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SOMMAIRE

Le virus de l'immunodéficience humaine 1 (VIH-1) entraine une
dégénérescence du systéme immunitaire et dans certains cas une atteinte du
systeme nerveux central chez les patients infectés. Ce virus, comme tous les
autres rétrovirus, posséde les génes gag, pol et env codant pour les protéines de
structure et de réplication du virus. De plus, il posséde 2 génes régulateurs fat et
rev ainsi que 4 génes auxiliaires, vif, vpu, vpr et nef, contribuant a la
physiopathogénése de l'infection par le VIH-1. Le rble de chacun de ces génes
dans la pathologie induite par le virus est difficile a déterminer a cause du
mangue de modéles animaux naturels susceptibles a l'infection. Pour dépasser
ces limites, plusieurs modéles de souris transgéniques portant des génes

uniques ou I'ADN proviral du VIH-1 ont été développés.

Le but de cette étude était de générer des souris transgéniques porteuses
du géne vpr et d'évaluer les effets pathologiques qu'elles développent. Nous
avons donc généré deux transgénes sous le contrdle de promoteurs différents.
Le premier, sous le contrble du promoteur SL3-3, ciblait I'expression aux organes
lymphoides. Aucun des fondateurs obtenus avec ce transgéne n'a permis
I'établissement d'une lignée. Pour cette raison nous n'avons pas pu analyser les

effets de vpr avec ce promoteur.

Le second transgéne, sous le contrble du promoteur ubiquitaire RSV, a
permis de générer plusieurs lignées dont trois ont été retenues pour analyse. Les
investigations anatomo-pathologiques systématiques de plus de 40 souris

transgéniques provenant des différentes lignées, ont révélé une atteinte des



organes lymphoides qui se traduit surtout par une hyperplasie des follicules
lymphoides de la rate. Des réactions immuno-histochimiques et de
cytofluorométrie utilisant plusieurs anticorps ont été effectuées afin de
caractériser les différentes populations cellulaires présentes dans les rates de
ces souris. Ces analyses nous ont permis de démontrer une augmentation de la
population des lymphocytes B, alors que la population des lymphocytes T nous
est apparu normale ou légérement abaissée. De plus, cette étude nous a permis
de constater que la population des macrophages était augmentée

comparativement au contréle normal.

Finalement une étude de I'expression des messagers a été effectuée pour
les trois lignées étudiées. Nous avons ainsi déterminé les organes exprimant les
messagers de vpr par la technique de rétro-transcription suivit d'une amplification
par PCR (RT-PCR). Cette étude semi-quantitative nous a permis de comparer le

niveau d'expression d'un tissus a l'autre pour une méme lignée.
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1. INTRODUCTION

1.1 CLASSIFICATION DES VIRUS

Les virus sont des micro-organismes parmi les plus petits de toutes formes
vivantes. Méme si ceux-ci existent depuis plusieurs dizaines de milliers d'années,
leur découverte remonte a un peu plus de 100 ans. Ces micro-organismes sont
des parasites obligatoires pouvant infecter une variété d'hotes, tels les
spiroplasmes, les mycoplasmes, les bactéries, les algues, les protozoaires, les
champignons, les invertébrés, les plantes et les vertébrés. En tant que parasites,
ils nécessitent la machinerie cellulaire de I'hdte pour assurer leur réplication. Leur
matériel génétique est composé soit d'ADN ou d'ARN, a I'exception des prions.

(Fields et al., 1990)

Outre le type de matériel génétique, la classification est basée sur les
différentes caractéristiques virales. Notamment, celles concernant
spécifiquement la réplication du virus ou encore les propriétés physico-
biologiques. En se basant sur les caractéristiques du génome viral, une
classification des virus capables d'infecter les cellules de mammiferes est

proposée au tableau 1.

Le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) fait partie de la famille des
retroviridae de la sous-famille des lentivirinae. Le tableau révéle que les
rétrovirus sont caractérisés par une étape ADN dans leur cycle de réplication. En
effet une enzyme appelée transcriptase inverse permet a leur génome ARN

d'étre transcrit en ADN. Ce dernier peut ensuite intégrer le génome de I'héte in-



Tableau 1 : Classification des virus capables d'infecter les cellules de
mammiferes, selon les caractéristiques de leur génome.



FAMILLE

ENVELOPPE NON-ENVELOPPE
CIRCULAIRE Papovaviridae
DOUBLE-
VIRUS BRINS Poxviridae Adenoviridae
ADN LINEAIRE Iridoviridae Hepadnaviridae
Herpesviridae
SIMPLE-
BRIN |LINEAIRE Parvoviridae
DOUBLE- Reoviridae
BRINS Birnaviridae
Retroviridae Picormnaviridae
(étape ADN dans la réplication) Caliciviradae
POSITIF Coronaviridae
Togaviridae
VIRUS Flaviridae
ARN | SIMPLE- Paramyxoviridae
BRIN Rhabdoviridae
Filoviridae
NEGATIF Orthomyxoviridae
Buryaviridae
Arenaviridae

(circulaire ou linéaire)




fecté et induire diverses atteintes pathologiques. Cette forme intégré est appelée

provirus.

1.2 PROPRIETES MORPHOLOGIQUES DU VIRUS

Le rétrovirus VIH-1 est un petit virus enveloppé. Cette enveloppe consiste
en une double couche lipidique provenant de la membrane cellulaire de la cellule
hoéte qu'il acquiert lors du bourgeonnement. Au niveau de l'enveloppe, on
retrouve deux glycoprotéines virales : la gp120 & sa surface et la protéine
transmembranaire gp 41 (Aloia et al., 1988; Gelderblom et al., 1987). De plus, on
retrouve plusieurs protéines cellulaires provenant de la membrane de I'héte, dont
les antigénes du complexe majeur d'histocompatibilité, la p2-microglobuline,
l'actine et l'ubiquitine (Arthur et al., 1992). Associée a la surface interne de cette
enveloppe, se trouve la protéine de la matrice (p17). Le nucléoide viral contient
quant a lui la protéine de la capside (p24) qui en est la composante principale, la
protéine de la nucléocapside (p9) qui est associée au génome viral et la protéine
p6 présente a l'intérieur du virion, mais dont la localisation précise est inconnue.
De plus, il contient 3 protéines fonctionnelles: la protéase, la polymérase virale
ARN-dépendante ou transcriptase inverse et l'intégrase. Finalement, on y
retrouve le génome viral constitué de deux(2) molécules d'ARN simple-brin
identiques, ainsi que des molécules d'’ARNt responsable de l'initiation de la

transcription inverse. (Morrow et al., 1994, Greene, 1991) (figure 1a)



Figure 1a :

Figure 1b :

Représentation schematique d'une particule virale du VIH-1. Le
génome viral est constitué de deux molécules d'ARN simple-brin
identiques. A la surface externe, on retrouve les glycoprotéines de
l'enveloppe gp120 (surface) et gp41 (transmembranaire). Associée a
la surface interne, se trouve la protéine de la matrice p17. De plus,
on retrouve la protéine de la capside p24 et la protéine de la
nucléocapside p9.

Organisation génomique du VIH-1. On retrouve les 3 génes de
structure constitutifs gag, pol et env ainsi que les genes auxiliaires et
de régulation vif, vpr, vpu, tat, rev et nef. Les ségquences terminales
répétitives (LTR) sont représentées aux extrémités 5' et 3'.
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1.3 ORGANISATION DU GENOME VIRAL

Le génome de VIH-1 est d'une longueur d'environ 9,2 kb. Comme tous les
autres rétrovirus, il contient des séquences terminales répétitives (LTRs) a
chacune de ces extrémités et les génes de structure constitutifs des rétrovirus :
gag, pol et env (Varmus, 1988). De plus, il posséde 6 cadres de lecture ouverts
(ORFs) ("open reading frame") qui codent pour les génes auxiliaires ou de

régulation vif, vpu, vpr, tat, rev, et nef. (Figure 1b)

1.3.1 LTRs

Les LTRs communs a tous les rétrovirus sont subdivisés en 3 régions
chez le virus intégré, soient U3, R et U5. Ces séquences jouent un réle important
dans l'intégration et la transcription virale. Dans I'ARN viral, la région U5 est
située a l'extrémité 5' alors que la région U3 est a l'extremité 3'. Suite a la
transcription inverse, nécessaire a l'intégration virale, ces séquences sont
dupliquées pour générer les régions terminales répétées ou LTRs. On les
retrouve aux extrémités 3' et 5' du génome proviral intégré dans les
chromosomes cellulaires (Varmus, 1988). Le LTR en 5' contient une série d'au
moins 12 éléments cis-régulateurs pouvant lier une variété de facteurs de
transcription cellulaires. Ces séquences , dont 3 sites Sp1, une boite TATA, 2
sites de liaison pour le facteur nucléaire NF-xB et 3 sites de liaison pour la
protéine d'activation AP-1, sont localisées dans la région U3 en amont du site
d'initiation de la transcription. Elles sont d'ailleurs suffisantes pour stimuler un
haut niveau de transcription. D'autre part, on retrouve dans ce LTR une
séquence appelée TAR (Transactivation responsive element) situé dans la région

R, qui lie la protéine TAT. Cette liaison entraine une transactivation de la



transcription et est absolument essentielle & l'infectivité virale (Gatignol et al.,
1989). De plus, on retrouve dans la région R du LTR de l'extrémite 3' le signal de

polyadénylation et de I'arrét de la transcription (Cherrington et al., 1992).

