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RESUME

La vaccination reste le meilleur moyen de prévenir les pertes économiques engendrées
par les infections virales chez les animaux d'élevage comme le porc. Plusieurs nouveaux
types de vaccins sont en développement pour les cas ol les vaccins traditionnels ne sont pas
satisfaisants. Les travaux présentés dans ce mémoire font partie d'un projet plus vaste de
développement d'un vaccin génétique contre le virus du syndrome respiratoire et
reproducteur porcin (VSRRP). Ce vaccin utiliserait comme vecteur un adénovirus humain
dont le géne de la protéase a été éliminé et qui est capable d'une seule ronde de réplication.

Premiérement, une lignée cellulaire de complémentation adhérente 293A exprimant la
protéase des adénovirus humains a été établie pour faciliter la génération, la purification et la
titration par plages de lyse des vecteurs dont le géne de la protéase a été éliminé. Deux
clones ont été caractérisés et complémentent bien 1’absence du gene de la protéase dans les
vecteurs.

Il a aussi été démontré que la protéase de 1'adénovirus porcin (PAV3) complémente
I’absence de la protéase chez les vecteurs adénoviraux humains (Ad5) dans les cellules
humaines 293A.

Etant donné que la toxicit€ de la glycoprotéine 5 (GP5) du VSRRP, le principal
candidat comme immunogene, interférait de fagon modérée avec la production de vecteurs
adénoviraux exprimant ce transgéne, plusieurs difficultés ont ét€ rencontrées pour la
génération des virus recombinants exprimant cette protéine. Par contre, il a été démontré
dans ce travail de maitrise que le contrdle du géne de la GP5 par un promoteur inductible
permet de minimiser ces effets et permettra ainsi la production de ces vecteurs a grande
échelle de facon plus efficace.
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1- INTRODUCTION



1.1- VACCINATION GENETIQUE

1.1.1- Vaccination génétique versus vaccination traditionnelle

La vaccination a connu des succés importants pour le controle de plusieurs maladies
virales comme la poliomyélite ou la variole. Elle reste le moyen le plus efficace pour lutter
contre les infections virales car les chimiothérapies antivirales actuelles ou autres forrmes de
traitement sont en général peu efficaces. La vaccination est d’une importance majeure pour
la protection des animaux d’élevage contre les maladies infectieuses. Souvent, 1’autre
alternative pour le contrdle d’une épidémie dans les élevages est I’abattage des animaux
malades pour éradiquer la maladie. Ceci entraine des pertes importantes pour les
producteurs. Les vaccins vétérinaires se doivent d’étre peu onéreux, efficaces et, idéalement,
ne nécessiter aucun rappel. Malgré les succés des vaccins traditionnels, il existe plusieurs
pathogenes contre lesquels il n’existe pas de vaccins efficaces. Les vaccins génétiques ou
autres nouveaux moyens de vaccination sont donc dans ces cas des avenues intressantes a
explorer (Babiuk et al., 1999). Les vaccins sous-unitaires et les vaccins faits & paxtir des
micro-organismes morts vont souvent causer des réponses immunitaires faibles et peu
persistantes. Il y a aussi souvent des problémes reliés a la sécurit€ des vaccins atténués
(e. g.: Madsen et al., 1998). L’utilisation de certains adjuvants causant des r€actions
indésirables aux sites d’injection peut aussi poser des problémes au niveau de la sécurité et
de la qualité de la viande. Une immunité pré-existante chez les méres peut aussi interférer

avec la vaccination traditionnelle des nouveau-nés.

La vaccination génétique est un domaine en pleine expansion. On peut l]a définir
comme I’administration de transgénes & un hote dans le but d’induire une réponse
immunitaire contre les protéines codées par ces transgenes. Dans certains cas, elle suscite
de grands espoirs (Shiver et al., 2002). Le développement de vecteurs efficaces pour livrer
les génes demeure par contre un défi important. Ces vecteurs peuvent étre simplernent de
I’ADN plasmidique (Tang et al., 1992) ou des vecteurs viraux génétiquement modifiés
(Morrow et al., 1999). La recherche est donc grandement orientée sur le développerment de
vecteurs véhiculant les génes. La vaccination génétique offre 1’avantage de pouvoir
discerner les individus vaccinés des individus infectés par le pathogéne sauvage. Ceci peut
étre un avantage important pour la surveillance de maladies infectieuses.



1.1.2- Types de vecteurs pour la vaccination génétique

1.1.2.1- ADN nu

Plusieurs essais en vaccination génétique ont été réalisés avec de 'ADN nu ou
couplé avec des lipides ou autres produits favorisant I’entrée de I’ADN dans les cellules.
L’ADN est injecté tel quel ou couplé avec des billes d’or avant d’&tre injecté avec un
pistolet a air comprimé. L’efficacité de transfection des plasmides dans les cellules reste
tout de méme faible (Babiuk et al., 1999). Plusieurs groupes cherchent a optimiser les
méthodes d’administration de I’ADN. Ce type de vaccin nécessite souvent au moins un
rappel. Ces vaccins requiérent souvent 1’ajout d’adjuvants pour stimuler une bonne réponse
immunitaire, comme des séquences d’ ADN riches en G+C ou la toxine du choléra. Par
contre, cette forme de vaccination a I’avantage d’étre peu coliteuse (Gurunathan et aZ., 2000;
Leitner et al., 1999). Ce type de vaccination a surtout été testé chez les petits animnaux de
laboratoire, quoique plusieurs essais ont quand méme ét€ réalisés chez des animaux de
ferme comme les porcs. Un inconvénient de cette méthode chez les animaux plus gros est
la grande quantité d’ADN nécessaire pour une immunisation efficace. Le Tableau I résume

plusieurs essais effectués chez les porcs.



Tableau I : Bréve description d’essais effectués chez les porcs avec des vaccins a
ADN (adapté de Babiuk er al, 1999). Ac: anticorps. Ag: antigéne. Lm. : intra-
musculaire. I.d.: intra-dermal. PBMC : lymphocytes mononuclé€aires périphériques.

PRV : virus de la pseudorage. FMDV : virus de la fievre aphteuse.

virus-antigénc protocole réponse protection obtenue référence

PRV-gD i.m. 400 pg peu d'Ac ncutralisants pas dc protection (Montcileral., 1996)
chez nouveau-nés  aprés le rappel significative
| rappel

PRV-gD im. 370 pg Ac ncutralisants meilleure protection (Lc Poticretal., 1997)
| rappel avec le aprés le rappel comparativement a
vaccin commercial d'autres vaccins

PRV-gD i.m. cti.d. 400 pg Ac ncutralisants titrcs signes cliniqucs (van Rooijetal., 1998)

¢élevés, prolifération plus faibles

Ag-spécifique modérée

PRV-gB, tgC i.d. 1.2 mg total Ac neutralisants titres cxcrétion de virus (van Roojjetal., 1998)
ct gD 2 rappels moyens, prolifération réduite

Ag-spécifique ¢levée

PRV-gD ct gl ou im/id. 1,5 pg Ac neutralisants titres protection particlle (Gerdts et al., 1997)
gC 3 rappels moyens, prolifération Ag- avec la gC
spécifique dans les PBMC contre infcction-défi
VSRRP GP5 i.m. 100 pg réponsc humorale protection (Pirzadch ¢t Dea,
2 rappels aprés le 2¢ rappel contre infection-défi 1998)
prolifération lymphocytaire
Influenza-HA ou i.d. par pistolet air  production protection pour HA : (Macklinetal., 1998)
NP comprimé 1,25 ug  d’Ac neutralisants ¢limination plus rapidc
1 rappel du virus
FMDV i.d.ouim.200 pg  production protection particlle (Wardetal,, 1997)
Plasmide contcnant 3 rappels d’Ac neutralisants (pas de corr¢lation
le génome viral avec niveau d'Ac)




1.1.2.2- Vecteurs viraux

L'utilisation de virus recombinants comme vecteurs pour livrer l'antiggne permet
I’induction d’une réponse immunitaire cellulaire et humorale. Plusieurs vecteurs viraux
permettent aussi I’induction d’une réponse mucosale, ce qui est plus rare dans le cas des

vaccins génétiques avec ADN nu (Morrow et al., 1999).

Parmi les vecteurs viraux utilisés pour les essais de vaccination génétique, on
retrouve surtout les poxvirus et les adénovirus. L’un des premiers vaccins génétiques
utilisant un vecteur viral fut un vecteur poxvirus réplicatif. Ce vaccin était un virus de la
vaccine recombinant exprimant une glycoprotéine du virus de la rage. Ce vecteur s'est avéré
efficace pour vacciner des mammiferes sauvages contre la rage (Pastoret et Brochier, 1996).
Pour des raisons de sécurité, les souches présentement a l'essai ne sont plus réplicatives.
Les souches NYVAC (Tartaglia et al., 1992) et Ankara (Ramirez, et al., 2000) sont deux
souches utilisées dans plusieurs essais cliniques. Elles sont toutes les deux non-réplicatives
chez les mammiferes. Le canarypox a aussi été utilisé a plusieurs occasions car ce virus ne

peut pas se répliquer chez les mammiferes (Rolph et Ramshaw, 1997).

Le virus de la poliomyélite a aussi été utilisé comme vecteur viral dans quelques
essais (Morrow et al., 1999). Par exemple, I'injection intramusculaire d’'un vecteur
poliovirus non-disséminatif exprimant un fragment de la toxine tétanique a protégé des

souris contre une injection défi de la toxine (Porter et al., 1997).

La possibilité d’utiliser en vaccination génétique les virus Sinbis, I'influenza et
quelques autres fait présentement 1’objet de plusieurs études (Morrow et al., 1999). Peu de

résultats ont cependant été générés avec ces vecteurs.

Les adénovirus sont aussi des candidats intéressants pour la vaccination gé€nétique.
Ce sont des virus 3 ADN non-enveloppés 2 capside icosaédrique. Ils ont été isolés durant
les années 50 et depuis, plus de 47 sérotypes humains ont été identifiés. Plusieurs autres
sérotypes ont aussi été isolés chez une grande variété de mammiféres (Horwiiz, 1996). La
plupart des sérotypes humains reconnaissent le récepteur CAR (Coxsackievirus and
Adenovirus Receptor) sur les cellules. La fonction de ce récepteur n’est pas encore connue.
L'internalisation se fait par endocytose et elle est dépendante du récepteur (Varga et al,
1991). Les intégrines ay de la cellule héte servent ici de co-récepteurs et vont médier

l'internalisation du virus (Wickham et al., 1993).

Le génome d’environ 35 kpb des adénovirus peut étre divisé en deux parties, les
génes précoces (régions E1 a E4) et les génes tardifs (régions L1 a L5) (Figure 1). Les
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quatre groupes de génes précoces sont exprimés a partir de cinq promoteurs différents. La
région E1A code pour des génes intervenant dans le contrdle de I’expression des genes
viraux. L’inhibition de I’expression des génes de la cellule est médiée par certains geénes
des régions E1B et E4. La région E1B est aussi responsable du métabolisme des ARNm
viraux. Plusieurs génes de la région E3 contribuent a 1’évasion du systéme immunitaire
notamment en inhibant I’expression des molécules du complexe  majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe I a la surface des cellules. Les régions E2A et E2B
codent pour des protéines nécessaires pour la réplication de I’ADN viral et pour la
stimulation du promoteur majeur des génes tardifs (MLP). Les génes tardifs sont tous sous
le contrdle du promoteur majeur des génes tardifs et sont issus d’un épissage alternatif et de
I'utilisation de cinq sites de polyadénylation différents. Ces genes sont surtout ceux des
protéines structurales du virion (Shenk, 1996). Le génome du virus comporte également
des répétitions terminales inversées (ITR) a chaque extrémité ainsi qu’une séquence

d’encapsidation qui permet au génome viral de se faire encapsider.

Suite & la synthése des génes précoces dont I’ADN polymérase du virus, le génome
viral va se répliquer. L’ADN linéaire double brin du virus se réplique de fagon semi-
conservative de I’extrémité 5’ a I’extrémité 3°. Le complexe de pré-initiation formé de la
polymérase, du précurseur de la protéine terminale (pTP) du virus ainsi que des facteurs de
transcription cellulaire NF1 et oct-1 se lient 4 1’origine de réplication située a I'extrémité du
génome et un trinucléotide 5°-CAT-3’ va se lier de fagon covalente a la pTP par son
extrémité 5° et servir d’amorce pour 1’élongation (de Jong et van der Vliet, 1999). La
fourche de réplication déplace le brin complémentaire au brin servant de matrice et en
synthétise un nouveau. Les ITR situés a chaque extrémité des molécules simple brin ainsi
déplacées peuvent par la suite s’hybrider pour former une structure rappelant une poignée
de casserole. Ceci crée une extrémité double brin d’ou la réplication peut également débuter
(Shenk, 1996). Suite a la réplication de I’ADN viral, les genes tardifs vont s’exprimer et
permettre la formation de nouvelles particules virales.
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Figure 1 : Représentation schématique simplifiée du génome de I'adénovirus
humain (adaptation de Oualikene et Massie, 2000). Les fleches pleines représentent les
différents groupes de génes du virus et le génome viral est représent€ par la double ligne.
Les fleches pointillées représentent les différents groupes d’ARN messagers de la région
tardive. mu: unités de carte. ITR: répétition terminale inversée. W¥: séquence
d’encapsidation. Les différents génes des différentes régions précoces du génome sont
issus de 1’épissage alternatif des ARNm. Les génes tardifs sont tous contr6lés par le méme
promoteur et sont aussi issus d’un épissage alternatif et de l’utilisation de 5 sites de
polyadénylation différents.



Les adénovirus humains, particulierement les sérotypes AdS et Ad2, sont des virus
intéressants a considérer pour les fins de thérapie génique ou de vaccination. Ils sont
responsables de maladies mineures comme des rhumes, conjonctivites ou des gastro-
entérites. Les sérotypes AdS et Ad2 sont les plus étudiés et leur biologie est relativement
bien connue. Ils possédent la capacité d'infecter une grande variété de types cellulaires et ne
sont pas dépendants de la réplication des cellules (Horwitz, 1996). Ces deux s€rotypes
peuvent étre propagés in vitro avec des bons rendements. Des titres de 1’ordre de 3 x 10*

particules infectieuses par cellule peuvent étre obtenus (Oualikene et Massie, 2000).

Des vecteurs adénoviraux humains (AdV) ont été utilisés dans plusieurs essais de
vaccination génétique chez des modeles animaux comme le hamster syrien (Morin et al.,
1987) ou la souris (Xiang et al., 1996; Xiang et Ertl, 1999). L’intérét pour ces vecteurs
provient, entre autres, de la possibilité de les administrer par voie oronasale. Des adénovirus
humains atténués appartenant aux sérotypes 4 et 7 ont aussi été utilisés efficacement pour
immuniser par voie orale les recrues de 1’armée américaine contre les infections a
adénovirus (Top, 1975). 11 a également ét¢ démontré que les vecteurs adénoviraux
administrés par voie oronasale peuvent induire 1’établissement d’une réponse mucosale
(Xiang et Ertl, 1999). Malgré que I'immunité mucosale ne soit pas trés bien connue, elle est
d’une importance majeure pour la protection contre plusieurs pathogénes qui s’'introduisent
par les muqueuses ou qui les infectent (Morrow et al., 1999). Les adénovius infectent
naturellement les voies respiratoires (Horwitz, 1996). Ces virus sont donc des candidats
intéressants & envisager comme vaccins recombinants administrés de facon oronasale.
Cependant, I’immunité préexistante pourrait &tre un obstacle a I'utilisation de vecteurs
viraux pour la vaccination génétique dans certains cas (Papp et al., 1999). En effet, des
études chez les souris ont démontré qu’une immunité préexistante contre les adénovirus ou
les poxvirus peut diminuer de fagon importante l'expression du transgéne et par cons€quent,
I’efficacité du vaccin (Dong et al., 1996; Moffatt et al., 2000). Chez les souris, les niveaux
d’expression d’un transgéne dans la trachée et les poumons 24h apreés inoculation
intranasale d’un vecteur adénoviral peuvent diminuer de 10 000 fois chez les animaux pré-
immunisés contre le méme sérotype d’adénovirus (Moffatt et al., 2000). On peut toutefois
contourner le probléme en utilisant un virus qui n’infecte pas I’hdte en temps normal.
Aussi, si un rappel est nécessaire, on peut utiliser un autre sérotype du méme virus (IMoffatt
et al., 2000). De plus, comme certains génes de la région E3 semblent interférer avec la
réponse immunitaire, cette région est éliminée dans les vecteurs qui sont a I'essai pour la
vaccination génétique. Ceci augmente I'immunogénicité de ces vecteurs (Tlan etal., 1997).



Des études comparatives ont été réalisées pour un vecteur adénoviral et un vecteur
poxvirus véhiculant le méme transgéne afin d’évaluer leur capacité respective a induire une
réponse immunitaire chez les souris. Dans un cas, les animaux vaccinés avec les vecteurs
adénoviraux (AdV) ont produit plus d’anticorps contre le transgéne mais il n’y avait pas de
différences dans le taux de survie suite 4 une infection-défi (Gonin et al, 1996). Par
ailleurs, dans un autre cas, I’AdV non-réplicatif s’est avéré supérieur au virus recombinant
de la vaccine (rVV) réplicatif pour la protection contre une infection-défi et pour la
production d’anticorps (Xiang et al., 1996). Toutefois, la comparaison entre ces deux types
de vecteurs est souvent non-significative, notamment si différents promoteurs sont utilisés
pour l'expression du transgéne. Dans ce cas, la variation peut provenir d’une différence

dans les niveaux d’expression du transgene.

Des vecteurs adénoviraux porcins (Reddy et al., 1999), bovins (Mittal et al., 1995)
ou aviaires (Frangois et al., 2001) ont aussi ét€ générés et certains s’aveérent des candidats
intéressants pour la vaccination génétique. Cependant, leur biologie étant moins bien
connue, il est difficile de prévoir quelles seront les cellules susceptibles et quels genes
peuvent étre éliminés pour obtenir des vecteurs non-réplicatifs pouvant ére facilement
propagés in vitro. Des études plus approfondies sur la génétique et le tropisme de ces virus

sont donc requises pour connaitre le potentiel réel de ces vecteurs.

1.1.3- Types de vecteurs adénoviraux utilisés en vaccination génétique et thérapie

génique

1.1.3.1- AdV réplicatifs

Certains vecteurs ont gardé la capacité de répliquer leur génome viral et permettent la
production de progéniture virale infectieuse lorsqu’ils sont administrés a un héte. Les
risques reliés aux vecteurs adénoviraux réplicatifs en font des vecteurs peu utilisés sauf pour
la thérapie génique anticancéreuse et certains essais en vaccination génétique.  Leur
dissémination dans I’environnement n’est pas souhaitable. Ces vecteurs ont cependant
I’avantage d’exprimer les transgénes & des niveaux élevés, quoique transitoirement, & cause
de la réplication du génome. Ceux-ci sont parfois dépourvus de la région E3 pour libErer de
I’espace pour le transgéne. Ce dernier est souvent inséré a la place de la région E3.
Plusieurs de ces vecteurs vont se répliquer préférentiellement dans les cellules canc€reuses
et sont envisagés comme traitement anti-cancer (Kirn, 2000). La région E3 n’est pas

essentielle pour la réplication du virus in vitro.



1.1.3.2- AdV non-réplicatifs

Les vecteurs non-réplicatifs sont les plus souvent utilisés dans des essais pour la
vaccination génétique en raison de leur plus grande sécurité. Le génome de ces vecteurs ne
peut pas se répliquer en raison de 1’absence de la machinerie virale de réplication d” ADN.
Il n’y a donc pas de progéniture virale produite. En général, ces vecteurs sont dépourvus
des régions El et E3 du génome viral et sont cultivés sur des cellules exprimant et
complémentant la région E1 de I’adénovirus. La région E1 est responsable entre autres du
contrdle de 1’expression des génes des autres régions précoces. Par conséquent, les genes
viraux précoces ne sont pas ou peu exprimés en absence de la région E1. Ces vecteurs se
propagent in vitro A des rendements a peu prés similaires a ceux des virus sauvages.
Cependant un faible niveau de réplication de ces virus a été observé dans certaines cellules
en culture, notamment des cellules cancéreuses (Steinwaerder et al., 2000). Ces vecteurs

sont désignés comme étant les vecteurs de premiére génération.

Dans certains vecteurs non-réplicatifs, d’autres régions comme les régions E2A, E2B
ou E4 ont aussi été éliminées pour diminuer les niveaux d’expression résiduels des genes
viraux observés e avec les vecteurs de premiére génération (Krougliak et Graham, 1995;
Wang et Finer, 1996). Ceci rend les vecteurs moins immunogéniques. Ces vecteurs dits de

deuxiéme génération sont surtout envisagés pour le transfert stable de transgenes.

Iy a aussi les vecteurs dits de troisi®me génération dont tous les génes viraux ont &
enlevés. Il ne reste que les ITR et la séquence d’encapsidation. Ces vecteurs nécessitent un
virus auxilliaire (helper) pour fournir les génes en trans (Fisher et al., 1995; Kochanek et
al., 1996; Parks et al., 1996).

1.1.3.3- AdV réplicatifs non-disséminatifs

Récemment, des vecteurs adénoviraux dont le géne de la protéase a ét¢ éliminé ont
été développés. Ces vecteurs ne peuvent effectuer qu’un cycle de réplication (Oualikene ez
al., 2000). La protéase (PS) de I’adénovirus est codée par un géne tardif de la région L3.
Elle est requise lors de l'internalisation du virus et pour le clivage des protéines structurales
du virus. Les particules virales ont donc quelque copies de la protéase (autour de 50) dans
leur capside pour permettre la décapsidation (Mangel er al., 1997). Cette quantit€ n'est
toutefois pas suffisante pour permettre le clivage des protéines structurales du virus. Cette
protéine a été classée dans la catégorie des cystéine-protéases. Les séquences consensus
sont (M, L, DXGX-G ou (M, L, DXGG-X ot X représente n’importe quel acide aminé. Il a
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été démontré que cette protéine clive au moins six protéines virales: pVI, pVIl, pVIII, pMu,
pTP et pllla. Les cytokératines 7 et 18 des cellules hotes sont aussi clivées (Chen et al,
1993). La protéase est beaucoup plus active en présence d'un petit peptide issu du clivage
de la partie carboxylique de la protéine pVI. L'ADN viral pourrait aussi étre un co-facteur
mais cette hypothése reste controversée (Mangel et al., 1997). Les virus dont le géne de la
protéase a été éliminé peuvent donc répliquer leur ADN, mais il n'y a pas de maturation des
protéines structurales et donc, pas de progéniture virale produite. Par conséquent, il n’y a
pas de dissémination du vecteur dans I’environnement. Ces virus peuvent étre produits sur

des lignées cellulaires exprimant la protéase de 1'adénovirus (Oualikene et al., 2000).

Un vecteur adénoviral dont le géne de la protéase a été éliminé permet I’expression
du transgéne en grande quantité tout en restant plus sécuritaire qu'un vecteur réplicatif
disséminatif. Ces vecteurs pourraient étre avantageux pour des cas nécessitant des bons
niveaux d’expression de transgenes de fagon transitoire. La vaccination génétique ou la
thérapie génique anti-cancéreuse sont des cas ou ce type de vecteur serait approprié. Ces
vecteurs pourraient permettre de diminuer la dose de virus nécessaire pour I'établissement
d’une réponse immunitaire efficace, diminuant ainsi les risques d’effets secondaires et les

colits de futurs vaccins.

