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Le syndrome de I'immunodéficience acquise (SIDA) a été décrit au début des
années quatre-vingt comme une maladie mortelle caractérisée par une immunodépression
grave. Cette derniere est & I'origine de la vulnérabilité a un grand nombre de
microorganismes pathogeénes responsables de diverses infections opportunistes et de
certaines formes rares de néoplasmes. Divers travaux sur le virus de I’immunodéficience
humaine (VIH), I’agent étiologique du SIDA, postulent I’existence d’une corrélation
entre le role de certains génes viraux et le développement de la maladie. Le géne nef, en
particulier, a fait I’objet de nombreuses études. Malgré toutes les connaissances a date sur
ses fonctions in vitro et in vivo, la corrélation entre la présence d’un géne nef défectif ou
intact et la progression ou non de la maladie présente encore certaines ambiguités et
quelques controverses. En effet, cette corrélation était basée sur le degré de
compréhension de son importance dans le cycle viral et sur les effets protecteurs des
vaccins vivants atténués dans le modéle animal. De plus, la faible virémie et ’absence
d’évidence de progression vers le SIDA observées chez des macaques adultes ou chez
des humains infectés, respectivement, par le virus de I’immunodéficience simienne (VIS)
ou le VIH portant des mutations dans le géne nef suggéraient également I’implication de
ce géne dans le développement de la maladie.

Le principal objectif de ce travail était de construire des VIH-1 mutants pour le
géne nef, permettant, a I'issue de leur caractérisation biologique, d’apporter une
contribution dans 1I’étude du role de la protéine Nef dans la cytopathogénicité, dans la
cinétique de la réplication et/ou dans I’augmentation de I’infectivité virale in vitro. Les
mutations dans le géne nef introduites par mutagenése dirigée par PCR nous auront

permis de produire : a) un virus potentiellement négatif pour la protéine Nef, le VIH-1



Xvii

CDS1.2; b) un second virus qui n’exprime que les résidus 1-19 de la région N-terminale
de la protéine Nef, le VIH-1 CDS2; et c) un dernier virus qui n’exprime que les résidus
20-206 de la protéine, le VIH-1 CDS1. Ces virus construits et caractérisés sur le plan
physique et partiellement sur le plan biologique ont été réalisés de fagon a pouvoir
vérifier le role de la région N-terminale dans la cinétique de réplication virale, dans
infectivité et dans la cytopathogénicité. De plus, I’hypothése de I'implication du
potentiel fusogénique associé a la région N-terminale dans le processus de fusion
cellulaire aboutissant & la formation des vacuoles qui caractérise les effets
cytopathogenes de I’infection par le VIH-1 in vitro a été étudiée. Cette étude visait a
évaluer ce potentiel (antérieurement décrit et observé sur les liposomes et sur les
immunosomes-Nef) dans le contexte d’une infection virale in vitro. Finalement, des
essais sur le role de la protéine Nef recombinante fournie en frans dans la
cytopathogénicité et I’infectivité du VIH-1 LAI dans les cellules CEM ont été effectués.
Les résultats obtenus suggérent I’existence d’une corrélation entre la présence des
résidus 20-206 de la protéine Nef et le maintien des titres viraux a des niveaux élevés in
vitro. Quant a la courte portion N-terminale formée par les résidus 1-19, elle serait plutdt
impliquée dans les aspects qualitatifs et quantitatifs des effets cytopathogénes produits.
La protéine recombinante Nef produite dans le systéme d’expression baculoviral a été
purifiée sur colonne héparine-sépharose a plus de 80% d’homogénéité. Lorsque les
cellules CEM ont été préalablement mises en contact avec la protéine Nef avant
I’infection par le VIH-1 LAI, nous avons enregistré une augmentation du rendement en
virus infectieux, en corrélation avec les effets cytopathogénes observés dans les cellules

infectées.
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En derniére analyse, grice a la caractérisation physique et biologique des virus
mutants construits ainsi que les essais sur le role de la protéine Nef recombinante fournie
en frans dans la cytopathogénicité et I’infectivité du VIH-1 LAI dans les cellules CEM,
nous avons montré que la protéine Nef était impliquée dans la régulation de différentes
étapes du cycle de la réplication du virus, dans I’augmentation de I’infectivité virale et
dans la cytopathogénicité. De plus, le potentiel fusogénique de la région N-terminale
semble se manifester dans I’aspect qualitatif des effets cytopathogénes produits lors
d’infections des cellules CEM, en modulant le degré de la formation des syncytia et de
vacuoles résultant de la mise en commun des membranes plasmiques des cellules
fusionnées. Ainsi, les résultats issus de cette étude nous permettent d’appuyer I’hypothese
de I’implication de Nef dans la progression de la maladie en facilitant la réplication virale
a des niveaux plus élevés. De plus, la cytotoxicité directe de Nef sur les cellules
constituerait un autre mécanisme permettant d’expliquer la déplétion encore trés ambigué
des lymphocytes CD4+ chez les sidéens. Donc, il demeure nécessaire et trés pertinent de
poursuivre les travaux sur le produit du géne nef afin de mieux cerner les propriétés de ce
dernier et de mieux évaluer son implication dans la progression de la maladie, car les
perspectives de développement de nouvelles stratégies de vaccins préventifs et/ou
thérapeutiques chez I’humain contre I’infection par le VIH et I’évolution de la maladie

mortelle induite restent encore trés prometteuses.






Le syndrome de I'immunodéficience acquise (SIDA) est défini comme une
maladie infectieuse résultant de la destruction progressive des lymphocytes T CD4+,
essentiels a I’induction de la réponse immunitaire de 1’organisme. L’effondrement du
systéme immunitaire se traduit par une grande vulnérabilité a tous les microorganismes
pathogénes de I’environnement avec l’apparition d’infections opportunistes qui sont
finalement responsables de la mort du patient.

L’agent étiologique du SIDA, le virus de I'immunodéficience humaine (VIH), est
un rétrovirus des plus complexes qui continue a se propager rapidement a travers le
monde. Selon le document intitulé “Le Point sur I'épidémie de SIDA” (communiqué de
presse de ’ONUSIDA, décembre 2000), 36,1 millions de personnes dans le monde
vivent aujourd'hui avec le VIH/SIDA. En Afrique subsaharienne, 3,8 millions d'adultes et
d'enfants ont été infectés par le VIH en I’an 2000, ce qui porte a 25,3 millions le total des
personnes qui vivent avec le VIH/SIDA dans cette région. Pendant cette méme période,
des millions de personnes infectées depuis quelques années déja sont devenues
symptomatiques et plus de 2,4 millions, rendues & un stade plus avancé de l'infection,
sont déja mortes de maladies liées au VIH. En 1999, les déces diis au SIDA avaient
atteint le chiffre record de 2,6 millions.

Compte tenu de I’issue fatale de cette maladie et de sa progressive expansion, la
communauté scientifique s’est beaucoup engagée depuis les vingt derniéres années dans
la recherche fondamentale, clinique et épidémiologique pour expliquer les mécanismes
du développement de I’immunodéficience responsables de la mortalité. Aujourd’hui, les
résultats des recherches sur les propriétés génétiques du VIH suggeérent I’existence d’une

corrélation entre le role de certains génes et le développement de la maladie. Tel est le



cas du géne nef, dont la corrélation avec le développement de la maladie repose sur : a) le
degré de compréhension de son importance dans le cycle viral, b) sur les effets
protecteurs des vaccins vivants atténués dans le modéle animal (Daniel ef al.,, 1992,
Wyand et al., 1996) et c) sur la faible virémie et ’absence d’évidence de progression vers
le SIDA chez des macaques adultes ou des humains infectés, respectivement, par le VIS
ou le VIH qui portent des mutations dans le géne nef (Learmont et al., 1992; Deacon e/
al., 1995).

Quelques propriétés de la protéine Nef in vitro pouvant jouer un rdle dans la
pathogenése du SIDA ont été décrites, dont les mieux connues sont la régulation négative
de I’expression des molécules CD4 (Guy et al., 1987; Salghetti et al., 1995) et des
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH-I) (Schwartz et al.,
1996; Collins ef al., 1998) a la surface des cellules infectées. Des effets multiples de la
protéine Nef sur différentes voies de transduction de signal et des interactions avec
différentes protéines cellulaires ont été également décrits (Peter, 1998, Renkema et
Saksela, 2000). Le nombre et la diversité des effets causés par I’expression de la protéine
Nef in vitro laissent croire qu’elle aurait des fonctions multiples pouvant contribuer a la
pathogenése du SIDA. Subséquemment, comme Renkema et Saksela (2000) I’ont avancé,
les mécanismes possibles du développement de la pathogenese induite par la protéine Nef
in vivo sont trés divers, tels que I’augmentation de [I’infectivité des virions,
I’augmentation de I’expression des génes viraux, la facilitation du bourgeonnement de la
progéniture virale, la prévention de la surinfection des cellules, la modulation de

’apoptose, I’évasion a la réponse cytotoxique et la dérégulation de I’expression des



cytokines. Toutefois, la signification de I’'importance relative de ces mécanismes reste
encore mal comprise.

Notre projet de recherche comprend quatre objectifs axés sur le rdle de la protéine
Nef dans la cytopathogénicité et son role dans la cinétique de réplication du VIH-1 et/ou
dans I’augmentation de I’infectivité virale.

Dans le premier volet nous avons construit trois virus VIH-1 portant des
mutations dans le gene nef. Les différentes mutations introduites dans le gene nef ont été
effectuées dans le but de générer un virus isogene qui serait potentiellement négatif pour
la protéine Nef, et deux virus qui auront le potentiel de n’exprimer qu’un segment de
cette protéine. Ces deux segments distincts sont représentés par la portion N-terminale
formée par les résidus 1-19 et par la longue portion C-terminale formée par les résidus
20-206.

Dans un second volet, nous avons procédé a une caractérisation physique
(génotypique) de ces virus mutants par le séquengage du geéne nef afin de s’assurer que
les mutations introduites ont été conservées dans les progénitures virales aprés les études
phénotypiques de ces derniers.

Dans le troisiéme volet de cette étude, nous avons effectué une caractérisation
biologique partielle (phénotypique) de ces virus par I’étude de leur cinétique de
réplication comparée a celle du virus sauvage VIH-1 NL4.3 et par I’observation de leurs
effets cytopathogénes in vitro dans les cellules CEM, comparée a ceux des virus Nef
positifs VIH-1 NL4.3 et VIH-1 LAIL Le potentiel fusogénique gouverné par les 18
premiers acides aminés de la portion N-terminale de la protéine Nef, tel qu’observé sur

les liposomes (Curtain et al., 1994; Thibodeau, non publié) et sur les immunosomes-Nef



(Nef associée a des liposomes) (Thibodeau, non publi¢) a été étudié ici dans le contexte
d’une infection virale in vitro.

Le quatriéme et dernier volet de cette étude consistait & produire et a purifier la
protéine Nef recombinante, puis d’effectuer des essais sur le role de cette protéine dans
I’infectivité et dans la cytopathogénicité du VIH-1 LAI quand cette derniére est fournie
en trans.

Les résultats obtenus seront discutés en relation avec ’implication de la propriété
fusogénique de la protéine Nef dans les mécanismes de la cytopathogénicité virale
observée dans les cellules CEM in vitro, dans la cinétique de réplication virale et/ou dans
I’augmentation de Pinfectivité virale. L’importance de ’augmentation de I’infectivité
virale et de la cytopathogenése induite par Nef par rapport aux autres processus de la
pathogenése associée a I’infection par le VIH sera également discutée.

La réalisation de ce projet permettra de contribuer a la compréhension du role
de Nef dans certains aspects de la pathogenése associée a I’infection virale tel que
I’origine encore ambigué de ’augmentation de la charge virale et de la déplétion des
cellules T CD4+ chez les sidéens. De plus, ce projet contribuera a porter un regard sur les
perspectives de développement de vaccins avec le produit du gene nef, visant a
développer une immunité protectrice préventive et/ou thérapeutique de longue durée chez

I’humain.






2.1 Syndrome de ’immunodéficience acquise humaine (SIDA)
2.1.1 Historique

Le syndrome de I’immunodéficience acquise humaine (SIDA) a été cliniquement
reconnu pour la premiére fois comme une maladie en 1981 (Gottlieb et al., 1981). Cette
maladie mortelle est caractérisée par une forte immunodépression qui favorise
I’apparition d’infections opportunistes, de désordres neurologiques et de certaines formes
de cancers trés rares (Broder et al., 1994; Levy, 1994).

L’hypothése que le SIDA pouvait étre d’origine virale n’a été confirmée qu’en
1983, lorsque Montagnier et son équipe de I’Institut Pasteur de Paris isolent, & partir de
ganglions lymphatiques d’un patient qui présentait une lympho-adénopathie généralisée
associée a une immunodéficience, un rétrovirus qu’ils nomment LAV
(“lymphoadenopathy-associated virus”) (Barré-Sinoussi et al., 1983). Ce virus était
capable de se répliquer et de provoquer des effets cytopathogénes dans des cultures de
lymphocytes du sang périphérique humain (Montagnier et al., 1984a). Un an plus tard,
Gallo et ses collaborateurs (1984) rapportent avoir isolé un rétrovirus cytopathogene a
partir des lymphocytes d’un patient qui présentait une immunodéficience sévere, qu’ils
nomment HTLV-III (“Human T-lymphotropic virus type III”"). Peu de temps apres, un
autre virus similaire a également été isolé par Levy et ses collaborateurs (1984) qu’ils ont
nommé ARV (“AlIDS-related virus”).

L’analyse des séquences du génome et les résultats de la microscopie électronique
de ces virus (LAV, HTLV-III et ARV) ont permis de démontrer qu’ils présentaient les
mémes propriétés que les lentivirus de la famille des Retroviridae (Gonda et al., 1985;

Rabson et al., 1985; Sanchez-Pescador ef al., 1985). Il fut démontré également que le



HTLV-III était en fait le méme virus que celui isolé par le groupe de Montagnier (Bryant
et al., 1985; Chang et al., 1993; Wain-Hobson et al., 1991).

Par ailleurs, en 1985, un lentivirus lié 4 une maladie analogue au SIDA fut isolé
d’un macaque d’Asie en captivité (Daniel et al, 1985). Du fait de la ressemblance
morphologique avec le HTLV-III, ce virus a ét¢ nommé STLV-III (“Simian T-
lymphotropic virus type III”). En raison de I’immunodéficience grave causée par le
STLV-III chez les macaques, ’hypothése que les lentivirus humains seraient
responsables du SIDA se consolidait davantage (Letvin et al., 1985). Par la suite, en
1986, Montagnier et son équipe isolent d’un patient de Afrique de 1’Ouest un autre
lentivirus relié au SIDA qu’ils nomment VIH-2 (Clavel et al., 1986).

Des lors, les virus responsables du syndrome de I’immunodéficience acquise
humaine et simienne ont été nommés VIH et VIS respectivement, sur la recommandation
du comité international de taxonomie (Coffin ef al., 1986). Le VIH-1 est la souche qui
prévaut dans différentes régions d’Afrique, d’Asie, d’Europe, et d’ Amérique du Nord et
du Sud, alors que le VIH-2, qui montre une différence génomique de plus 45% avec le
VIH-1, ainsi qu’une période de latence plus longue et une immunodéficience moins
sévére, est prévalent surtout dans certains pays de 1’ Afrique de I’Ouest (Quinn, 1994).

Plus récemment, un autre rétrovirus humain hors du commun, provenant de deux
personnes d’origine camerounaise présentant une lympho-adénopathie généralisée, a été
décrit par De Leys et ses collaborateurs (1990). Ce nouveau virus de I’'immunodéficience
humaine montre des propriétés morphologiques et biologiques semblables au VIH-1 et au
VIH-2, mais présente des différences antigéniques importantes avec ces derniers. De

plus, il présente des différences quant au poids moléculaire des protéines virales, aux sites



de clivage de celles-ci ainsi que des différences dans 1’organisation de la région U3 (De
Leys et al., 1990). Ce virus a été classé dans un groupe a part, le VIH-1 groupe o

(outlier), pour le distinguer du VIH-1 du groupe M (major) et du VIH-2.

2.1.2 Modes de transmission

Les études épidémiologiques montrent que le VIH est transmis, par ordre
d’importance, par la voie sexuelle (autant hétérosexuelle qu’homosexuelle), par la voie
sanguine résultant de 1’utilisation de seringues contaminées lors de I’injection de drogues
intraveineuses ou par le biais de produits sanguins contaminés (avant 1985), et
verticalement de la mére a ’enfant soit in utero, soit lors de I’accouchement ou lors de
l'allaitement (McCune, 1991; Jones et Curran, 1994). Certaines voies potentielles sont
considérées comme n’étant pas importantes dans la transmission du VIH-1. Il s’agit des
contacts personnels non sexuels (Fridland ef al., 1986), I’exposition 4 la salive (Ho ef al.,
1985a), I’exposition a 1’urine (Skolnik, 1989) ainsi que I’exposition aux piqlires

d’insectes (Castro et al., 1988).

2.1.3 Evolution de la maladie
2.1.3.1 Primo-infection
La maladie causée par le VIH débute par une primo-infection qui peut E€tre
asymptomatique ou se traduire, chez 50 & 70% des individus, par un syndrome qui
ressemble a4 une mononucléose avec fievre, maux de téte, lympho-adénopathie
généralisée, nausées, diarrhées, malaises, léthargie, etc. On observe également une

virémie, une baisse considérable du nombre de lymphocytes T CD4+ circulants, entre 3 a
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6 semaines aprés I’infection, et une inversion du rapport CD4+/CD8+ (Tindall et Cooper,
1991). Ce syndrome peut aussi s’accompagner de signes et symptomes neurologiques
comme des douleurs rétro-orbitales, une dépression, une photophobie, de I’irritabilité, etc
(Niu ef al., 1993; Ho et al., 1985b). La période d’incubation dure de quelques jours a 10
semaines. Durant cette phase, le virus se réplique abondamment et devient détectable
dans le liquide céphalo-rachidien et dans le sang. Graduellement, la réplication diminue
mais elle se poursuit activement dans les tissus lymphoides (Clark et al., 1991).

L’infection entre alors dans une phase dite asymptomatique.

2.1.3.2 Infection asymptomatique

La durée de la phase asymptomatique est variable. Chez les adultes, la période
d’incubation avant le développement du SIDA a été estimée 4 10 ans en absence de
thérapie (Curran e/ al., 1988; Ragni et al., 1990; Rutherford et al., 1990). Le nombre ou
le pourcentage de lymphocytes T CD4+ permet de prédire la progression de la maladie.
Durant la phase asymptomatique, les lymphocytes T périphériques sont faiblement
infectés, environ 1/1000. Les individus asymptomatiques présentent des comptes de
cellules T CD4+ généralement supérieurs a 200/uL (Pantaleo et al., 1994). Bien que la
virémie soit faible, le virus se réplique activement dans les ganglions lymphatiques durant
cette période (Clark et al., 1991). Le facteur précis qui serait responsable de la variabilité
dans la progression de la maladie chez les individus infectés par le VIH n’est pas encore
clair. Des facteurs reliés au virus, a I’hote, a I’environnement, & I’infection par d’autres

agents infectieux, ainsi que des facteurs génétiques sont avancés (Levy, 1993).
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2.1.3.3 Infection symptomatique

Aprés une phase asymptomatique de durée variable, une variété de signes et de
symptomes se manifestent : des fievres importantes, des sueurs nocturnes, une perte de
poids, des diarrhées et une lympho-adénopathie généralisée. La nomenclature du tableau
clinique du SIDA a été révisée en 1993 par le CDC (“Centers for Disease Control and
Prevention™). Elle est basée sur ’apparition de maladies opportunistes associées a une
baisse significative du nombre de lymphocytes T CD4+, une atteinte du systéme nerveux
central et une augmentation de la charge virale. Les patients avec ou sans symptomes et
présentant des taux de CD4+ inférieurs a 200 cellules/uL sont considérés comme sidéens

dans cette nouvelle classification (CDC, MMWR, 1993).

2.2 Virus de 'immunodéficience humaine (VIH)
2.2.1 Taxonomie des Retroviridae

Le VIH est un lentivirus humain classé dans la famille des Retroviridae. Les
lentivirus ont comme particularité de présenter un développement trés lent de la maladie
qu’ils provoquent. De plus, le VIH est un virus cytolytique dont I"effet cytopathogéne in
vitro se traduit par la formation de cellules géantes ou syncytia avec ou sans présence de
vacuoles, suivie d’une lyse cellulaire.

Le genre des lentivirus comprend, outre les lentivirus humains, des lentivirus de
primates non humains et des lentivirus de non primates. Les lentivirus de primates non
humains regroupent les rétrovirus simiens qui causent des déficiences immunitaires et des
lymphomes chez le singe noir de Mangabey (VISsmm), le singe de Sykes (VISsyk), le

chimpanzé (VIScpz), le singe de Mandrill (VISynp) et le singe vert d’Afrique (VISagm)
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(Hope et al., 1990). Les lentivirus de non primates sont représentés par le virus
Visna/maedi (VMV) qui cause des maladies neurologiques et respiratoires chez le
mouton, le virus de 1’arthrite et de 1’encéphalite de la chévre (VAEC), le virus de
I’anémie infectieuse équine (VAIE), le virus de I’immunodéficience bovine (VIB), et le

virus de I’'immunodéficience féline (VIF) (Coffin, 1991; Murphy et al., 1995).

2.2.2 Hétérogénéité du VIH

Les lentivirus humains regroupent deux sous-espéces, soit le VIH-1 et le VIH-2,
qui sont antigéniquement différents. L analyse de la séquence des génomes viraux clonés
a montré qu’ils étaient phylogénétiquement assez éloignés (Myers ef al., 1992). La sous-
espéce VIH-1 est subdivisée en deux groupes, M et O, basée sur une analyse
phylogénétique (Barin, 1996). Les variations dans la séquence des genes env et gag
permettent de reconnaitre dix sous-types pour le VIH-1 du groupe M (A aJ), trois sous-
types pour le VIH-1 du groupe O (O1, O2 et 03) (Myers, 1994; Barin, 1996), et cing
sous-types pour le VIH-2 (A a E) (Gao ef al., 1994).

Une trés grande hétérogénéité est observée en Afrique o circulent les virus des
sous-types A, B, C, D, G et H du groupe M du VIH-1. Le sous-type C est prévalent en
Inde et le sous-type E en Thailande. Alors que le sous-type F est prévalent au Brésil et en
Roumanie, le sous-type B est prévalent en Amérique et en Europe. Le VIH-1 du groupe
O semble endémique au Cameroun et dans les pays limitrophes de 1’ Afrique centrale. Il a
été également rapporté en Europe et aux Etats-Unis (Jaffe et Schochetman, 1998). Les
sous-types du VIH-2 circulent surtout dans certains pays de I’ Afrique de I’Ouest (Quinn,

1994; Gao et al., 1994; Daudel et al, 1999).
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2.2.3 Morphologie du virion

Le VIH et le VIS présentent une morphologie similaire. Ces rétrovirus sont des
virus enveloppés et sphériques d’environ 100 nm de diametre. L’enveloppe est constituée
de deux feuillets phospholipidiques dérivés de la membrane cellulaire de ’héte. Elle est
tapissée dans sa face interne par une protéine myristilée, la p17, qui forme la matrice. Sa
face externe présente des saillies en forme de spicules d’environ 10 nm, constituées de la
glycoprotéine gp120 associée de maniére non covalente a la gp41, une glycoprotéine
transmembranaire (Ozel et al., 1988; Earl et al.,1990). Une représentation schématique

du VIH est présentée a la figure 1

2.2.4 Génome

Le génome du VIH-1 est constitué de deux molécules d’ARN de 9,2 Kb de
polarité positive associées aux polypeptides p6/p7 et a la transcriptase inverse (RT)
(Gallo et al., 1984). Trois autres enzymes ont été identifiées au niveau de la
ribonucléoprotéine : une ribonucléase (RNase H), une intégrase (IN) et une protéase (PR).
Ce complexe ribonucléoprotéique est contenu dans une capside en forme de cone
constituée par la protéine p24/25 qui protége 1’information génétique du virion (Greene,
1991).

L’organisation de base de I’ADN proviral (figure 2) montre trois génes
structuraux, gag, pol et env, & partir de I'extrémité 5°. Les extrémités génomiques sont
flanquées par des séquences répétitives appelées LTR (“long terminal repeat”) (Sanchez-

Pescador et al., 1985).
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Figure 1: Représentation schématique du VIH.

Une représentation schématique d’une coupe transversale du VIH laisse voir ’enveloppe
du virion constituée de deux feuillets de phospholipides tapissee dans sa face interne par
la protéine p17/18, qui forme la matrice. La face externe de I’enveloppe virale présente
des saillies en forme de spicules, constituées par la glycoprotéine gpl120 associée de
maniére non covalente a la glycoprotéine gp41 qui est ancrée dans I’enveloppe par sa
portion hydrophobe. Le génome est constitué de deux molécules d’ARN identiques
associées aux polypeptides p6/p7 et 4 la transcriptase inverse. Cette ribonucléoprotéine
est contenue dans une capside en forme de cone constituée par la protéine p24/25.
(Conception : Dr Lise Thibodeau. Production : service audio-visuelle de 'INRS-Institut
Armand —Frappier)
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Figure 2 : Organisation génomique des lentivirus de primate.

L’organisation de I’ADN proviral des lentivirus de primates montre les trois genes de
structure & partir de I’extrémité 5’ : gag, pol et env. Ces trois genes définissent la
morphologie des virions matures et sont communs a tous les rétrovirus. Les génes de
régulation essentiels faf et rev ainsi que les génes accessoires nef, vif, vpr sont communs
au VIH-1 et au VIH-2. Le géne accessoire vpu retrouvé chez le VIH-1 est remplacé par le
géne vpx chez le VIH-2 et le VIS. Les extrémités génomiques sont bordées par des
séquences répétitives appelées LTR. Chez le VIH-1 et le VIScez, le géne nef s’étend de
’extrémité 3’ du géne env au domaine U3 du 3’LTR. Tandis que chez le VIH-2 et
d’autres souches de VIS, extrémité 5’ du géne nef chevauche I’extrémité 3° du géne env
dans un cadre de lecture différent.



HIV-1
5LTR

HIV-2/ SV
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En plus des génes de structure gag, pol et env, il existe deux genes de régulation
essentiels fat, rev ainsi que des génes accessoires ou auxiliaires, nef, vif, vpr et vpu chez

le VIH-1, alors que, chez le VIH-2, on retrouve nef; vif, vpx et/ou vpr (Gibbs et al., 1994).