1.3.2 Les génes de structure

1.3.2.1 Le géne gag

Le géne gag code pour les protéines de structure de la particule virale. |l
est traduit & partir d'un ARNm viral non-épissé sous forme d'une polyprotéine
précurseur ,Pr559a9, qui joue un role important dans l'assemblage et le
relarguage des particules virales. Ce précurseur est ensuite clivé en plusieurs
protéines par la protéase p10: la protéine de la matrice p17, la protéine de la

capside p24 et les protéines de la nucléocapside p9 et p6. (Mervis et al., 1988)

1.3.2.2 Le géne pol

Le géne pol est traduit a partir de I'ARNm du géne gag non-épissé.
L'expression de la protéine Pol se produit quand le ribosome dérape d'un
nucléotide durant la traduction (ribosomal frameshift) entrainant la synthese
d'une protéine-fusion entre les protéines Gag et Pol, Pri609ag-pol. Ce déphasage
du cadre de lecture (slippage) se produit dans une région contenant une
séquence homopolymérique ainsi qu'une boucle en téte d'épingle (séquence de
slippage), comprises dans les 241 nucléotides chevauchant les 2 génes (Jacks et
al.. 1988: Wilson et al., 1988). La fréquence de ce changement est cependant

faible, on estime le ratio gag/gag-pol & 9/1. Le clivage de cette polyprotéine gag-



pol génére différents produits de gag, mais aussi les protéines encodées par pol.
Celui-ci code pour les enzymes virales suivantes : protéase, transcriptase inverse
et intégrase. La protéase virale p10 (PR) résulte d'un mécanisme
d'autoprocession (Park et al.,, 1991; Peng et al., 1989; Mous et al., 1988). La
dimérisation de celle-ci est requise pour son activité enzymatique (Meek et al.,
1989; Pearl et al., 1987). Celle-ci est responsable du clivage de la Pr1609ag-pol
en RT, intégrase et protéase. De plus, elle clive la Pr55920 en ses différents
produits (Wills et al., 1991). La transcriptase inverse (RT) est composée de 2
sous-unités, un polypeptide de 66 KDa et un de 51 KDa (p66/p51) (Di marzo
Veronese et al., 1986). Initialement, un homodimére p66/p66 subit un clivage
endoprotéolytique assymétrique, grace a la protéase p10, pour donner la sous-
unité p51 (Mous et al., 1988; Graves et al., 1990). La transcriptase inverse a
plusieurs activités catalytiques dont une activité ADN polymérase qui copie les
matrices ADN aussi bien que les matrices ARN, et une activité ribonucléase H
qui dégrade le brin d'ARN des complexes ARN-ADN (Hansen et al., 1987).
Finalement, l'intégrase p32 est une protéine essentielle a l'intégration de I'ADN
rétroviral dans les chromosomes cellulaires (Grandgenett et al., 1990). On lui
accorde aussi d'autres propriétés dont une activité endonucléase ADN (Sherman

et al., 1990).

1.3.2.3 Le géne env

Le géne env code pour sa part pour les glycoprotéines de I'enveloppe. I
code pour un ARNm mono-épissé de 4,3 kb contrdlant la synthese d'un
précurseur de 88 KDa (Feinberg et al., 19886). Celui-ci est ensuite glycosylé en N-
terminal par I'addition de résidus d'oligosaccharides et d'oligomannosyl, ce qui en

augmente le poids moléculaire de 88 & 160 KDa d'ol le nom gp160 (Feinberg et



al., 1986: Allan et al., 1985; Berman et al., 1988. Selon certaines études, cette
glycosylation aurait lieu dans la lumiére du réticulum endoplasmique rugueux
(REG) (Allan et al., 1985; Berman et al.,, 1988), alors que d'autres études
indiquent que la glycosylation s'effectuerait plutét au niveau de I'appareil de Golgi
lors de la migration de la gp160 vers la membrane cellulaire (Tschachler et al.,
1990). Ce serait aussi dans le Golgi que la gp160 serait clivée par des protéases
cellulaires, générant ainsi la glycoprotéine de surface gp120 et la glycoprotéine
trans-membranaire gp41 (Kozarsky et al., 1989; Willey et al.,, 1988). Ces
derniéres demeurent néanmoins associées par des liens non-covalents dont la
force varie selon la souche de VIH (Willey et al., 1988; McCune et al., 1988).
Aprés le clivage, les protéines matures gp41 et gp120 sont transporiées a la
surface cellulaire. L'efficacité de la maturation de la gp160 est faible car
seulement 5 a 15% de la gp160 synthétisée est clivée pour donner la gp41 et la
gp120. La majorité de la gp160 non-clivée est dégradée par les lysosomes
(Willey et al., 1988). Les raisons de cette dégradation demeurent inconnues

(Kozarsky et al., 1989; Willey et al., 1988).

Lors du bourgeonnement, les virions s'enveloppent de la membrane
cellulaire, entrainant avec cette derniere la gp120 et la gp41. Ensemble ces
protéines virales sont responsables du tropisme viral par leur capacité a lier le
récepteur cellulaire CD4, conférant au virus la propriété d'infecter les
lymphocytes T porteurs de ce récepteur (cellules cibles) (Lasky et al., 1987). La
gp120 possédent 5 domaines constants qui contiennent le site d'attache au CD4,
et 5 domaines hyper-variables ou la conservation en acides aminés est inférieure
a 25%. Ces domaines hypervariables conférent au virus la variabilité virale

(Alizon et al., 1986; Willey et al., 1986). Cette variabilité s'observe non seulement



entre différents patients, mais également chez une méme personne au cours de

I'évolution de la maladie ("mutation évolutive") (Alizon et al., 1986).

Une des propriétés de l'intéraction CD4-gp120 est la capacité d'induire la
fusion des membranes entre les cellules infectées et non infectées, entrainant la
formation de cellules géantes multinucléées ou syncitium. La production de
syncitium est favorisée par la protéine transmembranaire gp41, issue de la partie
C-terminale de la gp160. Celle-ci contient une région trés hydrophobe qui lui
permet de s'ancrer dans la membrane cellulaire et la membrane virale (Kowalski

et al., 1987; Gallaher, 1987).

Récemment il a été démontré qu'un co-récepteur est requis pour I'entrée
du VIH a lintérieur des cellules cibles. Dépendamment de la souche virale et du
type cellulaire étudiés, plusieurs co-récepteurs faisant partie de la famille des
récepteurs de chémokines ont été identifiés. Il a été démontré que CCRS5 serait le
co-récepteur pour les souches virales macrophages-tropiques alors que CXCR4
serait le co-récepteur pour les souches lymphotropiques (Alkhatib et al., 1996;
Choe et al., 1996; Deng et al., 1996; Dragic et al., 1996; Feng et al., 1996). Cette
différence de tropisme serait dde aux différences de séquence observées chez la

gp 120.

1.3.3 Les génes auxilliaires et de régulation

1.3.3.1 Le géne tat

Le géne tat, composé de deux exons est essentiel & la réplication du VIH

et code pour une protéine transactivatrice de I'expression génique du virus
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(Fischer et al., 1986; Sodroski et al., 1985). Le premier exon est situé devant le
géne env et le second se retrouve dans le géne env. Ces deux exons codent
pour une protéine de 16 KDa contenant 86 acides aminés, qui est produite a
partir d'ARNm épissé (Arya et al., 1985; Feinberg et al., 1986). Le premier exon
codant de tat dirige la synthése d'une forme de la protéine de 72 acides aminés
qui est suffisante pour assurer la transactivation (Sodroski et al., 1985). De plus,
des analyses de structure/fonction par mutagénése de la protéine Tat compléte
ont démontré la présence de 3 domaines fonctionnels importants. On retrouve a
la partie amino-terminal un groupe acide d'acides aminés constituant un domaine
d'activation transcriptionnelle (Rappaport et al., 1989). De plus, une portion riche
en cystéine composée de 7 résidus cystéine, hautement conservée entre les
différents isolats de VIH-1, VIH-2 et SIV (virus d'immunodéficience simienne), a
été identifiée. Ce domaine pourrait jouer un réle dans la dimérisation de Tat, qui
se fait par l'intermédiaire d'ions métalliques (Frankel et al., 1988). Finalement, on
retrouve une région chargée positivement riche en résidus arginine et lysine.
Cette derniére est responsable de la localisation nucléaire et nucléolaire de Tat,
ainsi que de l'intéraction avec les ARNm (Ruben et al., 1989; Hauber et al.,
1989). Des mutations effectuées dans chacune de ces reégions entrainent une
réduction marquée ou une abolition compléte de la fonction de Tat (Rosen, 1992;

Garcia et al., 1989; Ruben et al., 1989).

La protéine Tat reconnait une séquence spécifique appelée I'élément TAR
(trans activating region). L'élément TAR contient 59 nucléotides et est situé a
I'extrémité 5' des ARNm viraux. Pour assurer la liaison de Tat, TAR doit se
trouver sous la forme d'une structure en épingle a cheveux ("stem-loop"). (Feng
et al., 1988; Rosen et al., 1985) Des analyses de mutagénése ont démontré que

la liaison de Tat a I'élément TAR est position et orientation-dépendante (Rosen
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et al., 1985; Roy et al., 1990). Cette intéraction résulte en une activation
transcriptionnelle qui permet I'augmentation du niveau initial d'’ARNm viraux. Il a
été suggéré que cette augmentation serait di @ une hausse directe de l'initiation
de la transcription ou encore, & une efficacité transcriptionnelle accrue die a une

meilleure stabilité de la polymérase (Laspia et al., 1990; Marciniak et al., 1990).