1.1.4- Utilisation de vecteurs adénoviraux humains pour 'immunisation des porcs

Des AdV non-réplicatifs ont ét€ testés entre autres chez la souris et chez les porcs.
Chez les porcs, des essais ont été effectués contre le virus de la fievre aphteuse (Mayr et al.,
1999) et contre un alphaherpesvirus porcin, soit le virus de la pseudorage (Adam et al.,
1994). Dans les deux cas, il y a eu une bonne production d’anticorps dirigés contre le
produit du transgéne et aussi une réponse cellulaire accentuée. Ces vaccinations se sont
avérées efficaces pour protéger les animaux contre des infections-défis. Les vecteurs ont été
administrés par injection intramusculaire. Dans le cas du vaccin contre le virus de la fievre
aphteuse, il fut démontré plus tard qu’une dose de rappel avec le méme vecteur résultait en
une meilleure protection ainsi que des titres d’anticorps plus élevés que ceux obtenus lors

d’une vaccination simple dose (Mayr et al., 2001).

Un vaccin contre le coronavirus causant une gastroentérite (GET) a aussi été essayé
chez les porcs par injection intrapéritonéale simultanément avec une administration
intranasale d’un vecteur adénoviral réplicatif dépourvu de la région E3 (Torres et al., 1996).
Le groupe de la Universidad Auténomas Cantoblanco de Madrid a montré que les animaux
vaccinés produisaient des anticorps neutralisants. Le méme groupe a aussi vérifié les
niveaux d’expression de transgenes dans certains tissus porcins suite a une administration
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intranasale ou via d’autres routes d’inoculation. L’instillation intranasale s’est avérée la
meilleure voie pour atteindre les tissus des voies respiratoires. Des analyses en
immunohistochimie ont montré la présence d’antigénes viraux dans les cellules épithéliales
des bronchioles, dans les pneumocytes de type II et dans les macrophages alv€olaires
(Torres et al., 1996).

1.2- LE VIRUS DU SYNDROME REPRODUCTEUR ET RESPIRATOIRE PORCIN

1.2.1- Biologie du virus

Le syndrome reproducteur et respiratoire porcin (SRRP) a été décrit durant les
années 80 en Amérique du Nord et quelques années plus tard en Europe. Ce syndrome est
endémique dans tous les pays producteurs de porcs ou presque, et est responsable de pertes
économiques importantes. L’agent étiologique du SRRP est un virus enveloppé &2 ARN
simple brin de polarité positive de la famille Arteriviridae, ordre Nidovirales. Ce virus a ét
classé dans le genre Arterivirus avec les virus de I’artérite équine (EAV), le virus de la ficvre
hémorragique simienne (SHFV) et le virus élévateur de lactate déshydrogénase murin
(LDV). Le VSRRP a été isolé pour la premiére fois en 1991 en Europe (Wensvoort et al.,
1991).

Le génome de 15 kpb de ce virus contient 8 cadres de lecture ouverts (ORF). Les
ORFs 1A et 1B codent respectivement pour des protéines qui ont des activités polyrnérase
et réplicase. Les trois protéines structurales majeures sont la glycoprotéine GP5, la protéine
M et la protéine N de la nucléocapside codées respectivement par les ORFs 5, 6et 7. Les
ORFs 2 et 4 codent pour les protéines GP2 et GP4 qui sont des constituants mineurs de
I’enveloppe virale. Le produit de I’ORF 3 a été détecté dans les particules virales des
souches européennes, mais pas dans les souches nord-américaines. L aspect structural de
cette protéine n’est donc pas confirmé chez les souches nord-américaines (Deaet al., 2000).

Il existe des variations génétiques et antigéniques assez importantes entre les
souches nord-américaines et européennes (Meng, 2000). Il existe probablement des
pressions sélectives qui contribuent & cette variabilité surtout pour les protéines de
I’enveloppe virale qui sont plus exposées donc, plus immunogéniques. Les virus ont
avantage A modifier leurs protéines antigéniques pour &étre moins bien reconnus par le
systéme immunitaire de 1’héte. Il n’existe qu’entre 50% et 80% d’homologie entre les
séquences en acides aminés des protéines structurales des souches européennes et nord-
américaines (Mardassi et al., 1995; Meng et al., 1994; Meng et al., 1995 a et b; Morozov et

al., 1995; Murtaugh et al., 1995). Les niveaux de variabilité des séquences en acides aminés
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entre les souches nord-américaines sont plus élevés que ceux existant entre les souches
européennes. On ne retrouve que 90% d’identité entre les protéines structurales de
différentes souches nord-américaines (Meng et al., 1995 b). Cette variabilit¢ doit étre
considérée car elle peut avoir des implications dans le développement d'un vaccin (Meng,
2000).

Le VSRRP est responsable d’avortements spontanés, de taux plus élevés de foetus
momifiés, de mortinatalité et de porcelets nés faibles chez les truies de différentes parités et
en fin de gestation ainsi, que des problémes respiratoires chez les porcs de tous dges. lLa
composante respiratoire de la maladie est associée a une pneumonie interstitielle
lymphomononucléaire non-spécifique. Les cellules cibles au niveau du systéme respiratoire

sont les monocytes et les macrophages alvéolaires.

Les vaccins actuels n'ont qu'une faible efficacité. L'apparition aux Ftais-Unis d'une
souche plus virulente du VSRRP pouvant infecter les porcs vaccinés avec les vaccins
disponibles actuellement démontre bien le besoin pour un vaccin plus efficace. Aussi, il
n’est pas possible de distinguer par les tests sérologiques conventionnels les animaux
vaccinés avec les vaccins atténués disponibles actuellement des animaux infectés avec le
virus sauvage. 1y a aussi un risque de retour 2 la virulence des souches atténuées utilisées

pour la vaccination.

1.2.2- La GP5 du VSRRP

La protéine GP5 du virus SRRP est la glycoprotéine majeure de I’enveloppe. Elle
forme des hétérodimeéres avec la protéine M dans le réticulum endoplasmique avant d’étre
exportée vers la membrane (Mardassi et al., 1996). La GP5 de la souche de référence
québécoise JIAF-Klop posséde trois sites de glycosylation potentiels (Mardassi et al,
1995). Les fonctions de cette protéine n’ont pas été clairement établies. Elle pourrait avoir
un role dans la liaison du virus aux récepteurs cellulaires. Cette protéine induit I'apoptose
dans les cellules permissives (MARC-145) ou macrophages alvéolaires porcins.  Cette

apoptose n’est pas inhibée par une surexpression de 1’oncogéne Bcl-2 (Suarezetal., 1996).

Une relation entre le pouvoir neutralisant des sérums porcins convalescents et la
présence d’anticorps dirigés contre la GP5 a été établie (Gonin et al., 1999). Des anticorps
monoclonaux dirigés contre des épitopes linéaires et conformationnels de la GPS avec
pouvoir neutralisant ont aussi ét€ caractérisés. Cependant, I’injection de porcs avec la GPS
produite dans E. coli n’a pas provoqué la production d’anticorps neutralisants (Pirzadeh et
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Dea, 1998). En effet, la protéine produite dans un vecteur procaryote a plutdt aggrave les
symptémes de la maladie suite 2 une infection-défi. Le phénomene des anticorps facilitants
est siirement en cause ici. Ce phénoméne a été observé chez les porcs lors d’une infection
avec le VSRRP (Yoon et al., 1997). Ces anticorps non-neutralisants se lient au virus et
augmentent son opsonisation par 1'intermédiaire des récepteurs Fc des gammaglobulines
retrouvés a la surface des macrophages, augmentant ainsi le nombre de macrophages
infectés. Apparemment, les épitopes conformationnels jouent un rdle important dans

Iefficacité de la réponse immunitaire.

La vaccination génétique par injection intramusculaire d’un plasmide qui contient
I’ORF5 a suscité la production d’anticorps neutralisants contre la GPS5 et prot€g€ les
animaux contre une infection-défi (Pirzadeh et Dea, 1998). Aussi, I'injection
intramusculaire de vecteurs adénoviraux non-réplicatifs avec un ORF5 modifi€ ou
synthétique a suscité la production d’anticorps neutralisants dirigés contre la GP5 (Clé€roux
et al., résultats non-publiés). Des mutations silencieuses ont été introduites dans prés de la
moitié des codons afin d’obtenir des codons qui sont plus souvent utilisés dans les cellules
des mammiferes, augmentant ainsi les taux de protéine exprimée. Il reste a vérifier si les
porcs immunisés avec un vecteur adénoviral exprimant le géne modifi€ sont protégés contre
une infection-défi. Le méme type de vecteur adénoviral avec I’ORFS sauvage n’a pas
suscité la production de niveaux significatifs d’anticorps neutralisants (Cléroux ez al,
résultats non-publiés). Les niveaux d’expression du transgéne ont slrement un impact

important sur I’efficacité d’un vaccin génétique utilisant les AdV.

La glycoprotéine majeure de 1’enveloppe virale est aussi celle qui varie le plus entre
les différentes souches du VSRRP. On ne retrouve qu’une identit€ de 50% dans la
séquence en acide aminé entre les souches nord-américaines et européennes (Mardassi et
al., 1995). Un vaccin basé sur la glycoprotéine GP5 de souches nord-américaines ne serait
donc probablement pas efficace pour protéger contre les sérotypes européens et vice et
versa. D’ailleurs, I’inoculation de truies avec une souche nord-américaine du VSRRP a
induit une protection compléte contre une réinfection par la méme souche, mais seulement
une protection partielle contre une réinfection par une souche européenne (Lager et al.,
1999). Aussi, la vaccination de porcs destinés a la production de semence pour
I’insémination artificielle au Danemark & 1’aide d’un vaccin atténué dérivé d'une souche
nord-américaine a causé I’apparition dans quelques troupeaux danois d’une souche
révertante du VSRRP reliée aux souches nord-américaines (Madsen et al., 1998).
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1.3- VECTEURS ADENOVIRAUX AVEC DES TRANSGENES TOXIQUES

Les vecteurs adénoviraux exprimant un transgéne apoptotique vont souvent voir leur
efficacité de production diminuée. L'apoptose précoce des cellules les empéche de produire
une grande quantité de particules virales. Aussi, la génération de recombinants peut étre tres
inefficace voire impossible. Les réarrangements du génome de ces virus peuvent aussi
causer des problemes car les adénovirus recombinants ayant perdu le transgene ont un
avantage sélectif important. La quantité de particules virales révertantes, capables de se

répliquer ou ayant perdu le transgéne sera donc plus importante.

Un moyen pour éviter ce phénomeéne est de contrfler le transgéne avec un
promoteur inductible dont le niveau basal est suffisamment faible ou avec un prormoteur
répressible ayant un niveau d’expression réprimée faible. Dans plusieurs cas, il a é€
impossible de créer des vecteurs viraux exprimant des transgénes toxiques de fagon
constitutive (Massie et al, 1998a, b; Matthews er al, 1999). Toutefois, des virus
recombinants exprimant de tels génes ont été obtenus en contrdlant I’expression du
transgéne par un promoteur inductible. Par exemple, la génération d” AdV exprimant une
version tronquée et toxique de la ribonucléotide réductase du virus de 1’herpes fut possible
seulement en utilisant un promoteur inductible par la tétracycline (TR5) pour contrSler les
niveaux d’expression du géne. On peut donc produire le virus dans des conditions ou
l'expression du transgéne n'est pas induite (Massie et al., 1998a). Egalement, des
adénovirus recombinants exprimant la glycoprotéine du virus de la rage furent obterus en
utilisant un promoteur répressible par un répresseur dérivé du répresseur de I’Opéron

lactose (Matthews et al., 1999).

Le promoteur inductible par la tétracycline est un des plus utilisés dans les cellules
de mammiferes pour contrdler 1’expression des transgénes. Une protéine de fusion
comprenant le répresseur tétracycline (tetR) de Escherichia coli et le domaine d’activation
de la VP16 du virus de I’herpés a été générée. Ce transactivateur tétracycline (tTA)
chimérique se lie 2 ’ADN au niveau des séquences opératrices de 1’ opéron tet (tetO) en
absence de tétracycline ou de ses dérivés. Donc, un promoteur minimal (séquence "T"’ATA)
avec des séquences tetO en amont est inductible par ce transactivateur. L’ajout de
tétracycline ou de ses dérivés inhibe la liaison a2 I’ADN du transactivateur et ne perrmet pas
I’expression du géne (Gossen et Bujard, 1992). 11y a aussi un mutant de ce transactivateur,
le transactivateur tétracycline inverse (rtTA), qui se lie aux séquences tetO en présence de
tétracycline ou de ses dérivés (e. g. doxycycline). La présence dans le milieu de €tracycline
ou de ses dérivés permet la liaison a I’ADN du transactivateur et active ainsi la transcription
(Gossen et al., 1995) (Figure 2).
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Avec transactivateur ntTA Avec transactivateur tTA

Figure 2 : Représentation schématique du systeme Tet. A: Le transactivateur rtTA
ne se lie pas 3 I’ADN en absence de doxycycline et n’active pas la transcription du géne.
B: En présence de doxycycline, le rtTA se lie 8 I’ADN et active la transcription. C: Le
transactivateur tTA ne se lie pas 2 I’ADN en présence de doxycycline et n’active pas la
transcription du géne. D: En absence de doxycycline, le tTA se lie & 1’ADN et active la

transcription.
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Dans les cas ol le transgéne induit 1’apoptose des cellules, un des moyens de
contourner le probléeme consiste a propager le virus sur une lignée cellulaire exprimant un
gene anti-apoptotique. Les cellules seraient ainsi protégées contre les effets du trans gene et
pourraient mieux propager le virus. Par exemple, la lignée cellulaire 293A exprimant un
gene anti-apoptotique des poxvirus, CrmA, permet une augmentation importante du titre
d'un virus exprimant le géne FasL d’un facteur d’environ 100 fois supérieur (Bruder et al,
2000).

1.4- OBJECTIFS

Le premier objectif de ce travail de maitrise fut la génération d’une lignée cellulaire
stable et adhérente exprimant la protéase (PS) de I’adénovirus humain a partir des cellules
humaines 293A. Cette lignée devrait faciliter la purification et la titration des virus
recombinants, dont le géne PS a été éliminé, par la méthode de plages de lyse. La lignée
cellulaire PS actuellement disponible permettant la complémentation dérive des cellules 293
rtTA qui sont des cellules adaptées a la croissance en suspension. 1l est donc difficile

d’obtenir des plages de lyse avec ces cellules.

Le deuxiéme objectif consistait a vérifier si la protéase des adénovirus porcins peut
complémenter 1’absence du géne de la protéase chez les adénovirus humains.  Cette
information est pertinente pour évaluer la biosécurité des AdV humains dans le contexte
d’une utilisation potentielle chez des porcs possiblement pré-infectés avec un adénovirus

porcin.

Le demier objectif des travaux effectués consistait a évaluer I’impact de la toxicité de
la GP5 sur les titres d’AdV exprimant cette protéine et sur la facilit€ a générer des virus

recombinants.
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2- MATERIELS ET METHODES
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2.1- CONSTRUCTION DES PLASMIDES

2.1.1- Plasmide avec promoteur inductible par AMPc (pAdCRES5*1acZ)

La stratégie pour obtenir ce plasmide consistait en remplacer les séquences
opératrices (tetO) d’un promoteur fort inductible par tétracycline (TR5) (Massie et al.,
1998a) par les éléments de réponse & I’AMP cyclique (CRE). Un plasmide comportant le
géne lacZ en aval d’un promoteur TR5, dont les séquences tetO avaient é€ élirminées
(pAdTRS5-tetO*lacZ) a été gracieusement obtenu du Dr Alaka Mullick. Des CRE ont donc

été insérés dans ce plasmide.

Sept copies de la séquence CRE, provenant du promoteur du géne humain du
peptide vasoacif intestinal (VIP) ont été amplifiées a partir du plasmide pZ8CV'S qui
contient ce promoteur avec des amorces générant des sites Hind 111, Sall et Aflll en amont
du fragment, de meme qu’un site Kpn I en aval. Le plasmide pZ8CV'S a ét€ gracieusement

fourni par le Dr Yves Durocher de I’Institut de recherche en biotechnologie.

Hind Il  Sall A1l
Amorce sens: 5’-CCCAAGCTTGTCGACGGGCTTAAGGATAGCTTGATATC-3”

Kpnl
Amorce antisens:; 5’-CGGGGTACCGGCCATGGGCTGCAG-3’

L’amplification a été effectuée avec 2 U de I’enzyme Vent (New England Biolabs
Inc., Beverly, MA) dans le tampon Thermopol [10 mM KCl, 20 mM Tris-HCIl (pH 8.8), 10
mM (NH,),SO,,2 mM MgSO,, 0.1% Triton X-100] (New England Biolabs Inc., Beverly,
MA) supplémenté avec 1 mM de MgCl, et 200 nM d’un mélange de désoxynucl€osides
triphosphates (ANTP). Cent pmoles des amorces et 7,5 ng de pZ8CV'S ont ét€ utilis€s dans
un volume réactionnel de 100 ul. L’amplification a été effectuée a l'aide d'un thermocycleur
PHC-3 (Techne Ltd., Duxford Cambridge, UK). Les conditions d’amplification étaient les

suivantes:

1 cycle 94°C 3 min

51°C 2 min

72°C 2 min
30 cycles 94°C 30 sec

51°C  30sec

72°C 1 min 30 sec
1 cycle 72°C 10 min

Le produit de 250 pb, obtenu suite a la réaction de polymérisation en chaine (IPCR),
a été collecté a partir de 4 tubes et purifié a partir de gel d’agarose a l’aide des billes
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QiaEXII (Qiagen GmbH, Schwalbach, Allemagne) selon le protocole du manufacturier. Un
total de 4,5 pg du plasmide de départ pAdTRS5-tetO*lacZ a été linéaris€ par digestion avec 5
U de '’enzyme Hind 111 dans du tampon NEBuffer #2 [10 mM Tris-HCI, 10 mM M gCl,,,
50 mM NaCl, 1 mM dithiothreitol] (New England Biolabs Inc., Beverly, MA). La digestion
a été incubée pendant 18 heures 4 37°C. L’ADN clivé a ensuite été purifié a I'aide des

billes QiaEXII selon le protocole du manufacturier.

Par la suite, les extrémités du vecteur et du fragment contenant les CRE ont été
rendues franches par un traitement avec la T4 ADN polymérase. Les réactions ont été
effectuées avec environ 2 ug de vecteur ou le quart du fragment purifi€ dans du tampon
NEBuffer #2 supplémenté avec 50 pg/ml d’albumine sérique de boeuf (BSA) et du
mélange de dNTPs 2 une concentration finale de100 nM chacun. Le volume final a é¢
complété 3 60 ul et 6 U d’ADN polymérase du phage T4 a ét€ ajouté. La réaction a €t
réalisée & 12°C pendant 20 minutes et a ensuite été arrétée par 1’ajout de 20 mM d’acide
éthylénediamine tétraacétique (EDTA). L’ADN a ensuite été purifié avec les billes QiaEXII

selon le protocole du fabricant.

Le vecteur linéarisé a ensuite été déphosphorylé et le fragment obtenu contenant les
séquences CRE a été phosphorylé. Pour la déphosphorylation, le vecteur a ét€ incub€ avec
10 U de phosphatase alcaline intestinale de veau (CIAP) dans du tampon NEBuffer #2
pendant une heure & 37°C. Le fragment a été incubé avec 20 U de la polynuckotide kinase
du phage T4 dans du tampon ligase [S0 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 10 mM
dithiotreitol, 1 mM ATP, 25 ug/ml BSA] (New England Biolabs Inc., Beverly, MA) pendant
une heure & 37°C pour permettre la phosphorylation. Environ 5 ng du fragment et 50 ng de
vecteur ont été ligués en présence de 400 U d’ADN ligase du phage T4 dans le tampon
ligase [SO mM Tris-HCI (pH 7.6), 10 mM MgCl,, 1 mM ATP, 1 mM dithiotreitol, 5%
(poids/volume) polyethylene glycol-8000] (Gibco Life Sciences, Buckinghamshire, UK)
supplémenté avec 10 uM ATP. La réaction a été réalisée pendant 18 heures 2 4°C.  Des
bactéries Escherichia coli DH5a ont été transformées avec le produit de la ligatiom. La
transformation a été effectuée en incubant 100 pl de bactéries compétentes E. coli IDH5a
avec le produit de ligation pendant 30 minutes sur glace. Les bactéries ont ensuite éé
incubées & 42°C pendant 1 minute avant d’étre refroidies sur la glace pour 2 minutes. Un
volume de 900 pl de milieu Luria-Bertani (LB) a par la suite été ajouté et les bactéries ont
été incubées a 37°C sous agitation pendant 30 minutes. Finalement, les bactéries ont été
étalées sur des pétris de LB agar contenant 100 ug d’ampicilline par ml, et incubées a 37°C
jusqu’au lendemain. Les bactéries des différentes colonies ont ensuite été mises en culture
dans 5 ml de milieu LB contenant 100 pug d’ampicilline par ml. L’ADN plasmidique de ces
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cultures a été extrait avec la trousse QIAprep spin miniprep kit (Qiagen GmbH,
Schwalbach,. Allemagne). La présence du fragment et son orientation dans le vecteur ont
été vérifiées par suited’une digestion a I’aide des enzymes Stu 1 et Hind III résultant en des
fragments de 346 pb, 2859 pb et 7174 pb. Le plasmide a ensuite €té€ séquencé avec le
mélange dRhodamine (Amersham Pharmacia Biotech, San-Francisco, CA). Une quantité de
1 pg de plasmide a été utilisée pour la réaction de séquencage avec 4 ul de mélange
dRhodamine et 2 pmoles d’amorces LL-16 s’hybridant en amont du site HindIll qui a été
utilisé pour le clonage. La réaction a été effectuée a I’aide d’un thermocycleur Gene Amp
PCR System 9600 (PE Applied Biosystems, Foster city, CA). Les conditions
d’amplification étaient les suivantes:

25 cycles 96°C 10 sec

50°C 5 sec
60°C 4 min

Le produit de la réaction PCR a ensuite été purifié par précipitation en présence de
glycogéne/éthanol. Pour ce faire, des volumes de 40 ul de tampon Tris-EDTA. (TE)
contenant 500 ng/ul de glycogeéne et de 100 ul d’éthanol anhydre ont été ajout€s dans
chaque échantillon. Le tube a ensuite été laissé sur la glace pendant 30 minutes et centrifugé
4 12 000 rpm pendant 25 minutes. Le culot a ensuite été lavé avec 150 pl d’éthanol 70% et
recentrifugé a 14 000 rpm pendant 3 minutes avant d’étre séché a ’air pendant 10 minutes.
L’échantillon a finalement été envoyé au service de séquengage de I’Institut de recherche en

biotechnologie.