2.2.5 Protéines du virion

2.2.5.1 Protéines internes

Les protéines de la capside et de la matrice sont codées par le géne gag a partir
du précurseur p55 qui, par clivage protéolytique par la protéase virale (PR), va donner les
protéines matures de la capside, soit la protéine phosphorylée et myristilée de 15-17 kDa
de la matrice (MA) p17, la protéine phosphorylée de 24-27 kDa de la capside (CA) p24,
la nucléoprotéine (NC) p7, et les protéines p1, p2, p6 et p9 qui sont associées & I’acide
nucléique viral (Henderson et al., 1992; Sanchez-Pescador ef al., 1985; Mervis et al.,
1988).

La myristilation de la matrice est essentielle 4 I’assemblage et a la génération de
particules infectieuses (Arthur e al.,, 1992; Fantini ef al., 1993; Farnet et Haseltine,
1991). Les protéines de la capside ont pour rdle de protéger le génome viral. C’est la
protéine virale la plus abondante et sa détection par un test ELISA sert de diagnostic dans
’infection avec le VIH.

Les enzymes virales, soit la PR, la RT, la RNase H et I'intégrase sont issues du
clivage protéolytique de la protéine précurseur pl60 codée simultanément par les génes
gag et pol par fusion et chevauchement du cadre de lecture de ces deux génes (Jacks et
al.,1988; Wilson ef al., 1988). La PR a comme fonction premicére le clivage de la protéine

précurseur p160 (Lillehoj ef al., 1988). La RT permet la transcription de deux brins
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d’ADN a partir de I’ARN monocaténaire (Veronese et al., 1986). Cette enzyme est une
ADN polymérase ARN dépendante, unique a ces virus et au virus de I’hépatite B
(Baltimore, 1970). L’intégrase est nécessaire a I’intégration de I’ADN proviral dans
I’ADN cellulaire (Coffin, 1991) alors que la RNase H est nécessaire a la dégradation de
’ARN dans le duplexe ADN-ARN permettant la synthése de la deuxiéme molécule

d’ADN lors de la réplication virale.

2.2.5.2 Enveloppe

Le géne env code pour la gp160, un précurseur de 850 a 880 acides aminés. Le
clivage protéolytique par une protéase cellulaire donnera la forme mature de la
glycoprotéine de ’enveloppe constituée de la sous-unité N-terminale de 550 acides
aminés (gp120) et la sous-unité C-terminale de 350 acides aminés (gp41) (Veronese et
al., 1985).

La gp120 est fortement glycosylée, hydrophile et est située a la surface externe
de la membrane des virions; elle est exprimée également a la surface des cellules
infectées. Cette sous-unité comprend le domaine de liaison au récepteur CD4 présent sur
les lymphocytes T CD4+, sur les macrophages et sur les cellules dendritiques (Kowalski
et al., 1987; Lasky et al., 1987, Weiss, 1993). Cette glycoprotéine est formée de cing
domaines variables (V1 a V5) séparés par cinq séquences conservées (C1 a C5). Les
domaines C3, C4, et C5 contribuent a la liaison au CD4 (Willey et al., 1986). La boucle
V3 a été trés étudiée, car elle contient des épitopes pour la neutralisation du virus ainsi

que des déterminants pour le tropisme cellulaire (Liu et al., 1990). La boucle V3 est



20

immunodominante, hypervariable et correspond au domaine principal de neutralisation
(Broliden et al., 1990; Gormy et al., 1991).

La gp41 est liée de maniére non covalente a la gp120 et elle contient, a son
extrémité aminée, une région hydrophobe responsable de la fusion de la membrane virale

a la membrane cellulaire (Gallaher, 1987; Kowalski ef al., 1987).

2.2.5.3 Protéines de régulation
2.2.5.3.1 Tat
La protéine Tat est issue de la traduction de deux exons. Le premier se situe entre
les génes vpr et env et le second chevauche le cadre de lecture des génes rev et env (Arya
et al., 1985; Sodroski et al., 1985). C’est une molécule de 14 4 25 kDa synthétisée durant
les premiéres étapes de I’infection et indépendante du géne rev. La liaison du produit du
géne tat A la structure TAR (“Trans-activating region™), située a I’extrémité de tous les
transcrits viraux, permet d’augmenter I’initiation de la transcription et/ou I’élongation de

I’ARN viral (Peterlin ef al., 1993).

2.2.5.3.2 Rev
La protéine Rev du VIH-1 est une molécule de 16 kDa issue également de la
traduction de deux exons. Elle est exportée dans le noyau et dans le nucléole (Cohen ef
al., 1988; Daar ef al., 1992). Rev est une protéine précoce comme la protéine Tat. Dans
les cellules infectées, la protéine Rev se lie a la structure RRE (“Rev-responsive
element”) dans les transcrits viraux et assure leur transport vers le cytoplasme. De plus,

elle assure le contrdle de I’épissage multiple des transcrits codant pour les protéines Tat,



21

Rev et Nef dans les premiéres étapes de la réplication ainsi que ’épissage, unique ou non,
des transcrits codant pour les protéines structurales durant les derniéres étapes de la

réplication virale (Cullen, 1991).

2.2.5.4 Protéines accessoires
2.2.5.4.1 Vif

La protéine Vif du VIH est une molécule de 23 a 27 kDa. Elle est synthétisée a
partir d’un cadre de lecture ouvert (“open reading frame”) d’un géne codant pour une
molécule de 193 acides aminés (Kan et al., 1986). Tous les lentivirus, a I’exception du
VAIE, possédent le géne vif. 11 est localisé immédiatement en aval du géne pol (O’Brien
et al., 1990). La protéine est accumulée dans le cytosol et dans la membrane
cytoplasmique des cellules infectées (Goncalves ef al., 1994). Cependant, la protéine Vif
n’a pas été détectée dans le virion (Fisher et al., 1987). Des études récentes démontrent
que la protéine Vif ne serait pas impliquée dans I’attachement et ’entrée du virus dans les
cellules cibles, ni dans le bourgeonnement du virion. Par contre, elle augmenterait
I’infectivité du VIH-1 aprés I’entrée du virus dans la cellule (Akari et al., 1999). La
protéine Vif serait donc nécessaire & linfectivité des particules virales produites et

jouerait probablement un réle dans la morphogenése et/ou dans la maturation des virions.

2.2.5.4.2 Vpr
La protéine Vpr est une molécule de 15 kDa associce a la nucléocapside dans les
virions matures (Cohen ef al., 1990; Henderson et al., 1988). Le VIH-1 ne contient que le

géne vpr alors que le VIH-2 et quelques souches de VIS contiennent les génes vpr et vpx
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(Myers et al., 1994). Une comparaison des séquences en acides aminés des protéines Vpr
et Vpx a montré qu’elles étaient homologues. Le géne vpx serait donc une duplication du
géne vpr (Tristem et al.,, 1990). La protéine Vpr est traduite & partir d’un seul ARNm
épissé dépendant de la fonction du géne rev et est exprimée tardivement apres I’infection
(Garret et al., 1991; Schwartz, 1991). La localisation précise de Vpr dans la
nucléocapside mature demeure inconnue. Des études génétiques de mutants pour ce gene
montrent que la protéine Vpr serait impliquée dans la régulation de certains genes viraux
et cellulaires, en raison de son potentiel d’activer des LTR homologues, ainsi que des
promoteurs de divers virus hétérologues (Cohen e al., 1990). De ce fait, elle
augmenterait le taux de réplication et accélérerait par conséquent I’effet cytopathogéne du

virus.

2.2.5.4.3 Vpu

La protéine Vpu est codée par un petit géne localisé en 3 des premiers codons des
génes tat et rev du génome du VIH-1 et du VISc;, qui lui est phylogénétiquement relié.
Le VIH-2 et les autres lentivirus n’ont pas le géne vpu (Myers et al., 1994). Le cadre de
lecture de ce géne permet la synthése d’une protéine de 81 acides aminés (Cohen et al.,
1988). L’analyse de la protéine Vpu par immunofluorescence de cellules infectées montre
que cette derniére est localisée dans la région périnucléaire et serait également associée
au réticulum endoplasmique (RE) et/ou au systéme du Golgi.

L’étude de la fonction du géne vpu a été effectuée avec des mutants de VIH-1
déficients pour ce géne. De tels virus se répliquent dans les cellules T CD4+, dans les

lymphocytes T primaires et dans les macrophages. Cependant, leur capacité a libérer les
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particules virales se trouve grandement affectée. L’analyse par microscopie €lectronique
a montré une accumulation de virions dans des vésicules intracytoplasmiques, ce qui
suggeére que la protéine Vpu facilite le bourgeonnement des virions (Klimkait et al., 1990,
Terwilliger et al., 1989). De plus, des études récentes révélent que la protéine Vpu
augmenterait la susceptibilité des cellules infectées par le VIH-1 a entrer en apoptose par
un mécanisme impliquant la liaison de la protéine Fas a son ligand (FasL) (Casella et al.,

1999).

2.2.5.4.4 Vpx

La protéine Vpx est une protéine de 14 4 16 kDa (Kappes ef al., 1988) traduite a
partir d’un seul ARNm épissé. Elle est dépendante de la fonction du géne rev. La
transcription du géne vpx s’effectue tardivement durant I’infection. La protéine Vpx est
assemblée dans le virion. Le mécanisme de cet assemblage n’a pas encore été élucidé.
Cette protéine a été détectée au niveau de la face interne de la membrane cellulaire des
cellules infectées par le VIH-2 (Yu et al., 1990). Le phénotype de ce géne reste encore
mal défini. Toutefois, des études avec des virus mutants pour le géne vpx montrent que ce
dernier serait requis pour une réplication efficace dans les lymphocytes T primaires
(Guyader et al., 1989; Kappes et al., 1991) et dans les macrophages (Gibbs ef al., 1994;
Yu et al., 1991). L’intégration de la protéine Vpx dans le virion, comme celle de la
protéine Vpr, suggére que la protéine Vpx jouerait un réle dans les premiéres étapes de

I’infection virale.
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2.2.5.4.5 Nef

Le géne nef, unique aux lentivirus de primates, s’étend de I’extrémité 3° du géne
env au domaine U3 du LTR chez le VIH-1 et le VIScpz Chez le VIH-2, Pextrémité 5° du
géne nef chevauche ’extrémité 3° du géne env (figure 2). Le cadre de lecture du géne nef
du VIH-1 présente quatre codons méthionine (atg) (figure 3) dont la traduction a partir
du premier et du deuxiéme codon génére une protéine Nef de 27 kDa et 25 kDa
respectivement. La protéine Nef chez le VIH-2 et le VIS est une molécule de 34 kDa.
Cette protéine est exprimée trés tot apreés I’infection a partir d’un ARNm épissé (Kim ef
al., 1989). La protéine Nef faisant I’objet de cette étude, elle sera vue plus en détail au

point 2.3.

2.2.6 Réplication virale
2.2.6.1 Tropisme cellulaire

La déplétion marquée des lymphocytes T CD4+ chez les sidéens ainsi que les
effets cytopathogénes (cpe) induits par le VIH dans les PBL humains in vitro suggéraient
un tropisme du VIH pour cette population cellulaire. Le VIH n’est pas seulement
monotropique mais plutdt polytropique. Le tropisme des différentes souches du VIH-1 est
déterminé par la spécificité de I’interaction entre la gp120 du virus et le co-récepteur. Les
souches appelées T-tropiques infectent préférentiellement les lymphocytes T CD4+; ceci
se traduit par une inversion du rapport CD4+/CD8+. Les souches ayant un tropisme
préférentiel pour les monocytes-macrophages appelés M-tropiques prédominent durant la
premiére phase de I’infection (Zhu ef al,, 1993). Bien qu’elles se répliquent tout au long

de I’infection, ce sont les souches T-tropiques qui dominent dans la phase plus tardive de
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I’infection (Schuitemaker et al., 1991). On distingue aussi des souches qui ne présentent
pas un tropisme préférentiel pour les cellules T ou les monocytes-macrophages.

En plus des lymphocytes T CD4+ et des monocytes-macrophages (Gartner ef al,
1986; Ho et al., 1986; Salahuddin et al., 1986), d’autres types cellulaires présentent une
susceptibilité limitée & I’infection par le VIH, incluant les cellules de Langerhans
(Tschachler, 1987), certaines cellules lymphoblastoides B transformées par le virus
Epstein-Barr (EBV) (Montagnier, 1984b), les cellules gliales (Dewhurst et al, 1987), les
cellules folliculaires dendritiques (Gallo et al., 1984) et certaines cellules du colon

(Adachi et al., 1987; Nelson et al., 1988).

2.2.6.2 Récepteurs

La molécule CD4, le ligand naturel du CMH-II, principalement exprimée sur les
lymphocytes T matures, est le récepteur principal pour le VIH (Dalgleish ef al., 1984;
McDougal et al., 1986). Cette molécule est aussi présente a la surface d’autres cellules
susceptibles d’étre infectées. Il a été démontré que certains anticorps monoclonaux
dirigés contre des épitopes spécifiques situés au niveau du site de liaison delagpl20ala
molécule CD4 pouvaient bloquer I’infection par le VIH (Wong-Stall et Gallo, 1985).

Cependant, il existerait des récepteurs alternatifs impliqués dans I’attachement et
’entrée du virion. C’est le cas de certaines cellules nerveuses, certaines lignées de
cellules tumorales colo-rectales, certaines lignées hépatiques, qui, bien que ne possédant
pas la molécule CD4, sont néanmoins susceptibles a I’infection par le VIH (Li et al.,
1990). En effet, il a été démontré que la gp120 du VIH-1 pouvait se lier a la galactosyl

céramide retrouvée dans les lignées des cellules gliales aussi bien que dans celles du
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colon (Baht ef al., 1991; Harousse et al., 1991; Long et al., 1994), puisque des anticorps
monoclonaux dirigés contre ce glycolipide pouvaient bloquer I'infection virale dans ces

cellules (Fatani et al., 1993; Yahi et al., 1992).

2.2.6.3 Co-récepteurs

L’entrée du virus a I’intérieur des cellules requiert la présence d’une seconde
molécule appelée co-récepteur. Les co-récepteurs pour le VIH sont tous membres de, ou
similaires 3, la famille des récepteurs pour les chémokines. Pour entrer dans les cellules,
toutes les souches de VIH-1 utilisent le récepteur de chémokine li¢ a C-C (CCR-5) “C-C
linked chemokine receptor-5 ”, qui sert de récepteur cellulaire pour RANTES, MIP-1a et
MIP-1P et/ou le récepteur de chémokine lié & CXC (CXCR-4) “CXC-linked chemokine
receptor-4”, qui sert de récepteur pour SDF-1 (Deng er al, 1996; Berson et al.,
1996,1998; Deng et al., 1997). 11 a été démontré que les chémokines telles que RANTES,
MIP-10 et MIP-1P agissaient comme des suppresseurs naturels de I’infection par le VIH
(Cocchi et al., 1995).

Le récepteur CCR-5, exprimé davantage sur les macrophages et sur les cellules T
mémoires, servirait pour I’entrée des virus M-tropiques (Alkabit er al.,1996; Deng et al.,
1996; Dragic et al., 1996; Doranz et al., 1996; Choe et al., 1996), tandis que le récepteur
CXCR-4, surtout exprimé sur les lymphocytes T, serait utilisé par les souches virales T-
tropiques (Feng et al., 1996). Des individus présentant une mutation homozygote dans le
géne codant pour CCR-5 sont résistants a 1’infection par le VIH. Ceci suggére que la
présence d’un CCR-5 fonctionnel soit requise pour la transmission virale (Feng et al.,

1996).
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D’autres récepteurs de chémokines comme CCR-2b, CCR-3, CCRS, CX3CR1
(Deng et al., 1996; Doranz ef al., 1996), ainsi que d’autres molécules ressemblant a des
récepteurs de chémokines, telles GPR-1, GPR-15/BOB, STRL-33/BONZO, APJ,
ChemR23, ont également été décrits comme des co-récepteurs secondaires pouvant étre
utilisés par le VIS et certaines souches de VIH-1 (Choe ef al., 1996 et 1998; Doranz et
al., 1996; Deng et al., 1997; Farzan et al., 1997; Liao et al., 1997, Reeves et al., 1997;
Rucker et al., 1997; Edinger et al., 1998a,b; Horuk et al., 1998; Jinno ef al., 1998;

Samson et al., 1998; Shimizu et al., 1999).

2.2.6.4 Cycle de la réplication virale
2.2.6.4.1 Attachement et entrée du virus

L’entrée du virus est médiée par une interaction entre 1’enveloppe et les co-
récepteurs. La liaison entre la gp120 du VIH et la molécule CD4 induit un changement de
conformation dans la gp120 qui entraine l’exposition de la boucle V3 et une
augmentation de I’affinité de cette derniére pour le co-récepteur (Dimitrov e al., 1998;
Berger et al., 1999). La gp41 se dissocie de la gp120 et I’exposition des peptides de
fusion situés au niveau de la région N-terminale de la gp41 initie la fusion entre la
membrane virale et la membrane cellulaire (Brasseur ef al., 1988).

Les facteurs qui pourraient influencer D’efficacité de I’entrée du virus
comprennent les modifications post-traductionnelles des co-récepteurs comme la
glycosylation, la sulfonation des résidus tyrosines (Farzan et al., 1999) et I’efficacité de
I’interaction entre la gp120 et le co-récepteur & la surface de la cellule (Dimitrov ef al,

1998). D’autres facteurs comme les molécules d’adhésion ou les glycosaminoglycans
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pourraient également influencer ’entrée du virus via des interactions non spécifiques

(Roderiquez et al., 1995; Mondor et al., 1998).

2.2.6.4.2 Synthése et intégration de ’ADN viral

Le modéle de la synthése de I’ADN viral par la transcriptase inverse est similaire
a celui proposé pour les autres rétrovirus. La synthése de I’ADN viral requiert la
décapsidation du génome viral dont le mécanisme n’est pas connu. Le minimum requis
pour cette étape de la réplication rétrovirale est deux copies d’ARN simple brin servant
de matrice pour convertir ce dimére en une molécule d’ADN double brin lin€aire, une
amorce tRNA de I’hote qui se lie au PrBS (“primer binding site”) proche de I’extrémité
5° de la matrice ARN et une protéine hétérodimérique qui posséde a la fois une activité
RT et RNase (Fields et al., 1996).

L’intégration de I’ADN viral est une étape essentielle de la réplication du virus.
L’ADN viral synthétisé dans le cytoplasme s’associe avec la protéine intégrase (Farnet ef
al., 1991). Des analyses biochimiques ont révélé que la protéine MA ferait partie de ce
complexe (Bukrinsky et al., 1993). Ce complexe de pré-intégration, une fois dans le
noyau, s’intégre dans le génome cellulaire. Cette intégration ne semble pas tout a fait
aléatoire (Shih ef al., 1988). L’analyse des séquences avoisinant le provirus révéle que
cette intégration se fait a I’intérieur ou a proximité de séquences répétées telles que les

séquences ALU et L1 (Stevens et al., 1994).
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2.2.6.4.3 Régulation de I’expression des génes viraux

La régulation de ’expression des génes viraux du VIH est trés complexe et
implique des éléments cis-régulateurs, des éléments trans-activateurs viraux et différentes
protéines cellulaires. Leur coordination régle le niveau de base et les hauts niveaux
d’expression des génes viraux (Antoni ef al., 1994; Jones et Peterlin, 1994). Le VIH et le
VIS codent pour des protéines de régulation désignées Tat et Rev, qui contrdlent
’expression des génes viraux au niveau transcriptionnel et postranscriptionnel
respectivement (Cullen, 1991). Les facteurs de transcription cellulaire se liant a TAR
(“trans-activation response”) et/ou & la protéine Tat vont induire une transcription
provirale initiale a faible niveau ayant comme résultat I’expression des protéines précoces
régulatrices virales Tat, Rev, ainsi que la protéine accessoire Nef (Alonso et al., 1994).
La protéine Tat agit sur I’élément viral TAR dans le LTR et amplifie I’expression de tous
les produits des génes viraux en augmentant I’initiation de la transcription et/ou
I’élongation de I’ARN viral par un facteur de 100 a 500 (Peterlin ef al., 1993). La
protéine Rev interagit avec la région RRE (“Rev Responsive Element”) de I’ARN viral et
assure la transition de la phase de régulation précoce a la phase tardive de I’expression
des génes viraux. Cette phase de régulation tardive est marquée par un haut niveau de
synthése des protéines de structure du virus, avec la régulation 4 la hausse de I’épissage et

du transport de I’ARN viral du noyau vers le cytoplasme (Parslow, 1993).

2.2.6.4.4 Assemblage et bourgeonnement du virion
L’assemblage des particules virales est largement orchestré par la protéine p55,

précurseur de Gag (Gelderblom, 1991; Hoxie ef al., 1986). Cette étape est marquée par la



30

migration des précurseurs Gag et Gag-Pol vers la face interne de la membrane plasmique
et I’intégration des glycoprotéines d’enveloppe dans la membrane ainsi que celle des
protéines accessoires Vpr et Vpx. L’ARN génomique viral est ensuite encapsidé de méme
que le tRNA. L’incorporation de I’ARN génomique dans le virion requiert des éléments
cis-activateurs localisés dans le LTR (Aldovini et Young, 1990; Clavel et al., 1986,
Linial et Miller, 1990; Luban et Goff, 1994). L auto-assemblage des précurseurs Gag et
Gag-Pol associés a2 I’ARN génomique 35S, au tRNA et aux protéines d’enveloppe est
déterminant pour la libération de la particule virale immature par bourgeonnement de la
membrane plasmique. L’activité protéolytique de la polyprotéine p160 (Gag-Pol) méne a
la production d’une nucléocapside mature dans le virion libéré par bourgeonnement.
Cette nucléocapside est essentielle pour la maturation et I’infectivité du virus. (Kohl et

al., 1988).

2.3 Protéine Nef
2.3.1 Généralités

Les ARNm qui codent pour la protéine Nef constituent plus de 80% de la
population totale d’ ARNm transcrite durant la phase précoce (Cullen, 1992). Le role de la
protéine Nef dans la réplication du VIH a été la source d’investigations considérables et
de controverses. Des études initiales ont d’abord rapporté que le géne nef n’était pas
nécessaire pour la réplication virale, et que des mutations dans le géne nef conduisent a
une réplication virale plus efficace (Binninger ef al., 1991; Cheng-Mayer et al., 1989;
Luciw ef al., 1987). Ceci suggérait que la protéine Nef régle de fagon négative le niveau

de réplication du VIH en culture (Terwilliger ef al., 1986; Luciw et al., 1987). Sur la base
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de ces études, ce géne a été appelé nef “negative regulation factor gene” (géne qui code
pour le facteur de régulation négative). Par la suite, d’autres études suggéraient que le
mécanisme de cette régulation négative était relié 4 une répression de la transcription au
niveau des éléments du promoteur dans le LTR du VIH par la protéine Nef (Ahmad et
Venkastesan, 1988; Niederman ef al., 1989). Cependant, quelque temps aprés, d’autres
groupes de chercheurs rapportaient ne pas avoir observeé cet effet négatif de Nef sur la
réplication virale (Kim et al., 1989; Terwilliger et al., 1991; Unger et al., 1992; De Ronde
et al., 1992). Des études subséquentes ont ensuite largement démenti ces conclusions
initiales, car elles ont démontré que la protéine Nef n’exercerait pas un effet détectable
sur I’expression des génes via le LTR (Hammes et al., 1989; Benson et al., 1993;
Chowers et al., 1994), mais qu’elle exercerait plutdt un effet positif sur la réplication
virale (De Ronde et al., 1992; Spina et al., 1994; Terwilliger et al., 1991; Zazopoulos et
al., 1992).

La séquence consensus de la protéine Nef du VIH-1 contient 206 acides aminés
(figure 3). Les régions de la protéine Nef du VIH-1 qui sont conservées chez le VIH-2 et
le VIS comprennent la région myristilée au début de la protéine, une séquence répétée
riche en proline localisée entre les résidus 69 et 80 flanquée en aval par une région riche
en résidus acides. De plus, il existe une région centrale composée de résidus chargés entre
les acides aminés 90-115, au niveau de laquelle s’associe une séquence de 6 codons
appelée PPT (“poly purine tract”) qui correspond a ’amorce de la RT. Les séquences
hautement conservées comprennent aussi deux régions acidiques dont une premiére entre

les résidus 62-65, et une seconde proche de 1’extrémité C-terminale (Fields et al., 1996).
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Figure 3 : Représentation schématique des différentes régions trés conservées de la
protéine Nef.

La séquence consensus de la protéine Nef du VIH-1 contient environ 206 acides aminés.
Les régions de la protéine Nef du VIH-1 qui sont trés conservées chez le VIH-2 et le VIS
comprennent la région myristilée au début de la protéine (G;Myr), une séquence répétée
riche en proline (PxxPxxP) localisée entre les acides aminés 69 et 80, une séquence de 25
acides aminés chargés entre les résidus 90 et 115 a laquelle s’associe une séquence de 6
codons appelée PPT “poly purine tract”, deux régions acidiques dont une premicre entre
les acides aminés 62 et 65 et une seconde proche de I’extrémité C-terminale, une région
basique entre les résidus 22 et 35 et, enfin, les cystéines aux positions 55, 142 et 206
(Fields et al., 1996).
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Enfin, on note également une région basique entre les résidus 22-35 et les résidus
cystéine aux positions 55, 142 et 206 qui constituent des sites de phosphorylation et de
formation de ponts di-sulfures intramoléculaires (Shugars ef al., 1993; Fields et al.,
1996).

Les analyses immuno-chimiques et biochimiques montrent que la protéine Nef est
localisée principalement dans le cytoplasme et au niveau de la face interne de la
membrane du virus (Niederman et al., 1993; Yu et Felsted, 1992). Elle peut également
étre exprimée a la surface des cellules infectées et éventuellement étre sécrétée dans le
milieu extracellulaire (Fujii ef al., 1993).

