisante pour engendrer la lipodystrophie

(lipoatrophie périphérique). Il se peut également que les souris C3H utilisées pour cette

expérience soient résistantes à la lipodystrophie. Une répétition de cette même

expérience en augmentant la dose de l’AP pourrait être envisagée. De plus, cette

expérience pourrait être répétée sur des souris Tg CD4C/HIVM1tG provenant d’une autre

souche. Il serait également intéressant de vérifier l’autre AP provoquant la lipodystrophie

à une fréquence élevée le saquinavir.

D’après les observations effectuées, l’expérimentation menée dans cette étude ne

semble pas établir que l’ensemble des souris traitées à l’AP ritonavir développe les effets

corporels de la lipodystrophie. Dans certains cas, les souris nTg font un gain pondéral de

poids mais il est non suffisant pour être décrit comme étant un début de lipodystrophie.

De plus, les changements corporels observés habituellement lors d’une lipodystrophie ne

sont pas observés chez ces souris. Il aurait peut-être été pertinent d’évaluer l’ampleur de

certains dépôts de gras tels que les « fat pads » épididymaux, inguinaux et

interscapulaires de chacune des souris comme l’ont fait les groupes de Burant et al.

(1997) et de Reue et al. (2000). Ce dernier groupe a observé une diminution du poids

dans les tissus adipeux blancs et bruns chez leur modèle de souris lipodystrophiques

(mutation fld).

En regardant les résultats sériques observés dans cette étude, il semble que le

traitement ait provoqué certaines anomalies métaboliques pour ce qui a trait à la

créatinine, au cholestérol, à l’albumine, à l’urée et aux HDL. Cependant, ces anomalies
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métaboliques ne comprennent pas une augmentation du niveau des triglycérides qui se

manifeste dans la lipodystrophie. Comme le prétend Kolter (1999), il se peut que les AP

causent des anomalies métaboliques qui engendrent par la suite une redistribution de gras.

Si cela est le cas chez ces souris, il va falloir augmenter la durée de l’expérience afin que

des changements corporels aient le temps d’apparaître.

L’hypothèse principale de cette troisième étude stipule que la souris transgénique

CD4C/HIVMUtG est un bon modèle pour étudier la lipodystrophie associée à l’utilisation

des AP chez les souris Tg exprimant le VIH ainsi que les effets des AP sur la progression

d’une maladie similaire au SIDA. Cependant, l’expérience présentée ici n’est pas au

point pour être considéré comme pleinement satisfaisante. Tel qu’observé dans la Figure

10, le clivage de Gag n’est pas complètement bloqué, suggérant que la dose de ritonavir

utilisée n’est probablement pas optimale pour cette souche. L’utilisation de souris Tg

produites sur un fond génétique différent pourrait être envisagé. Aussi, le traitement

pourrait être amélioré par trois nouvelles conditions expérimentales allonger la durée de

l’expérimentation, changer la dose du traitement et améliorer l’observation des

changements corporels de la souris par une meilleure discrimination des déterminants

corporels liés à la lipodystrophie chez la souris. L’hypothèse secondaire, soutenant que

les souris Tg non traitées aux AP seraient plus malades que les souris traitées, n’a pu être

confirmée. En effet, ces deux groupes de souris ne présentent aucune différence au

niveau de l’apparition de la maladie. Aucune des autres hypothèses secondaires n’a pu

été vérifiée, car les signes de la lipodystrophie n’ont pas été observés. De plus, il est

impossible de déterminer si l’AP interagit avec un autre effecteur. Il reste maintenant à

répéter cette expérience en apportant les changements présentés plus hauts. Si ces

changements permettent d’observer la lipodystrophie chez la souris Tg CD4C/HIVMIJtG

suite au traitement d’AP, d’autres expérimentations futures permettront de déterminer les

autres effecteurs qui interagissent avec les AP. De plus, cela nous permettra

d’approfondir nos connaissances sur l’apparition de la lipodystrophie suite à un

traitement d’AP chez un modèle murin.
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Annexe I Observations des souris traitées à l’AP à long terme