2.1.2- Plasmide pHSE-DC-GFPq/tk*Hygro

Pour obtenir un plasmide comportant une cassette d’expression dicistronique
contenant le géne de la protéine fluorescente verte modifiée (GFPq) est placé en aval d’un
site d’entrée interne du ribosome (IRES) sous le contrdle d’un promoteur inductible par
choc thermique (HSE), Un plasmide possédant cette méme cassette sous le contrSle du
promoteur TR5 (pTR5-DC-GFPq/Tk*Hygro) a été utilis€ pour n’en changer que le
promoteur. Ce plasmide posséde aussi un géne de résistance a ’hy gromycine dans une
autre cassette d’expression constitutive. Le plasmide pHSE-DC-GFPgq/tk*Hygro a ét€
construit en enlevant la cassette du géne de résistance a ’hygromycine et le prormoteur
inductible par la tétracycline TRS, du plasmide pTR5-DC-GFPq/tk*Hy gro. Ces séquences
ont été remplacées par la cassette du géne de résistance a ’hygromycine et le prormoteur
inductible par choc thermique (HSE) du plasmide pHSE*GFPq/tk*Hygro, oObtenu
gracieusement du Dr Dick Mosser de 'Institut de recherche en biotechnologie.
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Pour ce faire, 9 pg de plasmide pTR5-DC-GFPq/tk*Hygro a été digéré par 1”ajout
de 10 U de I’enzyme Miu 1 et 10 U de I’enzyme Bg! II dans le tampon NEBuffer #3 [50
mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, , 100 mM NaCl, 1 mM dithiothreitol] et le mélange a é€
incubé 18 heures 2 37°C. Un fragment de 4377 pb correspondant au vecteur a été Obtenu,

puis purifié sur gel & I’aide des billes QiaEXII.

La cassette de résistance a I’hygromycine et le promoteur HSE ont ét€ amplifi€s par
PCR en utilisant des amorces dans lesquelles des sites Bgl Il et Pme 1 ont &€ ajoutés en 3.

Un site Asc I a aussi été ajouté a I’extrémité 5° de I’amorce sens.

Ascl
Amorce sens: 5’-TTGGCGCGCCTGTCTGCTCAGTCCAGT C-3’

Bglll Pmel
Amorce antisens: 5S’-GGAGATCTGTTTAAACTTGCGCGCCCGCGGAGG-3’

La réaction d’amplification a été réalisée avec un total de 9 ng de plasmide
pHSE*GFPq/tk*Hygro en présence de 2 U de I’enzyme Vent (New England Biolab) ainsi
que 100 pmol de chacune des amorces dans le tampon Thermopol supplémenté de 5%
DMSO. Chacun des dNTPs ont aussi été ajoutés a une concentration finale de 200 nM.
Le volume final de la réaction a été complété a 100 pl avec de ’eau. La réaction a été

effectuée dans un thermocycleur PHC-3 (Techne Ltd., Cambridge, UK) sous les conditions

suivantes:
1 cycle 94°C 3 min
48°C 2 min
72°C 2 min
30 cycles 94°C 30 sec
48°C 30 sec
72°C 1 min 30 sec
1 cycle 72°C 10 min

Le produit de la réaction PCR ayant une taille de 1920 pb a €té collecté a partir de
deux tubes et fractionné sur gel d’agarose puis, purifié avec les billes QiaEXIl selon le
protocole du manufacturier. Finalement, le fragment d’ADN a ét€ digér€ suite a une
période d’incubation de 18 heures 4 37°C en présence de 10 U de I’enzyme Bglll dans du
tampon NEBuffer #3 (New England Biolab). Le fragment contenant le promoteur FISE et
le géne de résistance & I’hygromycine a ensuite été purifié a ’aide des billes QiaEXII et
digéré pendant 18 heures a 37°C en présence de 10 U de I’enzyme Asc 1 dans le tampon
NEBuffer #4 [20 mM Tris-acetate, 10 mM acétate de magnésium, 50 mM acé€tate de
potassium, 1 mM dithiothreitol]. Ce fragment a été inséré dans le plasmide receveur. Pour
la réaction de ligation, 30 ng du vecteur et 25 ng du fragment ont été incubé en présence de
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400 U de ligase. La réaction a été réalisée a la température de la piece pendant 4 heures

dans le tampon ligase (New England Biolab).

Des bactéries E. coli DH5a ont été transformées comme précédemment avec le
produit de ligation. La présence et I’orientation du fragment ont été vérifiées en digérant
17,5 pl de I’éluat de miniprep avec 10 U de AarIl. La réaction a été effectuée dans le
tampon NEBuffer #4 pendant 4 heures a 37°C. Deux bandes correspondant a des
fragments d’ADN d’environ 4740 pb et 1720 pb devaient étre obtenues suite a

Iélectrophorese sur gel d’agarose.

2.1.3- Plasmide pHSE*PSAd2-DC-GFPq/tk*Hygro

Pour insérer le cadre de lecture de la protéase en amont de I’IRES dans la cassette
dicistronique du plasmide pHSE-DC-GFPq/tk*Hygro, le site unique de clonage Bgl IT a été
utilisé. Le cadre de lecture de la protéase de 1’Ad2 a été obtenu en digérant le plasmide
pKS.PS, fourni gracieusement par la Dr Wahiba Oualikene de 1’Institut de recherche en
biotechnologie, en présence de 20 U de BamH 1. Le mélange réactionnel a ét€ incubé
pendant 18 heures a 37°C dans le tampon pour BamH 1 [150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl,
10 mM MgCl,, 1 mM dithiothreitol] (New England Biolab) supplémenté de 100 pg/ml de
BSA. Le fragment d’environ 700 pb a ensuite été purifié sur gel a I’aide des billes
QiaEXII, selon les directives du manufacturier.

Environ 16 pg du plasmide pHSE-DC-GFPq/tk*Hygro ont ét€ digérés par
’addition de10 U de ’enzyme Bgl Il dans le tampon NEBuffer #3 (New England Biolab).
Apres une période d’incubation del8 heures a 37°C, 10 U de CIAP ont é¢ ajoutés au
mélange pour déphosphoryler le vecteur. Le mélange a été incubé une heure et le vecteur a
été purifié sur gel d’agarose a l’aide des billes QiaEXII, selon le protocole du

manufacturier.

Par la suite, 9 ng du fragment d’ADN amplifié et 30 ng de vecteur ont é¢ ligués en
présence de 400 U d’ADN ligase dans le tampon ligase (New England Biolab). Le
mélange réactionnel a été incubé a 16°C pendant 6 heures. Le produit de ligation a été
transformé et I’ADN plasmidique des colonies a été extrait comme précédemment. La
présence et D’orientation du fragment ont été vérifiées dans les différents clones par
digestion de 17,5 pl des minipréparations d’ADN plasmidique en présence d¢ 5 U de
I’enzyme Nru 1 dans le tampon pour Nrul [100 mM KCl, 50 mM Tris-HCl, 10 mM
MgCl,] (New England Biolab). Des bandes correspondant a des fragments d’ADN de 365
pb, 2095 pb et 4625 pb devaient étre obtenues suite a I’électrophoreése sur gel d’agarose.
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Le géne de la protéase a ensuite été séquencé en utilisant le mélange réactionnel
BigDye (PE Applied Biosystems Inc., Foster city, CA). La réaction a été réalisée a paxtir de
400 ng d’ADN plasmidique et 1,6 pmol de ’amorce s’hybridant a environ 70 pb de la
séquence TATA du promoteur HSE (HSEseq3’) ou de I’amorce s’hybridant au début de
I'IRES (IRESseq5’). Puis, 8 pl de mélange BigDye ont été ajoutés et le volume de la
réaction a été complété a 20 ul. L’amplification a été réalisée a I’aide d’un thermocycleur
GeneAmp PCR System 9700 (PE Applied Biosystems, Foster city, CA). Les conditions

d’amplification étaient les suivantes:

1 cycle 96°C 2 min

25 cycles 96°C 10 sec
50°C 5 sec
60°C 4 min

Le produit de la réaction a ensuite été purifié a ’aide des colonnes Centxi-Sep
(Princeton Separations, Adelphia, NJ), selon le protocole du manufacturier et envoyé au

service de séquencgage de I’Institut de recherche en biotechnologie.

2.1.4- Plasmide pHSE*PSPAV3-DC-GFPq/tk*Hygro

Pour insérer le cadre de lecture de la protéase dans la cassette dicistronique
inductible par choc thermique comme pour la protéase de I’Ad2, la procédure était
sensiblement la méme. La protéase de 1’adénovirus porcin sérotype 3 (PAV3)a ét€ obtenue
par amplification a partir de I’ADN génomique de la souche 6618 du virus.  Cette
amplification par PCR a été réalisée en utilisant des amorces s’hybridant au début et 2 1la fin
du cadre de lecture de la protéase. Ces amorces possédaient en leur extrémité des sites
BamH 1 pour le clonage ultérieur du fragment. Un motif mimant la séquence de Kozak
(GCC), a aussi été ajouté en 5’ (Kozak, 1987).

BamH 1 Kozak
Amorce sens : 5 -CCGGGGGATCCGCCGCCGCCATGGGCAGCACCGAG-
GACGAGCTCCGAGCCATG-3’

BamH 1
Amorce antisens : 5-CCGGGGGATCCTTATTGCATATCGAGCGCITTGTGC-
AGGTG-3’

La réaction d’amplification a été réalisée comme pour la construction du plasmide
pHSE-DC-GFPq/tk*Hygro & partir de 6,5 ng d’ADN génomique du PAV3 sous les
conditions suivantes :

1 cycle 95°C 3 min
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68°C 1 min

72°C 1 min
30 cycles 95°C 1 min
68°C 1 min
72°C 1 min
1 cycle 72°C 7 min

Le produit de la réaction PCR, soit un fragment d’ADN d’une longueur d’environ
700 pb ont ensuite été purifiés sur des colonnes de gel de silice de la trousse PCR
purification Kit (Qiagen GmbH, Schwalbach, Allemagne) selon les directives du
manufacturier. L’amplification et la purification du fragment ont ét€ effectuées par Mr
Daniel Larocque. Ensuite, une aliquote de 20 pl contenant le fragment d’ ADN attendu a été
digéré en présence de 20 U d’enzyme BamH I dans le tampon BamH 1 (New England
Biolab) supplémenté de 100 ug/ml de BSA. La réaction a été réalisée pendant 18 heures a
37°C. Subséquemment, le fragment d’ADN comportant le cadre de lecture de la protéase a
été purifié sur gel d’agarose a I’aide des billes QiaEXII et cloné dans le vecteur pHS EE-DC-
GFPq/tk*Hygro digéré par Bgl Il comme dans le cas de la protéase de 1’ Ad2. La pré€sence
et I’orientation de la protéase ont été vérifiées par digestion de 17,5 ul de miniprep avec 5 U
de Mlu 1. La réaction a été effectuée pendant 18 heures a 37°C dans le tampon NEBuffer
#2 (New England Biolab). Des bandes correspondant a des fragments d’ADN de 1110 pb
et 5978 pb devaient étre obtenues suite a I’électrophorese sur gel d’agarose. Le gene de la
protéase a également été séquencé de la méme fagon que celui de la protéase de'Ad2.

2.1.5- Plasmide de transfert pAdCMV5P2*ORFS-DC-GFPq

Ce plasmide a été construit 2 partir du plasmide de transfert pAdCMV5P2-DC-
GFPq obtenu gracieusement du Dr Alaka Mullick de [I’Institut de recherche en
biotechnologie. Ce plasmide posséde une cassette d’expression dicistronique comportant le
géne de la GFPq en aval de I'IRES contrdlée par un promoteur chimérique répressible par
le répresseur cumate. Le cadre de lecture de la GPS5, soit ’ORF5 du VSRRP, aét€ obtenu
d’un plasmide comportant une cassette d’expression dicistronique avec ce géne placé en
amont le I’IRES. Cette cassette d’expression est sous le contrdle du promoteur TRS.
L’ORFS5 a été extrait et inséré dans le plasmide de transfert pAdCMV5P2-DC-GFPq en
utilisant deux sites de restriction situés dans les séquences de téte tripartites de I'adénovirus
(TPL) présentes dans les promoteurs CMVS5P2 et TRS et au début de I’'IRES, soit les sites
des enzymes Xho I et Hpa 1, respectivement. L’ORFS a été extrait du plasmide de transfert
pAdTR5*0ORF5-DC-GFPq par digestion avec ces enzymes et a été inséré dans le plasmide
pAJdCMV5P2-DC-GFPq linéarisé en présence de ces mémes enzymes.
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Le plasmide pAdTR5*ORF5-DC-GFPq obtenu gracieusement du Dr Carl Gagnon
de 'INRS-Institut Armand-Frappier a été digéré en présence de 5 U et 10 U des enzymes
Hpa1et Xho |, respectivement. La réaction fut réalisée dans le tampon NEBuffer #4 (New
England Biolab) supplémenté de 100 pg/ml de BSA pendant 18 heures a 37°C. Le vecteur
pAdCMV5P2-DC-GFPq a aussi été linéarisé par digestion avec les enzymes Hpal et
Xhol. Le fragment d’ADN comportant ’ORFS et le vecteur ont été purifiés sur gel
d’agarose et extraits a I’aide des billes QIAEXIT], selon les directives du manufacturiex. Les
fragments de 1790 pb pour I’ORF5 et 6500 pb pour le vecteur ont été purifiés, puis ligués
suite & une incubation en présence de 200 U de ’enzyme ADN ligase du phage T4 dans le
tampon ligase (New England Biolab). La réaction fut réalisée pendant 4 heures a la
température de la piéce avec environ 30 ng du vecteur et 50 ng du fragment d” ADN
contenant le transgéne. Des bactéries E. coli DHSo ont ensuite ét€ transformées avec le
produit de ligation et les colonies obtenues ont €té testées pour la présence du transg&ne par
digestion avec 1’enzyme BamH 1, donnant des fragments d’ADN de 729 pb ¢t 8096 pb. La
séquence de I’ORF5 a ensuite été vérifiée par séquencage. La réaction de séquengage fut
effectuée avec 8 wl du mélange BigDye (PE Applied Biosystems, Foster City, CA)) pour
environ 650 ng du plasmide et 3,2 pmoles d’amorce s’hybridant dans la séquence
d’épissage, immédiatement en amont de I’'ORFS5 ou dans 'IRES immédiatement en aval du
I’ORF5. Les conditions d’amplification utilisées ont été les mémes que celles utilisées
pour le séquencage des génes des protéases. Le produit de la réaction PCR fut purifi€ sur
colonne Centri-Sep, selon les directives du manufacturier, et envoyé au service de

séquencage de I’Institut de recherche en biotechnologie.

2.2- TRANSFECTIONS TRANSITOIRES POUR ESSAIS DES DIFFEREN TS
PROMOTEURS INDUCTIBLES

2.2.1- Cellules et méthode de transfection

Les cellules 293A sont des cellules transformées qui proviennent de fibroblastes
rénaux humains (Graham ez al., 1977). Ces cellules possédent la région E1 des adénovirus
humains. Les cellules 293S dérivent des cellules 293A et sont adaptées a la culture en
suspension (Garnier et al., 1994). Les cellules 293 CymR sont des cellules 293 A qui
expriment le répresseur de I’opéron cumate. Les cellules 293A, 293S, de méme que les
lignées dérivées de ces cellules, ont été cultivées dans le milieu minimal d’Eagle modifié par
Dulbecco (DMEM) supplémenté de 2 mM de L-glutamine et de 5% de sérum fétal bovin
(FBS). Les cultures étaient incubées a 37°C sous une atmosphére contenant 6% de CO,,.
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Les transfections ont été réalisées suivant la méthode du phosphate de calcium
(Jordan et al., 1996). Pour ce faire, trois tubes étaient préparés. Le tube 1 contenait 10 pg
d'ADN dans 100 pl d'une solution de TE 0.1X. Le tube 2 contenait 337.6 pl deau avec 10
ul de CaCl, 2M. Le contenu du tube 1 était ajouté au tube 2 en plus de 52 ul de CaC1, 2M.
Ce mélange était ensuite ajouté goutte a goutte, en faisant buller le précipité, dans un
troisiéme tube contenant 500 pl de solution tamponnée a ’hepes (HBS) 2X [0.28 M INaCl,
0.05 M Hepes, 1.5 mM Na,HPO,, pH 7.05]. Le précipité généré était ensuitt Aéposé
goutte a goutte sur les cellules dont le milieu avait ét€ changé 4 heures auparavant. Les
cellules ont été rincées le lendemain dans une solution saline tamponnée au phosphate
(PBS) pour enlever le surplus de précipité. Un précipité de 1 ml pouvait servir pour la
transfection des cellules contenues dans un pétri de 100 mm ou dans deux puits d’un

plateau de 6 puits.

2.2.2- Essais du promoteur CRES (inductible par AMPc)

Un total de 300 000 cellules 293A par puits ont été ensemencées la veille dans des
plateaux de 6 puits et co-transfectées avec 3 pg de plasmide pAdTR5*lacZ ou
PAdCRES5*]acZ en présence de 2 png de plasmide pcDNASEAP contenant 'ADNc de la
phosphatase alcaline sécrétée humaine (SEAP) sous le contrdle du promoteur précoce
immédiat du cytomégalovirus (CMV IE). Ce plasmide a été gracieusement obtenu du Dr
Yves Durocher de I’Institut de recherche en biotechnologie. Ce plasmide a été utilisé afin
d’obtenir un total de 5 ug d’ADN par échantillon. De méme, 50 ng du plasmide
pUHD172.1 contenant le géne du transactivateur rtTA (Gossen et al., 1995) a ét€ aussi
transfecté avec le plasmide pTRS5*lacZ.

Les cellules ont été induites par I’ajout de 1pg de doxycycline par ml de milieu pour
le promoteur TRS ou de forskoline a une concentration finale de 1 mM pour e prormoteur
CRES. Les drogues inductrices ont été ajoutées au moment de la transfection.

Les cellules ont été récoltées 48 heures post-transfection. La récolte aété réalisée en
enlevant le milieu, en ringant au PBS et en décollant les cellules avec un grattoir dans 1 ml
de PBS. Apres une centrifugation a 13 000 rpm pendant 5 minutes et élimination du
surnageant, le culot a été resuspendu dans 50 pl de tampon Tris 0,25 M. Les cellules ont
par la suite ét€ lysées par trois cycles de gel-dégel dans de la glace seche. Les débris
cellulaires ont été éliminés suivant une centrifugation a2 13 000 rpm pendant 5 min et le

surnageant a été conservé sur la glace.
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Pour le dosage de la B-galactosidase, des aliquotes de 10 ul des extraits cellulaires
ont ét€ mises dans un plateau de 96 puits, puis 1 pl d’une solution 0.1 M de MgCl, et 4.5
M de B-mercaptoéthanol ont été ajoutés en plus de 67 ul d’une solution de phosphate de
sodium 0.1 M a pH 7.5 et 22 pl d’une solution de 4 mg/ml o-nitrophenyl B-D-
galactopyranoside (ONPG) dissous dans la méme solution de phosphate de sodium. Les
plaques ont ensuite été lues trois fois a des intervalles de 10 minutes a I'aide d’un
spectrophotométre Dynatech MR500 (Dynatech Laboratories Inc., Chantilly, VA) & une
longueur d’onde de 450 nm.

2.2.3- Essais du promoteur MMTYV (inductible par glucocorticoides)

Les essais ont été réalisés avec le plasmide pUTS530 (Cayla, Toulouse, France),
contenant le geéne lacZ sous le contrdle de la longue répétition terminale (LTR) du virus des
tumeurs mammaires murin (MMTV). Les transfections ont été effectuées comme
précédemment avec 3 pg de plasmide pUT 530 et 2 ug de pAdCMV5*GFPq sur les
cellules 293 A, par précipitation au phosphate de calcium. L’induction a été déclenchée en
ajoutant de la dexaméthazone & une concentration dans le milieu de 10 nM 4 10 pM, selon

les échantillons. La dexaméthazone a été ajoutée au moment de la transfection.

La récolte des cellules et le dosage de la B-galactosidase ont été réalisés de la méme

fagon que pour I’essai du promoteur CRES.

2.2.4- Essais en transfection transitoire du plasmide pHSE-DC-GFPq/tk*Hygro

Les transfections ont été effectuées sur des cellules 293A dans des plaques de 6
puits par précipitation au phosphate de calcium, de la méme facon que les autres
transfections. Les transfections ont été réalisées avec 3 ug de plasmide pTR5-DC-
GFPq/tk*Hygro ou pHSE-DC-GFPq/tk*Hygro et 2 pg de plasmide psl1190 ne contenant
aucun géne eucaryote (Amersham Life sciences, Buckinghamshire, UK) de fagon & avoir 5
ug d’ADN par échantillon. Aussi, S0 ng de plasmide pUHD172.1 contenant le

transactivateur rtTA ont été transfectés avec le plasmide TR5.

Les cellules ont été induites par choc thermique ou par ajout de 1 pg de doxycycline
par ml de milieu, 24 h post-transfection. Les cellules ont par la suite éé trypsinées,
resuspendues dans 5 ml de milieu et transférées dans des tubes a bouchon vissable. Les
cellules transfectées avec le méme ADN ont été mélangées pour éviter les variations dues
aux différences d’efficacité de transfection. Les cellules ont ensuite été incubées 3 37°C ou
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a43°C pour un choc thermique pendant 45 minutes. Par la suite, les cellules ont été remises

a la température d’incubation de 37°C dans des plateaux de 6 puits.

Les niveaux d’expression de la GFPq ont été déterminés par cytofluorométrie 24 h
post-induction. Un total de 1 ml des cellules trypsinées et resuspendues dans 8 ml de
milieu a ensuite été analysé en cytofluorométrie avec un systtme de cytométric en flux
Epics® XL-MCL™ (Beckman-Coulter, Fullerton, CA). Les cellules ont été excitées par le
laser argon de 15 mW 2 488 nm et la fluorescence de la GFPq a ét€ détectée a I'aide d’un

filtre passe-bande de 525 nm.

2.3- ESSAI DE TRANSCOMPLEMENTATION DES PROTEASES DES Ad2 ET
PAV3

Des feuillets de cellules 293A ont ét€ transfectées avec les plasmides
pHSE*PSAd2-DC-GFPq/tk*Hygro ou pHSE*PSPAV3-DC-GFPq/tk*Hygro et ensuite

infectées avec un vecteur APS. La progéniture virale a ensuite été titrée.

La transfection transitoire des cellules a été réalisée par précipitation au
polyethyleneimine (PEI), selon un protocole optimisé par le Dr Yves Durocher (Durocher ez
al., sous presse). Pour ce faire, des pétris de 100 mm ont ét€ ensemencés la veille avec 2
millions de cellules. Pour la transfection, 6 ug d’ADN ont été ajoutés a 200 pl de milieu
sans sérum. Par la suite, un total de 8 ul d’une solution aqueuse de 1 mg/ml de PEI linéaire
de 25 kDa (Polyscience, Niles, IL) a été ajouté et le mélange a été laissé a la tempé&rature
ambiante pendant 10 minutes. Le précipité a ensuite été réparti sur le feuillet de cellules.
Apres 18 heures, les cellules ont été infectées avec un AdSAE1APS lacZ-EGFP a une
multiplicité d’infection (MOI) de 5 dans 4 ml de milieu. Ce virus est un vecteur réplicatif
non-disséminatif exprimant les génes de la B-galactosidase et de la GFPq (Oualikene et al.,
2000). Les cellules infectées ont ét€ incubées 5 heures sous agitation pour permettre aux
virus de s’attacher, puis ont été rincées trois fois avec du PBS et trypsinées avant d’étre
resuspendues dans 20 ml de milieu et réparties dans cinq tubes a bouchon vissable. Une
partie de cette suspension a été congelée tandis que les 4 autres parties ont été soumise a un
choc thermique & 43°C pendant 45 minutes ou incubées a 37°C comme contrdle. Ces
cellules ont finalement été placées dans des pétris 60 mm et incubées pour 48 heures. Les
cellules ont ensuite été congelées & —20°C. Les échantillons ont été soumis a deux cycles de

gel-dégel pour permettre la lyse des cellules.