La protéine Nef est une protéine myristilée et phosphorylée in vitro (Guy et al,
1987) et in vivo (Coates et al., 1997). Dans les cellules infectées, la thréonine 15 (Thrl5)
de la protéine Nef constitue un site de phosphorylation par la protéine kinase C (PKC)
(Guy et al., 1990). Cette thréonine n’est pas hautement conservée. Cependant, la Thr80
aussi bien que des résidus sérine (Bandres et al., 1994) et cystéine (Shugars et al., 1993)
peuvent étre phosphorylés. La myristilation de la protéine Nef serait pré-requise pour la
phosphorylation, car elle permettrait d’assurer la proximité de la protéine Nef avec la

PKC activée localisée au niveau de la membrane plasmique.

2.3.2 Principaux effets de Nef dans la cellule
2.3.2.1 Internalisation et dégradation des CD4
L’internalisation et la dégradation des molécules CD4 constituent 1’effet de la
protéine Nef le plus connu in vitro (Sanfridson e al., 1994). Des souris transgéniques

exprimant la protéine Nef montrent une diminution significative de ’expression des
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molécules CD4 a la surface des thymocytes doubles positifs immatures associ€e a une
sélection compromise des lymphocytes T CD4+ (Skowronski ef al., 1993). Cette
régulation négative de I’expression des molécules CD4 s’effectue par un mécanisme post-
traductionnel, dans lequel on observe une accélération de leur endocytose sans que la
synthése et le transport a la surface de la cellule ne soient affectés. Les molécules CD4
endocytées sont accumulées dans des endosomes précoces puis dégradées dans les
lysosomes (Anderson ef al., 1993; Garcia et Miller, 1991; Mariani et Skowronski, 1993;
Rhee et Marsh, 1994; Aiken ef al., 1994).

Le mécanisme de cette internalisation ferait intervenir des motifs riches en
tyrosine ou en leucine dans ’infection par le VIS et le VIH respectivement. Ces motifs
sont associés a des adapteurs de clatrine au niveau de la queue cytoplasmique de la
molécule CD4 (Bresnahan et al., 1999). Dans I’infection par le VIH, la liaison de la
protéine Nef au motif de dileucine est précédée de la dissociation du complexe CD4-
pS6lck (Aiken et al., 1994; Rossi et al., 1996; Gratton et al., 1996; Grzesiek et al., 1996).
Cette dissociation a pour role de permettre I’exposition de ce motif qui constitue le signal
de reconnaissance pour 1’endocytose (Sleckman et al., 1992). La protéine Nef posséde
aussi un motif de dileucine conservé capable d’interagir avec des composantes de la
machinerie d’endocytose cellulaire et qui servirait de signal pour I’endocytose (Oldridge
et Marsh, 1998; Bresnahan ef al., 1998; Greenberg et al., 1998; Piget et al., 1998; Lu et
al., 1998; Greenberg et al., 1997; Craig et al., 1998; Mangasarian et al., 1997, Foti et al.,
1997). 11 a également été démontré que d’autres régions de la protéine Nef seraient
importantes dans la liaison 4 la molécule CD4 ainsi que dans la dissociation du complexe

CD4-p56lck (Grzesiek et al., 1996; lafrate et al., 1997; Kim et al., 1999; Aiken et al.,
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1996; Hua et al., 1997). De plus, une mutation de la Gly2 de la protéine Nef, qui rend la
myristilation impossible, abolirait la capacité de la protéine Nef a induire la régulation

négative des CD4 (Aiken et al., 1994).

2.3.2.2 Régulation négative du CMH-I

La diminution de I’expression des molécules du CMH-I a la surface des cellules
infectées découle de leur endocytose sans que la synthése et leur transport a la surface ne
soient affectés. Les molécules sont accumulées puis détruites dans les lysosomes
(Schwartz et al., 1996). Le mécanisme de cette endocytose des molécules du CMH-I de
méme que celui des molécules CD4 déja décrit ci-dessus, sont trés spécifiques (Schwartz
et al., 1996; Aiken et al., 1994). En effet, la protéine Nef n’exerce aucun effet détectable
sur les autres protéines exprimées 4 la surface des cellules infectées et dont la régulation
est médiée également par endocytose. Les structures déterminantes de la protéine Nef
interagissant avec la queue cytoplasmique des molécules du CMH-I sont I’hélice o N-
terminal et la région riche en proline (Mangasarian et al., 1999; Greenberg et al., 1998).

La protéine Nef conférerait donc une protection des cellules infectées contre les
cellules T cytotoxiques (CTL) (Collins et al, 1998) puisque I’internalisation des
molécules du CMH-I rend impossible I’exposition des peptides viraux dans la niche
peptidique, nécessaire 2 la reconnaissance et 4 la destruction des cellules infectées par les

CTL (Kagi et al., 1996).

2.3.2.3 Altérations dans les voies de signalisation par Nef
Le role de Nef dans I’altération des voies de signalisation a fait 1’objet de

nombreuses études. Les altérations observées dans I’expression des génes de I’héte
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découleraient des interactions multiples de la protéine Nef avec des protéines de
transduction de signaux cellulaires. Toutefois, ces mécanismes ne sont pas encore
complétement compris. Plusieurs effets contradictoires ont été rapportés pour un méme
événement de signalisation. Ces différences peuvent étre dues a certaines variables
comme les clones moléculaires utilisés, la lignée cellulaire, les conditions de culture ainsi
que le niveau et la durée de I’expression de la protéine Nef.

Le blocage de la libération du calcium induit par I’inositol triphosphate (IP3)
constitue 1’un des cas d’altération des voies de signalisation les mieux connus. En effet,
I’hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-diphosphate par la phospholipase C (PAL) donne
du diacylglycérol (DAG) et de ’IP3. L’IP3 libéré se lie & un récepteur spécifique dans le
RE et induit la libération des ions calcium contenus dans les vésicules via une activité de
la Ca’*ATPase. Cette libération de calcium est déterminante dans 1’induction de la
prolifération et de la croissance cellulaire. La protéine Nef serait donc capable
d’interférer avec cette voie de signalisation (Guy et al.,, 1987) en affectant le récepteur
d’IP3 (Graziani et al., 1996) sans que la formation de I’'IP3 et I’activité de la Ca’*ATPase
ne soient affectées.

Une autre forme d’altération des voies de signalisation cellulaire est la modulation
de la transduction de signaux dans les cellules T. En effet, la molécule CD4 qui subit une
régulation négative par la protéine Nef contribue & I’activation des cellules T auxiliaires.
La molécule CD4 est étroitement associée au complexe TCR-CD3 et participe a la liaison
spécifique de 1’antigéne avec I’aide du CMH-II. Ceci permet de déclencher la voie de
signalisation de la transduction de diverses cytokines incluant I’interleukine 2 (IL-2) et

I’interféron-y (IFNY). Ces cytokines sont essentielles pour I'expansion clonale des cellules
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T réagissant avec l’antigéne et pour le recrutement efficace d’autres cellules
hématopoiétiques. Ainsi, la protéine Nef, en plus de régler négativement I’expression des
CD4, interagit avec un ou plusieurs facteurs cellulaires spécifiques dans la voie de
signalisation qui méne a ’expression de ces cytokines (Collette e al., 1996a, 1996b).

Par ailleurs, I’expression de Nef dans les macrophages entraine la production des
protéines inflammatoires MIP-1ct et MIP-1f qui exercent un chémotactisme envers les
cellules T. Cet événement rendrait les cellules T au repos voisines plus susceptibles a
I’infection par le VIH (Swingler ef al.,1999). Alexander et ses collegues (1997) ont
également montré une autre voie de stimulation des cellules T par la protéine Nef qui
induit la production endogéne d’IL-2 par les lymphocytes en culture, procurant ainsi un
avantage significatif de croissance des souches de VIS Nef positif.

Plus récemment, des chercheurs ont rapporté une interaction de Nef avec la chaine
¢ du TCR (Howe et al., 1998; Bell et al., 1998). Cette interaction serait dépendante du
motif riche en proline de la protéine Nef (Xu et al., 1999). Etant donné que la chaine { du
TCR agit comme un effecteur essentiel dans la signalisation du TCR, il reste a déterminer
comment la liaison de Nef avec ce dernier modulerait la réponse TCR (positivement ou
négativement). De plus, la libération dans le cytoplasme de la protéine Ick suite a la
dissociation du complexe CD4-p56lck lors de la régulation négative des molécules CD4
jouerait un réle dans I’activation des cellules T (Sleckman et al., 1992; Kim et al.,1999).

La protéine Nef aurait également le potentiel de moduler le signal apoptotique en
induisant une régulation a la hausse du ligand pro-apoptotique du récepteur de Fas
(FasL). L’expression de FasL est réglée par des facteurs de transcription tels que NFAT,

NF-kB et AP-1 “Activator protein 1” (Kasibahtla et al.,1999). Certains de ces facteurs
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sont dépendants de 1’expression de Nef. C’est le cas du facteur AP-1 induit dans les
macrophages par la protéine Nef du VIH-1, suite 4 une réponse cellulaire spécifique qui
requiert  la fois les événements de signalisation impliquant hck et MAPK (Biggs ef al.,
1999). Les études de Xu et ses collaborateurs (1999) montrent également un rdle critique
de I’interaction entre Nef et la chaine { du TCR dans I’expression de FasL induite par la
protéine Nef. Cette interaction ayant pour conséquence une régulation a la hausse de
FasL, serait a la base d’un mécanisme par lequel la protéine Nef endogéne pourrait €tre
impliquée dans la déplétion des cellules T observée in vivo (Zauli et al., 1999).

L’effet le plus extréme d’altération des voies de signalisation par la protéine Nef
est son aptitude a promouvoir une transformation morphologique de certaines lignées de
fibroblastes. En effet, la possibilité qu’un alléle potentiel du géne nef du VIS puisse
induire une transformation morphologique des fibroblastes immortalisés 3T3 a ét¢
démontrée (Du et al.,1995).

Un autre cas d’altération des voies de signalisation par la protéine Nef a été
observé dans le cerveau. En effet, dans le cerveau des personnes infectées par le VIH-1,
le cycle de réplication virale est avorté dans les astrocytes. Toutefois, la synthese des
protéines régulatrices entraine dans ces cellules une accumulation de la protéine Nef.
Ambrossi et ses collaborateurs (1999) ont montré récemment que la protéine Nef pourrait
altérer les fonctions des astrocytes en interférant avec 1’expression et I’activation de la
protéine kinase C, qui est un régulateur important dans les fonctions astrogliales et dans
la réplication du VIH-1. Le mécanisme de cette interférence serait basé sur I’altération de

I’expression des isoformes BII et € de la PKC qui seraient reliés 4 une inhibition de
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I’activation du LTR. La myristilation de Nef et sa localisation membranaire sont
essentielles pour I’induction des effets observés dans les cellules astrocytaires. Ces
résultats expliqueraient la restriction de la réplication du VIH-1 dans les astrocytes

(Ambrossi et al., 1999).

2.3.3 Protéines interagissant avec Nef

En plus des molécules CD4 et CMH-1, d’autres protéines cellulaires interagissent
avec la protéine Nef.

Sawai et ses collaborateurs (1994) ont été les premiers a rapporter que la protéine
Nef s’associe a une phosphoprotéine de 65 kDa (p65) appelée NAK (“nef associated-
kinase™) qui est sérologiquement et fonctionnellement reliée a une PAK (“p21-activated
kinase”) (Lu et al., 1996; Nunn et Marsh, 1996; Sawai ef al., 1996, Sawai et al., 1997).
Cette protéine serait capable de s’autophosphoryler et aurait comme substrat préféré
I’histone H4 (Nunn et Marsh, 1996). Cette kinase a été¢ récemment nommée PAK2
(Renkema et al., 1999).

La protéine Nef interagit également avec différentes protéines de la famille des
Src. Cette famille regroupe neuf membres connus : Blk, Fgr, Fyn, Hek, Lck, Lyn, Src,
Yes et Yrk (Sudol, 1993; Brickell, 1992). Le role de ces protéines est de faire le relais
entre des signaux de I’extérieur vers I’intérieur de la cellule via des protéines
transmembranaires. Il a été démontré que la protéine Nef se lie & la protéine tyrosine
kinase Hck (“human hematopoietic cell kinase™) principalement exprimée par les
monocytes (Saksela et al., 1995; Foti et al., 1999; Briggs et al., 1997, Moarefi et al.,

1997; Baur et al., 1997; Dutartre et al., 1998), a Lck, une protéine kinase spécifique aux
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lymphocytes (Collette et al., 1996a; Greenway et al., 1995,1996; Baur et al., 1997;
Dutartre et al., 1998), a Lyn (Briggs ef al., 2000; Saksela et al., 1995) a Fyn (Lee et al.,
1995; Arold et al., 1997) et a Src (Du et al., 1995). L’interaction de Nef avec ces
protéines met en jeu le domaine riche en proline de Nef et le domaine SH3 de ces
derniéres (Ren et al., 1993).

D’autres protéines interagissant avec la protéine Nef ont également été rapportées,
telles que I’isoforme 0 de la PKC (Smith et al.,1996), la thioestérase humaine II (Liu ef
al, 1997; Cohen et al., 2000), la protéine MAP Kinase (“mitogen-activated protein
kinase” ) (Greenway et al., 1995; Greenway et al, 1996), la protéine Rafl kinase (Hodge
et al., 1998), la chaine { du TCR (Xu ef al., 1999; Howe et al., 1998; Bell et al., 1998),
les protéines vacuolaires (Vav) (Fackler et al., 1999), I’ATPase vacuolaire (V-ATPase)
(Lu et al., 1998), les adaptines (Bresnahan e al., 1998; Greenberg et al., 1998; Piget et

al., 1998) et les filaments d’actine (Fackler et al., 1997).

2.3.4 Roéle de Nef dans la pathogeneése

L’importance de Nef dans la pathogenése a été démontrée par les observations
suivantes : 1) I’infection des macaques avec un virus VIS nef négatif se traduisait par une
atténuation virale (Kestler ef al., 1991) qui procure des effets protecteurs lorsqu’utilisé
comme vaccin dans ce modéle animal (Daniel et al., 1992; Wyand et al., 1996); 2) la
faible virémie et ’absence d’évidence de progression vers le SIDA chez des macaques
adultes et chez un groupe d’australiens infectés respectivement par le virus de
I’immunodéficience simienne (VIS) et le VIH qui portent des mutations dans le géne nef
(Learmont et al., 1992; Deacon et al., 1995). En effet, ce groupe de neuf australiens

hémophiles a été infecté accidentellement avant 1985 par transfusion de sang provenant
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d’un méme donneur séropositif. Les individus de ce groupe ont montré une absence de la
progression de la maladie et une faible charge virale méme plusieurs années aprés
’infection (Learmont ef al., 1992). Le séquengage de ces virus a montré qu’ils
présentaient des délétions dans le géne nef (Deacon et al., 1995; Kirchkof et al., 1995).
Les cinq survivants de ce groupe sont encore asymptomatiques 14 a 18 ans aprés
I’infection sans thérapie antivirale, alors que le donneur ne commengait une thérapie
qu’en février 1999 (Learmont et al., 1999).

La possibilité d’une pression sélective se traduisant par une réparation partielle du
géne nef défectif chez des survivants a long terme, suffisante pour rétablir certains
mécanismes de la pathogenése in vitro, a été démontrée récemment (Carl ef al., 2000). De
plus, on a démontré que la protéine Nef du VIH-1 pouvait se substituer a la protéine Nef
du VISyac in vivo pour produire une infection symptomatique ainsi qu’une persistance de
la charge virale dans la plupart des cas observés (Alexander et al., 1999).

La protéine Nef serait également impliquée dans la neuropathogen¢se. Elle serait
un médiateur dans le recrutement et la migration des leucocytes dans le systeme nerveux
central. En effet, des niveaux élevés d’IL-6, de TNF-a, et d’IFN-y ont été observés dans le
liquide céphalo-rachidien 6 heures aprés I’injection intra-citernale de la protéine Nef chez
le rat (Koedel et al., 1999). Elle changerait les propriétés cellulaires des astrocytes en
altérant leur croissance et leur morphologie. Ceci contribuerait a I’activation et
I’induction d’une transformation des astrocytes dans le systéme nerveux central des
individus atteints du SIDA (Kohleinsen et al., 1999).

Cependant, d’autres chercheurs ont récemment mis en doute I’association entre les

caractéristiques de la séquence de Nef et 1’état clinique des patients (Mourich ef al,
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1999). Des études sur un groupe de toxicomanes italiens non progresseurs n’ont pas
indiqué que les délétions ou la perte des motifs fonctionnels dans le géne nef joueraient
un réle majeur dans le retard ou la non progression de la maladie (Catucci et al., 2000).
En effet, aucune corrélation n’a pu étre établie entre la présence d’un géne nef défectif ou
intact et la progression ou non de la maladie & Pintérieur de cette méme cohorte
(Brambilla et al., 1999). Toutefois, le nombre d’études dans lesquelles il a ét€ démontré
que Nef était impliquée dans la pathogenése dépasse largement celles qui démontraient le

contraire.

2.3.5 Réle de Nef dans Pinfectivité virale in vivo et in vitro

Le role de la protéine Nef dans ’augmentation de I’infectivité virale a été rapporté
dans plusieurs études (Chowers ef al., 1994; Goldsmith et al., 1995; Miller et al., 1994;
Miller et al., 1995). La protéine Nef réglerait différentes étapes du cycle de la réplication
virale et augmenterait la production de virus en agissant sur I’efficacité de la synthése
d’ADN viral dans les cellules infectées (Aiken et al., 1995; Chowers et al., 1995;
Schwartz et al., 1995), sur I’efficacité de la transcription ainsi que sur la libération des
virus (Collette et al., 1999). Elle faciliterait la réplication du virus dans les tissus
lymphoides in vivo en augmentant le nombre de cellules infectées productrices de virus et
en contribuant a I’activation des lymphocytes avec I’induction de la production endogéne
d’IL-2 (Glushakova et al., 1999).

Récemment, Adachi et ses collaborateurs (1999) ont montré que les virions
produits en absence de la protéine Nef auraient du mal a synthétiser complétement leur

ADN et montreraient également une faible capacité a entrer dans les cellules. Ces
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données récentes démontrent que Nef est importante depuis la transcription du génome
viral jusqu’a ’étape de la production du virion. Son réle serait également critique durant
la phase précoce du cycle de la réplication virale, de 1’adsorption et de I’intégration
(Adachi ef al., 1999). Récemment, on a suggéré que Nef fournie en frans inhibe la
synthése cellulaire en facilitant les voies métaboliques impliquées dans la réplication du
virus. De plus, Nef modulerait la susceptibilité a I’infection par le VIH-1 et serait capable
d’accentuer I’effet d’un stimulus apoptotique pouvant faciliter la libération des virions
néoformés (Pugliese et al., 1999).

Par ailleurs, Nef augmenterait le niveau de la réplication virale par un nouveau
mécanisme impliquant la production de IL-15 (Quaranta et al., 1999). En effet, ces
derniers ont remarqué que la protéine Nef exogéne était capable d’induire, suite a la
production d’IL-15, une activation des lymphocytes du sang périphérique et une
modulation de la production de cytokines (augmentation de la production d’IFN-y, de
TNF-o. et d’IL-6, la production d’IL-2 restant non affectée).

D’autres mécanismes impliquant Nef pourraient contribuer a rendre les particules
plus infectieuses, notamment les effets directs de Nef liés a sa présence dans le virion. En
effet, les particules virales comporteraient de 10 4 100 molécules de la protéine Nef
(Welker et al., 1998; Pandori et al., 1996; Kotov et al., 1999). La plupart des molécules
incorporées sont clivées par la protéase virale dans une région hautement conservée entre
I’extrémité N-terminale qui se lie & la membrane et le domaine central conservé de la
protéine (Welker et al.,1998). La signification de ce clivage est encore mal connue. En

effet, des mutations empéchant le clivage et des mutations dans d’autres régions
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conservées de la protéine Nef n’affectant pas le clivage donnent le méme phénotype
(Pandori et al., 1998; Chen et al., 1998; Miller et al., 1997).

Alternativement, d’aprés certains auteurs, I’augmentation de I’infectivité de la
particule virale découlerait des effets indirects de Nef, tel que le recrutement des
protéines cellulaires de I’hdte dans le virion. Il a été¢ démontré que la protéine Nef
augmente I’incorporation d’une sérine kinase cellulaire dans le virion, qui pourrait
induire une augmentation de la phosphorylation de la protéine de la matrice (Swingler es
al., 1997). Cet événement serait associé a une augmentation de 1’infectivité des particules
(Bukrinskaya et al., 1996). De plus, la liaison de la protéine Nef avec la protéine PAK2
assure la phosphorylation de la protéine de la matrice du VIH entrainant également une
augmentation de I’infectivité des particules virales (Peter, 1998).

D’autres effets indirects de la protéine Nef dans I’environnement intracellulaire
qui pourraient conduire également a I’augmentation de I’infectivité ont été proposés, tels
que la régulation négative des molécules du CMH-I ou I’activation des lymphocytes T.
Cependant, le role de la régulation négative des molécules CD4 dans I’augmentation de
I’infectivité est trés controversé. Différentes études montrent que la régulation négative
des CD4 ne serait pas critique a I’augmentation de I’infectivité des particules virales (Hua
et al., 1997; Goldsmith et al., 1995; Wiskerchen et Cheng-Mayer, 1996; Saksela ef al.,
1995). Toutefois, la régulation négative des CD4 par la protéine Nef pourrait favoriser la
libération des particules virales en prévenant I’interférence que la molécule CD4 pourrait
exercer sur les différentes étapes de I’assemblage et de la libération des particules virales
(Peter, 1998). La régulation négative de ce récepteur permettrait également de prévenir la

surinfection qui pourrait conduire a la mort précoce de la cellule hote (Benson ef al.,
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1993; Peter, 1998). Lama et ses collaborateurs (1999) ont montré récemment que
’incapacité des virus négatifs pour la protéine Nef & induire une régulation négative des
molécules CD4 entraine une baisse de I’infectivité des virions en raison du blocage de
’incorporation de I’enveloppe virale par bourgeonnement. Cependant, I’équipe de Ross
(1999), avec le méme systéme expérimental, a démontré que I’inhibition de la libération
de la progéniture virale était plutot reliée a I’absence de 1’expression de la protéine Nef
sans que I’infectivité virale ne soit affectée. Ainsi, le role de la régulation négative des

molécules CD4 induite par Nef dans I’infectivité de la particule du VIH reste incertain.

2.4 Hypothéses et objectifs

Bien que les connaissances sur la structure du géne nef et les fonctions de la
protéine Nef in vitro et in vivo aient rapidement progressées, son implication dans la
pathogenése associée a I’infection virale présente encore certaines ambiguités et quelques
controverses. De plus, ’activité fusogénique exercée par la protéine Nef sur les
liposomes (Curtain et al., 1994; Thibodeau, non publié) et les Inmunosomes-Nef (Nef
associée a des liposomes) (Thibodeau, non publié), particuliérement par les 18 premiers
acides aminés de la portion N-terminale de la protéine (Curtain et al., 1994), laisse croire
que cette région serait fortement impliquée dans les mécanismes de la cytopathogénicité
virale observée dans les cellules CEM in vitro. Ces effets sont caractérisés par la fusion
des cellules infectées suivant différents degrés : primaire, secondaire et tertiaire, avec la
formation de syncytia et de vacuoles issus de la mise en commun des membranes

plasmiques des cellules fusionnées.
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L’objet de notre recherche est d’apporter une contribution a I’étude de certaines
propriétés de la protéine Nef du VIH-1, notamment son role dans la cytopathogénicité
virale et dans la cinétique de réplication du VIH-1 et/ou dans I’augmentation de
I’infectivité virale. L’étude du role de la protéine Nef dans la cytopathogénicité sera
effectuée dans le but de vérifier I’existence d’une corrélation entre I’activité fusogénique
associée a la région N-terminale et le processus de fusion cellulaire associé a la formation
de vacuoles qui caractérisent les effets cytopathogénes de I’infection par le VIH-1 in
vitro. L’incidence de cette région N-terminale sur la cinétique de réplication du VIH-1
ainsi que son réle dans I’infectivité virale seront également étudiés.

Pour répondre a certaines de ces questions et vérifier nos hypothéses, I’étude du
rdle de Nef suivant notre approche expérimentale, requiert : a) la construction de virus
portant diverses mutations dans le géne nef et b) une protéine Nef recombinante purifiée.
Ainsi, ce projet a été articulé autour de quatre objectifs :

1) Le premier objectif consiste & construire par mutagenése dirigée trois virus
VIH-1 portant des mutations dans le géne nef: un virus isogéne qui est potentiellement
négatif pour la protéine Nef et deux virus qui ont le potentiel de n’exprimer qu’un
segment de la protéine Nef. Ces deux segments distincts et complémentaires sont
représentés par la portion C-terminale de la protéine Nef et les 19 premiers acides aminés
qui constituent la portion N-terminale potentiellement responsable de l’activité
fusogénique observée sur les liposomes et sur les immunosomes (Curtain ef al., 1994,
Thibodeau, non publié).

2) Le second objectif consiste a effectuer une caractérisation physique

(génotypique) de ces virus mutants par le séquencage du géne nef des virus construits.
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3) Le troisiéme objectif consiste & procéder & une caractérisation biologique
(phénotypique) de ces virus mutants en déterminant la cytopathogénicité et la cinétique
de réplication de chacun d’eux comparée & celle du virus sauvage nef positif VIH-1
NL4.3.

4) Enfin, le quatriéme objectif consiste & produire et purifier la protéine Nef et a
étudier son role dans I’infectivité et dans la cytopathogénicité du VIH-1 LAI, lorsque

cette derniére est fournie en trans.
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3.1 Construction des provirus mutants.
3.1.1 pNL4.3 : le provirus sauvage

Le plasmide pNL4.3 (Adachi et al., 1986) d’environ 14 800 pb est un clone
recombinant proviral obtenu du “NIH AIDS Reagent Program”. Il est composé de la
portion 5’ de ’ADN de I’isolat VIH-1 NY5 et de la portion 3’ de I’ADN de 1’isolat
VIH-1 LAL La jonction des deux portions correspond au site EcoRI aux positions 5743-
5748 situé dans le géne vpr. Le génome du VIH-1, bordé par les portions de I’ADN
cellulaire, est localisé au niveau du site Pvull du vecteur pUC18 tel que montré dans la
cartographie présentée a la figure 4. Cette cartographie a été réalisée par le Dr Claude
Lavallée dans le laboratoire du Dr Thibodeau.