1.3.3.2 Le géne rev

Le géne rev (regulator of virion expression) est, tout comme tat, essentiel
a la réplication (Feinberg et al., 1986; Sodroski et al., 1986). Il code pour une
protéine de 19 KDa produite & partir d'’ARNm multi-épissés codant pour 116
acides aminés. Cette protéine est exprimée & partir de 2 exons situés devant et a
la fin du géne env (Sadaie et al., 1988; Schwartz et al., 1990a). Cette protéine est
localisée dans le noyau au niveau du nucléole (Cullen et al., 1988). Des analyses
par mutagénése ont démontré la présence de 2 domaines fonctionnels distincts
dans la protéine rev. Le premier domaine consiste en une séguence de 35 acides
aminés riche en résidus arginine. Celle-ci serait responsable de l'intéraction de
Rev avec la séquence ARN spécifique appelée RRE (Rev response element). Au
centre de ce domaine, une région d'acides aminés basiques serait responsable
de la localisation nucléaire de rev (Malim et al., 1989). De plus, la perte de la
portion amino-terminale de cette région basique résulte en une protéine inerte qui
s'accumule dans le noyau mais pas dans le nucléole (Cochrane et al., 1990).
Ceci indique que la localisation nucléolaire de Rev est cruciale pour son activite.
Le deuxiéme domaine important, constitué d'une séquence riche en leucine et
situé prés de I'extrémité carboxy-terminale de la protéine, serait quant a lui un

domaine d'activation. Des mutations effectuées dans ce domaine entraine la



formation d'un phénotype dominant négatit in vivo (Malim et al., 1989; Mermer et

al., 1990).

L'expression de la protéine Rev entraine la production d'’ARNm viraux
mono-épissés ou non épissés qui s'accumulent dans le cytoplasme. En absence
de Rev, seulement les petits ARNm multi-épissés codant pour les protéines de
régulation virale s'accumulent a ce méme endroit (Feinberg et al., 1986; Malim et
al., 1988). L'activité de cette protéine est dépendante de la séquence de 234
nucléotides appelé RRE localisée dans le géne env (Malim et al., 1989; Malim et
al., 1988). Il a été démontré que rev augmente la demie-vie des ARNm contenant
la séquence RRE, améliorant de ce fait le transport des ARNs non-épissés ou
mono-épissés du noyau au cytoplasme et I'efficacité de traduction de ceux-ci

(Felber et al., 1989; Felber et al., 1993; Hadzopoulos-Cladaras et al., 1989).

1.3.3.3 Le géne vif

Le géne vif (virion infectivity factor) encode une protéine cytoplasmique de
23 KDa comprenant 192 acides aminés (Lee et al., 1986). Ce produit de géne
tardif se retrouve dans la majorité des lentivirus. La fonction de Vif n'est pas bien
claire, mais on sait qu'elle agit durant I'assemblage en permettant la formation de
particules virales compétentes dans les stades précoces de l'infection (Gabuzda
et al., 1992: Von Schwedler et al., 1993). Il a été démontré que les virus défectifs
pour le géne vif sont environs mille fois moins infectieux que les souches de type
sauvage (Fischer et al., 1987; Strebel et al., 1987). Par ailleurs, la transmission
virale cellule-cellule est peu affectée par ces virus défectifs (Fischer et al., 1987).
Des études ont démontré que vif est important dans l'assemblage et/ou la

maturation des particules ainsi que dans la synthése d'ADN proviral dans les
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cellules-cibles (Hdglund et al., 1994; Von Schwedler et al., 1993; Gabuzda et al.,
1992). L'importance de Vif varie d'un type cellulaire & un autre; certaines lignées
cellulaires contiennent des protéines ayant des fonctions similaires & la proteine
Vif ol les virus défectifs pour ce géne sont complétement compétents (Gabuzda

et al., 1992; Sakai et al., 1993; Von Schwedler et al., 1993; Sova et al., 1993).

1.3.3.4 Le géne vpu

Le géne vpu (viral protein U) est traduit & partir de I'ARNm codant
également pour la glycoprotéine de I'enveloppe (Schwartz et al., 1990b). La
séquence codante de vpu se situe a l'extrémité 5' de cet ARNm bicistronique
(Cohen et al., 1988). Il code pour une protéine de 16 KDa contenant 81 acides
aminés qui est exprimée durant la phase tardive du cycle de réplication (Cohen et
al., 1988; Strebel et al., 1988). Cette protéine est exprimée par la majorité des
souches de VIH-1 mais aucun analogue n'est retrouvé ni chez VIH-2 ou la plupart
des souches S|V (Subbramanian et al., 1994). Il a été démontré que Vpu est une
protéine membranaire intégrale de type 1 (Maldarelli et al., 1993), et les anticorps
dirigés contre celle-ci ont permis de localiser la protéine au niveau de la
membrane cytoplasmique, du réticulum endoplasmique ainsi qu'a l'intérieur du
compartiment endosomal (Schubert et al., 1994). Vpu contient dans sa séquence
peptidique hautement conservée, deux résidus sérine (position 52 et 56) qui sont

phosphorylés sous l'action d'une caséine kinase de type Il (Schubert et al., 1992).

Cette protéine non-essentielle a la réplication virale remplit tout de méme
des fonctions importantes dans la réplication. Son premier réle consiste en la
dégradation des molécules CD4 2 l'intérieur du réticulum endoplasmique (RE)

(Willey et al., 1992a). On sait que des complexes intracellulaires se forment dans
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le RE entre les molécules CD4 et les précurseurs des glycoprotéines de
I'enveloppe, affectant ainsi leur migration & la membrane cytoplasmique des
cellules infectées (Willey et al., 1992a; Willey et al., 1992b). Vpu jouerait donc un
role important dans la maturation et le transport intracellulaire de env en
accélérant la dégradation des molécules CD4. Le déterminant spécifique a
I'activité biologique de Vpu semble étre présent dans le domaine cytoplasmique
de CD4 (Maldarelli et al., 1993; Vincent et al., 1993; Lenburg et al., 1993). Cet
effet est par contre CD4 spécifique, les molécules CD8 pareillement retenues
dans le RE ne sont pas dégradées sous l'effet de Vpu (Lenburg et al., 1993). En
plus de cette premiére fonction, Vpu interviendrait lors du bourgeonnement en
activant la libération du virion & I'extérieur des cellules infectées (Klimkait et al.,
1990). Ces deux fonctions biologiques de Vpu ne sont pas reliées entre elles. La
libération du virion n'est pas dépendante de l'expression de CD4 ou de
I'enveloppe (Yao et al., 1992). De plus, la phosphorylation de Vpu n'est pas
requise pour l'activation de la libération du virion et cette derniére est bloqueée
lorsque la protéine est retenue dans le RE, alors que c'est l'inverse pour la
dégradation des molécules CD4 (Schubert et al., 1994). Finalement, il a été
démontré que Vpu produit la diminution de I'expression du complexe majeure
d'histocompatibilité classe 1 en induisant la perte rapide des chaines lourdes

nouvellement formées dans le RE (Kerkau et al., 1997).

1.3.3.5 Le gene nef

Le géne nef autrefois appelé 3'orf, orfB, E' et F code pour une
phosphoprotéine myristylée de 27 KDa (Muesing et al., 1985; Guy et al., 1987;
Rabson et al., 1985). Celui-ci se retrouve seulement chez les lentivirus de

primates (Trono, 1995). Il est contenu dans un cadre de lecture ouvert situé a
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'extrémité 3' du génome viral chevauchant le géne envet le LTR en 3' (Muesing
et al., 1985; Ratner et al., 1985). Plusieurs ARNm multi-épissés codent pour cette
protéine. Celle-ci est majoritairement cytoplasmique et est associée a la
membrane plasmique via son extrémité N-terminale myristylée (Trono, 1995). Nef
est produite trés tét au cours de l'infection, devangant Tat et Rev (Kim et al.,
1989a). Mais elle est aussi présente a tous les stades de l'infection (Trono,

1995).

Le role de cette protéine n'est pas totalement élucidé. Initialement, des
études ont démontré que Nef régule I'expression des génes viraux de fagon
négative, possiblement en inhibant I'activité transcriptionnelle contréleée par les
LTRs (Ahmad et al., 1988; Niederman et al., 1989), d'ou son nom Nef pour
"negative factor". Par contre, d'autres études n'ont pu révéler d'effets de Nef sur
la réplication du VIH (Hammes et al., 1989). De plus, certaines études de
cinétigue ont montré un effet positif de Nef chez les virus de type sauvage en
comparaison & des mutants de nef dans certaines lignées cellulaires (Kim et al.,
1989b: Miller et al., 1994; Terwilliger et al., 1991; Spina et al., 1994; Miller et al.,
1995). Comme la séquence de Nef est trés polymorphique, il pourrait y avoir des
différences fonctionnelles entre les différentes alléles de Nef (Terwilliger et al.,
1991; Zazopoulos et al., 1993). La seconde fonction de Nef est sa capacité a
réduire le niveau de molécules CD4 2 la surface cellulaire sans toutefois affecter
le taux d'ARNm ou de protéines (Garcia et al., 1993; Garcia et al., 1991).
Contrairement & Vpu qui dégrade le CD4 dans le RE, Nef semble entrainer
l'endocytose et la dégradation lysosomale de CD4 (Aiken et al., 1994). Tout
comme Vpu, des études ont montré qu'une séquence du domaine cytoplasmique
de CD4 serait I'élément nécessaire & cette dégradation (Aiken et al., 1994; Chen

et al., 1993; Garcia et al., 1993; Lenburg et al., 1993). De plus, 'association de
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Vpu et de Nef & la membrane serait aussi essentielle & cet effet (Vincent et al.,
1993). D'autres activités ont aussi été attribuées & Nef sans toutefois étre
supportées par des études ultérieures. Notamment une activité GTPase a été
rapportée mais non confirmée (Guy et al., 1987; Backer et al., 1991). Finalement,
méme si Nef n'est pas essentielle in vitro, il a été démontré que sa présence est
nécessaire pour prolonger l'infection de SIV et induire la pathogénése chez des
macaques infectés, laissant supposer un rdle de Nef plus important pour la

pathogénése in vivo (Kestler et al., 1991).