La production d’une progéniture virale a ét¢ estimée par la méthode de la dose
infectieuse causant un effet cythopathique dans 50% des cultures cellulaires infectées
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(TCIDs). Des aliquotes de 50 ul des dilutions des lysats de cellules de 1072 10° ont été
étalées sur des cellules 293 rtTA PS dans des plateaux de 96 puits. Le lendemain, 200 pl de
milieu ont été rajoutés sur les cellules et ces derniéres ont été laissées sous incubation
jusqu’a infection de la majorité des cellules. Par la suite, la plus faible dilution capable
d’infecter les cellules dans 1a moitié des puits a été déterminée. Cette titration a été faite une
deuxiéme fois en étalant les dilutions de 1072 5 x 10®. Le contrdle qui a été utilisé pour la
titration est le stock de AdSAPS lacZ-EGFP titrant 2 107 unités formatrices de plages (pfu)
/ml.

2.4- GENERATION ET ANALYSE DES LIGNEES CELLULAIRES 293A PSS

2.4.1- Transfection et triage des cellules résistantes a ’hygromycine

Les plasmides pHSE*PSAd2-DC-GFPgq/tk*Hygro ou pHSE*PSPAV3-DC-
GFPq/tk*Hygro ont été linéarisés par digestion avec 10 U de I’enzyme Ssp | avant d’étre
purifiés par extraction au phénol-chloroforme. Pour la purification, le volume des
échantillons a été complété a un volume de 100 pl avec du tampon TE. Par la suite, 1
volume de phénol a été ajouté au tube contenant I’échantillon qui a finalement €€ agité et
centrifugé a2 14 000 rpm pendant 3 minutes. La phase supérieure a ét€ transférée dans un
nouveau tube et 1 volume d’un mélange phénol-chloroforme-alcool isoamylique 25:24:1 a
été ajouté et 1’échantillon a été agité et recentrifugé. La méme méthodologie a été r&alisée
avec un mélange chloroforme-alcool isoamylique 24:1. Le surnageant a ét€ transféré€ dans
un nouveau tube et 0,1 volume d’acétate de sodium 3 M a été ajouté. Le tube a éé me&langé
et 2,5 volumes d’éthanol anhydre ont été ajoutés. L’échantillon a par la suite é€ incubé a
—80°C pendant une heure avant d’étre centrifugé a 14 000 rpm pendant 30 minutes. Le
surnageant a été vidangé doucement et le culot a été rincé avec 250 pl d’éthanol 70% froid.
Le tube contenant le mélange a été recentrifugé pendant 3 minutes a 14 000 rpm et le culot
fut séché a 1’air pendant 5 minutes. L’ADN du culot a finalement ét€ resuspendu dans du
tampon TE 1X pH 8 stérile & une concentration approximative de 1 pg/ul.

Des pétris de 100 mm ont été ensemencés la veille avec 2 millions de cellules 293A
et les cellules ont été transfectées par la méthode du phosphate de calcium avec 15 pl des

plasmides linéarisés.

A 48 heures post-transfection, les cellules ont été transférées dans des pétris de 150
mm avec du milieu contenant 200 pg d’hygromycine par ml pour la sélection des cClones

résistants. Le milieu a été remplacé par du milieu frais a toutes les semaines jusqu’au
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moment ol les colonies de cellules résistantes étaient assez grosses pour Etre transférées

dans un pétri de 100 mm de diametre.

Les cellules ont ensuite été triées en cytofluorométrie pour sélectionner les cellules
exprimant le plus de GFPq. Les cellules ont été trypsinées et 1 200 000 cellules ont été
resuspendues dans un tube contenant 10 ml de milieu et incubées a 43°C pendant 45
minutes. Les cellules ont ensuite éé transférées dans un pétri de 100 mm de diamétre. A
24 heures post-induction, les cellules ont été trypsinées et resuspendues dans 2 ml de milieu
avant d’étre triées en cytofluorométrie a ’aide d’un systtme de triage Epics® ELITE-
ESP™ (Beckman-Coulter, Fullerton, CA) avec le méme type de laser et méme type de filtre.

2.4.2- Clonage du pool de cellules 293A PSAd2

Pour le clonage par dilution limite des cellules transfectées avec le plasmide
pHSE*PSAd2-DC-GFPgq/tk*Hygro, les cellules ont été trypsinées et diluées de fagon a
obtenir 5 cellules par ml dans du milieu supplémenté avec un mélange d’anti-oxydants.
L’ajout des anti-oxydants augmente 1’efficacité des clonages selon un groupe du National
Institute for Environment and Health 2 Munich (Brielmeier et al.,, 1998). Du pyruvate de
sodium, du a-thioglycérol et du sel disodique d’acide bathocuproindisulphonique ont ét€
ajoutés au milieu 2 des concentrations finales respectives de 1 mM, 50 uM et 20 nM. Cette
suspension cellulaire a ensuite été répartie dans des plateaux de 96 puits a raison de 200 pl
par puits. Apres s’étre assuré qu’il n’y avait qu’une seule cellule par puits, les plateaux ont
été incubés afin de permettre aux cellules de se multiplier, le milieu étant changé une fois par
semaine. Par la suite, les cellules ont été transférées dans des plateaux de 24 puits dans du
milieu contenant 200 pg d’hygromycine par ml de milieu. Lorsque les cellules ont atteint la

confluence, ces derniéres ont été transférées dans des plateaux de 6 puits.

2.4.3- Analyse des pools en cytofluorométrie

Pour I’analyse des pools de cellules 293A PSAd2 et 293A PSPAV3 triées et non-
triées en cytofluorométrie, les feuillets cellulaires ont été trypsinées et 750 000 cellules
resuspendues dans des tubes ont été incubées pendant 45 minutes & 37°C ou 43°C. Elles
ont ensuite été transférées dans des plaques de 6 puits. A 18 heures post-induction, les
cellules ont été trypsinées et resuspendues dans 2.5 ml de milieu avant d’étre analysées par
cytofluorométrie avec un appareil Epics® XL-MCL™ comme précédemment.
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2.4.4- Analyse des clones en cytofluorométrie

Les cellules ont été trypsinées et 1 million de cellules des différents clones ont été
resuspendues dans 5 ml de milieu, transférées dans un tube de 15 ml et incubées 8 37°C ou
43°C pendant 45 minutes. Ces cellules ont ensuite été transférées dans des plaques de 6
puits et incubées a 37°C. Les cellules ont été récoitées 24 heures post-induction. Pour la
récolte, le surnageant a été transféré dans un tube de 15 ml tandis que les cellules ont €€
rincées avec 1 ml de PBS qui a lui aussi été transféré dans le tube. Les cellules ont ensuite
été trypsinées et resuspendues dans 5 ml de milieu avant d’étre transférées dans le méme
tube qui, subséquemment a été centrifugé a 1 000 rpm pendant 10 minutes. Les cellules du

culot ont finalement été resuspendues dans 2 ml de milieu afin d’étre analysées avec un

systtme de cytométrie en flux Epics® XL-MCL™ (Beckman-Coulter, Fullerton, CA)

comme précédemment.

2.4.5- Essai de formation de plages de lyse (pool)

Le protocole utilisé pour tester la capacité des lignées cellulaires i générer des

plages de lyse a été décrit dans la revue Cytotechnology (Massie et al., 1998b).

Les cellules ont été trypsinées et 500 000 d’entre elles ont été ensemencées dans des
plaques de 6 puits et infectées le lendemain a raison de MOI de 2 ou 20 du virus
AdSAE1APS lacZ-EGFP ou Ad5AE1 lacZ-EGFP (Oualikene et al., 2000). Apres une
période d’incubation de 6 heures sous agitation, le milieu a été enlevé et remplacé par de
I’agarose SeaPlaque® GTG® (BioWhittaker Molecular Applications, Rockland, ME). Les
cellules infectées ont par la suite été incubées jusqu’a I’apparition de plages delyse.

2.4.6- Essai de formation de plages de lyse (clones)

Les clones CB6 et CE2 ont été ensemencés dans des plaques de 6 puits 2 raison de
750 000 cellules par puits. Le lendemain, les feuillets cellulaires ont été infectés avec une
MOI d’environ 40 du virus Ad5AE1 lacZ-EGFP ou AdSAEIAPS lacZ-EGFP dans un
volume de 1 ml. Aprés 5 heures d’incubation sous agitation, le milieu a été remplacé par 5
ml d’agarose SeaPlaque® GTG®. Les cultures cellulaires infectées ont & incubées

jusqu’a I’apparition de plages de lyse.
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2.4.7- Essai de production de progéniture virale

Cette expérience a été faite en duplicata. Les deux clones CB6 et CE2ainsi que les
cellules 293 A parentales ont été ensemencées dans une plaque de 24 puits arison de 100
000 cellules par puits. Les feuillets cellulaires ont été€ infectés le lendemain avec 200 pl
d’AdS5 sauvage ou d’AdSAPS a des MOI de 10. Ces virus ont ét€ décrits précédermment
(Oualikene et al., 2000). Apres une période d’adsorption de 5 heures sous agitation, un
volume de 800 ul de milieu fut ensuite ajouté a chacun des puits et les cultures cellulaires
ont été ré-incubées pour une période de 48 heures avant d’étre soumises a deux cycles de

gel-dégel.

Les titres de virus obtenus ont ensuite ét€ déterminés par titration parla méthode des
plages de lyse. Des pétris de 60 mm de diameétre ont été ensemencés la veille avec 1 mmnillion
de cellules du pool 293A PSAd2. Le lendemain, les feuillets cellulaires ont ét infectés avec
1 ml des dilutions 10° a4 10" des lysats de cellules infectées. L’infection s’est faite
pendant 5 heures sous agitation. Le milieu a ensuite éié remplacé par de I’agarose
SeaPlaque® GTG® et les cellules incubées jusqu’a ’apparition des plages qui ont €té par

la suite dénombrées.
2.5- IMMUNOBUVARDAGES

2.5.1- Vérification de ’expression de la protéase par immunobuvardage

Les cellules ont été trypsinées et S00 000 cellules 293A, 293A PSAd2 CB6 et CE2
et 293S rtTA PS ont été induites par choc thermique comme précédemment ou par 1”ajout
de 1 pg de doxycycline par ml de milieu dans le cas des cellules 293S rtTA PS. Aprées une
incubation de 48 heures dans des plaques de 6 puits, les cellules ont été récoltées de la
facon suivante: le milieu a été vidangé et les cellules ont été détachées de la surface de
culture a I’aide d’un grattoir policeman dans 1 ml de PBS. Apres une centrifugation a 13
000 rpm pendant 5 minutes de la suspension cellulaire, le culot a été rincé avec | ml de PBS,
resuspendu et puis recentrifugé. Les culots ont ét€ ensuite resuspendus dans 80 l de
tampon Laémmli sans glycérol [0.1 mM Tris-HCI pH 6.8, 0.1% p/v SDS] avant d’étre
congelés 4 —20°C. Pour les échantillons de cellules infectées, des plaques de 6 puits ont été
ensemencées avec 500 000 cellules 293A et infectées 4 heures plus tard avec un adénovirus
sauvage ou avec un adénovirus APS a raison d’'une MOI de 10. Aprts 48 heures
d’incubation, les cellules infectées ont été récoltées de la fagon suivante : les cellules ont été
détachées de la surface des plaques a I’aide d’un grattoir policeman dans le milieu et
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transférées dans un tube de 15 ml. Les cellules ont ensuite été centrifugées 8 1000 rpm
pendant 10 minutes et le culot cellulaire a été rincé 2 fois avec 1 ml de PBS, resuspendu et
centrifugé a 13 000 rpm pendant 5 minutes. Les culots ont finalement €t€ resuspendus dans

80 ul de tampon Laémmli sans glycérol avant d’étre congelés a —20°C.

Le dosage des protéines totales des extraits cellulaires a été fait selon la méthode de
Lowry (Lowry er al., 1951) a I’aide des réactifs de la trousse de dosage de protéines DC
(Bio-Rad laboratories, Hercules, CA). Des aliquotes de 5 pl des extraits dilués 1:1 ont été
déposées dans des plaques de 96 puits et 25 ul du réactif A’ ont ét€ ajoutés. Finalement,
200 pl du réactif B ont été ajoutés et la plaque a été incubée pour une période de 20
minutes. La lecture de 1’absorbance a 590 nm a été effectuée a ’aide d’un lecteur de
plaques de 96 puits Dynatech MR500 (Dynatech Laboratories, Chantilly, VA).  Les
concentrations en protéines ont été déterminées par comparaison a une courbe étalon Etablie

avec des quantités connues de BSA.

La migration par électrophorése des protéines a été effectuée en utilisant un gel de
polyacrylamide-SDS de 14% Novex (Invitrogen Corporation, Calsbad, CA). Chaque puits a
été chargé avec 40 pg de protéines et leur migration a été effectuée sous une tension de 120
V et un courant de 30 mA pendant environ 3 heures. Les protéines ont ensuite &€
transférées sur une membrane de nitrocellulose Hybond™ (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK) sous une tension de 115 V et un courant de 350 mA pendant 1
heure. Le blocage ou saturation des membranes a été effectué avec 5% de lit en poudre
écrémé préparé dans du tampon PBS contenant 0.05% de Tween20 pendant 18 heures a
4°C.

Puis, la membrane a été incubée pendant 1 heure 30 minutes en présence de sérum
hyperimmun de lapin anti-PS (Weber et Tihani., 1994) dilué 1/20 000 dans du tampon de
blocage. La membrane a été soumise a des lavages dans le tampon PBS-Tween puis
incubée en présence d’une dilution 1/10 000 d’un anticorps de mouton anti-IgG de lapin
couplé a la peroxydase (Amersham Life sciences, Buckinghamshire, UK) pendant 1 heure
30 minutes. La membrane a par la suite été rincée avec le tampon PBS-Tween et finalement
incubée 5 minutes dans une solution du réactif de chimiluminescence SuperSignal West
Dura Extended Duration Substrate (Pierce Ltd., Rockford, IL) pour ensuite étre exposée 10
minutes sur un film BIOMAX MR (Eastman Kodak Co., Rochester, NY).
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2.5.2- Vérification de ’expression de la GPS par immunobuvardage

Les niveaux d’expression en conditions induites et non-induites de I’'ORF5 dans les
plasmides pAdTR5*ORF5-DC-GFPq et pAdCMV5P2*ORF5-DC-GFPq ont éé vérifiés

par des des expérience d’expression transitoire dans les cellules 293A.

Des plaques de 6 puits ont été ensemencées avec 500 000 cellules 293A (ou 293A
CymR pour répression du promoteur CMV5P2). Le lendemain, les cellules ont ét€
transfectés avec 3 pg des plasmides ne contenant pas I’'ORFS5 ou contenant 'ORFS par la
méthode avec PEI telle que décrite précédemment avec un précipité de 100 ul contenant 4
ng de PEI. Une quantité de 100 ng du plasmide pUHD172.1 contenant le transactivateur
rtTA a été co-transfecté avec les plasmides TRS dans les puits ou ce promoteur devait étre

induit. L’induction a été déclenchée au moment de la transfection en ajoutant 1 g de

doxycycline par ml de milieu.

Les cellules ont été récoltées a 48 heures post-transfection. Le milieu des cellules a
été vidangé et remplacé par 1 ml de PBS. Les cellules ont par la suite été détachées de la
surface des puits a I’aide d’un grattoir et la suspension obtenue fut centrifugée a 13 000
rpm pendant 5 minutes. Les culots cellulaires ont été resuspendus dans du tampon de
Laémmli et congelés a —20°C. Les cellules ont ensuite été homogénéisées avec un

sonicateur ultrasonic processor W-375 (Heat systems-Ultrasonic inc., Farmingdale, INY).

Le dosage des protéines totales a partir des extraits cellulaires a été fait comme

précédemment (voir section 2.5.1.).

La séparation des protéines par électrophorése a été réalisée sur un gel de
polyacrylamide 12% Novex (Invitrogen Corporation, Calsbad, CA). Les puits ont été
chargés avec 30 pg de protéines et la migration fut effectuée sous une tensionde 120 V et
un courant de 30 mA pendant environ 3 heures. Les protéines ont ensuite éi transférées
sur une membrane de nitrocellulose Hybond™ (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK) sous une tension de 90 V et un courant de 250 mA pendant 1 heure
30 minutes. La membrane fut saturée dans un tampon de blocage consistant en une
solution saline tamponnée au Tris (TBS) contenant 5% de lait en poudre écrémé et 0.05%
de Tween20 pendant 18 heures a 4°C.

La membrane a ét€ incubée pendant 1 heure 30 minutes en présence d’une dilution
1/600 d’un mélange de sérums hyperimmuns de lapin dirigé contre la GP5 de quatre
souches nord-américaines du VSRRP (ONT-TS, 653, 6357 et 6360). Puis, lamembrane a
été rincée a quelques reprises dans le tampon TBS-Tween et incubée pendant 1 heure en

35



présence d’une dilution 1/10 000 anticorps de mouton anti-IgG de lapin coupl€ a Ila
peroxydase (Amersham Life sciences, Buckinghamshire, UK). La membrane a ensuite été
rincée dans le tampon TBS-Tween et incubée 1 minute dans la solution du réactif de
chimiluminescence ECL™ (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK) pour

ensuite étre exposée 1 minute sur un film BIOMAX MR (Eastman Kodak Co., Rochester,
NY).

2.6- COMPARAISON DES TITRES VIRAUX EN PRESENCE OU ABSENCE. DE
L’ORFS

Pour comparer les titres viraux obtenus avec des AdV exprimant la GPS5 en
conditions induites et non-induites, les puits de plaques de 24 puits ont €té ensemencE€s avec
100 000 cellules 293S ou 293S exprimant le rtTA (293S rtTA). Ces cellules ont ét€
infectées 20 heures plus tard avec le virus AdSTR5*ORF5-DC-GFPq ou AdSTR5* GFPq
comme contrdle 3 des MOI de 20. Ces virus expriment la GP5 et la GFPq sous le contrdle
du promoteur TR5 (Ad5STR5*ORF5-DC-GFPq) ou la GFPq seulement sous le contrble
du méme promoteur (Ad5TR5*GFPq). Les cellules ont ét€ incubées 5 heures avec les
différents virus dans 250 pl de milieu. Ensuite, 750 pl de milieu ont &t rajoutés et les
cellules infectées ont été incubées pendant 48 heures. Ces infections ont €t faites en
triplicata. Les cellules et les surnageants de culture ont été congelés jusqu’au moment o la

progéniture virale fut titrée par cytofluorométrie.

Le principe de la titration par cytofluorométrie est basé sur D’existence d’une
relation linéaire entre le pourcentage de cellules infectées (exprimant la GFPq) et la
multiplicité d’infection. Pour ce faire, des pétris de 60 mm de diameétre ont ét€ ensermencés
avec un million de cellules 293A dans 2 ml de milieu supplémenté de 2.5% FBS et les
cellules ont été infectées 4 heures plus tard avec 1 ml des dilutions des lysats des cellules.

Les dilutions de 1072 & 1.37 x 10”° ont servi a I'infection des cultures cellulaires. Les
cellules infectées ont par la suite été incubées sous agitation pendant 20 heures. Les cellules
ont ensuite été récoltées en les décollant par agitation “up and down” et transférées dans
les tubes de cytofluorométrie. Les cellules ont ét€ fixées en ajoutant 1 1nl de
paraformaldéhyde 4% dans les tubes qui ont ensuite ét€ laissés sur la glace pendant 30
minutes. Les échantillons ont finalement été analysés a 1’aide d’un cytofluorométre XL-
MCL de Beckman-Coulter. Les cellules ont été excitées par le laser argon de 15 mW 2 488
nm et la fluorescence de la GFPq fut détectée a 1’aide d’un filtre passe-bande de 525 nm.
Le pourcentage des cellules GFPq positives a été utilisé ultérieurement pour les calculs de
détermination du titre en comparant avec le contr6le qui consistait en une dilution du stock
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de AdTR5*ORF5-DC-GFPq titrant a 5 x 10 pfu/ml. En accord avec la distribution de
Poisson, seuls les échantillons avec moins de 50% de cellules positives ont é€ utilis€s pour

les calculs.

2.7- ESSAI DE GENERATION DE VIRUS RECOMBINANTS AVECL’'ORF5

Cette expérience a été réalisée en duplicata. La méthode classique pour gén€rer des
adénovirus recombinants consiste en une co-transfection de cellules avec de I’AIDN du
virus AdSAE1AE3, dont la séquence d’encapsidation et I'ITR en 5’ ont ét€ éliminés par
digestion avec ’enzyme Cla |, et un plasmide de transfert linéaris€ contenant I'TT'R et la
séquence d’encapsidation suivi de la cassette d’expression du transgene et une s€quence
d’homologie pour permettre la recombinaison homologue (Jani ez al., 1997).  Ainsi,
seulement I’ADN viral ayant recombiné avec le plasmide de transfert permettrala génération

d’une particule infectieuse (Figure 3).

Des aliquotes de 15 pg des plasmides de transfert pAdTR5*ORF5-DC-GFPq et
pAdCMV5P2*ORF5-DC-GFPq ont été digérées avec 'enzyme Fsel et purifié€s par
extraction au phénol-chloroforme avant d’étre resuspendus dans 13 pl de tampon TE. Les
transfections ont été réalisées par la méthode au PEI utilisant 3 ug de vecteur de transfert et
3 ug d’ADN viral digéré par Cla I sur des feuillets de cellules 293A ou 293A CymR dans
des pétris de 100 mm de diamétre. Un échantillon de 200 ng de pUHD172.1 contenant le
transactivateur rtTA a aussi été co-transfecté dans les pétris ou le promoteur TRS a ét€
induit. L’induction du promoteur TRS a été déclenchée au moment de la transfection par
I’ajout de 1 pug de doxycycline par ml de milieu. Le lendemain, les cellules transfectées ont
été réparties dans quatre pétris de 100 mm de diametre. Le surlendemain, le milieu a été
remplacé par de 1’agarose pour permettre I’apparition de plages de lyse. Les cellules ont

ensuite été incubées jusqu’a apparition des plages qui ont été€ dénombrées.
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CONSTRUCTION DES ADENOVIRUS RECOMBINANTS
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Figure 3 : Représentation schématique de la méthode de génération d’adénovirus
recombinants par recombinaison homologue dans les cellules 293A. Les séquences du
plasmide de transfert présentant de I’homologie avec le génome viral permettent la
recombinaison homologue avec I’ADN viral clivé. Un génome viral recombinant arborant
le transgéne est donc obtenu.
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3- RESULTATS
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3.1- CONSTRUCTION DES PLASMIDES POUR EVALUATION DES
PROMOTEURS EN EXPRESSIONS TRANSITOIRES

La protéase de I’adénovirus semble avoir des effets cytostatiques quand elle est
exprimée en grandes quantités. Aussi, selon les résultats obtenus avec les cellules adaptées
a la culture en suspension actuellement disponibles pour complémenter 1’absence du gene
de la protéase dans les vecteurs adénoviraux, soit la lignée cellulaire 293S tTA PS, les
niveaux d’expression non-induits du promoteur fort inductible par la tétracycline (TR 5) qui
est utilisé dans cette lignée cellulaire se sont avérés suffisants pour complémenter la perte du
geéne. A plus forte raison, ces cellules permettent la production de vecteurs adénoviraux a
des rendements moins élevés quand I’expression de la protéase est induite (Oualikene et al.,
2000). L’un des premiers objectifs du projet consistait donc a trouver un prornoteur
inductible permettant des niveaux d’expression relativement faibles afin de controler
I’expression de la protéase dans les futures lignées cellulaires. Le promoteur se devait
toutefois d’avoir des niveaux d’expression suffisants afin de permetre une
complémentation efficace. L’utilisation d’un promoteur inductible était souhaitable car ce
type de promoteur permet d’activer I’expression d’un gene seulement quand son
expression est désirée. Ceci est particuliérement important quand le geéne en question a des
effets toxiques ou cytostatiques. Un autre avantage d’utiliser un promoteur inductible est
qu’il est possible de surexprimer le transgéne en quantité suffisante pour permettre une
bonne détection et ainsi faciliter le criblage des clones cellulaires obtenus. 11 étit également
souhaitable de trouver un systéme qui ne nécessite pas de transactivateur, exogene, élirxinant
ainsi le besoin de construire une lignée cellulaire exprimant le transactivateur nécessaire

pour contrdler I’expression de la protéase.