Le systeme de numérotation des nucléotides dans le Genbank a été utilisé (numéro
d’identification : M199211). Le géne nef's’étend du nucléotide 8787 au nucléotide 9407.
Tel que montré dans la séquence partielle du plasmide pNL4.3 présentée i la figure 5, il
comporte quatre codons Met (atg). Le premier représente le codon d’initiation au début
du géne aux positions 8787-8789 tandis que le second codon Met interne qui constitue le
deuxiéme codon d’initiation du géne nef se situe aux positions 8844-8846. Les deux
autres codons Met, qui se situent aux positions 9021-9023 et 9303-9305, ne

présenteraient pas de potentiel d’initiation de la transcription.

3.1.2 Description des provirus isogénes construits
Les trois constructions moléculaires isogénes nommées pNL4.3 CDS1, pNL4.3

CDS2 et pNL4.3 CDS1.2 ont été construits a partir du clone sauvage pNL4.3.
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Figure 4 : Cartographie du plasmide pNL4.3.

Cette cartographie partielle réalisée par le Dr Claude Lavallée est basée sur la séquence
de pNL4.3 publiée dans GenBank (numéro d’identification: M199211). Elle met en
évidence I’organisation du génome proviral pNL4.3 (Adachi et al., 1986). Ce plasmide
d’environ 14 800 pb est un clone recombinant proviral composé de la portion 5’ de
I’ADN de I’isolat VIH-1 NY5 et de la portion 3’ de I’ADN de I’isolat VIH-1 LAIL La
jonction des deux portions correspond au site EcoRI aux positions 5743-5748 présent
dans le géne vpr. Le génome du VIH-1 est cloné dans le vecteur pUC18 au niveau du site
Pvull.
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(D’aprés le Dr Claude Lavallée)
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Figure S : Séquence partielle de pNL4.3 contenant le géne nef.

Le géne nef est situé entre les nucléotides 8787 et 9407 dans la séquence du plasmide
pNL4.3. Le premier codon d’initiation (1) est au début du géne tandis que le second
codon d’initiation interne (2) se situe aux positions 8844-8846. Les deux autres codons
Met internes se situent aux positions 9021-9023 (3) et 9303-9305 (4) respectivement. Le
site BamHI (ggatcc, 8465-8480) localisé en amont du géne nef ainsi que les sites Xhol
(ctcga, 8887-8891) et Asp 718 (ggtacc, 9006-9011) localisés a I’intérieur du géne nef
mais en aval du second codon Met interne ont servi a la mutagenése et/ou au clonage des
différents fragments portant les mutations dans le géne nef générés par PCR.



8461 gaacggatce ttagcactta tctgggacga tctgcggage ctgtgectct tcagctacca

8521

8581

8641

8701

8761

8821

8881

8941

9001

9061

9121

9181

9241

9301

9361

(BamHI)
cecgcttgaga

gtgggaagcc
tagtgctgtt
tatagaagta
gggcttggaa
gatggcctgc

cagtatcteg

gacttactct tgattgtaac gaggattgtg

ctcaaatatt ggtggaatct cctacagtat

aacttgctca atgccacagc catagcagta

ttacaagcag cttatagagc tattcgccac

aggattttgc tataagatgg
(1)
agaatgagac
(2)

aaacatggag

gtggcaagtg
tgtaagggaa gagctgagcc

agacctagaa caatcacaag

(XhoI)

atgctgcttg
ctcaggtacec
(Asp)
aagaaaaggg
tgtggatcta
gggtcagata
aggtagaaga
gaatggatga

(4)
atcacgtggc

tgcctggcta gaagcacaag aggaggaaga

tttaagacca atgacttaca
(3)

gggctaattc

aggcagctgt

gggactggaa actcccaaag

ccacacacaa ggctacttcc ctgattggca

tccactgacc tttggatggt gctacaaget

ggccaataaa ggagagaaca ccagcttgtt

ccctgagaga gaagtgttag agtggaggtt

ccgagagctg catccggagt acttcaagaa

(1) premier codon Met ou d’initiation du géne nef’
(2) second codon Met ou d’initiation du géne nef’
(3) troisiéme codon Met du géne nef

(4) quatriéme codon Met du géne nef

(5) codon de terminaison du géne nef

gaacttctgg
tggagtcagg
gctgagggga
atacctagaa
gtcaaaaagt
agcagcagat
tagcaataca
ggtgggtttt
agatcttagce
aagacaagat
gaactacaca
agtaccagtt
acaccctgtg
tgacagccgce

ctgctgacat
3

gacgcagggg

aactaaagaa
cagatagggt
gaataagaca
agtgtgattg
ggggtgggag
gcagctaaca
ccagtcacac
cactttttaa
atccttgatc
ccagggccag
gagccagata
agcctgcecatg
ctagcatttc

cgagcttgcet
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Le plasmide pNL4.3 CDS1 est une construction dans laquelle le premier codon
d’initiation du géne nef (8788-8891) a été éliminé en introduisant un site Smal (cccggg,
8787-8792) couplé & un codon de terminaison prématuré (tag, 8797-8799) situé juste en
aval (figure 6). Ainsi, la séquence du géne nef avoisinant le premier codon d’initiation
(atg) dans la séquence du provirus sauvage, qui était 5°-a ttt tgc tat aag atg ggt ggc aag
tgg tca aaa ag-3’, a été remplacée par 5’-a ttt tgc tat aac ceg ggt ggc tag tgg tca aaa ag-3’.
Pour construire ce plasmide, nous avons effectué une mutagenése dirigée par une série de
trois PCR : un premier PCR (PCR-1 : 8458-8809) avec les amorces A; (8458-8476) :
5°-agt gaa cgg atc ctt age a-3’(sens) et 42(8809-8774): 5°-ttt ttg acc act agc cac ccg ggt
tat agc aaa at-3’(antisens) et le pNL4.3 comme matrice; un second PCR (PCR-2 : 8774-
9016) avec les amorces 4> (8774-8809): 5’-att ttg cta taa ccc ggg tgg cta gtg gtc aaa aa-
3’(sens) et 43 (9016-8997): 5’-ctt aaa ggt acc tga ggt gt-3° (antisens) et le pNL4.3 comme
matrice également; et un dernier PCR (PCR-3 : 8458-9016), en utilisant les produits
purifiés des réactions PCR-1 et PCR-2 comme matrice et les amorces 4, (sens) et A3
(antisens). La séquence des oligonuclétotides A et 4’; qui contenait les modifications
décrites ci-haut est montrée dans le Tableau I.

Le plasmide pNL4.3 CDS2 est une construction dans laquelle le second codon
d’initiation potentiel du géne nef (8844-8846) a été éliminé en introduisant un site Xbal
ou BgllI (agatctaga, 8841-8849) couplé a un codon de terminaison (tga, 8850-8852) juste
en aval (figure 6). Ainsi, la séquence du géne nef avoisinant le second codon d’initiation
dans le provirus sauvage qui était 5’-ta agg gaa aga atg aga cga gct gag cga-3’ a été

remplacée par 5°-ta agg gaa aga tct aga tga gct gag cga -3°.
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Figure 6: Séquences partielles du géne nef des différents provirus isogénes.

Ces séquences partielles montrent les différentes modifications propres a chaque
construction. Le gene nef du pNL4.3 CDS1 ne posséde pas le premier codon d’initiation
(atg, 8788-8791) suite a I’introduction d’un site Smal (cccggg, 8787-8792) couplé a un
codon de terminaison prématuré (tag, 8797-8799) juste en aval. Le géne nef de pNL4.3
CDS2 ne posséde pas le second codon d’initiation (atg, 8844-8846) suite a I’introduction
d’un site Xbal ou BgIII (agatctaga, 8841-8849) couplé également & un codon stop
prématuré (tga, 8850-8852) juste en aval. Le géne nef du pNL4.3 CDS1.2 ne posséde ni
le premier ni le second codon d’initiation suite & la combinaison des modifications
décrites dans pNL4.3 CDS1 et pNL4.3 CDS2. Les mutations ponctuelles effectuées dans
la séquence du provirus sauvage pNL4.3 sont représentées en majuscule dans la séquence
des provirus isogénes.



8761 NL4.3
CDS1

CDS2

CDs1.2

8821 NL4.3
CDsl

CDS2

gggcttggaa
gggcttggaa
gggcttggaa
gggcttggaa

gatggcctgc
gatggcctge
gatggcctgce

CDS1.2 gatggcctge

8881 NL4.3
CDs1
CDs2

aggattttgc
aggattttgc
aggattttgc
aggattttgc

tgtaagggaa
tgtaagggaa
tgtaagggaa
tgtaagggaa

cagtatctcg agacctagaa
cagtatctcg agacctagaa
cagtatctcg agacctagaa
CDS1.2 cagtatctcg agacctagaa

tataagatgg
tataaCCCgg
tataagatgg
tataaCCCgg

agaatgagac
agaatgagac
agaTCTagaT
agaTCTagaT

gtggcaagtg
gtggcTagtg
gtggcaagtg
gtggcTagtg

gagctgagcc
gagctgagcc
gagctgagcc
gagctgagcc

gtcaaaaagt
gtcaaaaagt
gtcaaaaagt
gtcaaaaagt

agcagcagat
agcagcagat
agcagcagat
agcagcagat

agtgtgattg
agtgtgattg
agtgtgattg
agtgtgattg

ggggtgggag
ggggtgggag
ggggtgggag
ggggtgggag

aaacatggag caatcacaag tagcaataca gcagctaaca
aaacatggag caatcacaag tagcaataca gcagctaaca
aaacatggag caatcacaag tagcaataca gcagctaaca
aaacatggag caatcacaag tagcaataca gcagctaaca
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Pour réaliser la construction pNL4.3 CDS2, nous avons effectué une seule
réaction d’amplification par PCR (PCR-4 : 8458-8895) en utilisant les amorces 4, (sens)
et A,(8895-8833) : 5°- ggt ctc gag ata ctg ctc cca ccc cat ctg ctg ctg get cag ctc atc tag atc
ttt ccc tta- 3° (antisens) qui porte les modifications décrites dans cette construction et le
pNL4.3 comme matrice (Tableau I).

Le plasmide pNL4.3 CDS1.2 est une construction qui présente les modifications
décrites dans pNL4.3 CDSI1 et dans pNL4.3 CDS2 (figure 6). Pour construire ce
plasmide, nous avons également effectué une seule réaction d’amplification par
PCR (PCR-5 : 8458-8895) en utilisant les amorces 4; (sens) et A4 (antisens) et le provirus

mutant pNL4.3 CDS1 comme matrice.

3.1.3 Mutagenése dirigée par PCR
3.1.3.1 Les oligonucléotides
Tous les oligonucléotides utilisés (Tableau I) ont été obtenus de la compagnie
Life Technologies sous forme lyophilisée. Ils ont été reconstitués dans de 1’eau déionisée
stérile et quantifiés par spectrophotométrie (spectrophotométre PMQ3 Zeiss, Allemagne)
suivant la formule :
Concentration de I’oligo (ug/mL) = Aze0 x masse/DO x FD

avec : A, = absorbance a 260 nm.
FD = facteur de dilution

Une aliquote de chaque oligonucléotide a été ajustée a 20 pM pour les réactions

d’amplification par PCR. La température optimale d’hybridation de chaque



Tableau I: Les oligonucléot ides utilisés
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Utilisation Modification Séquence

A; (8458-8476) PCR-1, PCR-3, N/A 5’-agt gaa cgg atc ctt agc a-3’
(sens) PCR-4, PCR-5,

séquencage
A> (8774-8809) PCR-2 premier codon  5°-att ttg cta taa ccc ggg tgg cta
(sens) d’initiation ~ gtg gtc aaa aa-3’
A’ (8809-8774) PCR-1 premier codon  5°-ttt ttg acc act agc cac ccg ggt
(antisens) d’initiation  tat agc aaa at-3’
A3 (9016-8997) PCR-2, PCR-3 N/A 5°-ctt aaa ggt acc tga ggt gt-3’
(antisens) et séquencage
A4 (8895-8833) PCR-4, PCR-5  deuxiéme codon 5’-ggt ctc gag ata ctg ctc cca
(antisens) d’initiation  ccc cat ctg ctg ctg gct cag ctc

atc tag atc ttt ccc tta-3’

A5 (8741-8760) RT-PCR et N/A 5°-tat tcg cca cat acc tag aa-3’
(sens) séquencage
As(9460-9441) RT-PCR et N/A 5’-cca cgc ctc cct gga aag tc-3’
(antisens) séquencage
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oligonucléotide a été également évaluée en calculant la Tm (“melting temperature”) selon
la formule :

Tm = 59,9 + 41 (%GC) — (675/ longueur de I’amorce)

3.1.3.2 Les réactions d’amplification par PCR

Le milieu réactionnel est constitué de : a) 1,0 UM de chaque oligonucléotide (sens
et antisens); b) la matrice d’ADN préalablement dénaturée 4 100°C pendant 5 min (10 ng
de pNL4.3 dans les réactions PCR-1, PCR-2 et PCR-4; 10 ng de pNL4.3 CDS1 dans la
réaction PCR-5 et 25 ng de chacun des produits PCR-1 et PCR-2 purifiés dans la réaction
PCR-3); ¢) 0,2 mM de chaque dNTP (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d’Urfé, QC,
Canada); d) 50 mM de tampon Tris.HCI (pH 8,3); €) 10 mM KCl et de 2,5 mM MgCl, et
le tout est complété a 99,5 pL avec de I’eau distillée puis chauffé & 100°C pendant 5 min
avant d’ajouter 0,5 puL (2,5 U) d’enzyme polymérase Taq (Amersham Pharmacia Biotech,
Baie d’Urfé, QC, Canada). Aprés avoir bien mélangé et centrifugé cette préparation
quelques secondes, 100 uL d’huile minérale ont été ajoutés sur la phase aqueuse pour
éviter I’évaporation durant la réaction d’amplification. Les tubes ont été placés dans le
thermocycleur (Perkin Elmer Cetus, DNA Thermal Cycler) en effectuant une nouvelle
dénaturation des acides nucléiques a 94°C pendant 3 min suivi de 25 cycles de réaction
d’amplification selon le programme suivant: 94°C pendant 2 min, 44°C pendant 2 min et
72°C pendant 2 min. Pour terminer, la réaction a été complétée par un cycle d’extension

des produits amplifiés a 72°C pendant 3 min.
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3.1.3.3 Analyse électrophorétique des produits PCR

A la fin des réactions PCR, une solution de tampon de chargement 6X (10 mM
Tris.Cl (pH 7,4), | mM EDTA, 0,25% xyléne cyanol FF et 30% glycérol) a été diluée
(1:6) avec 10 pL de la phase aqueuse des différents échantillons. Le tout a été déposé
dans différents puits d’un gel d’agarose 1,8% préparé dans du tampon TAE (40 mM Tris-
acétate, ImM EDTA). Le gel a été immergé dans du tampon d’électrophorése TAE
contenant 1 pg/mL de bromure d’éthidium. Des marqueurs de hautes masses
moléculaires (ADN génomique du phage A digéré par HindIII) et de faibles masses
moléculaires (échelle de fragments de multiples de 100 pb) mélangés également avec du
tampon de chargement 6X (tampon dilué 1:6) ont été utilisés comme référence. Un
voltage constant de 100 volts a été appliqué a travers le gel avec un générateur de
puissance (Pharmacia, EPC 500/400, USA). A la fin de ’électrophorése, les gels ont été
examinés sous éclairage UV et photographiés.

Aprés une analyse satisfaisante, I’huile minérale déposée au-dessus de la phase
aqueuse des échantillons a été éliminée par une extraction avec un volume égal de
chloroforme. Les produits des différentes amplifications ont été ensuite purifiés selon la
méme procédure de purification de minipréparation de plasmide décrite un peu plus loin.
Ceci consiste 4 effectuer une extraction au phénol-chloroforme-alcool isoamylique
(25:24:1) suivie d’une extraction au chloroforme-alcool isoamylique (24:1) et d’une

précipitation a I’éthanol (voir section 3.1.4.2).
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3.1.3.4 Clonage des fragments PCR

Les fragments d’ADN purifiés issus des réactions PCR-3, PCR-4 et PCR-5
portant les modifications attendues dans les constructions pNL4.3 CDS1, pNL4.3 CDS2
et pNL4.3 CDS1.2 ainsi que le provirus sauvage pNL4.3 (20 jig) ont été digérés avec
20 U de I’enzyme BamHI et 20 U de I’enzyme Xhol (Amersham Pharmacia Biotech,
Baie d’Urfé, QC, Canada) pendant 3 heures & 37°C. Les inserts avec les extrémités
cohésives BamHI et Xhol ont ensuite été clonés au niveau de ces mémes sites dans le
provirus pNL4.3 en remplacement du fragment original correspondant, en effectuant une
réaction de ligation durant la nuit & 16°C suivant un rapport molaire 1:3 qui favorise le

clonage de I’insert.

3.1.4 Amplification et purification des plasmides
3.1.4.1.Transformation bactérienne

Des bactéries compétentes E.coli de la souche XL-1 Blue MRF’ (Stratagene, CA,
USA) ont été préparées au laboratoire par le Dr Claude Lavallée et conservées a -60°C
sous forme d’aliquotes de 1 mL. Un volume de 5 pL de I’échantillon de ligation, issu du
clonage des fragments PCR comportant les modifications du géne nef, a ét¢ mélangé avec
200 pL de la suspension bactérienne préalablement décongelée 4 0°C pendant 10 min. Le
tout a été incubé sur glace pendant 1 heure, puis a 42°C pendant exactement 90 secondes
et de nouveau sur glace pendant 2 min. Un mL de milieu L-Broth (LB) (10 g de
bactotryptone, 5 g d’extrait de levure et 10 g de NaCl dissout dans 1 L d’eau) (Boehringer
Mannheim, Laval, QC, Canada) sans antibiotique a été ajouté et les bactéries ont été

incubées 4 37°C pendant 30 min. Aprés une centrifugation a 12 000 g (Eppendorf
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Centrifuge 5112, CA, USA) pendant 1 min, le culot de bactéries a été remis en
suspension dans 200 pL. de milieu LB sans antibiotique. Des volumes de 50 et 150 pL de
la suspension bactérienne ont été étalés sur des géloses de milieu LB agar contenant
60 pg/mL d'ampicilline (Boehringer Mannheim, Laval, QC, Canada). Les géloses ont été

ensuite incubées a 37°C en position inversée pendant 16 heures.

3.1.4.2 Minipréparation de plasmide

Une série de tubes contenant 4 mL de milieu LB stérile additionné de 100 pg/mL
d’ampicilline a été inoculée avec différentes colonies bactériennes choisies au hasard sur
les géloses en conditions stériles. Les cultures ont été incubées durant la nuit & 37°C avec
une agitation de 200 rpm. Les suspensions bactériennes ont été ensuite centrifugées a
12 000 g dans des tubes Eppendorf de 1,5 mL pendant 30 sec. Les culots de bactéries ont
été ensuite resuspendus dans 100 pL de la solution I (50 mM glucose, 25 mM Tris.HCI
(pH 8,0), 10 mM EDTA) et les bactéries ont été incubées a la température de la piece
pendant 10 min. Un volume de 200 puL de la solution II (0,2 N NaOH, 1% SDS) a été
ajouté et les préparations ont été ensuite incubées dans la glace pendant 10 min, avant
d'ajouter finalement 150 pL de la solution III (600 mL d’acétate de potassium 5M,
115 mL d’acide acétique glacial et 285 mL d’eau distillée pour 1 L). Aprés une
incubation dans la glace pendant 15 min, le milieu a été clarifié par une centrifugation a
12 000 g durant 10 min. Aux différents surnageants recueillis, un volume égal de phénol-
chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1) a été ajouté. Aprés une vigoureuse agitation au
vortex, les préparations ont été centrifugées de nouveau dans les mémes conditions. La

phase aqueuse qui contient ’ADN a été récupérée et un volume égal d’un mélange
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chloroforme-alcool isoamylique (24:1) a été ajouté et mélangé vigoureusement suivi
d'une centrifugation dans les mémes conditions. La phase aqueuse contenant ' ADN a été
de nouveau récupérée et précipitée a -20°C pendant 20 min avec 2 volumes d’éthanol
froid 100% et 1/10 de volume d’acétate de sodium 3 M (pH 5,2). Les préparations ont été
ensuite centrifugées a 12 000 g durant 20 min. Les différents culots d’ADN obtenus ont
été lavés avec 100 pL d’éthanol froid 70% puis séchés et solubilisés dans 20 pL de
tampon Tris-EDTA (10 mM Tris.HCI pH 7,4, 1 mM EDTA pH 8,0) contenant 20 pg/mL
de RNase A (Boehringer Mannheim, Laval, QC, Canada). Les clones de plasmides
purifiés ont été ensuite analysés par électrophorese sur un gel d'agarose 1% avant et aprés

digestion par des endonucléases de restriction.

3.1.4.3 Maxipréparation de plasmide

Un litre de milieu LB contenant 100 pg/mL d'ampicilline a été inoculé avec un
volume de 50 a 100 pL de la suspension d’une minipréparation bactérienne d’un clone
présomptif. Le milieu a été incubé a 37°C pendant 18 heures sous agitation a 250 rpm.
Les bactéries ont été centrifugées 4 2 500 rpm (Beckman GPR, CA, USA) pendant
20 min a 4°C puis resuspendues dans 30 mL de la solution I additionnée de 2 mL d’une
solution de 10 mg/mL de lysosyme fraichement préparée dans du tampon Tris.HC]
10 mM (pH 8,0). Le milieu a été incubé & la température de la piece pendant 10 min.
Soixante mL de la solution II ont été ajoutés & la préparation suivi d'une incubation dans
de la glace pendant 15 min. Un volume de 45 mL de la solution III a par la suite été
ajouté, suivi d'une incubation dans de la glace pendant 30 min. Aprés une centrifugation a

3 000 rpm pendant 20 min 4 4°C, le surnageant contenant les acides nucléiques a été filtré
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sur cinq épaisseurs de coton fromage. Le filtrat a été ensuite précipité avec 1/2 volume
d’isopropanol (environ 140 mL) puis incubé a la température de la piéce pendant un
minimum d’une heure. La préparation a été centrifugée 4 3 000 rpm pendant 30 min. Le
culot obtenu a été séché puis solubilisé dans 7,5 mL de tampon TE. La solution d'acide
nucléique a été précipitée avec 2,5 mL d’acétate d’ammonium 10 M et conservée sur
glace pendant 1 heure. Le surnageant a été ensuite récupéré aprés une centrifugation a
4 000 rpm (Sorvall RC Refrigerated Superspeed Centrifuge, CA, USA) pendant 20 min a
4°C, puis précipité avec 2 volumes d’éthanol froid 100% dans de la glace pendant 20 min.
Aprés une centrifugation & 5 000 rpm pendant 30 min & 4°C, le précipité a été solubilisé
dans 7 mL de tampon TE contenant 20 pg/mL de RNase A suivi d'une incubation & 37°C
pendant 30 min. Trois mL d’une solution de NaCl 5 M et 2,5 mL d’une solution de 30%
polyéthyléne glycol (PEG 6000), 2,5 M NaCl ont été ajoutées a la préparation et le milieu
a été incubé a 4°C pendant 30 min. Aprés une centrifugation a4 5 000 rpm pendant 20 min
4 4°C, le culot obtenu a été solubilisé dans 1 4 3 mL de tampon TE. Les plasmides ont été
ensuite extraits deux fois avec un volume égal de phénol-chloroforme (1:1). L’échantillon
a été vigoureusement mélangé et centrifugé & 1 000 rpm pendant 10 min 4 4°C. La phase
aqueuse a été récupérée et soumise a une extraction au phénol-chloroforme-alcool
isoamylique (25:24:1) puis au chloroforme-alcool isoamylique (24:1). La phase aqueuse
contenant ' ADN a été récupérée et précipitée a -20°C pendant 20 min avec 2 volumes
d’éthanol froid 100% et 1/10 de volume d’acétate de sodium 3 M. Aprés une
centrifugation & 1 000 rpm pendant 20 min & 4°C, le culot a été lavé avec un volume égal
d’éthanol froid 70%, séché et solubilisé dans 1 mL de tampon TE. Une fois la

concentration de la maxipréparation de plasmide ajustée a 1 pg/uL, la préparation a été
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distribuée en aliquotes de 1mL et conservée a 4°C. Cette préparation de plasmides a €té

utilisée pour le séquengage et pour les expériences de transfection des cellules CEM.

3.1.5 Analyse des plasmides
3.1.5.1 Evaluation des quantités d’ADN par spectrophotométrie

L’évaluation quantitative de la production de plasmides a été faite par
spectrophotométrie en déterminant la densité optique & 260 nm de la maxipréparation de
plasmide suivant une dilution appropriée telle que la densité optique & 260 nm soit
supérieure a 0,2. La concentration de plasmide (ug/mL) a ét¢ estimée selon la formule
suivante :

Concentration en plasmide (mg/mL) = (Aze0 X F.D) /21

avec : Ao = absorbance a 260 nm.
FD facteur de dilution

3.1.5.2 Digestion avec des endonucléases de restriction

Les minipréparations de plasmides des différents clones (2 ML) ont été analysées
qualitativement en vérifiant leur taille moléculaire aprés électrophorése sur un gel
d’agarose 1% ainsi que leur profil de migration avant et aprés digestion avec des enzymes
de restriction. Les différentes réactions de digestion ont été effectuées selon le protocole
du manufacturier des enzymes de restriction (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d’Urfé,
QC, Canada).

Les provirus isogénes construits présentent un patron de migration différent de
celui du provirus sauvage pNL4.3 aprés une digestion avec certaines enzymes

spécifiques. Cette propriété a été utilisée comme moyen de criblage pour les différentes



67

constructions. Ainsi, le provirus pNL4.3 CDS1 a été digéré par Smal pour vérifier la
forme linéaire du plasmide avec la présence de ce site de restriction unique qui a été
introduit lors de la mutagenése. Le provirus pNL4.3 CDS2 a été digéré par Bglll ou Xbal
pour vérifier la présence d’un site additionnel pour cette enzyme de restriction introduit
également avec la mutagenése, tandis que le provirus pNL4.3 CDS1.2 a été digéré par
Smal, puis par Bglll ou Xbal pour vérifier le phénotype de pNL4.3 CDSI et de pNL4.3

CDS2.