1.3.3.6 Le géne vpr

Le géne vpr (viral protein R) codant pour une protéine de 14 KDa et
contenant 96 acides aminés est présent dans le génome de VIH-1, VIH-2 et |a
majorité des isolats de SIV (Cohen et al., 1990b; Subbramanian et al., 1994;
Trono, 1995). De plus, le géne vpx présent chez VIH-2 et SIVmac proviendrait de
la duplication ancestrale du géne vpr (Tristem et al., 1992). Ce dernier est un des
génes les mieux conservés parmi les génes des virus d'immunodéficience de
primates, suggérant une importance particuliere des produits de ce géne pour
certains aspects du cycle viral (Tristem et al., 1992; Lang et al., 1993). La
protéine Vpr est codée & partir d'un ARNm mono-épissé et est accumulée
tardivement au cours de l'infection (Haseltine, 1991). Il a aussi été démontré que
Vpr est immunogéne; 30 & 40% des individus infectés par le VIH ainsi que les
singes infectés par SIV produisent des anticorps dirigés contre Vpr (Wong-Staal

et al., 1987; Gras-Masse et al., 1990).

Plusieurs copies de cette petite protéine basique sont incorporées dans

chaque virion, ce qui constitue une propriété inhabituelle pour un produit de
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génes auxiliaires, puisqu'aucun produit des 4 génes auxiliaires connus de VIH-1,
autre que vpr, n'est retrouvé associé aux particules virales (Cohen et al., 1990a).
L'incorporation est réalisée grace a l'association de Vpr au précurseur p55 de
Gag au niveau du domaine p6 situé & I'extrémité C-terminal (Lu et al., 1993;
Paxton et al., 1993). L'absence de ce domaine empéche l'incorporation de vpr
dans les virions (Paxton et al.,, 1993), et sa présence est suffisante pour
permettre I'association de Vpr avec des particules virales hétérologues qui
n'incorporent pas Vpr normalement (Kondo et al., 1995). Il a été démontré que
deux régions de p6 situées en N-terminal et C-terminal sont critiques pour
lincorporation de Vpr dans les virions (Checroune et al., 1995). L'incorporation
n'est pas affectée par la présence de I'ARN génomique ou l'enveloppe (Paxton et
al., 1993 Lavallée et al., 1994). Puisqu'aucune différence morphologique n'a été
observée entre les virions vpr- et vpr+, Vpr n'agit pas en tant que protéine de
structure impliquée dans l'intégrité du virion. Vpr pourrait étre implique dans les
étapes précoces de l'infection. Ainsi, Vpr est directement impliqué dans le
transport nucléaire du complexe de préintégration dans les cellules post-
mitotiques comme les macrophages (Heinzinger et al., 1994). Ce rble de Vpr est
partagé avec les protéines de la matrice (MA). Les souches de VIH-1 mutantes a
la fois pour Vpr et MA ne peuvent plus infecter les macrophages de méme que
toutes cellules en phase d'arrét de croissance. Ce phénoméne est attribué a un

blocage au niveau de la migration nucléaire (Heinzinger et al., 1994).

Dans les cellules infectées, Vpr se localise principalement au niveau du
noyau. Le transport de Vpr au noyau est effectué par un mécanisme indépendant
du signal de localisation nucléaire classique (Lu et al., 1993; Zhao et al., 1994a),
Zhao et al., 1994b). Comme Vpr est une petite protéine, il serait possible que

celle-ci passe au noyau de fagon passive et qu'elle soit ensuite retenue grace a
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une intéraction avec un composant nucléaire. On sait que la protéine Vpr purifiée
peut se lier avec une protéine cellulaire appelée RIP (Vpr-interacting protein).
L'intéraction entre Vpr et RIP semble importante puisqu'une mutation effectuée
dans un domaine riche en leucine/isoleucine de Vpr abolissant cette réaction
rend Vpr trés instable dans la cellule (Zhao et al., 1994a). [n vitro,
l'oligomérisation de Vpr se produit via son domaine N-terminal. Cette forme
oligomérique d'un poids moléculaire supérieur & 100 KDa nécessite un transport

actif jusqu'au noyau (Zhao et al., 1994b).

Par ailleurs, Vpr a plusieurs autres fonctions. Il a été démontré que Vpr
active la transcription des LTRs de VIH ainsi que plusieurs autres promoteurs
hétérologues, cellulaires ou viraux. En effet, dans des essais in vitro la
transactivation de ces promoteurs est augmentée d'environ 3 fois pour les virus
de type sauvage versus les virus Vpr-négatif. Le mécanisme par lequel Vpr
entraine 'augmentation de la production de protéines est inconnu (Cohen et al.,
1990b). De plus, Vpr induit la différentiation cellulaire d'une lignée de cellules
tumorales de rhabdomyosarcome humain (Levy et al., 1993). Ceci suggere
l'implication de Vpr dans le processus de la différenciation des cellules infectées
in vivo. Récemment, des études in vitro ont révélé qu'un virus de type sauvage,
contrairement & un virus mutant pour le géne vpr, prévient I'établissement d'une
infection chronique dans les lymphocytes T (Rogel et al., 1995). Il a été démontré
que la prévention de I'établissement de l'infection chronique est dle a un blocage
en phase Gp du cycle cellulaire des cellules exprimant Vpr (He et al., 1995; Re et
al., 1995; Jowett et al., 1995). Ces études démontrent que la cycline kinase
p34cdc2 impliquée dans le transit de la phase Go & M des cellules, est
hyperphosphorylée dans les cellules Hela qui expriment Vpr (He et al., 1995; Re

et al., 1995). Cette hyperphosphorylation aurait pour effet d'inactiver la cycline



19

kinase p34¢dc2 et de ce fait elle préviendrait I'entrée en phase M de ces cellules
(He et al., 1995; Jowett et al., 1995; Bartz et al., 1996). Cette fonction de Vpr
semble étre conservée chez d'autres lentivirus de primates des groupes HIV-2 et

SIV (Planelles et al., 1996).

Il a aussi été démontré que Vpr est un régulateur positif de la réplication et
des effets cytopathiques du virus (Cohen et al., 1990b; Ogawa et al., 1989,
Westervelt et al., 1992; Balliet et al., 1994). Ces effets sont minimes dans les
lignées lymphocytaires T et les cultures de lymphocytes T primaires pour un virus
de type sauvage en comparaison a un virus Vpr-défectif (Balliet et al., 1994
Cohen et al., 1990b; Dedera et al., 1989; Ogawa et al., 1989). Un portrait tout a
fait différent émerge des études effectuées avec des macrophages. En effet,
Westervelt et al. (Westervelt et al., 1992) ont montré, en utilisant un génome
proviral ayant la capacité d'infecter les macrophages, que Vpr et Vpu sont requis
pour une infection productive dans ces cellules. Le groupe de Balliet et al.
(Balliet et al., 1994) a aussi montré que la perte de Vpr ou Vpu pour un virus ViH-
1 macrophage-tropique, limite la réplication de facon marquée dans ces cellules.
L'usage d'oligonucléotides antisens dirigés contre Vpr supprime la replication du
VIH-1 dans les macrophages (Balotta et al., 1993). De plus, il a été rapporté que
Vpr est essentiel pour la réplication de VIH-2 dans les macrophages primaires
(Hattori et al., 1990). Ceci montre que Vpr pourrait étre plus important dans
certains types cellulaires que chez d'autres. Finalement, méme si Vpr n'est pas
indispensable & la réplication in vitro, son absence est plus marquée in vivo. Des
études effectuées avec des singes rhésus infectés par une souche vpr- de SIV
révertent & des cadres de lecture fonctionnels (Lang et al., 1993). Ces auteurs
suggerent l'importance particuliére de Vpr pour la capacité de SIV a se répliquer

et & établir une infection persistante chez les singes rhésus.



1.4 CYCLE DE REPLICATION DU VIRUS

Suite a I'entrée du virus dans la circulation sanguine, le virus reconnait le
récepteur membranaire CD4 auquel il se lie. Ce mécanisme préliminaire de
reconnaissance virus-hote permet ensuite la réplication en deux phases du virus,

soit la phase précoce et la phase tardive.