# Tg Poids Dos Poils Mobilitc. Rate Reins
souris Final N LR R TR N H TP LP N LG 1G P N G Gr

(mg)
127393 + 27,27 X X Réduite X X
127394 + 32,66 X X OK X X
127395

— 39,04 X X OK X X
127483 + 35,78 X X OK X x
127484

— 17,8 X X Réduite X X
127485 + 31,01 X X OK X X
127492

— 27,69 X X OK X X
127629 + 18,25 X X Réduite X X X
127631 + 22,15 X X Réduite X X X
127635 + 29,81 X X OK X X
127636 + 29,62 X X OK X X
127637 + 30,07 X X OK X X X
127498 + 37,99 X X OK X X
127499

— 41,39 X X OK X X
127500

— 40,42 X X OK X X
127502

— 41,37 X X OK X X
127503 + 26,55 X X +1- X X X
127628

— 36,43 X X OK X X
127632

— 33,13 X X OK X X
127633

— 31,41 X X OK X X
127634

— 34,48 X X — OK X X
12760$

— 36,01 X X OK X X
127609

— 44,6 X X OK X X
127610

— 37,15 X X OK X X
127611 + 46,15 X X OK X X
127612

— 36,75 X X OK X X
127613

— 40,15 X X OK X X
127614 + 35,46 X X OK X x
127615 + 30,31 X X — OK X — x

N: Normal TP: Très petit H: Hérissé
LR: Légèrement rondLP: Légèrement petit Gr: Granuleux

R: Rond TG: Très grand P: Petit
TR: Très rond LG: Légèrement grand G : Gros



# Tg Poids Dos Poils Mobilitc. Rate Reins
souris Final N LR R TR N H TP LP N LG 1G P N G Gr
127616

— 34,74 X X OK X X
127617

— 28,29 X X OK X X
127618

— 25,92 X X — OK X X
127619

— 32,19 X X OK X X
127630 + 19,52 X X OK X X X
127501

— 39,00 X X OK X X
127504 + 35,51 X X OK X X x
127487

— 27,32 X X OK X X
127493 + 25,13 X X OK X X
127494

— 29,10 X X OK X LP
127505

— 37,70 X X OK X X
127506

— 34,29 — X X OK X X
127508

— 36,48 X X OK X X
127509 + 15,08 X X Réduite X X
127482

— 36,87 X X OK X X
127486 + 31,19 X X OK X X
127392 + 37,19 X X OK X X
127642

— 32,49 X X OK X X
127643 + 32,73 X X OK X X
127644 + 24,30 X X Réduite X X
127645 + 30,12 X X Réduite X X
127646 + 30,69 X X OK X X
131245 — 37,03 X X OK X X
131246 — 36,23 X — X — OK — X X
131247 + 34,72 X X OK X X
131248 + 34,91 X X OK X X
131252 + 34,19 X X OK X X
131253 — 32,49

— X — X — OK — X X
131254 + 30,03 X X OK X X
131255 — 30,79 X X OK X X
131135 — 29,84 X X OK X X
131270

— 19,14 X X Réduite X X X

N: Normal TP: Très petit H: Hérissé
LR: Légèrement rondLP: Légèrement petit Gr: Granuleux

R: Rond TG: Très grand P: Petit
TR: Très rond LG: Légèrement grand G : Gros
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# Tg Poids Dos Poils Mobilitc. Rate — Reins —

souris Final N LR R TR N H TP LP N LG TG P N G Gr
131271 + 26,37 X X OK X X X
131272 + 16,11 X X Réduite X X X
131273 + 26,71 X X OK X X X
131136 + 27,45 X X OK X X
131256 + 26,91 X X OK X x
131257 — 26,19 X X OK X X
13125$ + 26,47 X X OK X X
131266 — 38,18 X X OK X X
131267 — 34,25 X OK X X
13126$ — 32,72 X OK X X
131274 + 39,84 X OK X X
131275 + 3$,$3 X OK X X X
131269 — 30,05 X X OK X X
131276 + 35,02 X X OK X X
131277 + 32,12 X X OK X X
131137 — 28,51 X X OK X X

N:

LR:

R:

TR:

Normal TP:

Légèrement rondLP:

Rond TG:

Très rond LG:

Très petit H:

Légèrement petit Gr:

Très grand P:

Légèrement grand G:

Hérissé

Granuleux

Petit

Gros
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