3.1.5.3 Analyse électrophorétique sur gel d’agarose
Une solution 6X de tampon de chargement (0,25% xyléne cyanol FF, 30%
glycérol dans du Tris-EDTA 1 mM) a été diluée 1:6 avec le produit des différentes
digestions puis le tout a été déposé dans différents puits d’un gel d’agarose 1% préparé
dans du tampon Tris-acétate/EDTA (TAE) (40 mM Tris-acétate, 1 mM EDTA).
L’électrophorése a été ensuite effectuée dans les mémes conditions que celles décrites au

point 3.1.3.3.

3.1.5.4 Analyse des provirus isogénes par séquencage

Le séquengage des nucléotides a été effectué sur les différents clones des provirus
isogénes pNL4.3 CDS1, pNL4.3 CDS2 et pNL4.3 CDS1.2 qui répondaient aux critéres
qualitatifs des modifications attendues sur gel d’agarose. Ces séquengages effectués avec
un séquenceur par capillarité (310 Genetic Analyser, Perkin Elmer, USA) ont été réalisés
par le personnel du service de séquencage de I’INRS-Institut Armand-Frappier (Santé

Humaine) en utilisant des amorces antisens, soit 43 (9016-8997) : 5’-ctt aaa ggt acc tga
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ggt gt-3’ ou As (9460-9441): 5’-cca cgc ctc cct gga aag tc-3° pour le séquengage du brin
sens de I’ADN bicaténaire et des amorces sens, soit 4; (8458-8476) : 5’-agt gaa cgg atc
ctt agc a-3’ ou 45 (8741-8760): 5’-tat tcg cca cat acc tag aa-3’ pour le séquengage du brin

antisens de 1’ADN bicaténaire

3.2 Production des virus isogénes dans les cellules CEM.
Les premiéres progénitures virales présentant les modifications respectives
introduites dans le géne nef du provirus sauvage pNL4.3 ont été obtenues en transfectant

des cellules de la lignée CEM avec les provirus isogénes.

3.2.1 Lignée cellulaire CEM

Les cellules CEM nous ont été gracieusement fournies par le Pr Luc Montagnier
(Institut Pasteur, Paris, France). Ces cellules sont des lymphocytes T auxiliaires CD4"
isolées a I’origine chez une fillette atteinte d’une leucémie lymphoblastoide aigué. Les
cellules ont été décongelées rapidement a 37°C dans un bain-marie (Aquatherm Water
Bath Shaker, New Brunswick Scientific, New Brunswick, Canada), puis mises en culture
dans du milieu RPMI-1640 (GIBCO-BRL, Life Technologies, NY, USA) additionné de
50 pg/mL de gentamicine (GIBCO-BRL, Life Technologies, NY, USA), 2 mM de
glutamine (GIBCO-BRL, Life Technologies, NY, USA), 10 ‘M de 2-mercapto-éthanol
(ICN Biochemicals, Cleveland, OH, USA) et 10% de sérum feetal bovin (SFB)
(MEDICORP, Montréal, Canada) (RPMI complet). Les cellules ont été maintenues en
culture dans du RPMI complet 4 une concentration de 0,4 x 10° cellules au mL 4 37°C

sous atmosphére humide avec 5% de CO; dans des flacons de polystyréne de 25 cm’



69

(Corning Costar Corporation, Cambridge, USA). Les cellules ont ét¢ comptées deux fois

par semaine et la concentration cellulaire a été ajustée a 0,4 x 10° cellules par mL.

3.2.2 Transfection des cellules CEM

Des cellules CEM ont été réparties dans des tubes a raison de 10 x 108 cellules par
échantillons de transfection. Aprés une centrifugation 4 900 rpm (Beckman GPR, CA,
USA) pendant 5 min a la température de la piéce, les cellules ont été remises en
suspension, lavées avec 10 mL de milieu RPMI sans SFB et centrifugées. Les culots
cellulaires, repris dans 1 mL de milieu RPMI sans SFB, ont ét€ incubés a 37°C pendant 1
heure avec la solution de transfection composée de 10 pg du plasmide, 150 pL de DEAE-
dextran 0,5% et 2 mL de milieu RPMI sans SFB. Aprés 30 min d’incubation, la
suspension cellulaire a été mélangée délicatement. Les cellules ont été ensuite
centrifugées 4 900 rpm pendant 5 min et les culots cellulaires ont été lavés avec du milieu
RPMI sans SFB. Les cellules ont été reprises dans 10 mL de milieu RPMI complet puis
transférées dans des flacons en polystyréne de 25 cm’ et incubées a 37°C sous
atmosphére humide en présence de 5% de CO,. Les cultures ont été observées
quotidiennement avec un microscope inversé (Leitz-Diavert, Allemagne) et les cpe ont
été notés. Des passages cellulaires a 0,5 x 10° cellules/mL ont été effectués tous les 3
jours. Le taux de mortalité, estimé par un test d’exclusion au bleu de trypan 0,5 %, a été
noté réguliérement. Le suivi de la réplication virale a été évalué quantitativement avec un
microscope inversé sur la base du nombre de syncytia observés par champ microscopique
4 un grossissement de 400X selon I’échelle suivante : + = 1-2, ++ = 3-9, +++ = 10-20,
++++ = > 20. Des lames pour immunofluorescence ont été préparées a chaque passage

cellulaire en vue de déterminer, en pourcentage, le nombre de cellules exprimant les
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protéines virales. Les différentes données enregistrées, durant les 12 a 15 jours apres la
transfection, ont permis de dresser une cinétique de la mortalité cellulaire et de
I’expression des protéines virales. Ceci aura permis de déterminer le pic de P’infection
caractérisé par une expression maximale des protéines virales. Les progénitures virales
dans les surnageants infectieux récoltés au moment du pic de I’infection ont été ensuite

amplifiées en vue de constituer des banques virales.

3.2.3 Infection des cellules CEM
Des cellules CEM ont été infectées avec les différents surnageants infectieux
provenant de la transfection des cellules CEM dans le but de produire une banque virale

nécessaire aux études ultérieures.

3.2.3.1 Production des banques virales.

La production des banques virales VIH-1 CDS1, VIH-1 CDS2, VIH-CDS1.2 et
VIH-1 NL4.3 a été effectuée en infectant 5 millions de cellules CEM dans des flacons de
polystyréne de 25 cm? contenant 10 mL de milieu RPMI complet avec 100 pL des
surnageants infectieux provenant de la transfection des cellules CEM avec les provirus
pNL4.3 CDS1, pNL4.3 CDS2, pNL4.3 CDS1.2 et pNL4.3 respectivement. Les cellules
ont été maintenues en culture & 37°C sous atmosphére humide avec 5% de CO,. Un
passage cellulaire a été effectué aprés trois jours en ramenant la concentration cellulaire a
0,5 x 10° cellules au mL avec du milieu frais. Aprés 1’apparition des premiers cpe, les
cellules infectées ont été amplifiées dans des flacons de polystyréne de 75 cm? contenant
40 mL de milieu RPMI complet. Lorsque les cpe sur les cellules CEM ont ét€ a leur

maximum, les milieux de cultures ont été centrifugés a 900 rpm pendant 5 min 2 la
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température de la piéce et les surnageants infectieux respectifs ont été répartis en

aliquotes de 1 mL puis conservés a -70°C.

3.2.3.2 Evaluation des effets cytopathogénes

Quatre millions de cellules CEM on été infectées avec les virus VIH-1 NL4.3,
VIH-1 CDS1, VIH-1 CDS2, VIH-1 CDS1.2 et VIH-1 LAI & un indice de multiplicité de
0,1 DICTse/cellule. Des culots cellulaires de 4 x 10° cellules ont été mis en contact avec
chacun des virus pendant 1 heure & 37°C sous atmosphére humide avec 5% de CO,. Les
cellules ont été ensuite transférées dans des flacons de polystyréne de 25 cm?® dans un
volume final de 10 mL de milieu RPMI complet et incubées a 37°C sous atmosphére
humide avec 5% de CO, durant 7 jours. Les cpe ont été évalués quotidiennement et les
titres ont été déterminés sept jours post-infection par la formule de Kérber (voir section

3.5.3).

3.2.4 Analyse des progénitures virales
3.2.4.1 Amplification du géne nef par RT-PCR
Dans le but d’effectuer une caractérisation physique du géne nef des virus
construits (analyse électrophorétique sur un gel d’agarose et séquengage des nucléotides),
nous avons amplifié ce géne par RT-PCR a partir de I’ARN génomique viral purifi€. Les
réactions RT-PCR ont été réalisées avec un kit pour RT-PCR “Titan One Tube” selon le
protocole du manufacturier (Roche Molecular Biochemicals, Laval, QC, Canada). Les
amorces As (8741-8760): 5’-tat tcg cca cat acc tag aa-3’ (sens) et 45(9460-9441): 5°-cca
cgc ctc cct gga aag tc-3’ (anti-sens) situées en amont et en aval du géne nef

respectivement ont été utilisées. Les culots d’ARN ont été obtenus apres
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ultracentrifugation des surnageants infectieux respectifs dans des tubes de 4,5 mL a
40 000 rpm (Beckman L8-80 Ultracentrifuge, CA, USA) pendant 1 heure puis purifiés
aprés 3 a 4 extractions au phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1). Les tubes
contenant les différentes composantes de la réaction RT-PCR ont été placés dans le
thermocycleur (modéle 9600, Perkin Elmer, CA, USA) en appliquant le programme
suivant : une réaction avec la transcriptase inverse a 45°C pendant 30 min; un cycle de
dénaturation 4 94°C pendant 3 min; une premiére étape de PCR sur 10 cycles de réactions
selon le programme suivant: 94°C pendant 2 min, 42°C pendant 30 sec et 68°C pendant
2 min; une seconde étape de PCR sur 25 cycles avec le méme programme auquel une
réaction d’extension de 2 sec a 68°C par cycle a été ajouté. Pour terminer, la réaction a
été complétée par un cycle d’extension des produits amplifiés a 68°C pendant 5 min. Les
différents produits d’amplification ont été ensuite analysés sur un gel d’agarose suivant la

procédure décrite a I’article 3.1.3.3.

3.2.4.2 Analyse des nucléotides par séquencage
Le séquencage des nucléotides a été effectué sur les produits de ’amplification
par RT-PCR du géne nef & partir de ’ARN génomique purifié des virus VIH-1 CDSI1,
VIH-1 CDS2 et VIH-1 CDS1.2. Ces séquengages effectués avec un séquenceur par
capillarité ont été réalisés par le personnel du service de séquengage de I'INRS-Institut
Armand-Frappier (Santé Humaine) dans les mémes conditions que celles décrites a

I’article 3.1.5.4.
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3.2.4.3 Détection des protéines virales du VIH par immunofluorescence
indirecte

Afin de détecter la présence des protéines virales dans les cellules transfectées ou
infectées, une technique d’immunofluorescence indirecte sur lame a été utilisée. Un
volume de 0,5 a 1 mL de cellules CEM transfectées ou infectées a été lavé avec 15 mL de
PBS, puis centrifugé a 900 rpm pendant 5 min. Le surnageant a été vidangé et le culot a
été remis en suspension avec le surnageant résiduel. Quinze UL de cellules ont été
déposés dans 2 cupules distinctes d’une lame de 12 cupules (ICN Biomedicals, OH,
USA). Les lames ont été observées au microscope inversé pour s’assurer de la présence
d’une quantité suffisante de cellules. Les cellules ont été séchées sous la hotte biologique
pendant 30 min, puis fixées pendant 30 min dans de I’acétone froid a -20°C. Les lames
ont été ensuite lavées avec de ’eau distillée pendant 3 min puis asséchées sous le
laminaire. La coloration pour ’examen au microscope a fluorescence a été réalisée en
ajoutant 30 pL de sérum humain anti-VIH-1 dilué 1:100 par puits. Un sérum humain
négatif a été aussi utilisé comme témoin négatif. Apres une incubation a 37°C sous
atmosphére humide avec 5% de CO; pendant 2 heures, les lames ont été lavées trois fois
pendant 3 min avec agitation dans du PBS. Les cellules exprimant les antigenes du VIH
ont été révélées en ajoutant 20 uL d’un mélange d’anti-immunoglobulines (Fab’) A, Get
M humaines conjuguées & I’isothiocyanate de fluorescéine dilu¢ 1:100 dans du PBS
contenant 1/25 de rhodamine (Difco Laboratories, Michigan, USA). Les lames ont été
ensuite incubées a 37°C sous atmosphére humide avec 5% de CO2 pendant 1 heure. Apres
une série de trois lavages de 5 min avec agitation dans du PBS, le montage entre lame et

lamelle a été effectué en ajoutant une goutte de glycérol 90% dans du PBS. Les lames ont



74

été ensuite observées sous un microscope a fluorescence (Leitz Laborlux S, Allemagne)

et le pourcentage des cellules qui expriment les protéines du VIH fut déterminé.

3.2.4.4 Titrage viral

Pour déterminer la dose infectieuse 50% en culture de tissu (DICTsp), les titrages
des virus produits ont été effectués par la méthode de dilution limite dans des plateaux de
24 puits. Les surnageants des cellules infectées par les différents virus ont été dilués
suivant un facteur décimal de 10 a 10 avec du milieu RPMI sans SFB. Un culot de
1,6 x 10° cellules CEM a été mis en contact avec 100 pL de chaque dilution virale
pendant 1 heure & 37°C sous atmosphére humide avec 5% de CO,. Les cellules infectées
par chaque dilution virale ont été ensuite réparties dans 4 puits distincts a raison de
4 x 10° cellules par puits dans un volume final de 1 mL. Les plateaux ont été incubés a
37°C sous atmosphére humide avec 5% de CO,. Aprés 4 jours, 1 mL de milieu frais a été
ajouté dans chaque puits. Un suivi de la multiplication virale a été effectué
quotidiennement pendant 7 jours par une évaluation visuelle des cpe a ’aide d’un
microscope inversé. Ces effets sont caractérisés par I’apparition d’agglomérations de
cellules, de fusions primaires et secondaires ainsi que par la formation de vacuoles. Aprés
7 jours, le titre viral a été calculé selon la méthode de Kérber avec la formule suivante :

DICTsp=-A-8 (S-0,5)

Ou: A = logyo de la dilution virale montrant 100% de cpe
8 = logjo du facteur de dilution
S = somme des puits présentant des cpe incluant ceux de la dilutionouily a
100% de cpe. Cette derniére a pour valeur I'unité, et chaque autre dilution
une fraction de I’unité.
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3.2.4.5 Détermination de la cinétique de réplication virale

La cinétique de réplication des virus isogénes mutants de la protéine Nef a été
effectuée dans le but de déterminer si la protéine Nef est impliquée dans la pathogenese
associée a I’infection virale. Cent pL de dilutions décimales (10" a 10'%) de surnageants
clarifiés de cellules infectées par les virus isogénes VIH-1 CDSI, VIH-1 CDS2, VIH-1
CDS1.2 ainsi qu’avec le virus sauvage VIH-1 NL4.3 ont été incubés avec 1,6 x 10°
cellules CEM durant un temps de contact d’une heure & 37°C. Quatre mL de RPMI
complet ont ensuite été ajoutés dans chacun des tubes et chaque échantillon
correspondant 4 une dilution a été répartie dans quatre puits distincts a raison de 4 x 10
cellules par puits. Les cultures ont été incubées a 37°C sous atmosphére humide en
présence de 5% de CO; durant 7 jours. Aprés 4 jours, 1 mL de milieu complet a été
ajouté dans chaque puits. La cinétique de réplication de ces virus a été évaluée en faisant
un suivi de la croissance virale par une lecture quotidienne pendant 7 jours, & I’aide d’un
microscope inversé Leitz-Diavert. L’évaluation des cpe, caractérisés par ’apparition
d’agglomérations de cellules, de fusions primaires et secondaires ainsi que la formation
de vacuoles a été effectuée selon I’échelle suivante : - = aucun cpe; + : agrégats ; ++ =
fusions primaires ; +++ = syncytia et vacuoles et ++++ = fusions secondaires, débris

cellulaires, cpe maximaux.

3.3 Production de la protéine Nef recombinante dans les cellules High-Five
La protéine recombinante Nef a été produite dans le syst¢tme d’expression

baculoviral dans des cellules d’insectes High-Five. Cette technique a ét€ mise au point
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dans le laboratoire du Dr Lise Thibodeau par le Dr Claude Lavallée qui a également

construit le baculovirus recombinant comportant le géne ref du VIH-1 LAL

3.3.1 Lignée cellulaire High-Five

La lignée cellulaire High-Five (Invitrogen, CA, USA) est dérivée de cellules
ovariennes de Trichoplusiani. Un vial retiré de I’azote liquide a €té décongelé rapidement
4 37°C dans un bain-marie. Les cellules ont été transférées dans un flacon en polystyréne
de 25 cm? contenant 4 mL de milieu sans sérum ExCell-400 (JRH Biosciences, Kansas,
USA) additionné de 2 mM de glutamine et 10 ng/mL de gentamicine. Aprés une
incubation de 30 a 45 min & 28°C, le surnageant cellulaire a été décanté pour éliminer le
DMSO, puis a été remplacé par 10 mL de milieu frais. Apres 24 heures, les cellules ont
été mises en culture a 28°C dans un flacon en polystyréne de 25 cm? a raison de 0,1 x 10°
cellules au mL dans du milieu ExCell-400. Les cellules ont été comptées deux fois par
semaine et la concentration cellulaire a été ajustée a 0,1 x 10° cellules au mL avec du

milieu frais.

3.3.2 Infection des cellules High-Five
La premiére étape de la production de la protéine consistait & infecter 1 x 10’
cellules High-Five avec le baculovirus recombinant pour la protéine Nef & un MOI de
1 DICTsy/cellule. Une infection de 1,5 x 108 cellules dans les mémes conditions avec le
virus parental ou sauvage de la polyédrie nucléaire de Autographa californica (ACNPV) a
également été effectuée pour servir de témoin et de référence de 1’évolution de I’infection

(avec de I’expression exclusive de la polyédrine dans les noyaux des cellules infectées
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avec ce virus). Les cellules ont étés mises en contact avec les baculovirus pendant 1 heure
4 28°C en rotation continue (1 a 2 révolutions par min) dans des bouteilles de culture de
tissus de 495 cm’ en polystyréne. La densité cellulaire a ensuite été ajustée a 1 x 10°
cellules/mL avec du milieu ExCell-400 additionné de 2 mM de glutamine et 10 pig/mL de
gentamicine. Les cellules ont été ensuite placées & 28°C en rotation continue (1az

révolutions par min) a raison de 150 mL par bouteille.

3.3.3 Extraction de la protéine Nef

Les cellules infectées ont été récoltées 4 jours post-infection. Un volume de
1,5 mL de chaque culture a été conservé pour étre analysé par €lectrophorése sur un gel
de polyacrylamide 14%. Le milieu restant a été centrifugé a 1 500 rpm pendant 10 min &
4°C et le surnageant infectieux récolté a été conservé pour d’autres infections éventuelles.
Le culot cellulaire a été lavé dans 20 mL de PBS puis le milieu a été centrifugé a 1 500
rpm pendant 10 min & 4°C. Le culot cellulaire obtenu a €té remis en suspension dans du
tampon phosphate 100 mM pH 7,5 contenant 500 mM NaCl et 1mM PMSF. La protéine
Nef a été ensuite extraite par sonication (Sonic Dismembrator, Fisher Scientific, ON,
Canada) en appliquant 6 cycles de 15 secondes 4 50 unités. La suspension a été clarifiée
par une centrifugation & 8 000 rpm pendant 40 min & 4°C suivie d’une ultracentrifugation
a 25 000 rpm (Beckman L8-80 Ultracentrifuge, CA, USA) pendant 1 heure a 4°C. Le
surnageant recueilli a été dilué 10 X puis successivement filtré sur un filtre de 0,45
microns puis de 0,22 microns. Le volume final du filtrat a été noté avant de passer a la
purification sur colonne, tandis que le culot a été remis en suspension dans 100 mL de

tampon phosphate 10 mM, 50 mM NaCl, 0,1 mM PMSF (pH 7,5) puis conservé a 4°C.
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3.3.4 Purification de la protéine Nef

La purification a été effectuée a 4°C sur une colonne héparine-sépharose
(Amersham Pharmacia Biotech, Baie d’Urfé, QC, Canada) équilibrée avec du tampon
phosphate 10 mM, 50 mM NaCl (pH 7,5). L’application de I’échantillon a été réglée a
30 mL par heure. La colonne a été ensuite lavée avec du tampon phosphate 10 mM, 50
mM NaCl (pH 7,5) et des fractions de 9 mL ont été récoltées (Gilson Microfractionator,
Medical Electronics, Middleton, WI, USA). Une élution finale avec du tampon phosphate
10 mM, 0,5 M NaCl (pH 7,5) a été effectuée dans le but de détacher les protéines plus
fortement adsorbées. Les fractions ont été analysées sur un gel de polyacrylamide 14%.
Les échantillons qui contenaient une protéine dont la masse moléculaire relative était de
25-27 kDa ont été regroupés. Le pool de fractions obtenu a été dialysé pendant 48 heures
dans du PBS stérile renouvelé réguliérement. Le dialysat a été lyophilisé (Dura Dry p
TM, FTS System) et la poudre recueillie a été solubilisée dans un petit volume d’eau

distillée stérile.

3.3.5 Analyse physico-chimique de la protéine Nef recombinante
3.3.5.1 Evaluation de la concentration en protéine par le test de Bio-Rad
La concentration en protéine a été évaluée par le test de Bio-Rad (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA, USA). A cette fin, une courbe étalon a été d’abord réalisée
4 partir d’une solution standard d’albumine (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA)
en préparant différentes concentrations du standard, de 0 a 100 pg/100 uL additionnées
de 5 mL du réactif de Bio-Rad. Aprés une incubation de 30 min & la température de la

piéce, la densité optique a été mesurée 4 595 nm avec un spectrophotométre (PMQ3
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Zeiss, Allemagne). Les densités optiques de différentes dilutions de I’échantillon de la
protéine Nef de concentration inconnue dans un volume final de 100 pL d’eau distillée
ont été évaluées de la méme maniére. La concentration de la protéine Nef a été ensuite

extrapolée en se référant a la portion linéaire de la courbe étalon.

3.3.5.2 Electrophorése sur gel de polyacrylamide
3.3.5.2.1 Préparation des gels et des échantillons.

Les analyses électrophorétiques ont été effectuées sur des gels de 18 cm x 16 cm x
1,5 mm. La concentration en polyacrylamide du gel de séparation était de 14% alors que
celle du gel de regroupement était de 5%. La préparation des solutions d’acrylamide ainsi
que les différents tampons utilisés sont détaillés en annexe. Apres la polymérisation de
’acrylamide, les gels ont été introduits dans le réservoir (Hoefer Scientific Instrument,
600, USA) contenant le tampon d’électrophorese.

L’analyse des lysats cellulaires provenant des échantillons prélevés a chacune des
récoltes de cellules infectées avec le baculovirus recombinant de Nef a été effectuée en
remettant en suspension les culots cellulaires correspondant a 1 x 10° cellules dans
100 pL de tampon Laemmeli. Un dixiéme de ce volume, soit I’équivalent de 1 x 10°
cellules, a été utilisé pour les analyses. L’analyse des fractions de la chromatographie a
été effectuée en ajoutant 25 pL de tampon Laemmli 4X 4 75 pL de la fraction a
caractériser. Aprés avoir déterminé la concentration de la protéine Nef purifiée, des
échantillons de 5, 10 et 15 pg dans un volume final de 15 pL ont ét€ préparés. Des
standards de faibles masses moléculaires (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) ont été

utilisés comme référence. Les échantillons dans un volume final de 80 pL dans le tampon
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Laemmli de concentration 1X ont été dénaturés & 100°C pendant 5 min avant d’étre

déposés dans les puits du gel.

3.3.5.2.2 Analyse électrophorétique

La migration des protéines sous I’influence d’un champ électrique est fonction de
leur poids moléculaire. Un voltage constant de 50 a 70 volts a été appliqué a travers le
gel durant environ 15 heures. Le courant a été interrompu lorsque le front de migration a
atteint le bas du gel. Les gels ont été fixés dans un mélange méthanol/eau/acide acétique
5/4/1 (V/V/V) pendant 15 min. La révélation des protéines a été faite par une coloration
au bleu brillant de Coomassie (Bio-Rad Laboratories) en incubant les gels pendant 2
heures dans une solution de Coomassie de 0,25% préparée dans un mélange
méthanol/eau/acide acétique 50/45/7 (V/V/V). Les gels ont été ensuite décolorés par une
série de 3 a 4 lavages avec une solution méthanol/eau/acide acétique 3/6/1 (V/V/V)
jusqu’a ce que les bandes de protéines apparaissent clairement. Les gels ont été

photographiés, puis conservés dans une solution d’acide acétique 10%.

3.4 Essais sur le role de la protéine Nef dans la cytopathogénicité et infectivité du
VIH-1 LAI dans les cellules CEM

3.4.1 Réle de la protéine Nef dans la cytopathogénicité associée a I’infection
Dans le but d’étudier le réle de Nef dans la cytopathogénicité du VIH-1 LAI in
vitro, un culot de 1,6 x 10° cellules CEM a été mis en contact avec 100 ou 500 ng de la
protéine Nef pendant 1 heure & 37°C sous atmosphére humide avec 5% de CO,. Les
cellules ont été ensuite lavées avec du RPMI puis ont été mises en contact avec 100 pL

de chaque dilution du VIH-LAI (107" 4 10°°) pendant 1 heure 4 37°C. Des cellules CEM
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n’ayant pas été mises en contact avec la protéine Nef ont été infectées avec la méme
préparation virale et dans les mémes conditions a titre de témoin. Les cellules infectées
ont été ensuite réparties dans 4 puits distincts a raison de 4 x 10° cellules par puits dans
un volume final de 1 mL. Les plateaux ont été incubés a 37°C sous atmosphére humide
avec 5% de CO,. Apreés 4 jours, 1 mL de milieu complet a été ajouté dans chaque puits.
Les cultures cellulaires ont été observées quotidiennement a 1’aide d’un microscope

inversé Leitz-Diavert et les cpe ont été notes.