1.4.1 Phase précoce

Le récepteur CD4 humain constitue le principal récepteur cellulaire pour le
VIH. Il est abondant & la surface des lymphocytes T auxiliaires et on le retrouve
a une plus faible concentration a la surface des monocytes-macrophages et des
cellules dendritiques présentatrices d'antigénes. Il a récemment été demontré
que le VIH nécessite un co-récepteur & la surface des cellules cibles en plus du
CD4. Ce co-récepteur varie dépendamment de la souche virale et du type
cellulaire étudiés, mais tous font partis de la famille des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés a la protéine G (Alkhatib et al., 1996; Choe et al.,
1996: Deng et al., 1996; Dragic et al., 1996; Feng et al., 1996). Les chémokines
sont les ligands naturels de ces récepteurs. Un de ceux-ci, CCRS5, agit comme
co-récepteur pour les souches macrophages-tropiques n'ayant pas la capacité
d'induire des syncytiums, alors que CXCR4 est un co-récepteur pour les souches

de VIH-1 permettant la formation de syncitia.

En plus du CD4, on a rapporté la présence d'un récepteur de plus faible
affinité, soit le récepteur glycolipidique galactosyl ceramide (Bhat et al., 1991;
Harouse et al.. 1991 Kolowski et al., 1991). Ce récepteur pourrait expliquer

l'infection par le VIH-1 de certaines cellules dépourvues du récepteur CD4,
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comme les cellules gliales et les cellules épithéliales (Castro et al., 1988). Aprés
la liaison a la cellule héte, VIH est internalisé soit par endocytose, soit par fusion
avec la cellule et, tres 10t apres la fusion, le génome ARN et les enzymes virales
sont relachées dans le cytoplasme cellulaire (Maddon et al., 1986; Stein et al.,
1987). Ensuite la transcriptase inverse synthétise, a partir du génome ARN, une
molécule ADN double-brins bordée par les LTRs. Cette molécule est
généralement détectable 4 heures aprés l'initiation de l'infection (Kim et al.,
1989a). L'information génétique virale sous forme ADN, appelée complexe de
preintégration est transportée a l'intérieur du noyau cellulaire et intégrée dans le
mateériel génétique de I'héte grace a l'enzyme virale intégrase. (Morrow et al,,
1994, Greene, 1991; Haseltine, 1991) Suivant l'intégration, la réplication entre

dans la phase tardive.

1.4.2 Phase tardive

La phase tardive débute avec la transcription du provirus. Cette initiation
de la transcription s'effectue dans la région du LTR au niveau du promoteur
(Jones et al., 1986; Morrow et al., 1994), et est contrblé par différents facteurs de
transcription cellulaire (Garcia et al., 1987; Jones et al., 1988). Cette population
initiale de transcrits parvient au cytoplasme uniquement sous la forme de petits
ARNm multi-épissés d'une longueur de 1,8 & 2,0 kb, qui sont traduits par la
machinerie cellulaire pour donner les protéines virales de régulation: Tat, Rev et
Nef (Cullen et al., 1989; Greene, 1991). La protéine Tat agit comme
transactivatrice de I'expression et permet ainsi I'augmentation du niveau de la
protéine Rev. Du méme coup, le niveau d'ARNmM non-épissés ou mono-épissés
codant pour les protéines de structure du virus augmente. L'intéraction de Rev

avec le RRE est nécessaire pour promouvoir le transport de ces ARNm du noyau



jusqu'au cytoplasme (Felber et al., 1989; Pavlakis et al., 1990; Greene, 1990). La
traduction de ces ARNm entraine la production des enzymes virales nécessaires
a l'assemblage du nucléoide et les 2 brins d'ARN génomigues sont encapsides
grace aux protéines Gag. Les particules virales complétes migrent a la
membrane cellulaire et sont relarguées avec ou sans lyse de la cellule infectee
par le processus de bourgeonnement. Les particules virales produites acquierent
ainsi leur enveloppe lipidique et peuvent maintenant infecter de nouvelles cellules

hotes pour compléter le cycle (Greene, 1991).

1.5 EVOLUTION DE LA MALADIE ET SYMPTOMES CLINIQUES

Le virus de l'immunodéficience humaine 1 (VIH-1), est le rétrovirus
responsable du syndrome de l'immunodéficience acquise (SIDA) (Popovic et al.,
1984). L'infection par ce virus entraine chez les patients une dégénérescence
progressive du systéme immunitaire (Klatzmann et al., 1984). De plus, on
remarque dans la majorité des cas, une atteinte du systeme nerveux central
accompagnée d'une perte significative des cellules neuronales et une
dégénérescence des fonctions cognitives et psychomotrices (Wiley et al., 1991).
L'infection par le VIH-1 se caractérise par 3 phases distinctes: la phase aigué, la
phase chronique sans symptdmes cliniques apparents, et la phase de

détérioration avancée.

La phase aigué se manifeste peu de temps apres l'infection et est d'une
durée de quelques jours. Des symptdmes similaires a ceux observés lors d'une
mononucléose tels que la fidvre, des sueurs, maux de téte, une
lymphadénopathie généralisée, des diarrhées ainsi que d'autres symptémes sont

remarqués (Cooper et al., 1985). Durant cette période, on détecte une forte
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concentration de virus dans le plasma qui, par la suite, diminue rapidement a un
niveau trés bas face a la réponse immunitaire de I'néte. Cette réponse semble
dominée par les lymphocytes T cytotoxiques qui tuent les cellules infectées

(Baltimore, 1995).

Suite & la phase aigué, une période d'infection chronique cliniguement
asymptomatique s'installe et peut durer de 2 a plusieurs années. Chez certains
patients, elle peut atteindre 10 & 15 ans (Baltimore, 1995). 'absence de
symptdme durant cette période ne signifie pas I'absence de réplication. En effet,
il a été démontré que pendant cette phase asymptomatique le niveau d'ARN viral
dans le sang périphérique est plus bas mais reste tout de méme détectable
(Piatak et al., 1993; Winters et al., 1993; Bagnarelli et al., 1992). De plus, un haut
niveau de réplication virale et de virus extracellulaires "trappés" ont eté
démontrés dans les tissus lymphoréticulaires (Fox et al., 1991; Pantaleo et al.,
1993: Embretson et al., 1993). Pratiqguement tous les patients infectés,
indépendamment du stade clinique, ont une virémie plasmatique persistante,
variant de 102 & 107 virions par ml (Piatak et al., 1993). Des études de cinétique
virale utilisant des drogues potentiellement inhibitrices de la réplication virale ont
démontré que la durée de vie des particules virales plasmatiques et des cellules
productrices de virus est remarquablement courte. Et ce, indépendamment du
décompte lymphocytaire. La majorité des virus plasmatiques circulants
proviendrait non pas de cellules qui produisent du virus de fagon chronique ou
qui sont infectées de fagon latente et ensuite activées, mais de cycles d'infection
et de réplication virale impliquant de nouvelles cellules. (Ho et al., 1995; Wei et

al., 1995)
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Dans la derniére phase de la maladie, la perte progressive des
lymphocytes T auxiliaires CD4 induit une immunodéficience (Gottlieb et al.,
1981). C'est & ce moment qu'on remarque l'apparition des différents symptémes
cliniques qui sont en relation directe avec l'infection par le VIH-1 ou le fruit
d'infections virales ou bactériennes opportunistes entrainées par la défaillance du
systéme immunitaire de I'hdte. La baisse des lymphocytes T CD4 est expliquée
par plusieurs mécanismes. Le plus simple est I'effet cytopathique direct de VIH-1
dans les cellules infectées (Somasundaran et al., 1987; Hirsch et al., 1992). Ces
cellules infectées peuvent aussi étre éliminées par le systeme immunitaire
humoral ou cellulaire de I'néte. Llinfection des précurseurs des lymphocytes T
exprimant le CD4 entraine aussi une immunodéficience (Fauci, 1988). De plus, la
formation de syncytia entrainent la perte d'un grand nombre de cellules CD4+
non-infectées. Les syncytia sont de grosses cellules multinucléées formées par la
fusion de cellules infectées exprimant les glycoprotéines de I'enveloppe a la
surface cellulaire, et de cellules CD4 non-infectées (Klatzmann et al., 1984,
Dalgeish et al., 1984; Klatzmann et al., 1986). Il a aussi été remarqué in vitro que
I'expression de la glycoprotéine de I'enveloppe entraine la mort cellulaire de ces
cellules par apoptose (Laurent-Crawford et al., 1993). De plus, la gp120 peut étre
relarguée dans la circulation sanguine et s'attacher & des cellules CD4+ non-
infectées et entrainer leur élimination par le systéme immunitaire (Schneider et
al., 1986), ou bloguer l'intéraction du CD4 avec le CMH classe I, et de ce fait

inhiber la prolifération cellulaire (Chanh et al., 1988; Amadori et al., 1988).

1.5.1 Atteintes tissulaires spécifiques

Les atteintes pathologiques observées chez le patient sidatique sont

variées et affectent plusieurs organes dont la rate, le rein et le cerveau. Le
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complexe de démence associé au SIDA (ADC) serait une conséquence directe
de linfection du cerveau par le VIH-1 (Price et al., 1988; Navia et al., 1986).
Celui-ci se caractérise par bon nombre de manifestations cliniques, la perte de
mémoire, des difficultés de concentration, des maux de tétes et des
ralentissements psychomoteurs (Portegies, 1994). A 'autopsie on remarque une
gliose, une perte neuronale, une infiltration par les cellules microgliales, les
macrophages et les lymphocytes, une myélopathie vacuolaire et la présence de
cellules multinucléées (Navia et al., 1986). De plus on remarque dans le cerveau
des patients des infections opportunistes entrainant des troubles

neuropathologiques (Feinman et al., 1988).