3.1.1- Construction du plasmide pAdCRES*1acZ

Un plasmide comportant le géne de la B-galactosidase sous le contrble d'un
promoteur inductible par I'élévation du taux d'AMP cyclique (AMPc) dans la cellule a donc
été construit afin de pouvoir comparer les niveaux d'expression de ce type de prormoteur
avec ceux du promoteur TRS5 utilisé dans la lignée de complémentation actuellement
disponible. Le géne LacZ a été utilisé ici car il est facilement dosable quantitativement par
un simple test colorimétrique. Les éléments de réponse a I’AMPc (CRE) sont les sites de
liaison a I’ ADN du facteur de transcription CREB. Ce facteur de transcription devient actif
quand il y a augmentation d’AMPc dans la cellule. Ce systeme fonctionne bien dans le cas
des cellules 293E qui sont des cellules 293 adaptées  la culture en suspension exprirnant la
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protéine EBNA-1 du virus Epstein-Barr (Durocher ez al., 2000). L’induction se fait par
I’ajout d’un agent élévateur ’AMPc comme la forskoline dans le milieu de culture. Ce
systeme ne requiert pas de transactivateur exogene. Il était donc intéressant d’essayer ce

systeme dans les cellules 293A.

Les séquences tetO dans le promoteur TR5 ont donc été remplacées par sept copies
de la séquence consensus CRE dans un plasmide contenant le géne LacZ sous le contrdle
du promoteur TR5. Les séquences CRE ont été amplifiées avec succes 2 partir du plasmide
pZ8CVS contenant un promoteur avec 7 copies de la séquence CRE. Des fragments
migrant & 250 pb ont été obtenus et purifiés. Ces séquences ont été insérées dans un
plasmide exprimant la B-galactosidase sous le contrdle du promoteur TR5 dont les
séquences tetO ont été enlevées, soit le plasmide pAdTRS5(-tetO)*lacZ digéré par
I’endonucléase Hind III. Les différents clones obtenus ont été testés par digestion et le
clone 3 s’est avéré positif pour la présence dans la bonne orientation des éléments CRE. Le
patron de digestion de ce clone par les enzymes Stu 1 et Hind Il a révélé la présence de
fragments d’environ 350 pb, 2850 pb et 7150 pb (Figure 4). Un plasmide contenant le
géne LacZ contr6lé par un promoteur chimérique inductible par I’AMPc (CRES) fut donc
obtenu. L’analyse des séquences a révélé la présence de sept répétitions en tandem inversé
du pentanucléotide CGTCA en amont de la séquence TATA du promoteur précoce
immédiat du CMV. 1l a aussi été possible de retrouver en aval du site d’initiation de ce
promoteur les séquences de téte tripartites de 1’adénovirus, des sites donneurs et receveurs
d’épissage ainsi qu’une séquence activatrice (enhancer) du MLP de 1’adénovirus (Figure
5). Ces éléments, également présents dans le promoteur TRS, sont reconnus pour
augmenter les niveaux d’expression des génes (Massie et al., 1995). Ce plasmide a permis
de tester le systtme inductible par AMPc dans les cellules 293A.
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Figure 4 : Gel d’agarose 1,5% des ADN élués des minipréparations des clones
obtenus lors des essais de construction du plasmide pAdCRES5*1alZ.

Haut du gel - Piste 1 et 14 : Etalons de poids moléculaire 100 pb de NEB, piste 2 :
clone 1 non digéré, piste 3 : clone 1 digéré par I’enzyme Stu 1, pistes 4 a 13 : clone 1 4 10

digérés par les enzymes Stu I et Hind IIL

Bas du gel - Piste 1 et 13 : Etalons de poids moléculaire 100 pb de NEB, piste 2 :
clone 11 non digéré, pistes 3 4 12 : clone 11 a 20 digérés par les enzymes Stu L et Hind IIL

Une bande a environ 350 pb apparait dans la piste du clone 3 digéré et indique que

ce clone est positif.
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Figure 5 : Représentation schématique du promoteur CRES. Ce promoteur contient
les éléments de réponse a ’AMPc (CRE), la séquence TATA du promoteur précoce
immédiat du CMV (TATA), des sites donneurs et receveurs d’épissage (SD et SA), les
séquences de téte tripartites de 1’adénovirus (TPL) et une séquence activatrice du MLP (En
MLP). Le facteur de transcription CREB se lie aux CRE et active le géne en réponse a
’augmentation d’AMPc dans la cellule. Les autres éléments en aval de la séquence TATA

augmentent le niveau d’expression du gene.
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3.2- EVALUATION DES PROMOTEURS INDUCTIBLES EN EXPRESSION
TRANSITOIRE

3.2.1- Evaluation du promoteur CRES en expression transitoire

Pour trouver un promoteur satisfaisant les criteres établis précédemment, des essais
de promoteurs en transfection transitoire ont été effectués. En premier liey, le plasmide
pAdCRES5*]acZ obtenu par le clonage décrit précédemment a été testé en transfection
transitoire afin de déterminer les niveaux d’expression en conditions induites et non-
induites du promoteur chimérique CRES en comparaison avec le promoteur TRS5 du
plasmide pAdTR5*LacZ. Ces deux constructions ont donc été transfectées dans les
cellules 293A. Les cellules ont été induites par 1’ajout de 1pg de doxycycline par ml de
milieu pour le promoteur TRS ou de forskoline a une concentration finale de 1 mM pour le
promoteur CRE5 au moment de la transfection. Aprés 48 heures post-transfection, les
cellules ont été récoltées et la B-galactosidase a été dosée par colorimétrie. Le mniveau
d’activité fut calculé en unités arbitraires correspondant a la pente de 1’absorbance estimée

en fonction du temps.

Il ne fut pas possible d’induire le promoteur CRES5S dans les cellules 293A.
L’activité B-galactosidase des cellules est demeurée faible méme en présence de forskoline.
Le niveau d’expression de la (-galactosidase pour le promoteur CRES s’est av€ré étre
environ 10 fois plus faible que le niveau basal obtenu avec le promoteur TRS5. Une activité
d’environ 7 x 10" fut obtenue avec le promoteur CRES par rapport 4 environ 7 x 107> pour
le promoteur TR5 non-induit. Les cellules non-transfectées démontrérent une activit€ de 4 x
10™. Cette construction plasmidique était fonctionnelle car un facteur d’induction d’environ
3 dans les cellules 293E fut obtenu dans cette méme expérience (résultats non-présentés).
Le promoteur n’est donc pas induit par 1’ajout de forskoline dans les cellules 293A.

Avec le promoteur TRS, un facteur d’induction d’un peu moins de 5 fut oObtenu
(Figure 6). Le niveau d’expression basal du promoteur TRS s’est avéré plus intennse que
celui obtenu avec le promoteur CRES alors que le promoteur minimal était le méme dans les
deux cas. Ilest probable que ce résultat soit attribuable a la présence du transactivateur rtTA
qui posséde une activité méme en absence de doxycycline. Dans les cellules 293, 1” activité
du promoteur TR5 semble augmenter de 3 a 5 fois quand le rtTA est exprimé dans les
cellules méme en absence de tétracycline ou ses dérivés (Massie et al., rsultats non-

publiés).
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Figure 6 : Niveaux d’expression transitoire dans les cellules 293A de la B-
galactosidase sous le contrble d’un promoteur inductible par la tétracycline (TRS) ou par
I’AMPc (CRES). Le transactivateur itTA fut co-transfecté avec les constructions TRS.

L’induction fut déclenchée par I'ajout de 1 pg/ml de doxycycline (TR5) ou de | mM de
forskoline (CRES) dans le milieu de culture au moment de la transfection. Les cellules ont

été récoltées apreés 48 heures et la 3-galactosidase a été dosée par colorimétrie.
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3.2.2- Evaluation du promoteur MMTYV en expression transitoire

Considérant que le promoteur CRE5 n’est pas inductible dans les cellules 293 A, un
autre type de promoteur inductible n’ayant pas besoin de transactivateur exogene fut €valué.
Le promoteur contenu dans la longue répétition terminale (LTR) du virus des tumeurs
mammaires murin (MMTV) a été utilisé avec succes pour 1’obtention de lignées cellulaires
stables (Jakobovits et al., 1984; Friedman et al., 1989; Van Waardenburg et al, 1997). Ce
promoteur inductible par les glucocorticoides (e.g. dexaméthazone) a ét€ essayé dans les
cellules 293A.

Le plasmide pUT530 de la compagnie Cayla qui est un plasmide contenant le gene
de la B-galactosidase immédiatement en aval du LTR du MMTV est la construction qui a été
testée. Le plasmide utilisé précédemment exprimant la B-galactosidase sous le contr&le du
promoteur TR5 (pAdTR5*1acZ) a aussi été utilisé dans cette expérience a des fins de
comparaison. Les cellules 293A ont été transfectées avec ces plasmides et récolt€es 48
heures plus tard. Le promoteur TRS a été induit comme précédemment (voir section 3.2.1)
et le promoteur MMTV a été induit par 1’ajout de dexaméthazone au moment de la
transfection 2 des concentrations variant de 10 nM a 10 uM. La B-galactosidase a ensuite
été dosée.

Dans les cellules 293A, des niveaux indétectables de -galactosidase ont éé obtenus
avec le promoteur MMTV dans nos conditions expérimentales (Figure 7). L'activité {3-
galactosidase était semblable  celle des cellules non-transfectées. Une activité de 1,5 x 10
a été obtenue avec les cellules non-transfectées et des activités variant entre -0,5x 10 et 1 x
10 ont été obtenues avec le promoteur MMTV. Le promoteur MMTV n’a donc pas
montré d’induction suffisante dans les cellules 293A. 11 a été possible d’observer que le
niveau d’expression de ce promoteur est trés faible et en dessous du seuil de détection de
1’essai colorimétrique. Ce promoteur est d’ailleurs reconnu pour son niveau d’expression
basal faible (Friedman et al., 1989).

Le promoteur TR5 a montré un facteur d’induction de 3 dans cette expérience. Le
niveau basal de ce promoteur était également élevé, probablement pour les mémes raisons

que lors de I’expérience précédente.
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Figure 7 : Niveaux d’expression transitoire de la B-galactosidase dans les cellules
293A sous le contrdle d’un promoteur inductible par la tétracycline (TR5) ou par les
glucocorticoides (MMTYV). Le transactivateur tTA a été co-transfecté avec le promoteur
TRS. L’induction a été déclenchée par I’ajout de doxycycline (TR5) ou de dexaméthazone
a différentes concentrations (MMTYV) dans le milieu au moment de la transfection. Les

cellules ont été récoltées apres 48 heures et la 3-galactosidase a ét€ dosée par colorimétrie.

47



3.3- CONSTRUCTION DES PLASMIDES POUR LES LIGNEES CELLULAIRES
293A PS

Comme les deux autres promoteurs n’ont pas donné des niveaux d’expression
satisfaisants, le promoteur HSE qui est inductible par choc thermique a donc ét€ choisi. Ce
promoteur chimérique contient des éléments de choc thermique (HSE) sur lesquels se lient
les facteurs de choc thermique de méme que la séquence TATA du promoteur précoce
immédiat du cytomégalovirus (CMV IE). Il était connu que ce promoteur est fonctionnel
dans les cellules 293A (Mosser, résultats non-publiés). Ce promoteur fut donc utilis€ pour

les lignées cellulaires.

3.3.1- Construction du plasmide pHSE-DC-GFPq/tk*Hygro

Afin de produire les lignées cellulaires adhérentes exprimant le géne de la protéase
pour permettre la complémentation des vecteurs adénoviraux, un plasmide contenant ce
promoteur a été construit. Ce plasmide a été doté d’une cassette d’expression dicistronique
pour permettre I’expression du géne de la protéine fluorescente verte mutée pour ére plus
fluorescente (GFPq) & partir du méme ARN messager. La casseite dicistronique comprend
le promoteur, le site d’initiation de la transcription, le cadre de lecture du gene en prernicre
position, un site d’entrée interne du ribosome pour permetire au cadre de lecture en
deuxiéme position de se faire traduire et finalement, le cadre de lecture du deuxieme geéne
suivi des séquences de polyadénylation. Ce systéme permettait le criblage facile des clones
cellulaires en se basant sur la fluorescence des cellules. Ce plasmide contient aussi un gene
de résistance 2 I’hygromycine pour permettre la sélection des cellules ayant in€gré le

plasmide.

Le promoteur TR5 d’un plasmide comportant une cassette d’expression
dicistronique avec le géne de la GPPq en deuxiéme position et aucun geéne en premiere
position a été remplacé par le promoteur HSE. Le promoteur HSE et la cassette de
résistance 2 1’hygromycine ont donc été extraits du plasmide pHSE*GFPq/tk*Hygro,
obtenu du Dr Dick Mosser de 1’Institut de recherche en biotechnologie et insérées dans le
plasmide pTR5-DC-GFPq/tk*Hygro (Mosser et al., 2000) a la place du promoteur TRS et
de 1a cassette de résistance a 1’hygromycine de ce plasmide.
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Figure 8 : Gel d’agarose 1,2% des ADN élués des minipréparations des clones

obtenus lors des essais de construction du plasmide pHSE-DC-GFPq/tk*Hygro.

Haut du gel - Piste 1: Etalons de poids moléculaire 1 kpb de NEB, piste 2 : clone 1
non digéré, pistes 3 a 12 : clone 1 & 10 digéré par I’enzyme Aat II.

Bas du gel - Piste 1: Etalons de poids moléculaire 1 kpb de NEB, piste 2 : clone 11

non digéré, pistes 3 & 12 : clone 11 & 20 digéré par I’enzyme Aat IL.

Une bande 2 environ 1750 pb est apparu dans les pistes des clones 4,58,12,18 et 20

digérés, ce qui indique que ces clones sont positifs.
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Un fragment d’ADN avec le promoteur HSE et la cassette de résistance a
I’hygromycine a é1é amplifié par PCR 2 partir du plasmide pHSE*GFPq/tk*Hygro et un
fragment d’environ 1920 pb a été obtenu et purifié. La grosseur de ce fragment correspond
a celle qui était attendue. Le plasmide pTR5-DC-GFPq/tk*Hygro a ét€ linéarisé suite & une
digestion par les enzymes Miu 1 et Bgl1I et le fragment d’environ 4380 pb correspondant
au plasmide linéarisé ayant perdu le promoteur TRS et la cassette de résistance a
I’hygromycine a été purifié. Le fragment et le vecteur ont &t ligués et les clones obtenus
ont été analysés suite 2 une digestion par I’enzyme AatIl. Plusieurs clones dont la
digestion a généré des fragments de 4660 pb et 1750 pb ont été obtenus (Figure 8). Ce
patron de digestion correspond a ce qui était attendu si le fragment était présent et dans la
bonne direction. La séquence du promoteur a été vérifiée par séquengage et corresporndait a

celle attendue.

Un plasmide avec une cassette d’expression dicistronique comportant le gene de la
GFPq en deuxiéme position a donc été obtenu. Cette cassette d’expression est controlée
par le promoteur chimérique HSE comportant des éléments de choc thermique sur lesquels
se lient les facteurs de choc thermique. Les éléments de choc thermique sont composés de
5 répétitions inversées les unes par rapport aux autres du pentanucléotide NGAAN. 11 est
possible d’insérer un géne en premiére position de la cassette dicistronique grice aux sites
de restriction uniques Bgl Il ou Pme 1. Ce plasmide contient aussi un géne de résistance a
I’hygromycine pour permettre la sélection des cellules ayant intégré ce plasmide. Ce
plasmide est celui qui a été utilisé pour la construction des lignées cellulaires exprimant les
protéases de 1’adénovirus humain Ad2 et de 1’adénovirus porcin PAV3. Les genes des
protéases ont été insérées en premidre position de la cassette dicistronique du plasmide
(Figure 12).

3.3.2- Evaluation du promoteur HSE en expression transitoire

Les niveaux d’expression induits et non-induits du promoteur HSE et T RS en
transfection transitoire ont été comparés dans les 293A. Les cellules 293A ont donc ét€
transfectées par la méthode du phosphate de calcium avec des plasmides contenant une
cassette d'expression dicistronique contenant le géne de la GFPq en deuxiéme position
(pTR5-DC-GFPq/tk*Hygro ou pHSE-DC-GFPq/tk*Hygro). 1l n'y avait aucun ge&ne en
premiére position. Les cassettes d’expression transfectées étaient sous le contrble dun
promoteur inductible par la tétracycline (TR5) ou inductible par choc thermique (HSE). Le
transactivateur tTA fut co-transfecté avec le plasmide inductible par la tétracycline. Les
cellules ont été induites le lendemain par choc thermique en incubant les cellules a 43°C
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pendant 45 minutes dans des tubes a bouchon vissable ou par ajout de 1 pg/ml doxycycline
dans le milieu de culture. Les cellules ont été analysées par cytofluorométrie a8 24 heures

post-induction.

L’expression de la GFPq a é1é observée dans plus de 50% de cellules quand les
cellules ont été transfectées avec un plasmide pAdCMV5*GFPq soit un plasmide véhiculant
le géne de la GFPq sous le contrdle d'un promoteur constitutif fort. Ceci suggérait que

I’efficacité de la transfection était adéquate.

Le niveau d'expression fut déterminé en évaluant l'index de fluorescence
correspondant au pourcentage de cellules GFPq positives multipli€ par le niveau de
fluorescence moyen des cellules positives. Avec le promoteur TRS, des index de 40.1 en
condition non-induites et de 115.8 en conditions induites furent obtenus. Le facteur
d'induction fut évalué 4 2.9. Ceci correspond a ce qui est normalement obtenu avec le
promoteur TRS et le transactivateur tTA. Pour le promoteur HSE non-induit, Iindex était
plutét de 2,9 et en conditions d'induction, l'index a atteint 16,1. Un facteur dinduction de
5,6 fut donc obtenu avec ce promoteur (Figure 9). Ce promoteur, en transfections
transitoires, donne normalement des facteurs d’induction d’environ 3 (Mosser,

communication personnelle).

Il est a noter que les niveaux d'expression du promoteur HSE se sont avérés plus
faibles que ceux obtenus avec le promoteur TRS. Le niveau d'expression du promoteur
HSE non-induit était 14 fois plus faible que celui obtenu avec le promoteur TRS. Quand les
promoteurs furent induits, le promoteur HSE s’est avéré 7 fois plus faible que le promoteur
TR5. La différence des niveaux d’expression peut s’expliquer par la présence de plusieurs
éléments dans le promoteur TR5 augmentant les niveaux d’expression de 5 a 10 fois
(Massie et al., 1998b). Ces éléments sont absents dans le cas du promoteur HSE. Aussi, le
niveau d’expression basal élevé du promoteur TR5 peut s’expliquer par la présence du
transactivateur tTA (voir section 3.2.1). Quoi qu’il en soit, le promoteur HSE a donc
semblé donner des niveaux d’expression satisfaisants pour le contrdle de la protéase dans
les lignées cellulaires. En effet, la lignée cellulaire 293S rtTA PS exprime, en conditions
non-induites, la protéase a des niveaux 10 fois moindre que les cellules infectées par le virus
sauvage. Or ce niveau d’expression s’est avéré suffisant pour la complémentation
(Oualikene et al., 2000). Une expression trop prononcée de cette protéine est d’ailleurs non
souhaitable car elle a des effets cytostatiques. Les titres des vecteurs adénoviraux sur cette
lignée étaient d’ailleurs plus faibles quand I’expression de la protéase était induite.
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Figure 9 : Niveaux d’expression du promoteur HSE obtenus en transfection
transitoire dans les cellules 293A. Les cellules 293A ont été transfectées avec le géne de la
GFPq contr6lé par un promoteur inductible par tétracycline (TR5) ou par choc thermique
(HSE). Les cellules transfectées ont été induites le lendemain par choc thermique a 43°C
pendant 45 minutes (HSE) ou par I'ajout de doxycycline | pg/ml dans le milieu de culture
(TRS) et analysées au cytofluorométre 24h post-induction. L'index de fluorescence fut
détermin€ en multipliant le nombre de cellules GFP+ par l'indice de fluorescence moyen

des cellules positives.
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3.3.3- Construction du plasmide pHSE*PSAd2-DC-GFPq/tk*Hygro

Le géne de la protéase de I’adénovirus humain Ad2 a été inséré dans le plasmide
pHSE-DC-GFPq/tk*Hygro décrit précédemment pour obtenir un plasmide comportant une
cassette d’expression dicistronique sous le contréle du promoteur HSE, constituée du géne
de la protéase en premiére position et du géne de la GFPq en deuxieme position. Ce
plasmide est celui qui a été utilisé pour les transfections stables dans le but d’obtenir les

lignées cellulaires de complémentation.

Le cadre de lecture de la protéase de 1’Ad2 a été obtenu par digestion du plasmide
KS.PS obtenu gracieusement du Dr Wahiba Oualikene de I'Institut de recherche en
biotechnologie par 1’endonucléase Bgl/Il. Le fragment d’ADN d’environ 700 pb
correspondant au cadre de lecture de la protéase a été purifi€ et inséré dans le plasmide
pHSE-DC-GFPq/tk*Hygro au site de clonage Bgl II. La présence et 1’orientation du cadre
de lecture de la protéase dans les différents clones obtenus a été vérifiée par digestion avec
Nrul. Pour les clones 3 et 4, la digestion a résulté en 1’apparition de fragments d’environ
360 pb, 1960 pb et 4500 pb (Figure 10). Ce profil correspondait & celui attendu si le géne
était dans la bonne orientation. L’exactitude de la séquence du géne a été confirmée par

séquencgage.

3.3.4- Construction du plasmide pHSE*PSPAV3-DC-GFPq/tk*Hygro

Pour permettre ultérieurement des études de transcomplémentation des protéases
des adénovirus humains et porcins, le géne de la protéase de I’adénovirus porcin PAV 3 a été
incéré dans le plasmide pHSE-DC-GFPgq/tk*Hygro comme pour le géne de la prot€ase de
I’Ad2.