3.4.2 Réle de la protéine Nef dans I’infectivité du VIH-1 LAI

Des cellules CEM (1,6 x 10°) préalablement mises en contact ou non avec la
protéine Nef (100 ou 500 ng), ont été infectées avec le VIH-1 LAI dans les mémes
conditions & un MOI de 0,1 DICTs¢/cellule dans 100 pL. Aprés un temps de contact
d’une heure a 37°C, quatre mL de RPMI complet ont été ajoutés dans chaque tube, puis
les cellules ont été mises en culture en quadruplicat dans des plateaux de 24 puits & raison
de 4 x 10 cellules par puits dans un volume final de 1 mL. Les plateaux ont été incubés a
37°C sous atmosphére humide avec 5% de CO,. Aprés 4 jours, 1 mL de milieu frais a été
ajouté dans chaque puits. Les cpe ont été notés quotidiennement et les titres viraux ont éte

calculés selon la formule de Kérber (voir section 3.2.4.4), sept jours post-infection.
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4.1 Construction des provirus isogénes

La construction de virus mutants portant des délétions partielles ou totales dans la
protéine Nef était une étape nécessaire a I’étude de certaines de ses propriétés ainsi que

pour déterminer si elle joue un rdle dans la pathogenese associée a I'infection par le VIH.

La premiére étape de la génération de ces virus mutants consistait a introduire, par
mutagenése dirigée par PCR, des mutations prédéterminées dans le géne nef du provirus
pNL4.3 VIH-1. Les différents produits d’amplification réalisés (PCR-1 a 5), qui ont servi
a la construction des trois provirus mutants isogénes (pNL4.3 CDS1, CDS2 et CDS1.2),
sont illustrés schématiquement dans la figure 7. La premiére construction a été effectuée
par une amplification de géne en trois étapes (PCR-1 a 3), alors que les deux derniéres
n’auront nécessité qu’une seule étape de réaction d’amplification, soit les réactions
PCR-4 et PCR-5. L’analyse électrophorétique des fragments d’ADN issus des réactions
PCR-1, PCR-2 et PCR-3, qui ont servi a la construction du provirus mutant pNL4.3
CDS1, est présentée & la figure 8. Ces produits correspondent aux fragments d’ADN
attendus de 351, 242 et 558 pb, respectivement. En effet, le produit de la réaction PCR-3
est la résultante de ’amplification simultanée des fragments d’ADN issus des réactions
PCR-1 et PCR-2 qui se chevauchent sur la longueur de I’amorce 4: (ou 4°2) (35 pb)
utilisée dans les deux premiéres réactions. L’analyse électrophorétique des produits des
réactions PCR-4 et PCR-5, qui ont servi a la construction des provirus mutants pNL4.3
CDS2 et CDS1.2 respectivement, est présentée a la figure 9. Ces deux produits

d’amplification correspondent au fragment d’ADN attendu de 437 pb. En effet, ces deux
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Figure 7: Mutagenése dirigée par PCR des provirus mutants isogénes pNL4.3
CDS1, CDS2 et CDS1.2.

La construction du provirus mutant pNL4.3 CDS1 a nécessité trois réactions (PCR :
PCR-1, PCR-2 et PCR-3) qui ont généré les fragments attendus de 351 pb, 242 pb et 558
pb Le fragment de 558 pb a été obtenu en utilisant les produits purifiés de PCR-1 et PCR-
2 comme matrices et les amorces A; (qui couvre le site BamHI) et A3 (qui couvre le site
Asp). La construction des mutants pNL4.3 CDS2 (PCR-4) et pNL4.3 CDS1.2 (PCR-5)
n’a nécessité qu’une seule réaction de PCR qui a généré le fragment attendu de 437 pb.
Les mutations de la construction CDS1 (<), entrainant I’élimination du premier codon

d’initiation ( ), ont été initialement introduites dans ’amorce (Az). Par contre, les
mutations de la construction CDS2 (*), entrainant I’élimination du second codon
d’initiation ( ) ont été initialement introduites dans ’amorce A4. La construction

CDS1.2 est une construction qui présente les modifications décrites dans CDS1 et dans
CDS2. Pour construire ce plasmide, nous avons utilisé les amorces A; et Ay et le provirus
mutant pNL4.3 CDS1 comme matrice. Les amorces A; et A3 ne comportant aucune
mutation sont parfaitement complémentaires de la matrice utilisée (pNL 4.3 pour CDS1
et CDS2, et pNL4.3 CDS1 pour CDS1.2). La digestion par BamHI et Xhol des fragments
d’ADN issus des réactions PCR-3, PCR-4 et PCR-5 produit des inserts mutants
homologues (IM) de 426 pb chacun, qui permettront de générer les différents provirus
mutants une fois clonés au niveau de ces mémes sites de restriction dans le provirus
sauvage pNL4.3, en remplacement de I’insert original (I0). La numérotation utilisée ici
est celle de pNL4.3.



‘ _géne nef (620 pb)

ADN pNL 4.3 l8485 878‘7 8844 8891 9016 9407
[l [l 'l L
re- T ¥ T 1 T T
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Insert original de 426 pb (10)
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Figure 8: Analyse du produit des réactions PCR-1, PCR-2 et PCR-3 sur un gel
d’agarose 1,8%.

A la fin des réactions d’amplification, des volumes de 10 pL de la phase aqueuse des
réactions PCR-1 (puits 2), PCR-2 (puits 3) et PCR-3 (puits 5) ont été analysés sur un gel
d’agarose 1,8%. Ces produits correspondent respectivement aux fragments d’ADN
attendus de 351 pb, 242 pb et 558 pb. Le puits 4 représente le provirus pNL4.3 digéré par
BamHI et Xhol qui génére un petit fragment de 426 pb. Le puits 1 contient un marqueur a
échelle multiple de 100 pb. Les amplifications ont été effectuées sur 25 cycles de
réactions selon la programmation suivante: 94°C / 2 min, 44°C / 2 min et 72°C / 2 min.
Cette série de réactions a été précédée d’un cycle de dénaturation &4 94°C pendant 3 min et
terminée par un cycle d’extension des produits amplifiés a 72°C pendant 3 min.



100 pb ———

12345




88

Figure 9: Analyse du produit des réactions PCR-4 et PCR-5 sur un gel d’agarose
1,8%.

La construction des mutants pNL4.3 CDS2 (PCR-4) et pNL4.3 CDS1.2 (PCR-5) aura
nécessité une seule étape de PCR. A la fin de la réaction d’amplification, des volumes de
10 ul de la phase aqueuse des réactions PCR-4 (puits 2) et PCR-5 (puits 3) ont été
analysés sur un gel d’agarose 1,8%. Ces produits correspondent chacun au fragment
d’ADN attendu de 437 pb. La taille de ces fragments correspond environ a celle du
fragment original libéré aprés la digestion du provirus sauvage pNL4.3 (VIH-1) par
BamHI et Xhol qui est de 426 pb précisément (puits 4). On note la présence de résidus
d’amplification d’environ 100 pb dans ces deux réactions. Le puits 1 contient un
marqueur a échelle multiple de 100 pb. Les amplifications ont été effectuées dans les
mémes conditions que celles décrites a la figure 8.



437 pb ——- ——— 426 pb

100 pb ——
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Figure 10:  Analyse des inserts mutants homologues sur un gel d’agarose 1,8%
avant le clonage de ces derniers dans pNL4.3

Aprés sa purification, le produit de la réaction PCR-3 (puits 3), qui correspond au
fragment d’ADN attendu de 558 pb, a été digéré par BamHI et Xhol (puits 4) générant
deux fragments d’ADN dont I’insert attendu de 426 pb qui porte les mutations ciblées
dans la construction CDS2 et un petit fragment de 125 pb (on note que la digestion est
partielle). La taille de cet insert mutant de 426 pb correspond a celle de ’insert mutant
qui porte les mutations ciblées dans CDS2, issu du produit de la réaction PCR-4 digéré
également par BamHI et Xhol figurant dans le puits 2. On note la présence de résidus
d’amplification d’environ 100 pb dans la réaction PCR-4 comme dans la réaction PCR-5
(voir figure 9). Le puits 1 contient un marqueur & échelle multiple de 100 pb. Les
amplifications ont été effectuées dans les mémes conditions que celles décrites a la
figure 8.



1234
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réactions ont été effectuées dans les mémes conditions avec les mémes amorces, sauf
que, dans la réaction PCR-5, c’est le provirus mutant pNL4.3 CDS1 qui a servi de

matrice au lieu du provirus sauvage NL4.3.

Ainsi, cette premiére étape de la mutagenése dirigée nous a permis de disposer de
différents fragments portant les mutations ciblées dans le géne nef des provirus isogénes
pNL4.3 CDS1, CDS2 et CDS1.2 (figure 7). Ces fragments d’ADN, issus respectivement
des réactions PCR-3, PCR-4 et PCR-5, ont ensuite été digérés par BamHI et Xhol et les
inserts homologues respectifs de 426 pb résultants (figure 10) ont été clonés au niveau de
ces mémes sites de restriction dans le provirus sauvage pNL4.3, en remplacement du
fragment d’ADN original de méme taille moléculaire tel que montré dans le puits 4 des
figures 8 et 9. Pour ce faire, nous avons effectué une ligation durant la nuit & 16°C entre
les inserts qui contiennent les mutations ciblées et le provirus sauvage pNL4.3 digérés par
ces mémes enzymes de restriction suivant un rapport molaire 3:1 favorisant le clonage de
Iinsert.

Une fois les plasmides mutants reconstitués sous leur forme circulaire, des
bactéries compétentes ont été transformées avec les produits de ligation. Des
minipréparations de ces plasmides mutants ont été réalisées a partir des différentes
colonies bactériennes choisies au hasard sur les géloses. Un criblage par digestion de
I’ADN des différentes minipréparations de plasmides avec des endonucléases de
restriction aura permis d’identifier différents provirus mutants isogenes présomptifs
(résultats non montrés). Cette premiére étape de criblage était basée sur ’analyse du
patron de migration de I’ ADN digéré et non digéré des minipréparations de ces plasmides

mutants.
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La premiére construction pNL4.3 CDS1 posséde un site unique pour Smal
introduit initialement dans I’amorce CDS]1 lors de la mutagenése de ce provirus. Les
minipréparations de plasmides de cette construction ont été digérées par Smal pour
confirmer, par électrophorése sur un gel d’agarose 1%, la présence de ce site qui se
traduit par la linéarisation de ’ADN du plasmide mutant. Les minipréparations de
plasmides de la seconde construction pNL4.3 CDS2 ont été digérées par BglII pour
vérifier la génération d’un fragment d’ADN additionnel dans le patron de migration,
puisque nous avons introduit un site de restriction BgIIl additionnel dans I’amorce A, lors
de la mutagenese de ce provirus. Enfin, dans la troisiéme et derniére construction pNL4.3
CDS1.2, les minipréparations de plasmides ont été digérées successivement par Smal et
BgllI pour vérifier I’apparition des deux phénotypes précédents.

Par la suite, les mutations introduites dans les différents clones moléculaires
présomptifs qui répondaient aux critéres qualitatifs de cette étape de criblage ont été
doublement confirmées par une caractérisation physique. Celle-ci a consisté en un
premier séquengage du geéne nef effectué directement sur les trois provirus mutants
présomptifs (résultats non montrés) et par un second séquengage effectué cette fois-ci sur

les progénitures virales correspondantes qui ont été produites (voir plus loin).

Cette premiere caractérisation physique de la région du géne nef par séquengage
des différents provirus mutants construits nous a permis de confirmer que les
modifications apportées avaient été conservées et que, en dehors de la région modifiée,
intégrité du génome proviral était demeurée intacte. Cette confirmation était nécessaire
avant de passer a I’étape de la production d’une banque virale de chacun des virus

mutants isogénes.
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4.2 Les virus mutants isogénes VIH-1 CDS1, CDS2 et CDS1.2

4.2.1 Production d’une banque virale par transfection de cellules CEM avec les
provirus isogénes mutants

La production des virus mutants isogénes VIH-1 CDS1, CDS2 et CDS1.2 a été
réalisée par la transfection de cellules CEM avec les provirus mutants isogénes pNL4.3
CDS1, CDS2 et CDS1.2, respectivement. Les cellules transfectées maintenues en culture
ont produit graduellement les différentes progénitures virales durant les 12 & 14 jours qui
ont suivi la transfection.

Le taux de mortalité des cellules CEM se situait entre 30 a 45% dans les
premiéres heures qui ont suivi la transfection et était similaire pour I’ensemble des
constructions. Cette mortalité est attribuable a la toxicit¢é du DEAE-dextan dont la
présence est nécessaire a la transfection. Entre 5 et 6 jours post-transfection, le taux de
mortalité a diminué considérablement pour osciller entre 5 et 10%. Dés I’apparition des
cpe, le taux de mortalité était proportionnel a celui de la réplication virale. Pour chacune
des constructions, la progression de la réplication virale a été évaluée par la détection des
antigénes du VIH par immunofluorescence indirecte. Le pic de I’expression des protéines
du VIH-1 se situait entre 12 et 14 jours post-transfection dans tous les cas. A ce stade, la
majorité des cellules étaient positives pour le VIH-1. La figure 11A montre une
microphotographie d’une culture cellulaire représentative de cellules transfectées avec les
diverses constructions dans un essai par immunofluorescence. On observe que plus de
90% des cellules sont reconnues par un sérum de référence humain positif pour les
antigénes du VIH contrairement aux cellules non transfectées qui ne montrent aucune

réactivité (figure 11B). Cette forte expression des protéines du VIH est associée
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Figure 11 : Microphotographie de culture de cellules CEM transfectées exprimant
les protéines du VIH détectées par immunofluorescence indirecte.

Des cellules transfectées aprés 12 jours avec un provirus isogéne (pNL4.3 XR)
caractéristique des constructions réalisées (A) ou non transfectées (B) ont été fixées a
I’acétone et incubées avec un antisérum humain positif pour les antigénes du VIH (dilué
1:100). Les cellules exprimant des protéines immunoréactives ont été révélées a I’aide
d’anticorps anti-Ig A, G et M humains préparés chez la chévre et couplés a
I’isothiocyanate de fluorescéine (dilué 1:100 dans du PBS contenant 1/25 de rhodamine).
Les observations ont été faites avec un microscope a fluorescence Leitz avec un facteur
d’agrandissement de 1000 X.






97

également a une mortalité cellulaire plus élevée et des effets cytopathogénes variables
selon le mutant utilisé. Une banque des différents virus a été produite au moment ou
I’expression virale était a son maximum dans les surnageants des cultures cellulaires
transfectées.

L’infection de cellules CEM avec cette premiére progéniture virale issue de la
transfection nous a permis d’observer des différences dans le degré des cpe induits par les
trois virus mutants. Les microphotographies présentées dans les figures 12a, 12b et 12¢
illustrent les cpe induits par chacun des virus mutants isogénes VIH-1 CDS1, CDS2 et
CDS1.2 sur les cellules CEM 10 jours post-infection. Les cellules ont été infectées avec
100 pL de surnageant infectieux récolté au moment du pic de I’expression des protéines
du VIH dans les cellules transfectées avec chacun des provirus.

Dans la microphotographie des cellules CEM infectées par le virus VIH-1 CDS-1
(figure 12a), on ne note que des agrégats cellulaires et des fusions primaires. Dans la
microphotographie des cellules infectées avec le virus VIH-1 CDS2 (figure 12b), on note
la formation de gros agrégats cellulaires, de fusions primaires, peu de syncytia et
quelques vacuoles. Dans la microphotographie des cellules CEM infectées par le virus
VIH-1 CDS1.2 (figure 12¢), on note surtout la formation d’agrégats cellulaires, quelques
fusions primaires et trés peu de fusions secondaires. La microphotographie présentée a la
figure 12d montre des cpe typiques observés dans le cas d’une infection avec le virus
sauvage VIH-1 LAI, soit la formation d’agrégats cellulaires, de fusions primaires, de
syncytia, de vacuoles et de fusions secondaires, contrairement aux cellules CEM non

infectées qui ne montrent aucun cpe (figure 12e).
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Figure 12 : Microphotographie de cellules CEM infectées par les virus mutants

Les cpe du VIH-1 CDSI1 (12a), VIH-1 CDS2 (12b), VIH-1 CDS1.2 (12c¢) ont été
observés 10 jours p.i. Quatre millions de cellules CEM dans un flacon en polystyréne de
25 cm? contenant 10 mL de milieu RPMI ont été infectées avec 100 pL de surnageant
infectieux récolté au moment correspondant au pic de I’expression des protéines du VIH
dans les cellules transfectées avec les provirus correspondants. Les cpe du VIH-1 CDS1
sont marqués par des agrégats cellulaires et des fusions primaires. Les cpe du VIH-1
CDS2 observés sont marqués par la formation d’agrégats cellulaires, de quelques fusions
primaires, trés peu de fusions secondaires et quelques vacuoles. Tandis que les cpe du
VIH-1 CDS1.2 montrent la formation d’agrégats cellulaires, de fusions primaires et de
quelques fusions secondaires. Les cpe caractéristiques de la souche sauvage VIH-1 LAI
sur les cellules CEM (observés 4 jours p.i (MOI de 0,1 DICTsy/cellule) sont marqués par
la formation de syncytia, de fusions secondaires et de trés grosses vacuoles. La
microphotographie 12e présente des cellules CEM non infectées. Les cultures ont été
observées a I’aide d’un microscope inversé (Leitz-Diavert). Le facteur d’agrandissement
est d’environ 400 X.
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4.2.2 Caractérisation physique du génotype des virus mutants isogénes par
séquencgage

Le séquencage du géne nef effectué sur les provirus mutants ayant confirmé la
présence des modifications introduites, une deuxiéme caractérisation physique du gene
nef a été effectuée directement sur les progénitures virales issues des transfections.
L’ARN génomique a été extrait des différents virus mutants, purifié et amplifié par RT-
PCR. Le séquengage a été effectué directement sur les produits d’amplification. Ce
second séquengage, identique a celui effectué sur le DNA proviral, a été réalisé dans le
but de s’assurer que les mutations initialement introduites dans le provirus sauvage
avaient été conservées dans les progénitures virales. Cette étape était un pré-requis a la
caractérisation phénotypique des différents virus mutants.

Tel que montré dans la figure 13, les différents produits RT-PCR issus des virus
isogénes VIH-1 CDS1, CDS2 et CDSI1.2 ainsi que des virus VIH-1 LAl et NL4.3 (qui ont
servi de témoins) correspondent au fragment d’ADN attendu de 719 pb. Ces produits ont
été obtenus en utilisant les amorces A5 et 44 (tableau I) situées en amont et en aval du
géne nef, respectivement.

L’élimination du premier codon d’initiation dans le géne nef, caractéristique de la
construction VIH-1 CDS1, a été confirmée dans le profil de séquengage partiel du brin
antisens du fragment d’ADN provenant de I’amplification du géne nef obtenu & partir de
I’ ARN génomique du VIH-1 CDS1 (figure 14a). On note ici la présence du site Smal
cceggg, (nucléotides 206-211), unique dans le génome de ce mutant, couplé a un codon
de terminaison prématuré cta (nucléotides 199-201) introduit lors de la mutagenése

dirigée par PCR.
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Les modifications caractéristiques de la construction VIH-1 CDS2, ont été aussi
confirmées dans le profil de séquengage partiel du brin antisens du fragment d’ADN
provenant de I’amplification du géne nef a partir de I’ARN génomique du VIH-1 CDS2
présenté dans la figure 14b. On note I’élimination du second codon d’initiation avec
I’apparition du site Xbal ou BglII agatct (nucléotides 151-156) couplé a un codon de
terminaison prématuré tca (nucléotides 145-147).

Enfin, la confirmation de la combinaison des modifications introduites dans les virus
mutants VIH-1 CDS1 et VIH-1 CDS2 dans la séquence du géne nef du mutant VIH-1
CDS1.2 est illustrée dans le profil de séquengage partiel (figure 14¢) du brin antisens du
fragment d’ ADN provenant de I’amplification du geéne nef a partir de I’ARN génomique
de ce mutant. On voit, en effet, I’élimination du premier et du second codon d’initiation
faisant apparaitre a leur place, respectivement, le site Smal cccggg unique (nucléotides
206-211) couplé a un codon de terminaison prématuré cta (nucléotides 199-201) et le site
Xbal ou BgIII agatct (nucléotides 151-156) couplé & un codon de terminaison prématuré

tca (nucléotides 145-147).

4.2.3 Caractérisation biologique des virus mutants isogénes

4.2.3.1 Potentiel d’expression des différentes formes de la protéine Nef
des virus mutants isogénes

Les différentes mutations introduites dans le géne nef ont été congues dans le but
de générer deux virus (VIH-1 CDS1 et VIH-1 CDS2) qui auront le potentiel d’exprimer

une seule portion de la protéine Nef. Chacune de ces deux portions de la protéine est
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Figure 13 : Analyse du produit de Pamplification du géne nef des différents virus
isogénes obtenu par RT-PCR.

L’amplification du géne nef par RT-PCR a partir de ’ARN génomique viral purifié
génére un fragment attendu de 719 pb en utilisant les amorces As et Ag. La taille attendue
de ce fragment est confirmée dans I’analyse du profil électrophorétique sur ce gel
d’agarose 1,8% des produits RT-PCR de I’ensemble des virus mutants isogénes
construits, soient les virus VIH-1 CDS1, CDS2 et CDS1.2 (puits 2, 3 et 4). Il en est de
méme pour les virus VIH-1 NL4.3, XR (un autre virus isogéne) et LAI analysés comme
témoin dans les puits 2, 6 et 8. Le puits 1 contient un marqueur a échelle multiple de 100
pb. Le puits 7 contient I’ADN du phage A digéré par HindIIl.

Les réactions RT-PCR ont été effectuées selon la programmation suivante : une réaction
avec la transcriptase inverse a 45°C pendant 30 min; un cycle de dénaturation & 94°C
pendant 3 min; une premiére étape de PCR sur 10 cycles de réactions selon le programme
suivant: 94°C pendant 2 min, 42°C pendant 30 sec et 68°C pendant 2 min; et d’une
seconde étape de PCR sur 25 cycles avec le méme programme, auquel une réaction
d’extension de 2 sec par cycle a été ajoutée. Pour terminer, la réaction a été complétée par
un cycle d’extension des produits amplifiés 4 68°C pendant 5 min.
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distincte mais complémentaire. Quant au troisiéme virus (VIH-1 CDS1.2), il n’aurait pas
le potentiel d’exprimer cette protéine.

La figure 15 illustre la séquence en acides aminés attendue lors de I’expression du
gene nef des différents virus mutants isogénes construits. La protéine Nef exprimée par le
virus mutant VIH-1 CDS1 serait une protéine tronquée, formée par les résidus 20-206, en
raison de I’élimination des 19 premiers acides aminés au niveau de I’extrémité N-
terminale de la protéine. Elle est donc traduite a partir du second codon d’initiation
puisque le premier codon d’initiation a été éliminé (figure 14a). Ce virus a donc le
potentiel d’exprimer uniquement une longue portion C-terminale non myristilée de 187
acides aminés de la protéine. Quant a la protéine Nef exprimée par le virus mutant VIH-1
CDS2, traduite a partir du premier codon d’initiation, elle serait myristilée, mais tronquée
également en raison de I’introduction d’un codon de terminaison prématuré en plus de
I’élimination du second codon d’initiation (figure 14b). Ce virus mutant se retrouve avec
le potentiel de produire uniquement une courte portion N-terminale de la protéine
constituée par les 19 premiers acides aminés. Enfin, le virus mutant VIH-1 CDS1.2,
n’exprimerait pas la protéine Nef car les deux premiers codons d’initiation du géne nef
ont été supprimés (figure 14c). Ce virus double mutant a donc la propriété d’étre

potentiellement négatif pour la protéine Nef.

4.2.3.2 Analyse phénotypique des virus mutants isogénes de la protéine Nef
Afin de déterminer si la protéine Nef est impliquée dans la pathogenése associée a

Pinfection par le VIH, nous avons utilisé I’approche expérimentale in vitro suivante : a)
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Figure 15: Séquence de la protéine Nef potentiellement exprimée par les virus
mutants isogénes.

Chacun des virus VIH-1 CDS1 et VIH-1 CDS2 a le potentiel d’exprimer un segment de
la séquence de 206 acides aminés de la protéine Nef exprimée dans sa totalité par le virus
sauvage VIH-1 NL4.3 (ou VIH-1 LAI). La séquence en acides aminés attendue de la
protéine Nef des virus mutants isogénes serait formée par les résidus 20-206 formant la
longue portion C-terminale de la protéine Nef chez le virus VIH-1 CDSI, et par les
résidus 1-19 formant le court segment N-terminale de la protéine Nef chez le virus VIH-1
CDS2. Le troisiéme virus mutant, le VIH-1 CDS1.2, serait potentiellement négatif pour la
protéine Nef.
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Nef VIH-1

NL4.3 MGGKWSKSSVIGWPAVRERMRRAEPAADGVGAVSRDLEKHGAITSSNTAA
CDSI1 veeeerer o (2a20)MRRAEPAADGVGAVSRDLEKHGAITSSNTAA

CDS2 MGGKWSKSSVIGWPAVRER X R...ooooooooooeooeoeoeoeoeoeooo
6 0 ) B

1

NL4.3 NNAACAWLEAQEEEEVGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGL
CDS1 NNAACAWLEAQEEEEVGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGL

DS i

51

101 NL4.3 IHSQRRQDILDLWIYHTQGYFPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWCYKLVPVEPD
CDS1 IHSQRRQDILDLWIYHTQGYFPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWCYKLVPVEPD

D S

1s1 NL4.3 KVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHP
CDS1 KVEEANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHP

DS 2

200 NL4.3 EYFKNC
CDS1 EYFKNC
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I’évaluation des cpe produits par chacun des virus mutants de la protéine Nef dans les
cellules CEM; b) la détermination de la cinétique de réplication virale, qui se traduit par
la quantité de virus infectieux produite dans le surnageant des cultures cellulaires 7 jours
post-infection (titre viral exprimé en DICTso/mL). Il est a noter qu’il n’y a pas de
corrélation directe entre la virulence d’une souche virale, inductrice de syncytia (SI) ou
non-inductrice de syncytia (NSI) et la vitesse de réplication du virus.

Cette étude nécessitait deux préalables : a) que le MOI utilisé pour infecter les
cellules CEM soit le méme pour chaque mutant; b) que la progéniture virale issue de ces
infections soit utilisée directement pour évaluer la cytopathogénicité et le rendement en
virus infectieux, dans des essais ou un volume identique pour chacun des mutants est
utilisé.