Comme il est facilement concevable, les autopsies effectuées chez les
patients sidatiques en phase tardive d'infection révelent un épuisement severe
des tissus lymphoides (Racz et al., 1990). On remarque une diminution marquee
des lymphocytes dans la rate, le thymus et les ganglions lymphoides (Welch et
al., 1984). Pour la rate, mis & part les nombreuses infections opportunistes et les
cancers (Klatt et al., 1987), on observe de nombreux changements. Tout d'abord,
l'aspect macroscopique révéle une splénomégalie variant de légere a modéree.
Quant a I'étude microscopique, elle permet d'observer des changements variant
suivant la progression de la maladie ou encore en fonction du nombre de
lymphocytes T CD4 dans le sang périphérique. Dans les phases précoces de la
maladie, on observe une hyperplasie des follicules avec un élargissement des
centres germinaux et des zones marginales, le réseau de cellules dendritiques
réticulaires est irrégulier, la population des lymphocytes T dans le manchon
lymphocytaire périartériolaire est normale ou légerement augmentée; des cellules
plasmocytaires sont occasionnellement présentes. La réactivité pour la proteine

S-100 de méme que I'expression des inhibiteurs de protéase est augmentee. De



plus, on remarque une érythrophagocytose par des macrophages de la pulpe
rouge avec sidérose dans certains cas et une hématopoiese extramedullaire
dans 10% des cas. Dans les phases tardives de la maladie, la rate perd sa
structure initiale. On remarque une déplétion cellulaire importante avec rupture
de la structure folliculaire et hyalinisation de ce qui était les centres germinaux, le
réseau de cellules dendritiques réticulaires est détruit, des cellules multinucléées
et plasmocytaires apparaissent et un grand nombre de macrophages montrent
une augmentation de réaction a la protéine S-100. Le défaut de fonctionnement
des macrophages est confirmé par la présence d'infections opportunistes

particuliéres.(Falk et al., 1990; Falk et al., 1988)

Par ailleurs, on note chez certains patients I'apparition de différents
cancers dont le sarcome de Kaposi et le lymphome (Mitsuyasu, 1987; Shiramizu
et al., 1994), des diarrhées chroniques (Tepper et al., 1994), des défaillances
rénales (Bourgoignie, 1990), des anomalies hématologiques (Scadden et al.,
1989). Dans les infections opportunistes, on retrouve trés fréquemment le
protozoaire Pneumocystis carinii qui cause une pneumopathie et des
manifestations systémiques pouvant atteindre n'importe quel organe (Feinman et

al., 1988; Mills, 1986).

1.6 MODELES D'ETUDE DU VIH-1

Bien que les modéles in vitro aient contribué a l'avancement de nos
connaissances concernant le génome et les protéines virales, le tropisme
cellulaire ainsi que la réplication du virus, ces modéles sont tres limités. lls ne
peuvent réfléter les différentes intéractions du virus avec son hote. De plus il est

difficile, voire impossible, de travailler sur les humains pour étudier les atteintes



pathologiques dans les phases précoces de la maladie. |l devient donc important
de développer des modéles permettant I'étude in vivo de l'infection virale pour
comprendre la pathogénese du SIDA, pour étudier l'effet de certains composants
viraux dans le contexte d'un systéme immunitaire, pour le développement de
drogues antivirales ou pour tester les vaccins assurant la protection contre le

VIH-1.

Des modéles animaux ont donc d0 étre élaborés. Ainsi, différentes
espéces de singes tels le chimpanzé et le gibbon ont été utilisés. Bien qu'ils
soient susceptibles a l'infection par le VIH-1, aucun ne permet le développement
des symptémes reliés au SIDA humain (Goudsmit et al., 1988; Mehtali et al.,
1992). Seul les singes rhésus infectés par le SIV développent des symptomes
similaires aux patients sidéens (Letvin et al., 1990). Toutefois leur usage
comporte des limitations. lls sont tres colteux et difficiles a reproduire. De plus

leur disponibilité est restreinte.

Le lapin est lui aussi susceptible a une infection persistente de bas niveau
par le VIH-1 (Filice et al., 1988; Kulaga et al., 1988); cependant aucune anomalie
similaire a celles retrouvées avec le SIDA n'a été observée. De plus ces lapins ne
générent pas de réponse immunologique antigéne-spécifique (Mosier et al.,
1993). Pour ces raisons, ce modele présente un intérét limité pour les études

reliées au SIDA.

Devant I'absence de modéles animaux pour les études du VIH-1, il a fallu
en générer un. Bien qu'imparfait, le modéle murin comporte plusieurs avantages.
En effet, ce petit animal peu colteux est facile a reproduire, on connait bien son

systéme immunitaire, il est génétiquement bien caractérisé et il posséde une
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physiologie qui s'apparente a celle de I'numain. Malheureusement, les souris ne
font pas partie des hbtes susceptibles a l'infection par le VIH-1. Toutefois, il
existe des technologies permettant I'utilisation de cet animal dans la recherche
sur le VIH. Des souris souffrant d'une déficience immunitaire héréditaire sévere
(SCID-hu) ont été reconstituées avec des cellules du systéme immunitaire
humain ou injectées avec des cellules humaines infectées par le VIH (McCune et
al., 1991). Ces souris permettent d'évaluer l'effet de certains vaccins ou de mimer
certaines pathologies de patients infectés. L'utilisation des souris SCID comporte
des limites importantes; le virus s'y propage rapidement tuant tous les
lymphocytes T CD4* humains (Mosier et al., 1993), et les changements apportés
a ces souris ne peuvent étre transmis génétiquement. Plus récemment, la
possibilité de modifier génétiquement les souris a ouvert la porte a la création de

modéles d'études sur mesure.

1.6.1 Le modéle de souris transgéniques

Le second modéle de souris utilisé dans la recherche sur le VIH sont les
souris transgéniques. Celles-ci permettent d'étudier I'effet de génes uniques et
leurs produits au cours du développement et de la vie adulte de 'animal. Comme
le géne étudié est inséré dans le matériel génétique de I'hdte, celui-ci est
transmis d'une génération a 'autre. La production de ces souris s'effectue par
micro-injection du transgéne dans le pronucleus des oeufs fertilisés qui
continuent leur développement jusqu'a la formation d'un souriceau (Hogan et al.,
1986). Les transgénes peuvent étre construits sur mesure pour réepondre aux
besoins spécifiques de I'étude. Entre autres, les régions promotrices et les génes
peuvent étre agencés a loisir pour en assurer |'expression, pour contrdler la

spécificité tissulaire et le patron d'expression au cours du développement. Outre



la transmissibilité du transgéne d'une génération a l'autre, ce modéle présente
beaucoup d'autres avantages. | comporte peu ou pas de biorisques. Il permet
d'étudier I'effet d'un géne unique et les effets synergiques de plusieurs
transgénes en croisant des souris porteuses de différents transgéenes.

Finalement, ce modéle permet I'obtention d'un large échantillonnage statistique.

Jusqu'a ce jour l'utilisation de souris transgéniques a permis de reproduire
certaines manifestations cliniques observées chez les patients atteints du SIDA.
Notamment, le génome proviral complet du VIH-1 a été micro-injecté. Une des
lignées produites a permis d'obtenir des souris présentant des
lymphadénopathies, une splénomégalie et l'infiltration des poumons. De plus, la
production de particules virales infectieuses a été observée dans la rate, la peau
et les ganglions lymphatiques (Leonard et al., 1988). Le génome proviral
contenant des délétions a été utilisé pour produire des souris transgéniques. Un
des modéles ainsi obtenus a montré I'apparition de cataracte (lwakura et al.,
1992), tandis qu'un autre contenant une délétion de gag-po/ a développe un
syndrome néphrotique sévére, une glomérulosclérose progressive ainsi que des
lésions épidermiques prolifératives (Dickie et al., 1991; Kopp et al., 1992; Kopp et
al., 1993). Lorsque la peau de ces souris est transplantée chez des souris
congéniques normales, un rejet de greffe résulte et on observe des infiltrats
monocytiques (Dumois et al., 1995). Le remplacement du promoteur du VIH par
le promoteur fort MMTV spécifique pour les tissus mammaires a aussi éte
produit. Méme si un haut niveau de protéines gp120, p35 et p24 a été retrouvé
dans les glandes mammaires, il n'a pas été possible d'observer de phénotypes
particuliers (Jolicoeur et al., 1992). Finalement, le génome du VIH a été mis sous
le controle du promoteur du neurofilament humain NF-L afin de cibler I'expression

du transgéne dans le systéme nerveux central. Ces animaux développent un
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syndrome neurologique caractérisé par une hypoactivité et une dégénérescence
axonale des nerfs périphériques (Thomas et al., 1994). Il est intéressant de noter
que des souris transgéniques exprimant le domaine extracellulaire du récepteur
CD4 humain seul ou en conjonction avec les molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité de classe 1 ne confére pas a la souris la susceptibilité a

l'infection par le VIH-1 (Lorés et al., 1992).