L’amplification du cadre de lecture de la protéase du PAV3 fut réalisée a partir de
I’ADN génomique du virus. Un fragment amplifié par PCR d’environ 700 pb,
correspondant au cadre de lecture de la protéase du PAV3, a été purifié et inséré dans le
plasmide pHSE-DC-GFPq/tk*Hygro au niveau du site unique Bg/II. Les clones obtenus
ont été testés par digestion avec I’enzyme Miu I et les clones 6 et 7 ont donné des fragments
d’environ 1000 pb et 8000 pb, correspondant au profil de digestion attendu si le cadre de
lecture de la protéase était présent et dans la bonne orientation (Figure 11). Comme pour la
protéase de 1’Ad2, la séquence a été confirmée par séquencgage.
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Figure 10 : Electrophorése sur gel d’agarose 1,2% des ADN é€lués des
minipréparations des clones obtenus lors des essais de construction du plasmide
pHSE*PSAd2-DC-GFPq/tk*Hygro.

Haut du gel - Piste 1 et 14: Etalons de poids moléculaire 1 kpb de NEB, piste 2 :
clone 1 non digéré, pistes 3 2 12 : clone 1 & 10 digérés par I’enzyme Nru 1.

Bas du gel - Piste 1 et 13 : Etalons de poids moléculaire 1 kpb de NEB, piste 2 :
clone 11 non digéré, pistes 3 2 12 : clone 11 a 20 digérés par I’enzyme Nru L

Une bande 2 environ 360 pb apparait dans les pistes des clone 3 et 4 digérés et

indique que ces clones sont positifs.
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Figure 11 : Electrophorése sur gel d’agarose 1,2% des ADN ¢€lués des
minipréparations des clones obtenus lors des essais de construction du plasmide
pHSE*PSPAV3-DC-GFPgq/tk*Hygro. Piste 1: Etalons de poids moléculaire 1 kpb de
NEB; Piste 2 : pHSE-DC-GFPq/tk*Hygro non digéré; Piste 3 : pHSE-DC-
GFPq/tk*Hygro digéré par I’enzyme Miu I; Piste 4 : clone 1 non digéré; Pistes 5al4:
clone 1 a 10 digérés par ’enzyme Miu 1.

Une bande 2 environ 1000 pb est apparu dans les pistes des clone 6 et 7 digérés et

indique que ces clones sont positifs.
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Figure 12 : Représentation schématique des plasmides pHSE*PS-DC-
GFPq/tk*Hygro. La cassette d’expression dicistronique inductible par choc thermique
contient le gene de la protéase des adénovirus Ad2 ou PAV3 suivi du géne de la GFPq.
B—lactamase : géne bactérien de résistance a I’ampicilline. Ori : origine de réplication de E.
coli. PolyA SV40 : Séquences de polyadénylation du virus SV40. GFPq : cadre de lecture
de la GFPq. IRES : site d'entrée interne du ribosome. TATA CMV : Séquence TATA du
promoteur précoce immédiat du CMV. HSE : éléments de choc thermique. Hygro : géne

de résistance a I’hygromycine.
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3.4- ESSAI DE TRANSCOMPLEMENTATION DES PROTEASES DES
ADENOVIRUS Ad2 ET PAV3

L’objectif & long terme étant d’utiliser des vecteurs adénoviraux humains
n’exprimant plus la protéase pour vacciner les porcs contre le VSRRP, des études
préalables seront nécessaires pour évaluer la biosécurité de tels vecteurs. Considérant qu’il
y a une possibilité que ces vecteurs soient administrés 2 des animaux préalablement infectés
par un adénovirus porcin sauvage, I’éventualité d’une co-infection dans la méme cellule par
le vecteur et I’adénovirus porcin sauvage se doit d’étre prise en compte. Par conséquent, la
capacité de la protéase des adénovirus porcins a compenser ’absence du géne de la protéase
dans ces vecteurs a été vérifiée pour évaluer les risques de dissémination des vecteurs €n cas
de a co-infection. Ce test était un test préliminaire pour déterminer si la protéase du PAV3
pouvait complémenter une absence du geéne de la protéase dans les vecteurs adénoviraux

humains.

Des cellules 293A ont été transfectées avec des plasmides exprimant la protéase des
adénovirus Ad2 ou PAV3. Ces cellules ont ensuite été infectées le lendemain avec des
AdVAPS pendant 5 heures et rincées au PBS trois fois avant d’étre incubées a 37°C ou
43°C pendant 45 minutes. Une partie des cellules a été récoltée et le reste a ét€ incubé
pendant 48 heures et ensuite récolté. La progéniture virale a ensuite ét€ titrée par
détermination de la dose infectieuse causant un effet cytopathique dans 505 des cultures

cellulaires infectées (TCID;y).

Les cellules transfectées avec le plasmide pHSE*PSAd2-DC-GFPq/tk*Hygro ont
permis la croissance d’un vecteur APS. 1Il'y avait 400 fois plus de virus aprés 48 heures
d’incubation qu’au temps 0. Lorsque I’expression de la protéase n’était pas induite, il y
avait aussi production de progéniture virale mais de fagon moins importante. En conditions
de non induction, environ 40% de la progéniture virale obtenue en conditions induites fut

obtenue.

Les cellules transfectées avec le plasmide pHSE*PSPAV3-DC-GFPg/tk*Hygro ont
aussi permis la production de progéniture virale. Le titre du virus APS fut augmentée de
1500 fois par rapport au niveau basal aprés 48 heures d’incubation. En conditions de non
induction, le titre viral fut augmenté d’un facteur de 200 fois. Ces résultats démontrent que
la transcomplémentation de la protéase des adénovirus humains est possible avec celle du
PAV3.
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11 est & remarquer aussi que les cellules transfectées avec le géne de la prot€ase du
PAV3 produisaient 3 fois plus de virus APS que les mémes cellules transfectées avec la
protéase de 1’adénovirus humain. Les quantités moyennes de protéase du PAV3 présentes
dans les cellules étaient possiblement différentes de celles de la protéase de I’Ad2 pour des
raisons de stabilité de I’ARN messager ou d’efficacité de traduction. En fait, des cellules
transfectées avec le plasmide exprimant la protéase du PAV3 étaient plus fluorescentes que
celles transfectées avec le plasmide exprimant la protéase de I’ Ad2 (résultats non présentés).
Ceci suggere que la protéase du PAV3 était possiblement exprimée plus fortement. 1 est
donc possible que la protéase du PAV3 était exprimée 4 des niveaux plus adéquats en
moyenne que la protéase de I’Ad2. Ceci pourrait expliquer une plus grande progéniture
virale produite sur les cellules 293A exprimant la protéase du PAV3. Les cellules 293A
transfectées avec le plasmide vide pHSE-DC-GFPg/tk*Hygro n’ont pas permis l
production de progéniture virale (Tableau II).
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Tableau II : Titres de vecteur adénoviral AdAE1APSlacZ-GFPq obtenus sur les
cellules 293A transfectées avec des plasmides exprimant les protéases des virus Ad2 et
PAV3 ou seulement la GFPq comme controle. Les cellules ont été infectées 2 18 heures
post-transfection et récoltées immédiatement aprés une période d’adsorption de 5 heures (0
h) ou incubées pendant 48 heures supplémentaires et récoltées par la suite (48 h). La

progéniture virale a été titrée par TCID;, en duplicata.

CONSTRUCTION TEMPS P. |.| Titre (TCIDsg) U.1./mi
HSE-DC-GFPq 0Oh <2x10°

48 h N-| <2x10°

48hi <2x10°
HSE*PSAd5-DC-GFPq  0Oh 2x10°

48 h N-I 3x10°

48 h| 8 x 10°
HSE*PSPAV3-DC-GFPq 0h 2x10°

48 h N-I 4 x10°

48 hl| 3x10°
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3.5- CONSTRUCTION DES LIGNEES CELLULAIRES

Pour D’obtention des lignées cellulaires stables exprimant les protéases, les
plasmides avec le promoteur inductible par choc thermique ont été utilisés (Figure 12). Ce
promoteur était celui qui s’avéra avoir les niveaux d’expression les plus adéquats, ¢’ est-a-
dire pas trés élevés, pour le contrdle de la protéase. Les cellules 293A ont été transfectées
avec les plasmides pHSE*PSAd2-DC-GFPq/tk*Hygro et pHSE*PSPAV3-DC-
GFPq/tk*Hygro linéarisés par I'’enzyme Ssp 1. Les cellules résistantes a I’hygromycine

ont ensuite été sélectionnées en présence de 1’antibiotique.

3.5.1- Triage en cytofluorométrie

Apres que les cellules non-résistantes aient été éliminées, les cellules transfectées
apparemment intactes ont été tries par cytofluorométrie pour ne conserver que les cellules
les plus fluorescentes. Pour le pool de cellules 293A PSAd2, il n’y avait qu’une population
de cellules légérement fluorescentes. Seulement 0,5% de cette population a €té conservée
soit les cellules les plus fluorescentes. Lors du triage du pool de cellules 293A PSPA V3, il
fut possible de distinguer une population de cellules positives représentant environ les deux
tiers de la population totale et une autre population négative représentant le tiers des cellules.
Les cellules les plus fluorescentes ont été conservées soit environ 33% de la population

(voir annexe A).

3.5.2- Analyse des pools en cytofluorométrie

Les cellules triées ont ensuite été amplifiées et analysées par cytofluorométrie en
comparaison avec les pools de cellules non-triées. Dans le cas des cellules 293A PSA.d2, le
triage n’a pas modifié le profil du pool et la fluorescence moyenne des cellules demmeura
sensiblement la méme (Figure 13). Ceci suggére qu’au départ, la populatiorn était
relativement homogene. En effet, seulement 0,5% des cellules le plus positives ont été triées
et une population avec le méme profil d’expression de la GFPq qu’avant e triage fut
obtenue. Par ailleurs, la population négative du pool de cellules 293A PSPAV3 (environ
30% de la population) a été éliminée lors du triage sans toutefois modifier I'indice de

fluorescence moyen des cellules positives (Figure 14).

Les analyses en cytofluorométrie des pools de cellules 293A PSAd2 et 293A
PSPAV3 ont démontré qu’aprés triage, les cellules exprimaient la GFPq 2 des niveaux
faibles. Aprés le triage, I'indice de fluorescence moyen était de 2,7 pour les cellules 293A
PS Ad2 et de 2,4 pour les cellules 293A PSPAV3 comparativement a 0,2 pour les cellules
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293A parentales. La fluorescence était difficilement visible sous un microscope a
fluorescence. Les pools triés étaient homogenes. Il n’y avait que peu de cellules négatives
soit environ 5% dans le cas des cellules 293A PSAd2 et 9% pour les cellules 293A
PSPAV3.

Il est & noter que I’induction par choc thermique 24 heures avant I’analyse n”a pas
changé les niveaux de fluorescence des cellules dans aucun des pools triés ou non-tri€s. Un
choc thermique fait de la méme fagon (45 minutes & 43°C dans des tubes 15 ml) était par
contre suffisant pour induire le méme promoteur lors des essais en transfection transitoire.
Les indices de fluorescence moyens pour les cellules 293A PSAd2 et les cellules 293A
PSPAV3 aprés induction étaient respectivement de 2,6 et 2,5 (Figures 11 et 13).  Cette
expérience a été effectuée une seconde fois avec I’obtentionde résultats semblables. I
semble donc que le promoteur HSE dans les lignées cellulaires stables avait perdu son
inductibilité. Il est & noter que d’autres essais effectués dans le laboratoire du Dr Bernard
Massie pour obtenir des lignées cellulaires 293A et HeLa exprimant des genes sous le
contrdle de ce méme promoteur n’ont pas donné de clones inductibles. Des essais
effectués avec les cellules PEER ont toutefois permis 1’obtention de clones avec des niveaux
d’induction élevés (Mosser, communication personnelle). Des tentatives pour générer des
lignées cellulaires exprimant des génes sous le contréle du promoteur TRS ont aussi résulté
i I’occasion en des clones exprimant le géne sans que celui-ci soit inductible. Il est
possible que le transgéne se soit intégré dans un endroit inaccessible aux facteurs de choc

thermique.
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Figure 13 : Niveaux de fluorescence en cytofluorométrie des cellules 293A (A), du
pool de cellules 293A PSAd2 non-triées non-induites (B), induites (C), triées non-induites
(D) et triées induites (E). Le graphique présente le nombre de cellules en fonction de la
fluorescence. L’induction par choc thermique a été faite a 43°C pendant 45 minutes, 24
heures avant I’analyse. L’axe des y représente le nombre de cellules et I’axe des x, la

fluorescence des cellules.



Figure 14 : Niveaux de fluorescence en cytofluorométrie des cellules 293A (A), du
pool de cellules 293A PSPAV3 non-triées non-induites (B), induites (C), triées non-
induites (D) et tri€es induites (E). Le graphique présente le nombre de cellules en fonction
de la fluorescence. L’induction par choc thermique a été faite a 43°C pendant 45 minutes,
24 heures avant I’analyse. L’axe des y représente le nombre de cellules et ’axe des x, la

fluorescence des cellules.
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3.5.3- Essai de plages de lyse

Pour vérifier si la protéase était exprimée en quantité suffisante dans les cellules des
pools, un premier test fonctionnel fut effectué. Les pools de cellules 293A PSAd5 et 293A
PSPAV3 triées furent infectées avec un AdSAE1APS lacZ-EGFP (Oualikene et al., 2000) et
1’apparition des plages de lyse fut vérifiée. Ce test permettait aussi de vérifier la capacité de
la protéase de 1’adénovirus porcin PAV3 & complémenter la perte du géne de la protéase

dans les vecteurs adénoviraux humains AdS.

Les cellules furent ensemencées dans des plaques de 6 puits et infecté€es le
lendemain avec les virus AdAE1APSlacZ-EGFP ou AdAE] lacZ-EGFP pendant 5 heures.
Le milieu était ensuite remplacé par de 1’agarose et les cultures infectées étaient incubées

jusqu’a I’apparition de plages.

Le pool de cellules 293A PSAd2 a permis la formation de plages de lyse par un
vecteur APS. Apres 13 jours, les plages obtenues avec ce vecteur APS étaient légerement
plus petites que celles obtenues avec un vecteur possédant le géne de la protéase. Les
plages obtenues suite a I’infection avec le vecteur APS avaient environ 80% de la taille de
celles obtenues avec le vecteur exprimant la protéase. Les niveaux de protéase eXxprimés
dans les lignées cellulaires ont donc semblé suffisants pour permettre 1'apparition de

plages.

Le pool de cellules 293A PSPAV3 a aussi permis 1’apparition de plages de 1y se par
les vecteurs APS. Les plages obtenues sur les cellules 293A PSPAV3 étaient un peu plus
grosses que celles obtenues sur les cellules 293A PSAd2. Le nombre de plages obtenues
sur les cellules 293A PSAdS et les cellules 293A PSPAV3 était sensiblement le méme.
Ceci constitua une preuve supplémentaire nous démontrant que la protéase du PAV3 peut

complémenter une absence de la protéase de I’ Ad2.

Les cellules 293A n’ont pas permis ’apparition de plages par le vecteur APS.
Toutefois, il fut possible d’observer des cellules fluorescentes isolées.

Les plages des virus possédant le géne de la protéase étaient aussi grosses sur les
cellules 293A que sur les lignées cellulaires étudiées. Ces cellules permettent donc la
formation de plages de lyse aussi bien les vecteurs adénoviraux que les 293A parentales.
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3.5.4- Clonage du pool cellulaire 293A PSAd2

Pour s’assurer de ’homogénéité de la lignée cellulaire, les cellules ont é€ clonées.
Le pool trié de 293A PSAd2 a été cloné par la technique de dilution limite et environ une
dizaine de clones de cellules ayant une belle apparence ont été obtenus. Ces cellules avaient

aussi un rythme de croissance pouvant se comparer aux cellules 293 A parentales.

3.5.5- Analyse des clones cellulaires sélectionnés

3.5.5.1- Analyse en cytofluorométrie

Afin de vérifier si les clones exprimaient bel et bien la GFP et donc, probablement la
protéase, I’expression de la GFP de quatre clones a été évaluée en cytofluorométrie.
Comme pour les analyses des pools, les cellules ont été induites par choc thermique et
cultivées subséquemment dans des plaques de 6 puits avant d’étre analysées 24 heures plus
tard.

Les différents clones testés possédaient des indices de fluorescence moyens
similaires au pool cellulaire parental et présentaient également une belle homogénéité
(Tableau III et Figure 15). Les clones cellulaires CB6 et CE2 ont semblé toutefois un peu
plus homogenes et ont été caractérisés davantage.
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Tableau 111 : Indices de fluorescence moyens des différents clones cellulaires 293A

PSAd?2 sélectionnés en conditions induites et non-induites.

Vingt-quatre heures avant

I’analyse en cytofluorométrie, les cellules ont été induites par choc thermique pendant 45

minutes a 43°C.

Indice de fluorescence
cellules non-induit induit
293A 0,3 -

293A PSAd2 Pool trié 2,6 2,4
293A PSAd2 BC1 2,4 2,2
293A PSAd2 BG11 2,7 2,3
293A PSAd2 CB6 2,9 2,8
293A PSAd2 CE2 2,5 2,3
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293A PSAd2 pool trié

293A PSAd2 BC1 293A PSAd2 BG11
293A PSAd2 CB6 293A PSAd2 CE2

Figure 15 : Analyse en cytofluorométrie des clones cellulaires sélectionnés. Trait
rouge : cellules non-induites. Trait vert : cellules induites. En gris : 293A parentales.
Vingt-quatre heures avant |’analyse en cytofluorométrie, les cellules ont été induites par
choc thermique a 43°C pendant 45 minutes. Le graphique représente le nombre de cellules
en fonction de la fluorescence. L’axe des y représente le nombre de cellules et I’axe des x,

la fluorescence des cellules.
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3.5.5.2- Formation de plages de lyse

Comme le but premier de ces lignées cellulaires est de permettre la purification par
plage de lyse et la titration par plages de lyse des vecteurs adénoviraux dont le géne de la
protéase a été éliminé, il était important d’évaluer la capacité de ces lignées a générer des
plages de lyse suite a une infection par ces vecteurs adénoviraux. Les deux clones
cellulaires sélectionnés ont été testés de la méme fagon que le pool de cellules parentales au
point 3.5.3. Les clones CB6 et CE2 infectés par le virus AdAE1APS lacZ-EGFP ont permis
I’apparition de plages de lyse comme dans le cas des cellules du pool parental et le diametre

des plages obtenues était aussi gros.

A 12 jours post-infection, les plages étaient généralement plus petites que celles
formées par le virus AdAE1 lacZ-EGFP sur les mémes cellules. Leur diametre moyen était
d’environ 80% de celui des plages formées par le virus AJAE1 lacZ-EGFP.

3.5.5.3- Evaluation de la production de progéniture virale

Les titres infectieux des particules virales produites sur les lignées cellulaires CB6 et
CE2 ont été déterminés afin d’évaluer leur capacité a complémenter le géne PS des vecteurs

adénoviraux.

Une plaque de 24 puits a ét€ ensemencée a raison de 200 000 cellules par puits et
les cellules ont été infectées le lendemain avec 1’ AdS sauvage ou 1’AdSAPS a des MOI de
10. Quarante huit heures plus tard, les cellules ont été récoltées et les titres de la progéniture
virale ont été déterminés selon le nombre de plages de lyse formées a différentes dilutions

des surnageants cellulaires.

Dans le cas des cellules 293A, des titres du virus sauvage de 1’ordre de 5 x 10® pfu
par ml ont été obtenus. Les titres du virus sauvage obtenus avec les clones cellulaires 293A
PSAd2 CB6 et CE2 étaient semblables, soit de 58 x 10® et 6.6 x 10® pfu par ml,
respectivement. Des différences significatives entre les clones de cellules CB6 et CE2 et les
293A parentales n’ont pas été démontrées, utilisant un “test-t” de Student en considérant
que les variances sont différentes. Les titres du virus AdSAPS sur ces clones cellulaires
étaient toutefois inférieurs d’un peu plus d’un log,, a ceux obtenus avec I’AdS. Des titres
d’AdSAPS de 4,0 x 107 et 4,8 x 107 pfu/ml ont été obtenus avec les clones CB6 et CE2,
respectivement. Des différences significatives n’ont pas ét¢ démontrées entre les deux
clones (Figure 16). La détermination des titres viraux par la technique du dénombrement
des plages de lyse a été effectuée sur le pool tri€ de 293A PSAd2. Apres 10 jours post-
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infection, les plages de lyse du virus sauvage étaient généralement trois fois plus grosses
que celles induites par les virus APS. Aussi, celles-ci apparaissaient plus tardivement soit

environ 3 jours plus tard (résultats non-présentés).

3.5.5.4- Détection de la protéase par immunobuvardage de type Western

Cette expérience a été réalisée afin d’estimer les niveaux d’expression de la protéase
dans les lignées 293A PSAd2 en comparaison a ceux obtenus lors d’une infection normale
sur les cellules 293A. Les cellules 293A, 293S rtTA PS ou 293A PSAd2 ont été induites
par I’ajout de 1 pg/ml de doxycycline dans le milieu de culture ou par choc thermique ou
infectées avec un adénovirus sauvage (Oualikene er al., 2000) et récoltées et lys€es 48
heures plus tard. Une électrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes
a été effectuée en utilisant 40 pug de protéines des lysats des cellules infectées dans chaque
puits. La protéase a été révélée par immunobuvardage utilisant un anticorps anti-PS (Weber
et Tihani., 1994)

Une bande qui apparait correspondant a environ 23 kDa fut observée dans la piste
contenant 1’extrait de cellules infectées (Figure 17, puits 8). Cette bande était aussi présente
dans la piste correspondant aux extrait des cellules 293S tTA PS induites (puits 7).
Cependant, cette bande n’était pas détectable ailleurs (Figure 17). Les 293S tTA PS non-
induites ainsi que la lignée cellulaire 293A PSAd2 n’expriment pas la protéase a des
niveaux détectables. Toutefois, la protéase était présente dans ces cellules car elles ont la

capacité de complémenter la perte du géne de la protéase dans les vecteurs.

La protéase dans les 293S rtTA PS non-induites n’avait d’ailleurs pas pu étre
détectée par immunobuvardage avec cet anticorps anti-PS lors d’expériences antérieures
(Oualikene er al., 2000; Elahi er al., sous presse). Les niveaux d’expression &taient
probablement trop faibles pour étre détectés dans les conditions utilisées.
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Figure 16 : Titres des virus Ad5 ou Ad5APS sur les cellules 293A ou 293A

PSAd2, clones CB6 et CE2. Les cellules ont été infectées et récoltées a 48 heures post-
infection. La progéniture virale fut titrée par la technique du dénombrement des plages de

lyse et les titres furent exprimés en unités formatrices de plages (pfu).
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Figure 17 : Détection de la protéase dans les lignées cellulaires par
immunobuvardage. Les cellules ont éé induites 48 heures avant la récolte par un choc
thermique 4 43°C pendant 45 minutes (239A PSAd2) ou par I’ajout de doxycycline 1 pg/ml
(293S rtTA PS). Des cellules 293A parentales ont aussi été infectées par un adénovirus
sauvage et récoltées 48 heures plus tard (AdS). N-I: non-induit. I: induit.
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3.6- CONSTRUCTION DU PLASMIDE pAdCMV5P2*ORF5-DC-GFPq

La GP5 est considérée comme le principal candidat comme immunogene en vue du
développement d’un futur vaccin génétique utilisant un vecteur adénoviral chez le porc
contre le VSRRP (Pirzadeh et Dea, 1998). Les vecteurs adénoviraux actuellement
disponibles expriment le géne codant pour cette protéine sous le contréle du promoteur TRS
(Gagnon, 2001). Ce type de vecteur nécessite la co-infection de I’animal avec un vecteur
adénoviral exprimant le transactivateur tTA pour activer ’expression de la GP5.  Ceci
augmente le nombre de particules virales injectées a 1’animal, ce qui pourrait dinninuer
I’efficacité du vaccin s’il y a interférence entre les deux types de vecteurs et, également,
aggraver les effets secondaires possibles de ce type de vaccination. De plus, ce procédé
augmente les coiits reliés a la vaccination d’autant plus que le systeme «tet» est breveté. 11
faudrait donc acheter les droits pour utiliser ce systtme dans les vaccins. Il était donc
souhaitable de trouver un autre type de promoteur pour le contrdle du transgéne dans les
vecteurs. Considérant que cette protéine est toxique pour la cellule, il était important que le

promoteur contrdlant ce géne soit inductible ou répressible.