Aprés avoir produit une banque virale et déterminé le titre infectieux pour chacun
des virus mutants de Nef, les cellules CEM ont été infectées en quadruplicat avec chacun
des virus mutants ainsi qu’avec le virus sauvage VIH-1 NL4.3, dans les méme conditions
et en utilisant le méme MOI (0,1 DICTso/cellule). Sept jours post-infection, les cultures
ont été récoltées, centrifugées et les surnageants clarifiés utilisés. Les cpe ont été notés
quotidiennement durant 7 jours. Les tableaux II-A a II-D montrent que les cpe,
représentés par des agrégats, des fusions cellulaires primaires et secondaires et des
syncytia accompagnés ou non de vacuoles, sont quantitativement et qualitativement
différents selon le mutant isogéne VIH-1 CDS1, CDS2, CDS1.2 ou le virus sauvage
NL4.3 utilisé. Ces différences sont observables a toutes les dilutions. A la dilution 107,
les cellules infectées soit par le virus mutant CDS1 (qui exprimerait potentiellement la

longue portion C-terminale de la protéine Nef ) ou le virus sauvage NL4.3, montrent des
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cpe maximums 4 jours post-infection (tableaux II-A et II-D), alors que, dans les mémes
conditions, les cpe induits par les virus mutants CDS2 (qui exprime uniquement les 19
premiers acides aminés de la portion N-terminale) et CDS1.2 (négatif pour la protéine
Nef) sont minimums. A la dilution limite (10”%), ces deux mutants se montrent incapables
d’induire des cpe significatifs, méme 7 jours post-infection (tableaux II-B et II-C). Ces
deux virus se comportent comme des souches non-inductrices de syncytia.

Les virus mutants s’étant montrés différents dans leur cytopathogénicité, nous
avons procédé a une évaluation quantitative de leurs progénitures dans les surnageants
des cultures infectées. Ainsi, afin d’apprécier le potentiel infectieux et la vitesse de
réplication des progénitures virales de chacun des mutants isogénes, 1,6 x 10° cellules
CEM ont été infectées avec la méme quantité de virus (100 DICTso) et les titres viraux
ont été déterminés 7 jours post-infection. Les résultats sont présentés dans le tableau III.
On observe que le phénotype du virus mutant VIH-1 CDS1 est sensiblement le méme que
celui du virus sauvage VIH-1 NL4.3 pour ce qui a trait a la vitesse de réplication, qui se
traduit ici par le nombre d’unités infectieuses produites sept jours post-infection. En effet,
le mutant CDS1 (ayant le potentiel d’exprimer toute la portion C-terminale de Nef, a
I’exclusion des 19 premiers acides aminés) présente un titre de 10%* DICTso/mL,
semblable 4 celui du virus sauvage NL4.3 qui est de 10%' DICTso/mL. Quant aux virus
mutants VIH-1 CDS2 (ayant le potentiel d’exprimer uniquement les 19 premiers acides
aminés de la protéine Nef) et VIH-1 CDS1.2 (aucune expression de Nef), ils présentent
des phénotypes semblables avec des titres identiques de 10>' DICTso/mL. La différence

entre les titres plus faibles observés chez les mutants CDS2 et CDS1.2 et ceux observeés
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Tableau II: Analyse phénotypique des virus mutants isogénes VIH-1 CDS1, VIH-1
CDS2, VIH-1 CDS1.2 et du virus sauvage VIH-1 NL4.3.

Cent pL de dilutions décimales (10" 4 10"®) de surnageants clarifiés de cellules infectées
par les virus VIH-1 CDS1, VIH-1 CDS2, VIH-1 CDS1.2, et VIH-1 NL4.3 ont été
incubés avec 1,6 x 10° cellules CEM durant un temps de contact d’une heure & 37°C.
Quatre mL de RPMI complet ont été ensuite ajoutés dans chacun des tubes et chaque
échantillon a été réparti dans quatre puits distincts  raison de 4 x 10° cellules par puits.
Les cultures ont été incubées & 37°C sous atmosphére humide avec 5% de CO; durant
sept jours. Apres quatre jours, 1 mL de milieu complet a été ajouté dans chaque puits. Les
cultures cellulaires ont été observées quotidiennement a I’aide d’un microscope inversé
Leitz-Diavert et les cpe ont été notés selon la convention :

- : aucun cpe

+ : agrégats

4+ : fusions primaires

+++ : syncytia et vacuoles

++++ : fusions secondaires, cpe maximal
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I1-A : VIH-1 CDS1

Jourspi dilutions
10" 10° 10° 10°* 10° 10°
1 - = - - - -
2 + + - - - -
3 +++ ++ 4 + - -
4 +H++ ++ + + - -
5 ++++ +++ ++ + -
6 bt o +++ ++ ++ -
7 +H++ FH++ et +++ -t .

II-B : VIH-1 CDS2

Jours p.i dilutions
10" 10° 10° 10" 10° 10°
1 - - - - - -
2 + - - & - -
3 ++ + + - - -
4 ++ + + - - =
5 +++ ++ + + - -
6 +++ +++ ++ ++ + -
7 ++++ ++++ +++ ++ + -
I-C : VIH-1 CDS1.2
Jours p.i dilutions
10" 10”* 10° 10" 10° 10°
1 - - - s - -
2 + - + - - -
3 ++ + + - - -
4 ++ + + - - -
5 ++++ +++ ++ + - -
6 ++++ +++ ++ + + -
7 ++++ +++ ++ + + -
I-D : VIH-1 NL4.3
Jours p.i dilutions
10" 10” 10° 10" 107 10°
1 - - - - - -
2 ++ + - - -
3 +++ +++ ++ + - -
4 ++++ +++ ++ + - -
S ++++ ++++ +++ ++ + -
6 ++++ ++++ ++++ ++ ++ -
7 ++++ ++++ ++++ +++ +++ -
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Tableau III : Détermination des titres des virus mutants VIH-1 CDS1, VIH-1 CDS2,
VIH-1 CDS1.2 et du virus sauvage VIH-1 NL4.3 7 jours post-
infection.

NL4.3 CDS1 CDS2 CDS1.2

Titre viral
(DICTsymL) 10%'  10%* 10" 10>

1,6 M de cellules CEM ont été infectées avec 100 DICTsp des divers virus dans les
mémes conditions.. Aprés 7 jours, 100 pL des surnageants respectifs ont été récoltés et
dilués suivant un facteur décimal de 10™! a 10 avec du milieu RPMI complet. Un culot
de 1,6 x 10° cellules CEM a été mis en contact avec 100 pL de chaque dilution virale
pendant 1 heure a 37°C. Les cellules infectées ont été ensuite réparties dans 4 puits
distincts a raison de 4 x 10° cellules par puits dans un volume final de 1 mL. Les plateaux
ont été incubés a 37°C sous atmosphére humide avec 5% de CO,. Aprés 4 jours, 1 mL de
milieu complet a été ajouté dans chaque puits. Les cpe ont été notés quotidiennement et
les titres viraux ont été calculés selon la formule de Kérber, sept jours post-infection.
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chez le virus sauvage NL4.3 et le virus mutant CDS1 (titres plus élevés) sont
significatives puisqu’il s’agit d’un écart de dix a vingt fois.

Afin de vérifier le potentiel fusogénique de la protéine Nef observé avec les
immunosomes-Nef (Nef associée a des liposomes) (Thibodeau, non publié), qui serait
potentiellement dirigée par les 19 premiers acides aminés (Curtain ef al., 1994), une étude
comparative de I’incidence de syncytia associés a des vacuoles a été effectuée. Les
cellules CEM ont été infectées dans les mémes conditions avec chacun des virus mutants
isogenes ainsi qu’avec la souche sauvage a titre de référence.

Le suivi a été effectué en faisant quotidiennement une évaluation visuelle du
nombre et de la taille des syncytia associés a des vacuoles, sur une période de sept jours.
Comme le montre le tableau IV, aucune ou trés peu de vacuoles ont été observées dans
les cultures cellulaires infectées par les virus mutants CDS1 et CDS1.2. Au contraire, les
cellules infectées par le virus mutant CDS2 présentent de nombreuses vacuoles
semblables i celles observées avec les virus sauvages VIH-1 NL4.3 et LAL Ces
différences phénotypiques ont également été observées dans les cellules CEM infectées
avec les surnageants infectieux issus des expériences de transfection (figure 12) lors des

amplifications virales pour la constitution des différentes banques de virus.

4.3 Production et purification de la protéine Nef recombinante
Pour investiguer plus & fond le role de la protéine Nef dans la pathogenése, il nous

fallait disposer d’une protéine Nef purifiée. Le baculovirus recombinant de la protéine
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Tableau IV: Fréquence relative de la formation de syncytia associés a des vacuoles
dans les cellules CEM 7 jours post-infection avec les virus mutants
isogénes et sauvages.

virus LAI NL43 CDS1 CDS2 CDS1.2

Fréquence
relative des 20 10-20 0-1 10-20 0-1

vacuoles

Des cellules CEM ont été infectées avec les divers virus dans les mémes conditions en
utilisant le méme indice de multiplicité (MOI de 0.1 DICTsy/cellule). L’importance
relative de la formation des vacuoles a été évaluée quantitativement sur la base du
nombre de vacuoles observé par champ microscopique & un grossissement de 400 X avec
un microscope inversé Leitz-Diavert selon I’échelle suivante :
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Nef avait déja été construit dans le laboratoire du Dr Thibodeau par le Dr Claude
Lavallée; nous I’avons donc utilisé pour produire Nef.
Des cellules d’insecte High-Five ont été infectées avec le virus recombinant dont le géne
nef du VIH-1 LAI avait été substitué au géne de la polyédrine du baculovirus. Quatre
jours post-infection, les cultures ont été clarifiées par centrifugation et les surnageants
infectieux ont été conservés pour servir d’inoculum viral pour d’autres infections. Les
cellules infectées avec le baculovirus recombinant ont été lysées dans le tampon de
Laemmli quatre jours post-infection et analysées sur un gel de polyacrylamide 4 14%. La
protéine Nef présente dans les lysats cellulaires (100 000 cellules) issus de trois
productions distinctes correspond a la bande de 25-27 kDa observée dans les puits 6, 7 et
8 de la figure 16. Cette bande est absente des lysats de cellules infectées avec le virus
sauvage de la polyédrie nucléaire de Autographa californica (AcNPV) utilisé comme
témoin. Dans ce cas, on observe une imposante bande de 35 kDa qui correspond a la
polyédrine (puits 2, 3 et 4). Cette protéine n’est pas produite dans les cellules infectées
avec le baculovirus recombinant car le géne nef du VIH-1 LAI a été cloné dans le géne de
la polyédrine. L’ expression précoce (24 heures p.i.) de la polyédrine, qui est facilement
observable au microscope inversé dans les noyaux des cellules infectées, permettait
d’apprécier I’évolution de I’infection dans les cellules infectées avec le virus recombinant
de Nef et indiquait le moment opportun de la récolte, puisque ce dernier n’induit aucun
cpe.

Les cellules infectées avec le baculovirus recombinant exprimant Nef ont été

récoltées quatre jours post-infection puis centrifugées. Les culots cellulaires ont été
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Figure 16: Analyse de la protéine Nef recombinante sur gel de polyacrylamide 14%

Un milliard de cellules d’insecte High-Five ont été infectées a un MOI de
1 DICTso/cellule avec le baculovirus recombinant de la protéine Nef. Les puits 6, 7 et 8
montrent des lysats cellulaires de 100 000 cellules issus de trois productions distinctes de
Nef avec le baculovirus recombinant. La protéine Nef correspond a la bande d’environ
25-27 kDa. Les culots cellulaires recueillis aprés centrifugation ont été soumis a une
sonication afin d’extraire la protéine Nef qui se retrouve ancrée dans la membrane
cellulaire. La protéine fut ensuite purifiée par chromatographie sur une colonne héparine-
sépharose. Les fractions qui contenaient la protéine Nef pure a plus de 80% des protéines
totales ont été regroupées, puis dialysées et lyophilisées. Le puits 5 montre la protéine
Nef purifiée (10 pg). Les puits 2, 3 et 4 montrent les lysats cellulaires de 100 000 cellules
issus trois infections distinctes avec le baculovirus sauvage AcNPV qui servait de témoin.
La polyédrine exprimée uniquement dans les cellules infectées avec ce virus est
représentée par la bande de masse moléculaire d’environ 35 kDa. Le puits 1 correspond
aux marqueurs de référence de faible masse moléculaire: phosphorylase b, 97,4 kDa;
albumine de sérum bovin, 66,2 kDa; anhydrase carbonique, 31,0 kDa; inhibiteur de
trypsine de féve de soya, 21,5 kDa; et lysosyme, 14,4 kDa. L’électrophorése a été
effectuée sur un gel de polyacrylamide 14% en milieu réducteur (B-mercaptoéthanol) et
dénaturant (SDS). Le gel a été coloré au bleu de Coomassie.
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soumis & une sonication afin d’extraire la protéine Nef qui se trouve ancrée dans les
membranes cellulaires.

La protéine a été ensuite purifiée par chromatographie sur une colonne d’héparine-
sépharose équilibrée avec du tampon phosphate 10 mM, 50 mM NaCl (pH 7,5) puis
lavée avec le méme tampon. Les fractions qui contenaient la protéine Nef pure a plus de
80% des protéines totales ont été regroupées, dialysées dans du PBS dilué au
cinquantiéme et lyophilisées. Le puits 5 montre 10 pg de la protéine Nef purifiée
reconstituée dans de I’eau pure aprés la lyophilisation. On voit que la protéine Nef est
pure & 80 a 90%. Le rendement moyen des productions était de 3,5 pg de protéine pour
100 000 cellules (puits 6); un milliard de cellules furent utilisées dans chacune de ces

productions.

4.4 Essais sur le role de la protéine Nef dans la cytopathogénicité et dans Pinfectivité
du virus VIH-1 LAI

4.4.1 Réle de la protéine Nef recombinante dans la cytopathoegénicité du VIH-1
LAI dans les cellules CEM

Afin de déterminer si la protéine Nef joue un role dans la cytopathogénicité du VIH-1
LAI, nous avons infecté des cellules CEM, préalablement mises en contact ou non
pendant une heure avec 100 ou 500 ng de la protéine Nef recombinante, avec le VIH-1
LAI a un MOI de 0,1 DICTsy/cellulle. Le rendement en virus infectieux a été déterminé
dans des essais ou des volumes identiques de 100 puL ont été titrés par la méthode de
Kirber (dilutions de 10™" & 10°®). Les cpe ont été notés quotidiennement durant 7 jours. Le
tableau V montre que les cpe sont quantitativement et qualitativement différents selon

que les cellules CEM ont été mises en contact ou non avec la protéine Nef recombinante
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avant I’infection. En effet, la comparaison des cpe aux dilutions virales 10 4 10 montre
clairement que la protéine Nef est impliquée dans la cytopathogénicité.

A la dilution virale de 10™, les cpe sont minimaux en 1’absence préalable de contact
avec la protéine Nef recombinante, alors que les cellules infectées avec la méme dilution
virale montrent des cpe maximaux lorsque les cellules ont été pré-incubées avec cette
méme protéine. Le méme phénoméne est observé  la dilution 10°. L’effet de la protéine
Nef sur la cytopathogénicité est encore plus évident a la dilution limite de 10°. Aucun
cpe n’a été observé en absence de Nef, alors que le contact avec 100 ou 500 ng de Nef
avec les cellules avant I’infection par le VIH-1 LAI induit la formation de fusions
primaires, de syncytia et de quelques fusions secondaires. Les cellules CEM non
infectées préalablement mises en contact avec 25, 50, 100 et 500 ng de Nef puis lavées
ont été observées aprés 4 et 7 jours a titre de témoin. Quelque soit la quantité de Nef
utilisée, la viabilité cellulaire n’est pas affectée par Nef et aucun effet de cytotoxicité sur

les cellules CEM n’a été observé (figure 17).

4.4.2 Role de la protéine Nef dans Pinfectivité du VIH-1 LAI
Afin d’apprécier le potentiel infectieux et la vitesse de réplication du VIH-1 LAI
en présence ou en absence de la protéine Nef et de vérifier si les différences de cpe
observées quand Nef est fournie en frans étaient en relation avec le rendement en virus,
nous avons infecté des cellules CEM dans les mémes conditions en présence ou en

I’absence de Nef et les titres viraux ont été déterminés sept jours post-infection.
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Figure 17 : Effet de la protéine Nef recombinante sur les cellules CEM non infectées.

Un culot de 0.4 x 10° cellules CEM a été mis en contact avec 25, 50, 100 ou 500 ng de la
protéine Nef pendant 1 heure 2 37°C en atmosphére humide avec 5% de CO,. Les cellules
ont éé ensuite lavées avec du RPMI puis entretenues dans du RPMI a 37°C en
atmosphére humide en présence de 5% de CO,. Un comptage cellulaire a été effectue
aprés 4 et 7 jours dans ces différentes conditions.
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Tableau V : Réle de la protéine Nef recombinante dans la cytopathogénicité du
VIH-1 LAI

" Dilutions virales RPMI  Nef100ng  Nef 500 ng

107 -+ ND ND
102 bt ND ND
10° bt ND ND
107* ++ S A+
107 + A+ I
107 - ot T

Un culot de 1,6 x 10° cellules CEM a été mis en contact avec 100 ou 500 ng de la
protéine Nef pendant 1 heure a 37°C en atmosphére humide avec 5% de CO,. Les cellules
ont été ensuite lavées avec du RPMI puis mises en contact avec 100 pL de chaque
dilution du VIH-LAI (10" & 10®) pendant 1 heure a 37°C. Des cellules CEM n’ayant pas
été mises en contact avec la protéine ont servi de référence. Les cellules infectées ont ét¢
ensuite réparties dans 4 puits distincts a raison de 4 x 10° cellules par puits dans un
volume final de 1 mL. Les plateaux ont été incubés & 37°C sous atmosphére humide avec
5% de CO,. Aprés 4 jours, 1 mL de milieu complet a été ajouté dans chaque puits. Les
cultures cellulaires ont été observées quotidiennement & ’aide d’un microscope inversé
Leitz-Diavert et les cpe ont été notés aprés sept jours selon la convention suivante :

- aucun cpe

+ agrégats

++ fusions primaires

+++:  syncytia et vacuoles

++++:  fusions secondaires

ND non déterminé (car les cpe sont déja a leur maximum 3 a 4 jours post-infection)
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Tableau VI: Détermination des titres du VIH-1 LAI en présence ou non de la
protéine Nef recombinante 7 jours post-infection.

RPMI Nef100ng Nef 500 ng

Titre viral
(DICTsy/mL) 10> 1076 107%

Des cellules CEM préalablement mises en contact ou non avec la protéine Nef (100 ou
500 ng de la protéine Nef pendant 1 heure & 37°C en atmosphére humide avec 5% de
CO,.puis lavées avec du RPMI) ont été infectées avec le VIH-1 LAI dans les mémes
conditions (0,1 DICTsg/cellule). Aprés sept jours, 100 pL de dilutions décimales (10'I a
10 ) de chacun des surnageants viraux récoltés ont été incubés avec 1,6 x 10° cellules
CEM. Aprés un temps de contact d’une heure a 37°C, quatre mL de RPMI complet ont
été ajoutés dans chaque tube, puis les cellules ont été mises en culture en quadruplicat
dans des plateaux de 24 puits a raison de 4 x 10° cellules par puits dans un volume final
de 1 mL. Les plateaux ont été incubés & 37°C sous atmosphére humide avec 5% de CO,.
Aprés 4 jours, 1 mL de milieu frais a été ajouté dans chaque puits. Les cpe ont été notés
quotidiennement et les titres viraux ont été calculés selon la formule de Kirber, sept jours
post-infection.
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Les résultats, présentés au tableau VI, montrent une nette augmentation du
nombre d’unités infectieuses produites sept jours post-infection en présence de Nef. Les
titres viraux étaient de 10>*° DICTso/mL en absence de Nef, et de 107¢ et 107%
DICTso/mL respectivement, en présence de 100 ng et 500 ng de la protéine Nef

recombinante. Cette augmentation est significative puisqu’elle montre qu’il y a eu 100

fois plus de virus infectieux produits en présence de la protéine Nef.
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Bien que I’agent étiologique du SIDA ait été identifié depuis prés de vingt ans,
les mécanismes par lesquels le VIH détruit le systéme immunitaire demeurent toujours
mal compris. Le VIH infecte préférentiellement les lymphocytes T CD4+; toutefois, la
diminution progressive, puis la disparition compléte de cette sous-population cellulaire ne
peuvent pas s’expliquer uniquement par la destruction directe de ces cellules par le virus.
En effet, il a été démontré que seul un faible pourcentage de lymphocytes T étaient
infectés par le VIH (1/100 a 1/1 000) (Harper et al, 1986; Schnittman er al., 1989;
Embretson ef al., 1993). 1l apparait donc clair que d’autres mécanismes sont impliqués
dans la pathogenése associée a I’infection par le VIH.

Parmi les nombreuses hypothéses qui ont été proposées, il en est une qui a
retenu notre attention : le role de la protéine Nef dans la pathogeneése. Si cette protéine a
fait ’objet de nombreuses investigations, elle a également été la source de nombreuses
controverses. Initialement considéré comme un facteur de régulation négative, les
résultats de plusieurs études ont suggéré qu’elle était plutdt un facteur de virulence.

Si la protéine Nef est impliquée dans la pathogenése, les questions qui se posent
sont les suivantes : 1) la totalité de la protéine Nef est-elle requise pour induire des effets
pathogénes ?; 2) existe-t-il une relation entre certains domaines de la protéine et un effet
donné ?

L’approche la plus directe pour répondre a ces questions était de disposer de
virus mutants dont chacun aurait le potentiel d’exprimer un segment différent et
complémentaire de la protéine Nef. Comme de tels mutants n’existent pas dans la
communauté scientifique (du moins pas & notre connaissance), trois virus mutants ont été

construits par mutagenése dirigée selon la stratégie suivante : un premier mutant (CDS2)
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capable d’exprimer seulement les 19 premiers acides aminés de la portion N-terminale de
Nef: un deuxiéme (CDS1) capable d’exprimer uniquement la longue portion C-terminale
de la protéine et un troisiéme (CDS1.2) potentiellement négatif pour cette protéine.

La construction de ces mutants est le résultat de I’introduction de codons de
terminaison prématurés, couplé a des modifications dans les codons d’initiation du gene
nef. Cette stratégie de mutagenése, qui évite des délétions dans le gene, constitue
I’approche la plus rationnelle pour étudier d’une maniére plus spécifique I’'implication de
la protéine Nef dans certains aspects de la pathogenése associée a I’infection virale in
vitro. En effet, le choix que nous avons fait de conserver au maximum [’intégrité du
génome viral (le géne nef demeure entier mais est capable de ne transcrire que les
domaines ciblés) a été fait dans le but de diminuer la probabilité d’introduire des artéfacts
dans nos résultats.

La présence des deux codons méthionine (ATG) dans le géne nef permet au
virus de produire deux formes fonctionnelles de la protéine Nef, soit la protéine totale de
27 kDa, myristilée, ou celle de 25 kDa, non myristilée, selon que la transcription se fait a
partir du premier ou du second codon d’initiation. Cette propriété, acquise au cours de
I’évolution du virus, lui procure un avantage certain puisque, méme si une mutation
survient au niveau du premier ATG (c’est le cas de CDS1), le virus peut encore produire
une protéine Nef fonctionnelle & partir du second codon d’initiation. Les deux autres
codons méthionine, situés au centre et vers la fin de la région C-terminale du géne (figure
5), ne sont vraisemblablement pas traduits. Nous avons donc ciblé les deux premiers

codons d’initiation dans notre mutagenése dirigée.
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L’analyse des patrons de restriction des produits d’amplification ayant confirmé
la présence des mutations introduites, ceux-ci ont été clonés dans pNL4.3 pour produire
les trois provirus mutants isogénes CDS1, CDS2 et CDS1.2. Toutefois, bien que ce type
d’analyse soit suffisamment fiable pour étre utilisé de routine dans certains travaux de
biologie moléculaire, il était nécessaire de procéder au séquengage complet du géne nef
avant de produire les banques virales, requises pour notre étude. Le séquengage du gene
nef, effectué directement sur les trois provirus mutants, a confirmé que les mutations
introduites dans le géne avaient été conservées et que, mise a part la région modifiée, le
reste du géne était demeuré intact.

Nous avons donc produit une progéniture virale de chacun des mutants de Nef
par transfection de cellules CEM avec les provirus isogénes CDS1, CDS2, CDS1.2 et le
provirus pNL4.3 & titre de témoin non modifié dans le géne mef. L’observation
quotidienne des cultures transfectées montraient déja des différences dans le taux de
mortalité cellulaire et dans les effets cytopathogénes aussi tot que huit jours post-
transfection. Toutefois, seul un cycle de réplication virale complet des différentes
progénitures virales, depuis la reconnaissance du récepteur et du co-récepteur jusqu’a
I’assemblage et la libération des virus par bourgeonnement, montrerait s’il existe des
différences phénotypiques entre les virus mutants.

L’infection des cellules CEM avec un volume égal des progénitures virales
issues de la transfection avec les différents mutants de Nef a montré qu’il y a en effet une
importante différence de phénotype entre les trois virus mutants. Le virus mutant CDS1,
se comporte comme une souche non-inductrice de syncytia (NSI); on ne note en effet

que trés peu de cpe sept jours post-infection (quelques agrégats cellulaires et de rares
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fusions primaires), bien que le virus se soit répliqué a un titre trés élevé (figure 12). Le
virus mutant CDS2, au contraire, se comporte comme une souche inductrice de syncytia
(SI); en effet, on a noté des cpe précoces qui ont rapidement évolués vers des cpe
beaucoup plus sévéres sept jours post-infection (syncytia, plusieurs fusions primaires
associées a quelques vacuoles), bien que le virus se soit répliqué a un titre nettement
inférieur a celui de CDS1 (figure 13). Ceci suggére que la portion N-terminale de Nef,
qui est myristilée, serait responsable de la cytopathogénicité. Cependant, il est possible
que d’autres protéines du VIH participent a la cytopathogénicité; toutefois, I’expression
de cette région de Nef semble étre une condition suffisante et nécessaire, puisque les
mutants CDS1 et CDS 1.2, dépourvus de ce domaine, n’induisent pas de tels cpe. Le
virus mutant CDS1.2 se comporte également comme une souche NSI; on note surtout
des agrégats et de rares fusions primaires. Il est intéressant de noter que, tout comme le
mutant CDS2, le virus CDS1.2 se réplique & des titres inférieurs a ceux de CDS1. Ceci
suggére que I’isoforme de 25 kDa de la protéine Nef exprimé par le virus mutant CDSI,
formé des résidus 20-206, serait nécessaire et suffisant pour assurer la réplication virale a
des titres élevés. Ces résultats confirment I’importance de la région centrale de la protéine
Nef et du motif riche en proline dans la réplication virale, tel que rapporté par Goldsmith
et al. (1995) et Wiskerchen et Cheng-Meyer (1996). Le virus NL4.3, non modifié dans le
géne nef, se comporte comme la souche sauvage VIH-1 LAI (figure 15).