La production de souris transgéniques avec le géne de structure gp120 a,
quant & lui, permis d'obtenir un modéle pour étudier la neuropathologie du ViH-1.
En dirigeant I'expression de la gp120 dans les astrocytes, il a été possible
d'induire la vacuolisation des dendrites, une perte neuronale importante ainsi
qu'une astrocytose réactive similaire a celle observée dans la pathologie
humaine (Toggas et al., 1994). Un autre modéle a pu étre dérivé dans notre
laboratoire. Dans ce cas-ci, le transgéne utilisé contient le géne env sous le
contréle du promoteur du géne de neurofilament léger humain (NF-L).
Contrairement au modéle précédent, la gp 120 a pu étre détectée par
immunohistochimie dans plusieurs noyaux du tronc cérébral ainsi que dans la
région 8 et 9 de la corne antérieure de la moélle épiniére. Les études
neuropathologiques effectuées sur ces animaux ont révélé de nombreux
gonflements dendritiques anormaux dans le noyau gréle et dans les faisceaux
gréle et cunéiforme. De plus une astrocytose réactive a été observee dans

plusieurs zones immunoréactives du S.N.C. (Berrada et al., 1995).

Outre les génes de structure, la pathologie associée a certains génes
auxiliaires du VIH-1 a aussi été étudiée a l'aide de souris transgéniques. Des
souris porteuses du géne tat placé sous le contrdle du LTR de VIH développent

des lésions de la peau similaires au sarcome de Kaposi observé chez les
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patients sidéens (Khillan et al., 1988; Mehtali et al., 1992; Vogel et al., 1988), en
plus de développer occasionnellement des cancers hépatiques (Vogel et al,,
1991). L'expression du géne tat dirigé par le promoteur du virus polyome induit
une prolifération des cellules endothéliales et la formation de tumeurs chez les
animaux agés de 15 a 22 mois (Corallini et al., 1993). Un autre modéle utilisant
ce géne sous le contréle du promoteur cellulaire de la protéolipoprotéine a été
produit (Vellutini et al., 1995). L'expression du géne faf dans ce modéle induit une
hyperplasie lymphoide de la rate, des ganglions lymphatiques et des poumons.
De nombreux promoteurs ont servi a diriger I'expression du géne nef, dont entre
autre le promoteur CD2 et CD3, le promoteur MMTV et le LTR du VIH. Pour
chacun, un tableau pathologique a pu étre établi. Chez les souris CD2-nef, on
observe une diminution du niveau des récepteurs CD4 a la surface des
thymocytes doublement positifs (CD4/CD8) et une baisse du nombre de
thymocytes CD4-positifs. Dans ce cas-ci, il semble que le CD4 subit une
séquestration intracellulaire et il a été localisé dans le Golgi et non dans le
réticulum endoplasmique (Brady et al., 1993). Des résultats similaires ont été
obtenus avec les souris CD3-nef. De plus, une hausse trés importante du niveau
de prolifération et d'activation des thymocytes suivant une stimulation polyclonale
via le récepteur cellulaire T a été observée (Skowronski et al., 1993). Lorsque nef
est sous le contréle d'un promoteur spécifique aux lymphocytes T, il s'ensuit
l'induction d'une immunodéficience sévére et, chez certains animaux ageés, on
note le développement de lymphadénopathies ainsi qu'une splénomégalie
(Lindemann et al., 1994). Les animaux porteurs d'un transgéne composé du LTR
de VIH-1 et du géne nef montre une expression limitée exclusivement a la peau.
L'expression entraine la production de lésions ressemblant aux papillomes
(Dickie et al., 1993). Ces lésions sont parfois accompagnées par une ulcération

progressive des couches cellulaires eépidermiques. Chez les souris MMTV-nef, la



protéine a été détectée dans les organes mammaires sans pourtant présenter

d'atteintes pathologiques (Dickie et al., 1993).

Outre les études cytopathologiques, d'autres groupes se sont concentrés
sur la compréhension des mécanismes d'activation transcriptionnelle du LTR du
VIH-1. La production de souris transgéniques avec un gene rapporteur tel que le
géne bactérien chloramphénicol transférase (CAT) ou I'a-1 antitrypsine humaine
dont I'expression est contrlée par le LTR du VIH, a démontré que le LTR est
fonctionnel et transactivable chez ces souris et que des niveaux supérieurs
peuvent étre obtenus en croisant ces souris avec des souris transgeniques
exprimant le géne transactivateur tat (Khillan et al., 1988; Mehtali et al., 1992).
De plus, les LTRs du VIH sont transactivables par les radiations UV-B et UV-C
(Vogel et al., 1992; Frucht et al., 1991). Finalement, certaines souches de VIH
dérivées du systéme nerveux central, ont des LTRs capables d'assurer leur
expression dans les tissus nerveux alors gue ceux de la souche tropique pour
les cellules T en sont incapables (Corboy et al., 1992; Leonard et al., 1988; Vogel

et al., 1992; Mehtali et al., 1992).

1.7 OBJECTIFS

Les différents exemples de souris transgéniques énumérées plus haut
nous montrent que ce modéle d'étude in vivo est d'une grande utilité pour I'étude
des différents aspects de la pathogénese reliée au VIH-1, pour étudier l'effet de
géne unique ou de partie du génome viral dans le contexte d'un systeme
immunitaire fonctionnel. Jusqu'a ce jour, aucune publication n'a encore décrit
I'utilisation de modéles de souris transgéniques porteuses des genes unigues

vor, vpu, vif et rev . Ces génes, dont la fonction est plus ou moins bien connue,
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semblent étre impliqués dans la physiopathogéneése du VIH-1. Notre laboratoire
s'intéresse plus particuligrement aux effets pathologiques possibles associes aux
génes vpu ,vpret nef. Durant mes études de maitrise, mon projet de recherche a
consisté & produire des souris transgéniques porteuses du géene vpr et a en

évaluer les effets pathologiques.

Pour ce faire, 2 approches ont été privilégiées. La premiere a consisté a
produire I'expression du géne vpr dans le plus grand nombre d'organes, alors
que la deuxieéme visait I'expression dans le systeme immunitaire. Nous avons
donc généré des transgénes composés du gene vpr de la souche ELI (Alizon et
al., 1986) sous le contrdle du promoteur RSV ou du promoteur SL3. Ce dernier,
constitué du LTR du virus murin SL3-3, a permis l'obtention de 5 animaux
fondateurs porteurs du transgéne. Aucun de ceux-ci n'a permis I'établissement
d'une lignée. Pour cette raison, aucune étude subséquente n'a pu étre effectuée

et nous n'avons donc pas pu analyser les effets de vpr avec ce promoteur.

Le promoteur RSV est constitué du LTR ubiquitaire du virus du sarcome
de Rous. Celui-ci est reconnu comme étant un promoteur fort dans les cellules
eukaryotes (Gorman et al., 1982). Plusieurs lignées de souris transgeéniques ont
été obtenues avec ce promoteur et 3 de celles-ci ont été retenues pour analyse.
La descendance de ces fondateurs nous a ensuite permis d'effectuer des
investigations anatomo-pathologiques sur une population de souris

statistiquement significative provenant des 3 lignées différentes.

Ces investigations ont révélé des atteintes des organes lymphoides se
traduisant par une hyperplasie lymphoide de la pulpe blanche. Cette hyperplasie

varie de légere a importante suivant la lignée et I'age de la souris étudiée. Dans
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certains cas, les ganglions mésentériques ont été étudiés et ils ont révélé eux
aussi une hyperplasie lymphoide. Des analyses plus approfondies de ces rates
nous ont démontré une augmentation des lymphocytes B et une stimulation des
macrophages alors que la population des lymphocytes T est normale ou

|égerement abaissée.

Ces modifications de la rate ressemblent étonnamment a celles
observées chez les patients porteurs du VIH-1 dans les phases précoces de la
maladie. De plus, comme il a été mentionné précedemment, les macrophages
démontrent chez les patients des défauts de fonctionnement et vpr parait étre
trés important, sinon essentiel, pour la réplication virale dans ce type cellulaire.
La population macrophagique porte donc pour nous un intérét particulier puisque
l'augmentation de celle-ci dans la rate des souris proteuses du géne vpr est

relativement importante dans chacune des lignées.

En plus des investigations pathologiques, nous avons tenté d'étudier
I'expression de la protéine et des ARNm de Vpr. La protéine n'a pas pl étre
détecté par immunohistochimie. Par ailleurs, nous avons déterminé le patron
d'expression des ARNm pour les 3 ligneées étudiées. Cette étude révéle

l'expression de vprdans differents organes déependamment de la lignée étudiée.
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1 PLASMIDES

Le plasmide RSV-ER (gracieusement offert par Dr. Eric Cohen) contient le
gene vpr de la souche ELI du VIH-1 (Alizon et al., 1986) placé sous le contrdle du
LTR du virus du sarcome de rous (RSV) (Gorman et al., 1982) ainsi que le signal
de polyadénylation de SV40 (figure 2a). Pour permettre la séparation du
transgéne des séquences plasmidiques, le site Bam HI situé a l'extrémité 3' du
site de polyadénylation a d( étre changé en un site unique Xho I. Pour ce faire, le
plasmide RSV-ER a été digére par les enzymes de restriction Sac I/Nde I, ce qui
a généré deux fragments de 1.4 kb et 3.8 kb. Ce dernier contient le site Bam Hl
devant étre modifié. Ce fragment a été ligué a un plasmide pUC-18 ouvert par les
mémes enzymes. La réaction de ligation a été effectuée dans un volume final de
20 pl contenant une unité de ligase (BRL), 25 & 100 ng de chacun des fragments,
10 mM MgClz2, 1 mM ATP, 1 mM DTT et 5% polyethyléne glycol-8000 dans un
tampon Tris-HCI 50 mM pH 7.6. Le tout a été incubé & 14°C pour 16 heures. Une
partie du volume de ligation a été utilisée pour la transformation dans des
bactéries compétentes qui ont ensuite été étalées sur pétri pour l'isolement de
différentes colonies. Les colonies isolées ont été testées pour vérifier la présence
du plasmide d'intérét par la micro-méthode d'extraction d'/ADN plasmidique. La
construction intermédiaire ainsi obtenue, constituée du plasmide pUC-18
contenant un fragment de RSV-ER, a été digérée par Bam HI et traité par la
Klenow pour rendre les extrémités franches pour introduire un adapteur Xho |.