Un systéme basé sur un promoteur (CMV5P2) régulable par le répresseur bactérien
de I’opéron cumate (CymR) fut donc préconisé. Ce promoteur contient tous les él€ments
du promoteur constitutif fort CMVS5 décrit précédemment (Massie et al., 1998a) avec une
séquence de liaison 3 ’ADN (CuO) du répresseur CymR juste en aval de la séquence
TATA. Ceci donne un promoteur qui est inactif quand le répresseur se lie 8 TADN. Le
promoteur est actif lorsque le répresseur est absent ou lorsque le cumate se lie au répresseur
CymR (Figure 18). Le cumate empéche le répresseur de se lier a I’ADN. Donc, quand les
vecteurs sont injectés a I’animal, le géne s’exprime car le répresseur CymR est absent. En
outre ce systéme, appartenant a I’Institut de recherche en biotechnologie, contribuera a
minimiser les coiits de licence d’un vaccin développé en partenariat avec 1’industrie. Ce
systtme élimine également la nécessité de co-infecter avec un autre vecteur adénoviral

exprimant un transactivateur.

Pour générer ce type de vecteur adénoviral, un plasmide de transfert comportant une
cassette d’expression dicistronique permettant 1’expression de la GP5 et de la GFPq sous
le contrdle du promoteur CMVS5P2 devait étre construit. Ce sous-clonage avait pour but de
placer ’ORFS5, qui est le cadre de lecture codant pour la GPS, dans une cassette
dicistronique sous le contréle du promoteur CMV5P2.
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Figure 18 : Représentation schématique du systtme de répression cumate avec le
promoteur CMV5P2. Le promoteur est constitué du promoteur précoce immédiat du CMV
(CMV IE) avec une séquence de liaison 2 ’ADN du répresseur CymR (CuO) juste en aval
de la séquence TATA. (A) Sans le répresseur, le géne est exprimé. (B) En présence du
répresseur, I’expression est bloquée. (C) Le cumate permet 1’expression du géne en

empéchant le répresseur de se lier a1I’ADN.
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L’ORFS5 utilisé est la version modifiée du géne du VSRRP. Ce géne a une
séquence identique en acides aminés mais un peu plus de la moitié des codons ont é¢
modifiés pour permettre une traduction plus efficace. L’ORF5 du virus sauvage est un
cadre de lecture qui ne permet pas une bonne expression du géne de la GP5. La séquence
en ribonucléotide du génome du virus a probablement évoluée pour avoir une structure
secondaire appropriée au détriment de I’efficacité des codons utilisés. Des études ont
démontré que I’optimisation des codons du géne de la gpl60 du VIH augmentait

I’efficacité d’un vaccin génétique utilisant ce géne (André et al., 1998).

L’ORF5 modifié avec une partie de I'IRES et une partie du promoteur ont été
extraits par digestion du plasmide pAdTR5*ORF5-DC-GFPq avec les enzymes Hpa I et
Xhol. Ce plasmide de transfert contient une cassette d’expression dicistronique
comportant I'ORF5 modifié et le géne de la GFPq sous le contrdle du promoteur TRS. Le
fragment de 1790 pb a été purifié. Le plasmide de transfert pAdCMV5P2-DC-GFPq
comportant une cassette dicistronique avec le géne de la GFPq en deuxieme positiorn sous
le contrdle du promoteur CMV5P2 a été aussi ouvert par digestion avec Hpal et Xho I. Le
fragment de 6500 pb correspondant au vecteur linéarisé a été purifi€ et le fragment d > ADN
comprenant ’ORF5 a été ligué dans le vecteur. La présence de I’ORF5 a été vérifi€e par
digestion avec BamH 1. Le clone 18 et quelques autres ont permis d’obtenir des bandes
correspondant a des fragments d’environ 700 pb et 8100 pb ce qui correspond a ce qu’on
attendait des clones positifs (Figure 19).
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Figure 19 : Profil électrophorétique sur gel d’agarose 1,2% des ADN de
minipréparations effectuées a partir des clones obtenus lors de la construction du plasmide
pAdTR5*ORF5-DC-GFPq. Piste 1 : Etalons de poids moléculaire A/BstEIl, piste 2 :
ADN obtenu d’une maxipréparation du clone 18 non digéré, piste 3 : ADN obtenu d’une
maxipréparation du clone 18 digéré par Bgl1I, pistes 4 a 13 : clones 1 & 10 digérés par
Bgl 11

Une bande a environ 700 pb apparait dans la piste du clone 18 digéré et indique que

ce clone est positif.
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La séquence de ’ORF5 modifié a ensuite été vérifiée par séquencage. 1l a &t
possible de mettre en évidence 12 erreurs dans le cadre de lecture de I’'ORF5 modifi€ par
rapport A ce qui élait planifié(voir annexe B). Neuf des erreurs ne modifient pas 17 acide
aminé mais 3 d’entre elles entrainent des substitutions d’acides aminés dans la protéine.
Voici les mutations:

Cys48—Tyr

Ala63—Ser

Trp155—Leu

Ces substitutions ont aussi été retrouvées dans le plasmide pAdTR5*ORF5-DC-
GFPq ayant servi pour le clonage. Il est & noter que les substitutions ne semblenit pas
modifier le caractére toxique et le pouvoir immunogénique de la protéine selon les travaux
effectués dans le laboratoire du Dr Serge Dea avec cette version modifiée de I’ORF5
(Gagnon, 2001; Cléroux et al., résultats non-publiés). Cette version mutée de la protéine

sera donc utilisée pour évaluer les impacts de la toxicité de cette protéine.

On a donc un plasmide de transfert avec une cassette dicistronique contenant
I’ORF5 modifié et le cadre de lecture de la GFPq sous le contrble d’un promoteur
répressible par le répresseur cumate (CMVSP2). Ce plasmide sera utilisé pour
comparaison avec le plasmide de transfert pAdTR5*ORF5-DC-GFPq qui contient la méme
cassette sous le contrdle du promoteur inductible par la tétracycline ou ses dérivés (TRS)
(Figure 20).
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Figure 20 : Représentation schématique des plasmides de transfert contenant la
cassette dicistronique ORF5-GFPq sous le contrdle des promoteurs CMV5P2 ou
TRS. P-lactamase : géne bactérien de résistance a I’ampicilline. Ori : origine de réplication
de E. coli. PolyA : Séquences de polyadénylation du géne de la globine. GFPq : cadre de
lecture de la GFPq. IRES : site d'entrée interne du ribosome. ORF5 VSRRP : cadre de
lecture de la GPS. TATA : Séquence TATA du promoteur précoce immédiat du CMV.
CuO : séquences de liaison a ’ADN du répresseur cumate. TPL : Séquences de téte
tripartites de 1’adénovirus. En MLP : séquence activatrice du promoteur majeur tardif des
adénovirus. TetO : séquences de liaison & ’ADN du transactivateur tTA ou tTA. ITR
AdS : répétition terminale inversée de I’adénovirus 5. Séquences Ad5 : partie du génome
de I’adénovirus correspondant & la région de 9.4 a 15.5 unités de carte (map units).
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3.7-IMMUNOBUVARDAGE DE TYPE WESTERN POUR VERIFICATION DE
L’EXPRESSION DE LA GP5

Afin de vérifier les niveaux d'expression de la GP5 sous le contrdle du nouveau
promoteur, nous avons comparé en transfection transitoire les niveaux d’expression de la
GP5 quand le promoteur CMV5P2 est réprimé ou non-réprimé en comparant avec les
niveaux d’expression du promoteur TR5 qui a été utilis€ dans les vecteurs actuellement

disponibles.

Des cellules 293A ont été transfectées avec des plasmides contenant des cassettes
d’expression dicistroniques exprimant la GP5 et la GFPq ou seulement la GFPq.  Ces
cassettes étaient sous le contrdle du promoteur inductible par la tétracycline (TRS5) ou le
promoteur répressible par le répresseur CymR (CMVS5P2). Pour la répression du
promoteur CMV5P2, les transfections étaient faites dans des cellules 293A exprimant le
répresseur cymR. Le plasmide pUHD172.1 exprimant le promoteur rtTA a é transfecté
avec le plasmide TRS dans les cas ou celui-ci devait étre induit. L’induction du promoteur
TRS s’est faite au moment de la transfection par I’ajout de 1 pg de doxycycline par Tl de
milieu. Aprés 48 heures post-transfection, les cellules ont été récoltées et lysées. Une
électrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes a ét€ effectuée avec les
extraits cellulaire et la GP5 a été révélée par immunobuvardage. Ces expériences ont permis
de comparer les niveaux d’expression médiés par ces deux promoteurs et de vérifier s’il y

avait bien expression de la GPS.

Une bande correspondant a une protéine dont le poids moléculaire se situe entre 20
et 25 kDa et une plus faible en intensité d’environ 16 kDa furent observés dans la piste
contenant les extraits de cellules transfectées avec le plasmide pAdCMV5P2*0RF5-DC-
GFPq en conditions non-réprimées (Figure 21, puits 9) et aussi dans la piste contenant
I’extrait de cellules transfectées avec le plasmide pTRS*ORF5-DC-GFPq en conditions
induites (puits 5). Ces deux bandes étaient environ 5 fois plus intenses quand 'ORFS  était
contr6lé par le promoteur CMVS5P2 plutdt que par le promoteur TR5. Ces bandes €taient
absentes dans les autres pistes et n’étaient pas visibles lorsque I’expression de la GP5
n’était pas induite ou réprimée. D’autres bandes étaient aussi visibles dans toutes les pistes

incluant le contrdle de cellules non-transfectées (Figure 21).

La bande protéique d’environ 25 kDa correspond donc stirement a la GP5. Celle-ci
était exprimée plus fortement en transfection transitoire sous le contrdle du promoteur
CMV5P2 non-réprimé par rapport au promoteur TRS en conditions d’induction. Il fut
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impossible de comparer les niveaux d’expression en conditions non-induites ou réprimeées

car la GPS n’était pas détectable dans ces conditions.

3.8- TITRES DES ADENOVIRUS RECOMBINANTS EXPRIMANT LA GP5

Pour la production a grande échelle d’un éventuel vecteur adénoviral exprimant la
GP5 a cofits raisonnables, il est important de pouvoir obtenir des titres viraux assez €levés.
11 a été démontré préalablement que la GP5 est toxique pour les cellules (Suarez et al., 1996;
Gagnon, 2001). 1l était donc important de vérifier a quel point cette toxicit€ pouvait
interférer avec les titres des vecteurs adénoviraux exprimant cette protéine et de quantifier

une baisse potentielle des titres infectieux.

Des cellules 293S ou 293S rtTA ont été infectées avec des virus exprimant la GP5 et
la GFPq en conformation dicistronique sous le contrdle du promoteur TR5 ou la GFPq
seulement comme contrdle, soit les virus AdTRS*ORF5-DC-GFPq et AdTR5*GFPq,
respectivement. La progéniture virale obtenue a été titrée pour vérifier si I’expression de la
GP5 avait un impact sur les titres des vecteurs exprimant ce géne. Les cellules 293S rtTA
expriment le transactivateur rtTA ce qui permet d’induire le promoteur TRS en ajoutant de la
doxycycline dans le milieu de culture a raison de 1 pg/ml. Ces demnicres sont donc
infectées et récoltées aprés 48 heures quand la quasi totalit€ des cellules Etaient
fluorescentes vertes et présentaient un effet cytopathique (cellules rondes et décollées). La
progéniture virale fut ensuite titrée par cytofluorométrie. Des cellules 293A a raison de 1
million de cellules par pétri ont été infectées avec 1 ml des dilutions des lysats de cellules et
le pourcentage de cellules exprimant la GFPq a été déterminé par cytofluorométrie. Seuls
les échantillons ayant un pourcentage inférieur a 50% ont été considérés pour les calculs.
Les titres sont déterminés en comparaison avec une courbe standard de la multiplicité
d’infection en fonction du pourcentage de cellules fluorescentes.
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Figure 21 : Détection de la GP5 en transfections transitoire par immunobuvardage
de type Western. Les cellules 293A ont été transfectées avec les plasmides comportant
I’ORFS5 et le géne de la GFPq en conformation dicistronique sous le contrfle du promoteur
inductible par tétracycline (TR5*ORF5-DC-GFPq) ou du promoteur répressible par le
répresseur cumate (CMV5P2*ORF5-DC-GFPq). Des plasmides comportant ces mémes
cassettes d’expression sans I’'ORF5 ont été utilisés comme contrdle (TR5-DC-GFPq et
CMV5P2-DC-GFPq). Le promoteur TRS a été induit en co-transfectant avec le
transactivateur tTA et par I’ajout de doxycycline 1 ug/ml. Le promoteur CMV5P2 a ét€
réprimé en transfectant le plasmide dans une lignée cellulaire293A exprimant le répresseur
CymR. 293A : cellules non-transfectées. I: induit. N-I: non-induit. R: réprimé. N-R:

non-réprimé.
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Le virus AdTR5*GFPq a donné des titres de 2,2 x 10° unités transductrices de
genes par ml avec les cellules 293A (promoteur TR5 non-induit) et de 2,6 x 10”7 unités
transductrices de génes (gtu) par ml avec les cellules293S rtTA (promoteur TRS induit). La
différence entre les deux lignées cellulaires n’était pas importante. Le virus AdTRS*ORF5-
DC-GFPq nous a donné des titres environ deux fois plus faibles dans les mémes conditions
quand ’ORF5 n’était pas induit soit environ 1,1 x 10° unités transductrices de g&nes par
ml. Le titre de ce virus a diminué de deux fois 2 environ 0,5 x 10° unités transductrices de
génes par ml suite 3 Iinduction du promoteur TR5 (Figure 22). Cette différence est

significative avec une valeur de p < 0,001.

Donc, une diminution du titre viral d’un facteur de 2 a ét€ obtenue suite a
’induction de la GP5. Cette différence n’était pas importante si on consid€re que
’expression de protéines toxiques peut faire diminuer les titres de fagon plus importante.
Par exemple, les titres de vecteurs exprimant une version tronquée et toxique de la grande
sous-unité de la ribonucléotide réductase (AR1) de I’herpés virus type 1 sous le contrdle du
promoteur TRS5 diminuent de 20 fois quand le promoteur est induit (Massie ef al. 1998a).
Les titres de vecteurs adénoviraux exprimant la glycoprotéine du virus de la rage diminuent
également de 20 fois quand le géne est exprimé (Matthews et al., 1999)

g1



254
|

~N

154

Titre (10E9 gtuiml}

|
| |

Virus GFPq sur Virus GFPq sur Virus ORFS sur Virus ORFS sur
293S 293S itTA + Dox 293s 293S tTA+Dox

Figure 22 : Titres de virus AdTR5*GFPq exprimant la GFPq sous le contrdle du
promoteur TR5 (GFPq) ou AdTR5*ORF5-DC-GFPq exprimant la GP5 et la GFPq sous le
contrble du promoteur TRS (ORF5) obtenus sur les cellules 293S ou les 293S rnTA

induites par 1 pug/ml doxycycline. Les cellules ont été récoltées a 48 heures post-infection

et la progéniture virale a ensuite été titrée par cytofluorométrie suivant une relation linéaire
entre la MOI et le pourcentage de cellules positives pour la GFPq. Les titres sont exprimés

en unités transductrices de géne.

82



3.9- RENDEMENT DE LA GENERATION DE VIRUS RECOMBINANTS
EXPRIMANT LA GP5

Les essais afin d’obtenir des vecteurs recombinants exprimant la GP5 de fagon
constitutive n’ayant pas fonctionné, I'impact de la toxicité de la GP5 sur la facilit€ avec
laquelle il est possible de générer des virus recombinants exprimant ce géne a également €té

quantifié.

Pour ce faire, des cellules 293A ou des cellules exprimant le répresseur de I’opéron
cumate (293A CymR) ont été co-transfectées avec de I’ADN viral coupé par ’enzyme Cla 1
et des vecteurs de transfert comportant une cassette d’expression dicistronique comprenant
’ORFS5 et la géne de la GFPq sous le contrdle du promoteur TRS (pAdTR5*ORFS5-DC-
GFPq) ou CMV5P2 (pAdCMV5P2*ORF5-DC-GFPq) linéarisés par 1’enzyme Fise L
Ceci nous a permis en méme temps de comparer les deux promoteurs TR5 et CMIV3P2
pour le contrdle d’un transgéne toxique dans un AdV. Des plasmides de transfert avec ces
mémes cassettes d’expression sans I’ORF5 (pAdTR5-DC-GFPq et pAdCMV5P2-DC-
GFPq) ont été utilisés comme contréles.

Une grande variabilité dans les résultats fut observée. Le nombre de plages
obtenues avec un méme vecteur de transfert pouvait varier de plus de 3 fois. L’efficacité de
la transfection ou autres facteurs pouvait faire varier le rendement de génération de virus
recombinants de fagon importante méme si le méme ADN viral et le méme plasmide de

transfert étaient utilisés.

L’obtention de plages de virus exprimant la GFPq fut possible dans tous les cas. Il
est & noter que les essais avec les plasmides comportant I’ORFS5 induit ont donné que peu
de plages. Environ une douzaine de plages par essai furent obtenues alors que les vecteurs
de transfert sans I’ORF5 ont donné entre 40 et 100 plages par essai. Il est possible
également de remarquer que les essais effectués avec le promoteur CMV5P2 réprimé sur les
cellules 293A CymR ont donné aussi peu de plages indépendamment de la présence de
’ORFS5 dans les vecteurs de transfert. Environ une douzaine de plages en moyenne ont été
obtenues (Figure 23). 1l est possible que le clone de cellules 293A CymR utilisé avait une
efficacité de transfection plus faible que les cellules 293A parentales.

I1 semble donc que I’ORFS5 ait interféré méme si on a obtenu des plages de vecteur
GFP+ en présence de la GP5. Celles-ci étaient moins nombreuses. Une diminution
d’environ 5 fois du rendement fut obtenue lorsque I’ORF5 était exprimé.
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Figure 23 : Nombre de plages de vecteurs GFPq+ (moyenne de deux essais) en
fonction du vecteur de transfert utilisé. Différents plasmides de transfert comportant
I’ORF5 sous le contrdle des promoteurs TRS5 et CMV5P2 ont été comparés afin d’évaluer
I'impact de la GP5 sur les rendements de génération d’AdV. L’induction du promoteur
TR5 a ét€ faite en co-transfectant avec le transactivateur tTA ainsi que par I’ajout de

doxycycline 1 pug/ml dans le milieu de culture. Le promoteur CMV5P2 est réprimé par le

répresseur CymR présent dans les cellules 293A CymR. I :induit.. N-I: non-induit. R :

réprimé. N-R : non-réprimé.
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4- DISCUSSION

85



4.1- CHOIX DU PROMOTEUR POUR LES LIGNEES CELLULAIRES

L’ objectif principal de ce projet était d’évaluer des vecteurs adénoviraux réplicatifs
non-disséminatifs pour leur utilisation éventuelle en prophylaxie chez les porcs. Dans un
premier temps, une lignée cellulaire de complémentation adhérente a été générée pour
faciliter la génération, la purification et la titration de ces vecteurs. Or, la protéase semble
avoir des effets cytostatiques lorsqu’elle est exprimée en grande quantité (Oualikene et al,
2000). II était donc préférable d’utiliser un promoteur inductible ayant des niwveaux
d’expression relativement faibles pour controler son expression dans les lignées cellulaires.
Le premier objectif de ce projet consistait a trouver un promoteur inductible permettant
d’obtenir des niveaux d’expression adéquats pour le controle de la protéase dans les futures
lignées cellulaires. I a été établi que le promoteur HSE était, parmi les promoteurs testés,

celui qui s’est avéré le plus adéquat dans les conditions utilisées.

Les essais avec le plasmide pAdCRES5*lacZ ont permis de constater que e
promoteur inductible par AMPc ne peut étre induit dans les cellules 293A par 'ajout de
forskoline. Les cellules 293EBNA sont des cellules dérivées des cellules 293 A qui
expriment la protéine EBNA-1 du virus Epstein-Barr. De plus, ces cellules se cultivent en
suspension. Il est possible que 1’adaptation de ces cellules a la culture en suspension ait
modifié le profil d’expression et le degré d’activation des différentes isoformes des
protéines impliquées dans la signalisation cellulaire. Les voies de signalisation cellulaire
utilisant I’AMPc comme second messager sont reliées & celles menant a I’activation de la
protéine ERK qui est une kinase de la famille des MAPK (Houslay et Kolch, 2000). Les
interactions entre ces deux types de protéines sont spécifiques du type de cellule et sont
retrouvées a plusieurs niveaux dans les cascades de signalisation. Ceci ajoute 2 la
complexité de la signalisation par I’AMPc. L’augmentation du niveau d’AMPc résulte en
I’activation de la protéine kinase A (PKA) qui peut & son tour phosphoryler les membres de
la famille des protéines se liant aux éléments de réponse a I’AMPc (CREB). Cette famille
comporte trois membres: CREB, CREM et ATF-1. La phosphorylation du facteur de
transcription CREB ainsi que le recrutement de certains autres facteurs menent a I'activation
des génes régulés par les CRE. Il semble que CREB soit aussi une cible pour la
phosphorylation par la protéine ERK (Gavin et Nebreda, 1999). Des modifications a
plusieurs niveaux dans ces cascades peuvent mener a des changements dans I’activation de
CREB et dans I’inductibilité des promoteurs comportant des CRE. Le promoteur MMTV
ne semble pas étre inductible non plus dans la lignée cellulaire 293A.
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Le promoteur chimérique inductible par choc thermique (HSE) fut donc celui choisi
pour la suite des travaux. Ce promoteur, reconnu pour étre fonctionnel dans les cellules
293A, a permis d’obtenir des niveaux d’expression suffisamment bas pour le controle de la
protéase. Considérant que le promoteur HSE donne des niveaux d’expression satisfaisants,
nous ne nous sommes pas attardés a vérifier pourquoi les deux autres promoteurs n’ont pas

montré d’induction dans les 293A.

Le promoteur HSE a donc permis de minimiser les effets cytostatiques de la
protéase. D’ailleurs, il a été démontré que seulement de faibles quantités de protéase étaient
nécessaires pour la complémentation. Les niveaux non-induits du promoteur TR5 étaient
suffisants pour la complémentation (Oualikene et al., 2000). Le promoteur HSE a donc été

utilisé dans les lignées cellulaires 293A pour contréler le géne de la protéase.