Avant de poursuivre plus loin notre analyse phénotypique des trois virus mutants
de Nef et afin de valider les résultats décrits plus haut, une deuxiéme caractérisation
physique du géne nef a été effectuée par séquengage directement a partir de ’ARN

génomique des banques virales. Aprés avoir extrait et purifié I’ARN génomique, les
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amorces As et Ag (tableau I) situées, respectivement, en amont et en aval du gene nef ont
été utilisées dans des réactions d’amplification par RT-PCR. Les résultats du séquengage
partiel du géne nef des trois virus mutants ont confirmé que I’élimination du premier
codon d’initiation dans CDS1, du deuxiéme dans CDS2 et des premier et second codons
d’initiation dans CDS1.2 a été conservée dans les progénitures virales apres trois
passages cellulaires (figures 18 a 20). Ceci confirme que, contrairement 4 ce qui a été
observé in vivo, des mutations introduites dans le géne nef sont conservées lorsque le
virus se réplique in vitro, vraisemblablement parce qu’elles ne sont pas soumises a une
pression immunologique. La séquence en acides aminés déduite de la séquence
nucléotidique (figure 21) confirme que la protéine Nef exprimée par le virus mutant
CDS1 serait une protéine tronquée, formée des résidus 20-206 en raison de I’élimination
du premier codon d’initiation. Par ailleurs, la protéine Nef exprimée par le virus CDS2,
traduite a partir du premier codon d’initiation, serait myristilée et formée uniquement des
19 premiers acides aminés, en raison de I’introduction d’un codon de terminaison
prématuré en plus de 1’élimination de second codon d’initiation. Enfin, le virus CDS1.2
ne serait capable d’exprimer aucun des deux isoformes de Nef puisque les deux premiers
codons d’initiation ont été supprimés. Le virus NL4.3, qui a servi de témoin, a le potentiel
d’exprimer la totalité de la protéine Nef. Les génotypes des banques virales ayant €té
jugés conformes aux modifications introduites, nous avons procédé a une analyse
phénotypique.

A cette fin, nous avons choisi les deux critéres qui nous ont semblé les plus
susceptibles d’apporter un éclairage sur le role de la protéine Nef dans la pathogenése :

I’évaluation des cpe produits par chacun des virus mutants dans les cellules CEM et la
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détermination de la cinétique de réplication virale, qui se traduit par la quantité de virus
infectieux libérée dans le surnageant des cultures cellulaires sept jours post-infection.
Dans le but d’éviter toute ambiguité dans |’interprétation des résultats, nous nous sommes
assurés que la méme quantité de cellules soit infectée avec le méme MOI. De plus, nous
avons infecté des cellules avec des dilutions décimales (10" a 10°) d’un volume
identique des surnageants issus des cellules infectées au méme MOI et, comme pour les
titrages standardisés par la méthode de Karber, les lectures finales ont été faites sept jours
post-infection et notées. L’infection des cellules avec des dilutions décimales de virus est
nécessaire pour identifier le phénotype de la population majoritaire de virus. En effet, il
est bien connu que toutes les préparations virales contiennent des sous-populations moins
nombreuses, qui sont éliminées au cours des dilutions. Nous avons observé que le virus
mutant CDS1 se réplique beaucoup plus rapidement que les mutants CDS2 et CDS1.2 et
induit des cpe jusqu’aux dilutions 107, alors que, 4 cette dilution, les deux derniers virus
n’induisent que quelques agrégats cellulaires sept jours post-infection. L’absence de cpe
dans les cultures cellulaires infectées avec le mutant CDS2 et CDS1.2 a la dilution 107
vient sans doute de ce que la progéniture de ces deux mutants n’est pas compétente pour
infecter les cellules adjacentes. En effet, a ces dilutions, seules quelques cellules sont
initialement infectées; il faut donc attendre que ces quelques cellules infectées liberent
une progéniture virale qui, & son tour, infectera d’autres cellules. Les dilutions limites
sont donc trés utiles, puisqu’elles renseignent sur la compétence des virus majoritaires a
infecter les cellules adjacentes. Par ailleurs, lorsque I’on infecte a un MOI trés €levé, e.g..
1 DICTso/cellule, pratiquement toutes les cellules sont infectées au départ, chacune

d’elles libére une progéniture virale d’'une maniére quasi synchrone qui induit des cpe;
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dans cette situation, il n’est pas important que les virus produits soient peu ou pas
compétents pour infecter les cellules adjacentes. C’est le cas pour les trois virus mutants
et NL4.3 aux dilutions de 10" et 102 L’hypothése que la progéniture des virus mutants
CDS2 et CDS1.2 (tous deux dépourvus de la portion C-terminale de Nef) est moins
compétente pour infecter les cellules adjacentes que le mutant CDS1 est appuyée par les
titres viraux observés dans les essais de cinétique de réplication virale, ou un nombre
identique d’unités infectieuses a été utilisé pour infecter les cellules. Comme le montre le
tableau VI, le phénotype du virus mutant CDSI est sensiblement le méme que celui du
virus sauvage VIH-1 NL4.3 pour ce qui a trait a I’efficacité de la réplication virale, qui se
traduit ici par le nombre d’unités infectieuses, exprimé en DICTso, produites sept jours
p.i. En effet, le mutant CDS1 présente un titre de 10%*° DICTso/mL, analogue a celui de
virus sauvage NL4.3 qui est de 105! DICTs¢/mL. Le virus mutant CDS2 (ayant le
potentiel d’exprimer uniquement les 19 premiers acides aminés de la protéine Nef) et
CDS1.2 (aucune expression de Nef) présentent des phénotypes semblables avec des titres
identiques de 10°! DICTso/mL. Cette différence est appréciable puisqu’il s’agit d’un écart
de dix & vingt fois inférieur & ceux de NL4.3 et de CDS1. Ces résultats vont dans le sens
de ceux de Adachi et ses collaborateurs (1999), qui ont montré que les virions produits en
I’absence de la protéine Nef auraient des difficultés a synthétiser complétement leur ADN
et montreraient également une capacité réduite & entrer dans les cellules. Nos résultats
vont un peu plus loin que ceux de ces derniers auteurs; ils suggérent que c’est I’absence
du domaine C-terminal de la protéine Nef qui est responsable de la perte de compétence
du virus. En effet, le mutant CDS1 se réplique au méme titre que le virus sauvage NL4.3

et les mutants CDS2 et CDS1.2, dépourvus de ce domaine, montrent une cinétique de



134

réplication plus lente. De plus, nos résultats contribuent a démentir une fois de plus les
résultats initiaux voulant que le géne nef soit un facteur de régulation négatif dans la
réplication du virus (Terwilliger et al., 1986; Luciw et al., 1987, Ahmad et Venkastesan,
1988). En effet, nos résultats appuient plut6t les résultats subséquents qui attribuaient un
role positif de la protéine Nef dans la réplication virale (De Ronde ef al., 1992; Spina e/
al., 1994). De plus, nos résultats appuient I’hypothése du role de la protéine Nef dans la
régulation de certaines étapes du cycle de la réplication virale, notamment dans
I’augmentation de la production de virus, en agissant sur la compétence du virus a
infecter les cellules adjacentes.

Par ailleurs, nous avons montré le potentiel fusogénique du domaine N-terminal
de la protéine Nef par une étude comparative de I’incidence de syncytia associés a des
vacuoles dans les cellules infectées, dans les mémes conditions, avec la méme quantité de
virus mutants isogénes ainsi qu’avec la souche sauvage a titre de référence. Trés peu de
vacuoles ou aucune n’ont été observées dans les cultures cellulaires infectées avec les
virus mutants CDS1 et CDS1.2, alors que les cellules infectées avec le virus mutant
CDS2 présentaient de large syncytia associés & de grosses vacuoles, semblables a ceux
observés avec les virus NL4.3 et LAI (tableau VII). L’activité fusogénique de la protéine
Nef pourrait expliquer I’augmentation de D’infectivité en facilitant le processus de
I’adsorption orchestré par la gp41, qui présente des propriétés fusogéniques (Freed et al.,
1990; Gordon et al., 1992) analogues & la protéine Nef, tel que suggégé par certains
auteurs (Aiken et Trono, 1995; Chowers ef al., 1995; Schwartz ef al., 1995). Toutefois,

nous avons montré que la présence du domaine fusogénique n’est qu’accessoire et que la
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portion C-terminale (I’isoforme de 25 kDa) est requise pour maintenir la réplication au
niveau de la souche sauvage.

Une approche intéressante pour investiguer plus a fond le role de la protéine Nef
dans la cytotoxicité et dans Iinfectivité du VIH a été de développer un protocole dans
lequel la protéine Nef purifiée est fournie en trans. Une méme quantité de cellules CEM a
été mise en contact avec 100 ou 500 ng de la protéine Nef purifiée ou avec le RPMI sans
SFB durant une heure a 37°C. Les cellules ont été lavées avec le RPMI sans SFB et
infectées avec 100 uL de chaque dilutions décimales o' a 10). Les cultures ont été
observées quotidiennement et les cpe ont été notés sept jours post-infection. Nos
résultats, présentés au tableau VIII, montrent que la présence de Nef recombinante se
traduit par une augmentation considérable des cpe. La comparaison des cpe aux dilutions
107 et 10 montre clairement que la protéine Nef est impliquée dans la cytotoxicité. Ala
dilution de 10°, nous n’avons observé que quelques agrégats dans les cultures témoins
(RPMI), alors qu’au contraire, les cultures cellulaires qui avaient été pré-incubées avec
100 ng de protéine Nef montraient des cpe sévéres et celles incubées avec 500 ng étaient
4 leur maximum. Nous croyons que les effets observés viennent vraiment de la protéine
Nef, bien que celle-ci n’était pure qu’a 80 & 90%, car nous avons dilué la préparation Nef
par un facteur de 1 000 et 200 pour obtenir les concentrations désirées de 100 et 500 ug
dans les essais ou nous avons fourni Nef en trans.

Nous avons pu établir une corrélation entre les cpe observés et le rendement en
virus infectieux lorsque les cellules sont pré-incubées avec la protéine Nef purifiée, dans
des cultures ot un méme nombre de cellules sont infectées & un méme MOIL. Les titres

viraux étaient de 10°%° DICTso/mL en I’absence d’une pré-incubation avec la protéine
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Nef et de 107 et 10”%° DICTso/mL en présence de 100 et 500 ng de la protéine Nef,
respectivement (tableau IX). Cette différence est significative puisqu’il s’agit d’une
augmentation par un facteur de cent. Ces résultats suggérent, une fois de plus, que la
protéine Nef est impliquée 4 la fois dans I’infectivité virale, en facilitant la réplication a
un haut niveau, et dans la cytopathogeénicité.

Nous n’avons pas observé de relation dose-effet entre 100 ng et 500 ng, tant sur
les titres viraux que sur la cytopathogéicité sept jours p.i. Il est difficile d’émettre une
quelconque hypothése pour expliquer ceci, ne connaissant pas le mécanisme exact par
lequel la protéine Nef facilite la réplication virale et est cytopathogéne pour les cellules
CEM. Cependant, puisque ’excédent de protéine a été éliminé par un lavage des cellules,
aprés une heure d’incubation, la question qui vient a I’esprit est de savoir si la protéine
Nef a pénétré dans la cellule ou si elle s’y est seulement adsorbée. L’investigation qui
aurait permis de répondre & ces questions aurait représenté une somme de travail si
importante, qu’elle dépasserait largement le cadre d’une maitrise. Nous pouvons,
toutefois, considérer I’'une et ’autre éventualité, car elles sont toutes deux possibles. La
protéine Nef est myristilée; cette chaine hydrophobe pourrait interagir avec la membrane
plasmique qui est constitué principalement de phospholipides, également hydrophobes, a
I’exclusion des petites «tétes» hydrophiles. Ces interactions hydrophobes auraient pu
faciliter I’internalisation. Alternativement, 1’adsorption de la protéine Nef a la surface
cellulaire est également possible. En effet, Otake et ses collaborateurs (2000) ont montré
que la protéine Nef extracellulaire pouvait se lier a la population de cellules T CD4
mémoires. Certes, I’expression transitoire de la protéine directement a I’intérieur de la

cellule par le biais d’un vecteur d’expression aurait fournie de précieuses informations
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sur les conséquences de la présence de la protéine recombinante dans le compartiment
intracellulaire (cette investigation sera conduite trés bient6t au laboratoire). Cependant, il
reste que le contact externe de la protéine avec les cellules que nous avons réalisé
demeure trés pertinent comme démarche expérimentale, car méme si on sait que la
protéine Nef est localisée principalement au niveau de la face interne de la membrane du
virus (Niederman ef al., 1993; Yu et Felsted, 1992), elle est aussi retrouvée a la surface
des cellules infectées et sous forme libre sécrétée dans le milieu extracellulaire (Fujii et

al., 1993). Cette distribution de la protéine Nef, autant dans le compartiment

intracellulaire qu’extracellulaire, appuie [’hypothése selon laquelle sa présence
intracellulaire permettrait aux cellules infectées d’échapper aux différents mécanismes de
la cytotoxicité cellulaire et d’apoptose, alors que la protéine Nef extracellulaire serait
principalement associée a la déplétion des cellules au repos non infectées par un
mécanisme apoptotique ainsi que par ses propriétés de promouvoir des perturbations au
niveau de la membrane des cellules en provoquant des fusions membranaires et des lyses
cellulaires (Azad, 2000).

Plusieurs points contribuent & appuyer I’hypothése de I’implication de la protéine
Nef dans la progression de la maladie par le biais de la déplétion des cellules non infectés
(Nef extracellulaire) et en maintenant les cellules infectées en vie plus longtemps (Nef
intracellulaire) : 1) la cytotoxicité observée dans les cellules infectées par les virus
positifs pour la protéine Nef ou exprimant la région N-terminale de la protéine Nef
(VIH-1 CDS2); 2) I’activation des cellules CEM non infectées et des lymphocytes du

sang périphérique humain mis en présence de la protéine Nef recombinante, pouvant

conduire a I’apoptose (Thibodeau, non publié); 3) la lyse rapide d’une variété de cellules
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CD4+ et non CD4+ quand la portion N-terminale myristilée de la protéine Nef est
présente dans le milieu extracellulaire (Azad 2000), et 4) I’augmentation de la production
virale et des effets cytopathogénes sur les cellules CEM infectées avec de trés faibles
dilutions du virus VIH-1 LAI quand la protéine recombinante Nef est fournie en #rans. Ce
dernier point appuie I'hypothése de Pugliese et de ses collaborateurs (1999) qui
suggérent que la protéine Nef fournie en #rans inhibe la synthése des protéines cellulaires
en facilitant les voies métaboliques impliquées dans la réplication du virus en plus de
moduler la susceptibilité a I’infection par le VIH-1 et sa capacité d’accentuer I’effet d’un
stimulus apoptotique pouvant faciliter la libération des virions néoformes.

Ces diverses observations permettent donc de postuler d’autres mécanismes que
qu’une action directe du virus pour rendre compte de la déplétion des lymphocytes CD4+
chez les sidéens, car la réplication du VIH dans les lymphocytes des ganglions ne peut a
elle seule justifier la diminution draconienne des lymphocytes puisque seul un
lymphocyte sur 100 ou un lymphocyte sur 1 000 seraient véritablement infectés par le
virus (Harper ef al., 1986, Schnittman ef al., 1989, Embretson ef al., 1993). D’autres
protéines du VIH telles que la protéine Tat (Li ef al., 1995) et le complexe gp120-gp41
(Laurent-Crawford ef al., 1993; Lu ef al., 1994) ont été impliqués dans I’induction de
I’apoptose des lymphocytes non-infectés et pourraient également jouer un réle dans la
disparition des lymphocytes CD4+. Toutefois, si ces protéines virales sont impliquées
dans certains aspects de la pathogenése, il demeure que la littérature, aussi bien que la
contribution que nous avons faite au cours de notre étude, montrent que la protéine Nef

joue un rdle trés important dans la pathogenése associée a I'infection par le VIH.



6. CONCLUSIONS
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En derniére analyse, la réalisation de ce projet nous aura permis d’apporter une
contribution a 1’étude de certaines propriétés de la protéine Nef du VIH-1. Les trois
constructions que nous avons réalisées au cours de cette étude nous auront permis de
générer des virus qui présentent un phénotype différent quant a la protéine Nef, avec : a)
un premier virus (CDS1) qui exprimerait uniquement les résidus 20-206 de la protéine, b)
un second virus (CDS2) qui exprimerait uniquement les résidus 1-19 de la protéine Nef,
et enfin, ¢) un dernier virus (CDS1.2) qui serait potentiellement négatif pour la protéine
Nef. Ainsi, ces différentes constructions de virus mutants mettant en relief I’absence de la
région N-terminale myristilée (résidus 1-19) et/ou la région C-terminale (résidus 20-206)
de la protéine Nef, ainsi que les banques virales correspondantes, seront d’une grande
utilité dans d’autres approches expérimentales visant & poursuivre 1’étude en profondeur
du réle de la protéine Nef dans la pathogenése associée a I’infection virale.

Aprés cette premiére étape de construction moléculaire, I’étude phénotypique de
ces virus mutants que nous avons réalisée a été avant tout soutenue apreés la confirmation
du génotype de ces derniers en effectuant une caractérisation physique avec le
séquengage partiel du géne nef dans les régions portant les modifications. Ainsi, nous
avons pu montrer, suite  cette caractérisation physique de ces virus par séquencage, que
les mutations introduites étaient conservées dans les progénitures virales respectives
aprés I’ensemble des études phénotypiques réalisées, soit aprés plus de quatre cycles
d’infection et de récolte des progénitures virales. Par conséquent, ceci nous permettait de
valider nos résultats, d’une part, et d’établir un lien entre le génotype de ces derniers et

les résultats de notre étude phénotypique, d’autre part.
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La réalisation du troisiéme volet de ce projet, I’étude phénotypique de ces virus,
nous aura permis de confirmer I’implication de la protéine Nef dans I’infectivité virale et
dans la cytopathogénicité, particuliérement sur la productivité virale et sur 1’aspect
quantitatif et qualitatif des cpe produits aprés I’infection des cellules CEM in vitro. Nous
avons pu dégager une corrélation entre la présence des résidus 20-206 (Nef 25 kDa
potentiellement exprimée par le mutant CDS1) et le maintien des titres viraux a des
niveaux élevés in vitro. En effet, les virus mutants CDS2 et CDS1.2, dépourvus de cette
région, montraient une diminution des titres de virus infectieux. Ces résultats appuient
I’hypothése du réle de la protéine Nef dans la régulation de différentes étapes du cycle de
la réplication virale, dans ’augmentation de la production de virus dans un cycle de
réplication ainsi que I’importance de la région centrale de la protéine Nef et du motif
riche en proline dans I’infectivité et la croissance virale. De plus, cette région formée par
les résidus 20-206 serait également impliquée dans la vitesse a laquelle les cpe
apparaissent. En effet, le mutant CDS1, le seul parmi les mutants a pouvoir exprimer
cette région de la protéine, produit des cpe qui apparaissent & une vitesse sensiblement
identique a celle du virus sauvage NL4.3 dans les cellules CEM in vitro. Par contre, les
modifications abolissant 1’expression de cette région dans les constructions CDS2 et
CDS1.2 se manifestent par une apparition plus tardive des cpe.

Cependant, la courte portion N-terminale formée par les résidus 1-19 serait plutot
impliquée dans 1’aspect qualitatif et quantitatif des cpe produits dans les cellules CEM in
vitro, en modulant le degré de formation de syncytia et de vacuoles. Les mutations qui
engendrent la perte des résidus 1-19 de la protéine Nef et subséquemment du site de

myristilation observées chez le virus mutant CDS1, ne semblent pas affecter la
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production virale, mais réduisent certains aspects de I’activité virale en relation avec la
cytotoxicité in vitro comme la formation des syncytia et de vacuoles. Ainsi, les virus
mutants CDS1 et CDS1.2 se comportent comme des souches NSI, contrairement au virus
mutant CDS2 (qui exprimerait uniquement les 19 premiers acides aminés) qui induit des
cpe maximaux ressemblant aux cpe des virus NL4.3 et LAI tous deux positifs pour la
protéine Nef. Ces cpe maximaux se traduisaient particuliérement par de nombreuses
fusions et des vacuoles plus importantes. Ainsi, les propriétés fusogéniques de la protéine
Nef gouvernées par les 18 premiers acides aminés de la portion N-terminale ont été
confirmées ici dans le contexte d’infections virales de cellules CEM in vitro avec les trois
mutants de Nef. Ce potentiel fusogénique semble étre impliqué dans la formation des
syncytia et des vacuoles résultant de la mise en commun des membranes des cellules
fusionnées.

La production de la protéine Nef recombinante dans le systéme d’expression
baculoviral et sa purification sur colonne héparine-sépharose réalisées dans le quatriéme
et dernier volet de ce projet ont été trés concluantes. Avec ce procédé, nous avons pu
obtenir une protéine Nef recombinante pure a plus de 80% avec un profil
électrophorétique sur un gel de polyacrylamide 14% qui correspond a la masse
moléculaire attendue de 25-27 kDa. L’augmentation des titres des progénitures virales
produites ainsi que des cpe aprés 7 jours dans les cellules préalablement mises en
présence de 100 ou 500 ng de la protéine avant leur infection avec le VIH-1 LA,
confirme a nouveau I’implication de la protéine Nef dans la cytopathogénicit¢ et dans
I’augmentation de I’infectivité virale. Ainsi, I'augmentation de la production virale (titres

viraux plus élevés) associée a 'augmentation de la cytotoxicité (mortalité cellulaire et
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cpe augmentés), quand la protéine Nef recombinante est fournie en frans, appuient
I’hypothése de I’implication de Nef dans la progression de la maladie. Ces résultats
suggérent qu’il y aurait un grand intérét a considérer la protéine Nef comme une cible de
premier rang dans le développement de nouvelles stratégies préventives et thérapeutiques

contre I’infection par le VIH et I’évolution vers le SIDA.
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9. ANNEXES




9.1 Solutions pour les gels de protéines

- Gel de séparation 14% (30 mL)

5 (1O PPN 7,9 mL
Solution A. ... e 14 mL
1) 11 T0) 1 1) & SN 7,5 mL
10% Sodium dodecyl sulfate..........ccceoveiiiiiiiiiiiiiniiiinennenn, 0,3 mL
10% Amonium persulfate.............coooiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 0,3 mL
TEMED. ... ittt eete e e raanenaaeaans 12 uL

HoO o 3,4mL
SoIUtION A ... e e e e aen 0,83 mL
SOIULION B e 0,63 mL
10% Sodium dodecyl sulfate............coceeiiiiiiiiiiiiiiiiinininn. 0,05 mL
10% Amonium persulfate.........cccooeviviiiiiiiiiiniiieiininneniennn. 0,05 mL
TEMED......oiiiii i e eere e reere e e eeae e 5uL

- Solution A: 30% Acrylamide mix
Acrylamide. .. ..o.ouiiiiniiiiiiii e e e 292¢g
Bis acrylamide........c..ooeiuiiiiiniiiiiii e 08¢
Compléter a 100 mL avec H,O distillée et déionisée
Filtrer sur papier Wattman

- Solution B : Tris-Base 1,5 M (pH 8,8)
TIS-BaSE. e ittt e 18,15 ¢g
Ajouter 50 mL de H,O distillée et déionisée

Ajuster le pH 4 8,8
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Compléter a 100 mL avec de H,O distillée et déionisée

- Solution C : Tris-Base 1,0 M (pH 6,8)
Tris-Base.....coouiiiiiiiiiiiiiiiiiii
Ajouter 50 mL de H,O distillée et déionisée
Ajuster le pH 2 6,8

Compléter 4 100 mL avec de H,O distillée et déionisée

9.2 Composition des tampons

- Tampon d’électrophorése de Laemmli 10X
250 mM Tris-Base
2,5 M Glycine

1% SDS

- Tampon dissociant de Laemmli 4X
1 M Tris-HCI (pH 6,8)....cuvvviiiiiiiiniiiiiiiiinincnn
BLYCEIOL. ...t eees
10% SDS..iiiiiiii

Bleu de bromophénol..........coceviiiiiiiiiiiiiiiiiiicece e
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-Tampon Tris-acétate/EDTA (TAE)
40 mM Tris-acétate

1 mM EDTA

- Tampon Tris-EDTA (TE) (pH 7,4)
10 mM Tris.Cl (pH 7,4)

1 mM EDTA (pH 8,0)

- Tampon de chargement de chargement 6X
10 mM Tris-HCI (pH 7,4)
1 mM EDTA
0,25% de xyléne cyanol FF

30% glycérol

9.3 Solutions pour la lyse alcaline

- Solution I
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50 mM glucose
25 mM Tris.Cl (pH 8,0)

10 mM EDTA (pH 8,0))

- Solution II
0,2 N NaOH

1% SDS

~Solution III
600 mL d’acétate de potassium 5M
115 mL d’acide acétique gacial

285 mL d’eau distillée

9.4 Milieux des cultures cellulaires

- Milieu de croissance pour les cellules CEM

Milieu RPMI-1640.........eiiieiiieiiitiieieeteeieteeteeneesanaesanneaanes 90%
SErum £l BOVIN. ..ottt et eenneeanneennnerannens 10%
(€1 101711111 1 | 2 mM
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2-mercapto-éthanol..............cooiiiiiiiiii 10°M

- Milieu de croissance pour cellules d’insectes High-Five

Milieu EXCell-400. .. ....oiueiiiitiiiiiee e e e eneneeaneannaanas 1L
(€1 1017:111 11 1 -SSR 2 mM
GentamiCine. .. .. .couiiiieiiiiiiiie e e, 10 pg/mL

- Milieu de croissance L-Broth (LB) pour les bactéries

Dissoudre dans 1L d’eau distillée

Bacto-tryptone. ......coooiiiiiiii 10g
Extrait de 1evure ........ccooviiiiiiiiiiiiiii i 5¢g
NAC L e 10g
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