4.2- LIGNEES CELLULAIRES 293A PS

Une lignée cellulaire adhérente capable de complémenter une perte du géne de la
protéase dans les vecteurs adénoviraux était souhaitable. Tel qu’espéré, les lignées
cellulaires ont été établies avec succes. Il a été démontré que les cellules 293A PSAd2
complémentent en trans 1’absence du géne de la protéase des vecteurs viraux dérivés des

AdS. Des plages de lyse des vecteurs APS ont pu étre obtenues.

L’analyse en cytofluorométrie des clones ont permis de démontrer que les clones
testés étaient homogenes. Il est donc probable qu’ils proviennent véritablement d’une seule

cellule pour la plupart méme si le pool était lui aussi homogene.

Le promoteur HSE a semblé avoir perdu son inductibilit€ dans les lignées cellulaires
étudiées. Une hypothése pour expliquer ces résultats est que I’ ADN transfecté ne se soit
pas intégré dans le génome cellulaire dans un compartiment du noyau qui est accessible
pour les facteurs de choc thermique. Le facteur HSF-1 semble se localiser dans des
endroits précis du noyau suite a son induction. Ainsi, les triméres transcriptionellement
actifs de cette protéine sont possiblement confinés dans un compartiment nucléaire (Cotto et
al., 1997). Par conséquent, si le transgene s’intégre dans un autre compartiment, celui-ci ne
sera pas inductible. Le rdle des granules observés lors de I'induction des HSF-1 reste
toutefois & déterminer. I est également possible que le promoteur soit devenu inaccessible
pour certains autres facteurs basaux nécessaires pour I’induction. Il est aussi possible que
la structure de I’ADN ait été modifiée suite & I’intégration ce qui rendrait le promoteur
inaccessible pour certains facteurs. Les interactions de I’ ADN génomique avec les histones
peuvent donner lieu a des changements dans I’activité du promoteur d’un géne qui peut étre
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plus ou moins actif selon s’il se trouve dans une partie transcriptionnellement active ou non
(Jenuwein et Allis, 2001).

Les niveaux d’expression de la protéase dans les clones CB6 et CE2 n’étaient pas
perceptibles par immunobuvardage de type Western. Il en fut de méme pour les cellules
2938 rtTA PS non induites. La capacité de ces cellules & complémenter 1’absence du géne
de Ia protéase est pourtant une indication que la protéine est présente malgré I'incapacité de
la détecter par immunobuvardage avec I’anticorps actueliement disponible. La quantit¢ de
protéase dans les lignées cellulaires construites était cependant inférieure a celle retrouvée
dans des cellules 293A infectées avec le virus sauvage. D’aprés une estimation utilisant la
GFP co-exprimée dans la lignée 293S rtTA PS, en condition non-induites le niveau de
protéase serait au moins trente cinq fois plus bas que dans une infection avec le virus
sauvage (Oualikene e al, 2000). Dans les conditions utilisées, le promoteur HSE a
démontré un niveau d’expression basal faible et n’était pas inductible dans les lignées 293A
PS. Ceci peut expliquer les niveaux faibles mais suffisants d’expression de protéase
obtenus. L’utilisation d’une cassette dicistronique a permis de sélectionner facilement les
clones. Ce systéme a aussi permis d’évaluer I’expression du transgéne quantitativement, de
méme que 1’homogénéité des clones. Ce systéme est d’autant plus utile quand des niveaux

d’expression de transgéne ne sont pas détectables par Western.

Les résultats obtenus ont démontré que 1’efficacité de complémentation des lignées
cellulaires développées n’est pas de 100%. Il est & noter que les plages étaient un peu plus
petites et nécessitaient un peu plus de temps pour apparaitre. Aussi, les titres de virus aprés
48 heures d’infection diminuaient d’environ 10 fois sur ces cellules lorsque la protéase était
absente des virus. Avec les cellules 293S rtTA PS, les titres des vecteurs APS apres 72
heures étaient semblables a ceux obtenus avec des virus ayant le géne de la protéase
(Oualikene ef al., 2000). 11 est possible que les virus APS prennent un peu plus de temps
que les virus exprimant la protéase a se disséminer sur les lignées 293A PS. Il serait
intéressant de vérifier les titres viraux produits aprés 72 heures sur les lignées cellulaires
développées dans ce travail de maitrise. Etant donné que les niveaux d’expression de la
protéase sont plus faibles dans la lignée cellulaire développée que lors d’une infection par le
virus sauvage, ceci pourrait expliquer un retard de croissance. Un autre facteur qui pourrait
avoir un impact est la cinétique d’expression de la protéase. La cinétique d’expression de la
protéase dans notre lignée cellulaire n’est probablement pas la méme que lors d’une
infection. La protéase est un géne tardif et ne s’exprime donc pas au début de I’infection
normale alors que dans nos lignées, la protéase s’exprime de fagon constante. Ceci pourrait
avoir des effets sur D’efficacité de I’infection. Cependant, les titres de vecteurs APS
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légérement supérieurs obtenus sur les cellules exprimant la protéase du PAV3 en
transfection transitoire (Tableau II) ainsi que les plages Iégérement plus grosses obtenues
sur les cellules 293A PSPAV3 qui sont légérement plus fluorescentes suggerent que la
protéase du PAV3 qui semble s’exprimer a des niveaux légérement plus élevés est plus
efficace. Ceci est un élément supplémentaire nous portant a croire que les niveaux de
complémentation sub-optimaux obtenus avec la protéase de 1’Ad2 sont diis & une
expression trop faible dans les lignées cellulaires. Des études ultérieures seront nécessaires
pour déterminer le niveau minimal d’expression de la PS permettant la croissance normale
de mutants AJAPS.

Le but premier de cette lignée cellulaire était de permettre de purifier facilement par
plages de lyse des vecteurs adénoviraux APS. Ces cellules répondent a cet objectif. Malgré
que les plages produites soient un peu plus petites, la purification des vecteurs APS ainsi
que la génération de virus recombinants par co-transfection pourront étre réalisés plus
aisément. Il sera aussi possible de titrer des virus APS par plages de lyse sur cette lignée
cellulaire sans probléeme. Il serait souhaitable ultérieurement de vérifier les titres des
vecteurs APS obtenus en titrant sur nos lignées cellulaires par la technique de
dénombrement de plages de lyse et de les comparer avec les titres obtenus par titration par
cytofluorométrie. Ceci nous permettrait de vérifier la capacité de ces lignées cellulaires a
donner des titres viraux exacts. La titration par cytofluorométrie est une méthode précise,
mais elle ne permet pas de déterminer le titre de vecteurs n’exprimant pas de protéines

fluorescentes.

La production de vecteurs APS a des titres appréciables peut étre obtenue sur les
lignées cellulaires 293S rtTA PSAd2 (Oualikene et al., 2000). Les stocks viraux destinés a
I’injection chez les animaux ou chez les humains qui doivent étre produits selon des normes
plus strictes pourront éventuellement étre produits sur des cellules 293SF (Coté et al., 1998)
qui sont adaptées a la culture sans sérum qui seront transfectées de fagon stable avec le géne
de la protéase. Le plasmide comprenant le géne de la protéase sous le contrdle du
promoteur HSE facilitera le développement d’une telle lignée car il n’est pas nécessaire de

fournir en trans un transactivateur exogeéne par transfection.

4.3- TRANSCOMPLEMENTATION DES PROTEASES DES Ad2 ET PAV3

Les protéases des adénovirus sont classées parmi les cystéine protéases. Le site
catalytique de ces enzymes est caractérisé par la présence d’une triade d’acides aminés
essentiels. Dans le cas de la protéase de I’ Ad2, cette triade est composée des acides aminés
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His54, GIn71 et Cys122 (Ding et al., 1996; Rancourt et al., 1996). La cystéine en position
104 se lie par des ponts disulfure avec le peptide activateur pVIc (Ding et al., 1996). Ces
mémes acides aminés dans la séquence de la protéase du PAV3 sont situés a peu pres aux
mémes positions. Seule la GIn71 est décalée de 7 acides aminés. Les autres, y compris la
cystéine servant 2 la liaison du peptide activateur, sont décalés d’un acide aminé. Ces acides

aminés pourraient étre la triade catalytique de I’enzyme.

La séquence consensus de la protéase des adénovirus porcins n’a pas été établie. 1l
est toutefois possible de constater que la séquence consensus de la protéase de I’Ad2 ne se
retrouve pas dans certaines protéines du PAV3 dont les homologues chez les Ad2 sont
clivés. Les protéines pllla, PIX et la DBP du PAV3 ne possédent pas la séquence
consensus de la protéase de 1I’Ad2. Etant donné que les sites de clivage ne sont pas
nécessairement conservés entre les Ad2 et PAV3, il est possible qu’il existe des différences
dans les séquences consensus reconnues par leurs protéases respectives. Il est également
possible que ces protéines n’aient pas besoin d’étre clivées chez les adénovirus porcins. Il
n’était donc pas possible de présumer qu’il y aurait transcomplémentation entre les deux

protéines, d’ol la nécessité de le tester formellement.

La comparaison entre les séquences de la protéase des deux virus & ’aide du logiciel
Blast 2 sequences utilisant la matrice blosum62 (Tatusova et Madden, 1999) a permis de
démontrer ’existence de 60% d’identité et de 72% d’homologie entre ces deux protéines.

Les résultats obtenus ont aussi permis de démontrer que la protéase de 1’adénovirus
porcin PAV3 semble pouvoir transcomplémenter les vecteurs Ad5 APS. 1 a été possible de
mettre en évidence la production d’une progéniture de vecteurs APS sur les cellules
transfectées transitoirement avec le plasmide contenant le géne de la protéase du PAV3, mais
pas sur les cellules transfectées avec le méme plasmide ne possédant pas le gene de la
protéase. Ces résultats démontrent clairement que la protéase du PAV3 est responsable de
cet effet. Comme ces résultats ont été obtenus a partir d’expériences ayant été effectuées
sur des transfections transitoires, il est difficile d’en tirer des conclusions quantitatives. 11
existe une grande variabilité associée aux transfections transitoires entre deux échantillons et
aussi entre les différentes cellules qui peuvent avoir été transfectées avec des quantités trés
différentes du transgéne. Aussi, la qualité de I’ADN transfecté peut grandement influencer
’efficacité de transfection. Il a donc été impossible de déterminer quelle quantité de
protéase du PAV3 est nécessaire pour complémenter optimalement des vecteurs APS. Les
titres de vecteurs AdV APS se sont avérés plus élevés sur les cellules transfectées avec le
plasmide exprimant la protéase du PAV3 par rapport & la protéase de I’Ad2 (Tableau II).
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Ceci est probablement di a la présence de la protéase du PAV3 en quantités possiblement

plus élevées et plus optimales en moyenne par rapport a la protéase de 1’ Ad2.

Quoi qu’il en soit, I’apparition de plages de lyse de vecteur APS sur la lignée
cellulaire 293A PSPAV3 a constitué une évidence supplémentaire que la protéase du PAV3

présente une activité de transcomplémentation.

Un faible nombre de copies de la protéase des adénovirus humains est encapsidée
dans des particules virales et est requise pour I’internalisation (Cotten et Weber, 1995). La
protéine pVI de I’adénovirus est clivée par la protéase virale lors de I’internalisation (Greber
et al., 1996). Puisque les vecteurs APS peuvent produire des particules infectieuses sur les
cellules exprimant la protéase des PAYV, il est fort probable que la protéase des adénovirus

porcins se fasse aussi encapsider dans les particules de vecteurs APS.

La protéine pVI est présente a I'intérieur des capsides et est difficilement accessible
pour une protéase a I’extérieur de la capside. Cette protéine est impliquée dans la
stabilisation de la structure du virion probablement en faisant un lien entre les composantes
du nucleoide (core) et I’hexon (Shenk, 1996). Les Ad5SAPS produits en présence de la
protéase du PAV3 sont capables d’infecter d’autres cellules. Il est donc envisageable que la
protéase est bel et bien encapsidée et que cet effet n’est pas di a la protéase de 1’Ad2

présente dans les lignées cellulaires sur lesquelles les virus ont été titrés.

11 est probable que le niveau d’expression de la protéase du PAV3 dans la lignée
cellulaire établie soit différent de celui produit lors d’une infection sauvage par un PAV3. 11
est toutefois possible que dans le contexte d’une co-infection d’une cellule porcine par un
vecteur adénoviral APS et un adénovirus porcin, qu’il y ait dissémination du vecteur.
Cependant, des essais avec des vecteurs adénoviraux réplicatifs chez les porcs n’ont pas
montré d’effets secondaires importants (Torres et al., 1996). 11 est donc probable que ces

vecteurs soient rapidement éliminés par le systéme immunitaire de 1’animal.

11 serait bon de vérifier in vivo la dissémination des vecteurs APS quand 1’animal est
infecté par un adénovirus porcin et en méme temps, les effets secondaires du vecteur seul et
dans le contexte d’une co-infection. 11 serait aussi intéressant de vérifier la persistance du
vecteur in vivo pour évaluer les risques potentiels de ces vecteurs adénoviraux APS dans le
contexte d’une utilisation chez les porcs éventuellement destinés a la consommation
humaine. Ceci pourrait aussi nous servir de modele pour étudier la co-dissémination des
AdVAPS chez I’homme et générer des données pré-cliniques en vue d’une utilisation

potentielle de ces vecteurs chez I’humain.
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4.4- IMPACTS DE LA TOXICITE DE LA GP5

Le séquengage de I’ORF5 modifié utilisé dans ce projet a permis de constater qu’il
y a 12 substitutions de nucléotide dont 3 résultent en un changement de I’acide aminé du
codon correspondant. Cependant, des études réalisées dans les laboratoires du docteur
Serge Dea avec cette version synthétique du géne montrent que la protéine mutée a quand
méme des effets toxiques similaires 2 la protéine sauvage (Gagnon, 2001). Elle a aussi un
pouvoir immunogénique semblable (Cléroux et al., résultats non-publiés). Comme la
toxicité de la protéine mutée est semblable a celle de la protéine sauvage, il a été possible
d’utiliser cette protéine comme modgle pour déterminer le meilleur systeme AdV pour la
vaccination génétique chez le porc. Cette protéine mutée a donc été utilisée comme exemple
de transgéne toxique dans les expériences décrites dans ce mémoire. Le geéne synthétique
sera toutefois corrigé pour avoir la bonne séquence en acides aminés. Des expériences

ultérieures se feront avec cette version corrigée.

Les résultats présentés dans ce mémoire indiquent que I’expression de ’'ORF5 a un
impact sur la production de vecteurs viraux exprimant cette protéine. Toutefois, cet impact
n’est pas majeur. Les titres de vecteur baissent de moitié quand 1’expression de la GP5 est
induite. La GP5 elle-méme est par conséquent sdrement responsable de cet effet. Il n’y a
pas de différences majeures entre les titres du virus exprimant la GFPq en conditions
induites et non-induites. Cette 1égere différence est peut-étre due a une différence d’état
physiologique des cellules 293S et 293S tTA au moment de I’expérience. Le virus GFPq
a donné des titres infectieux deux fois plus élevés que le virus ORF5-GFPq méme lorsque
I’expression de la GP5 n’était pas induite. Cette variation peut étre attribuable a des
différences intrinséques existant entre ces deux virus indépendamment de I’expression de la
GP5. 1l est également possible que la quantité de GP5 dans les cellules soit suffisante pour

interférer un peu méme si le géne n’est pas induit.

Due 2 la variabilité des résultats obtenus lors de 1’évaluation des rendements de
génération de virus recombinants, aucune conclusion définitive ne peut étre tirée. Toutefois,
les rendements avaient plutdt tendance 2 étre plus faibles quand I’ORF5 était exprimé.
Plusieurs tentatives pour obtenir des virus recombinants exprimant ’ORF5 de fagon
constitutive n’avaient pas fonctionné alors que 1’obtention de virus recombinants a €t
possible avec un promoteur inductible. Ceci renforce I’hypothése de départ postulant que la
toxicité de 1a GP5 influence les rendements des co-transfections réalisées en vue d’obtenir
des virus recombinants. Méme si des plages de virus exprimant la GFPq ont pu étre
obtenues en présence de la GPS5, il n’est pas certain que celles-ci expriment bien la protéine.
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Les essais pour obtenir des virus recombinants exprimant la GP5 de fagon constitutive

avaient donné des plages de virus exprimant la GFPq mais pas la GPS5.

Les faibles quantités de plages obtenues avec les cellules 293A CymR peuvent avoir
été causées par une transfectabilité plus faible de ce clone cellulaire par rapport aux cellules
293A parentales. Une différence dans D’efficacité de transfection peut faire varier
grandement les rendements de génération de virus recombinants. Ceci met en évidence
I'importance de bien caractériser les clones cellulaires lors de 1’obtention d’une lignée
cellulaire stable et de vérifier s’ils n’ont pas perdu de leurs caractéristiques comme la

transfectibilité.

La GP5 est connue pour causer 1I’apoptose des cellules (Gagnon, 2001; Suarez et
al., 1996). Dans le cas de la GP5 des souches nord-américaines, 1’apoptose semble induite
au niveau des mitochondries bien que ceci reste a confirmer et que le mécanisme reste a
éclaircir (Gagnon, 2001). L’activation des caspases effectrices est cependant détectable
seulement apres 72 heures dans les cellules MARC. Or, cette protéine diminue les titres
d’AdV apres 48 heures dans les cellules 293. 1l est a noter cependant que les vecteurs
adénoviraux utilisés pour ces essais ne se répliquent pas dans les cellules MARC.
L’expression du transgene est donc plus faible. Ceci pourrait expliquer le délai
d’apparition de I’apoptose. Il est toutefois aussi possible que cette protéine ait certains
effets sur les cellules et leur capacité a répliquer des adénovirus avant de déclencher
I’apoptose. 11 est également possible que la GP5 interfere directement avec la réplication
des adénovirus par un mécanisme inconnu indépendamment de ses effets toxiques sur les
cellules. L’expression de la GP5 n’a pas un impact important sur les titres des vecteurs
adénoviraux. Les cellules ont probablement le temps de produire des vecteurs adénoviraux
en quantités suffisantes avant que les effets toxiques de la GP5 se manifestent. Les cellules
293 sont des cellules qui ont ét€ transformées avec la région E1 des adénovirus. Il est
possible que la protéine 19K de la région E1B des adénovirus exprimée par les 293A
protege en partie les cellules. Ceci reste hypothétique car le ou les mécanismes d’induction
de 1’apoptose par la GP5 ne sont pas connus. Il est bien connu que la 19K bloque
’apoptose en se liant a certaines protéines proapoptotiques de la famille Bcl-2 notamment
Bax a leur domaine BH3. Cette protéine inhibe aussi I’activation de la caspase FLICE par
la molécule adaptatrice FADD (White, 1998).

L’utilisation d’un promoteur inductible suffisamment étanche pour le contrdle de
I’ORF5 dans les vecteurs semble étre un bon moyen pour minimiser les impacts de la
toxicité de cette protéine. Il est impossible de tirer des conclusions concernant la
comparaison entre les promoteurs TR5 et CMV5SP2 a cause de la variabilité des résultats.
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Aussi, les niveaux d’expression non-induits des deux promoteurs n’ont pas permis la
détection de la GP5 par immunobuvardage. Il est donc impossible de savoir lequel des
deux systemes donne le niveau basal le plus faible. Cependant, le promoteur CMVS5P2 a
I’avantage de ne pas nécessiter de transactivateur pour I’activation. Ceci est un atout
important si on veut induire I’expression d’un gene in vivo comme dans le cas d’un vecteur
pour vaccination génétique. Il n’est pas nécessaire de co-infecter 1’animal avec un autre
AdV exprimant le transactivateur requis pour 1’induction du transgéne du premier vecteur.
Le promoteur CMV5P2 est donc celui qui est envisagé le plus pour le contréle du géne de

la GP5 dans les futurs vecteurs adénoviraux.

4.5- CONCLUSION

Le premier objectif de ce travail de maitrise était de construire une lignée cellulaire
adhérente complémentant 1’absence du geéne de la protéase virale dans des vecteurs
adénoviraux. Cette lignée a été obtenue avec succeés et pourra étre utilisée pour la

génération, la purification et la titration des vecteurs APS.

Un autre objectif était de vérifier si la protéase du PAV3 complémentait I’absence du
gene de la protéase chez les AdV humains. Il a ét€ possible de constater qu’il y avait
transcomplémentation au moins partielle. 1l reste maintenant a vérifier les impacts que ceci

pourrait avoir in vivo.

Le dernier objectif était d’évaluer les effets de la toxicité de la GP5 sur la génération
et la production de vecteurs viraux exprimant cette protéine. Il semble que I’expression de
la GP5 interfere un peu, mais ces effets peuvent €tre minimisés par I’utilisation d’un

promoteur inductible suffisamment étanche.

L’utilisation de vecteurs adénoviraux AASAE3APS comme vaccin génétique chez les
porcs est une avenue prometteuse pour contrer les problemes reliés au VSSRP. Les travaux
avec ce type de vecteurs seront simplifiés par I’utilisation de la lignée cellulaire 293A
PSAd2. Aussi, la toxicité de la GP5 ne sera pas un obstacle majeur & son utilisation comme
immunogene si son expression est bien contr6lée par un promoteur inductible. Le vecteur
optimal semble donc un AdSAE3APS avec une cassette d’expression contrflée par la
promoteur CMV5P2 avec les génes de la GP5 et de la GFPq. La GFPq permet une
purification et une identification facile des recombinants. Cependant, ce géne pourrait étre
remplacé par un autre géne (un immunomodulateur ou un deuxiéme antigéne viral, par

exemple) lors de la construction du vecteur final qui sera utilis€ comme vaccin.
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ANNEXE A

Résultats du triage des pools de cellules 293A PSAd2 et 293A PSPAV3
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ANNEXE B

Comparaison de la séquence de I’ORF5 obtenue et planifiée
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ORFS planifié

ORFS sequencé

ORFS planifié

ORFS sequencé

ORFS planifié

ORFS sequencé

ORFS planifié

ORFS sequenceé

ORFS planifié

ORFS sequence

ORF5 planifié

ORFS sequenceé

ORFS planifié

ORFS sequence

ORFS planifié

ORFS sequencé

v90 v100 v110 v120 v130 v140 v150 v160
mmmmmmmmmmmm
CCTGETGARGCCTOCTC TCCIC TC TOCCAGCTCCAGTOCATCTACAMCCTGACCATCT  TGAGCTGARCGGCALCG
CCTGGTGAMRCCTCCTOGTCCTCGTOGTCOCAGCTGCA \GTCCATCTACAACCTGACCATCTATGAGCTGAAGECACCG

~90 ~100 ~110 ~120 ~130 ~140 ~150 ~160

v170 v180 v190 v200 v210 v220 v230 v240

AOREC
~170 ~180 ~190 ~200 ~210 ~220 ~230 ~240
v250 v260 v270 v280 v290 v300 v310 v320

mmmmmmnmmmmmm ACTACCAOGCCGCTAOGT
MWWW ACTACCACGGCCCGCTAQGT

PCTACCACGGECCGCTACGT
~250 ~260 ~270 ~280 ~290 ~300 ~310 ~320
v330 v340 v350 v360 v370 v380 v390 v400

mmmmmmm&mm
mmmmmmmmmm AAGAACTGCATGTCCT
mmmmmmmw \ACTGCATGTCCT
~330 ~340 ~350 ~360 ~370 ~380 ~390 ~400
v410 v420 v430 v440 v450 v460 v470 v480
mmmmmmmmm@mmmmm

~490 ~500 ~510 ~520 ~530 ~540 ~550 ~560