Apres transformation, un clone a été isolé (clone B). Du clone B, un fragment
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Figure 2a : Représentation schématique du plasmide RSV-ER. Les sites de res-
trictions uniques Nde | et Sac | ont été utilisés pour séparer la

séquence plasmidique contenant le site Bam HI a modifier (situé &
I'extrémité 3' du site de polyadénylation).

Figure 2b : Représentation schématique du plasmide SL3-ER. De la méme fa-
¢on que pour RSV-ER, les sites de restrictions Nde | et Sac | ont

permis de libérer le fragment contenant le site Bam HI devant étre
modifié.
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Nde I-Sac | de 3,8 kb a été isolé puis ligué avec l'autre fragment Nde |-Sac | de
1,4 kb du plasmide original RSV-ER. Cette nouvelle construction plasmidique a
été appelée R-ER. De ce clone un transgene de 2,1 kb a pu étre isolé par une

digestion Nde | /Xho |. (figure 3a)

De la méme fagon que pour RSV-ER, nous avons effectué un
changement de site dans la construction originale SL3-ER (gracieusement offert
par Dr. Eric Cohen) ( figure 2b). Le plasmide SL-ER a été obtenu permettant la
délétion du transgéne de 1,9 kb par une digestion Xho |. (figure 3b)

2.1.1 Transformation bactérienne

L'ADN des constructions plasmidiques a été introduit dans des bactéries
compétentes E. Coli DH5aF' (Gibco BRL). Pour effectuer la transformation, les
bactéries ont été décongelées sur glace puis mises en contact avec 'ADN a
raison de 10 pg & 5 ng pour 100 pl de bactéries puis incubées 30 minutes sur la
glace. Les tubes ont ensuite été placés dans un bain-marie a 42°C pour 90
secondes. Cette incubation a été immédiatement suivie par un choc thermique a
4°C pour une durée de 2 minutes. Un volume de 400 pl de milieu de cuiture L-
broth composé de 10 g bacto-tryptone/L, 5 g bacto-yeast extract/L et 10 g NaCl
pH 7.0/L, a été ajouté aux bactéries avant d'étre incubées a 37°C durant une
heure avec agitation constante (250 rpm). Les bactéries ont été étalées sur un
milieu agar L-Broth contenant 100 pg/ml d'ampicilline comme agent de sélection.
Les pétris ont été incubés & 37°C pendant une nuit et les colonies isolées ont éte
prélevées dans le but d'étre testées pour la présence des plasmides d'intérét par

la micro méthode d'extraction d'/ADN plasmidique.



Figure 3a :

Figure 3b :
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Représentation schématique du plasmide R-ER. Celui-ci contient le
géne vpr sous le contrdle du promoteur RSV. Les sites de
restrictions Nde | et Xho | ont permi de séparer le transgéne de 2,1
Kb des séquences plasmidiques.

Représentation schématique du plasmide SL-ER. Dans ce plasmide,
le géne vpr est sous le contrdle du promoteur SL3. Les deux sites de
restrictions Xho | ont été utilisés pour libérer le transgéne de 1,9 Kb.
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2.1.2 Micro-méthode d'extraction plasmidique

La micro-méthode d'extraction d'ADN plasmidique utilisée est celle
proposée par Birnboim et Doly (Birnboim et al., 1979). Les colonies ont été
ensemencées dans 2 ml de milieu Terrific broth, composé de 12 g bacto-
tryptone/L, 24 g extrait bacto levure/L, 4 ml glycerol/L, 0,17 M KH2PO4 et 0,72 M
K2HPO4, et incubées 16 heures a 37°C avec agitation constante (250 rpm). Un
aliquot de 1,5 ml de cette culture a été transféré dans un tube eppendorf et
centrifugé a 12 000 rpm pour 1 minute. Le culot a été solubilisé dans 100 ul
d'une solution de glucose contenant 50 mM glucose, 25 mM Tris-HCI pH 8.0 et
10 mM EDTA, et incubé 5 minutes a la température ambiante. Un volume de 200
pl d'une solution alcaline fraichement préparée avec 0,2 N NaOH et 1% SDS a
été ajouté et les tubes ont été mélangés par inversion puis laissés sur glace pour
5 minutes. Un volume de 150 pl de solution d'acétate de potassium
(concentrations finales de 3M potassium et 5M acétate) a ensuite été ajouté a
ces tubes et ces derniers ont été mélangés par inversion et incubés 5 minutes
sur glace. Apres centrifugation a 12 000 rpm pour 5 minutes a 4°C, le surnageant
a été récupéré dans un nouveau tube et extrait en ajoutant un volume d'une
solution 1:1 phénol/chloroforme avant d'étre recentrifugé 5 minutes a 12 000 rpm.
L'ADN a par la suite été précipité en ajoutant un volume d'isopropanol & la phase
aqueuse. Pour récupérer les culots, les tubes ont été centrifugés 5 minutes a 12
000 rpm et le surnageant a été retiré. Les culots d'ADN ont finalement été lavés
avec de l'éthanol 70% et resuspendus dans 50 ul de tampon TE ( Tris-HCI 10
mM pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0 ) contenant 50 pg/ml de RNase A (Boeringher
Mannheim Canada). Les tubes ont été incubés a la température ambiante
quelques minutes pour permettre l'activité de la RNase A qui permet I'élimination

de la majeure partie de 'ARN présent dans les préparations d'ADN plasmidique.
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2.1.3 Maxi-préparation

L' ADN plasmidique a été préparé en grande quantité par la méthode de
maxi-préparation avec lyse alcaline telle que décrite par Maniatis (Sambrook et
al., 1989) suivie d'une ultracentrifugation sur gradient de chlorure de césium.
Pour cela, les bactéries ont tout d'abord été ensemencées dans 500 ml de milieu
Terrific-broth et incubées 16 heures a 37°C avec agitation constante. Cette
culture bactérienne a été centrifugée a 4000 rpm pour 15 minutes a 4°C, et le
culot a été repris dans 100 ml de STE (0,1 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1
mM EDTA pH 8.0) avant d'étre centrifugé a nouveau selon les mémes
conditions. Le culot obtenu a été resuspendu dans 10 ml de solution de glucose
et 1 ml de solution fraichement préparée contenant 10 mg de lysozyme et 10 mM
Tris-HCI pH 8.0 a été ajoute. Une incubation de 10 minutes sur glace a suivi et 1
ml d'une solution alcaline fraichement préparée, composée de 0,2 N NaOH et
1% SDS, a été ajouté. Le tout a été mélangé par inversion et incubé a
température ambiante 5 a 10 minutes. Un volume de 10 ml de solution d'acétate
de potassium (3 M potassium, 5 M acétate) a été ajouté avant d'étre bien
mélange. Le lysat bactérien obtenu a été centrifugé a 5000 rpm pendant 15
minutes & 4°C et le surnageant a été filtré a l'aide de gaze stérile. L'ADN contenu
dans le filtrat a été précipité avec 0,6 volume d'isopropanol. Le tout a été bien
mélangé et incubé 10 minutes & température ambiante. L'ADN a ensuite été
récupére par centrifugation a 5000 rpm pour 15 minutes a température ambiante.
Le surnageant a été décanté et le culot rincé avec de I'éthanol 70% (température
ambiante). Apres avoir laissé 'éthanol s'évaporer, le culot a été resuspendu dans

4 ml de TE pH 8.0.
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Pour la purification de I'ADN, 3,7 g de chlorure de césium et 40 pl de
bromure d'éthidium (EtBr) ont été ajoutés aux 4 ml de TE contenant 'ADN, avant
d'étre centrifugé & l'aide d'un rotor SW 55 pour une durée de 36 & 48 heures a 40
000 rpm dans une ultracentrifugeuse (Beckman L8-80). La bande d'ADN colorée
a I'EtBr a été récupérée et extraite 4 & 5 fois avec un volume égal de butanol,
jusqu'a I'élimination compléte du bromure d'éthidium. Finalement, 'ADN a été
placé dans des membranes a dialyse (BRL) et dialysé dans 4 litres d'une solution
de TE pH 8.0 a température ambiante. Cette solution a été changé une fois, 4

heures apres le début de la dialyse.

2.2 PREPARATION DU TRANSGENE

Aprés digestion compléte des plasmides avec les enzymes Nde |-Xho |
pour R-ER et Xho | pour SL-ER, les échantillons ont été déposés sur gel
d'agarose de 0,7 ou de 1,0% dans du tampon TAE 1X contenant 0,04 M Tris-
acétate pH 8.0 et 0,001 M EDTA, additionné de 0,8 pg/ml de bromure d'éthidium.
Aprés migration électrophorétique a 60 volts pour une durée de 50 a 120
minutes, les bandes d'ADN d'un poids moléculaire de 2,1 kb et 1,9 kb pour R-ER
et SL-ER respectivement ont été découpées a l'aide d'un scalpel. Les fragments
de gel recueillis ont subi un cycle de congélation/décongélation dans |'azote
liquide suivi d'une incubation au bain-marie & 37°C. Ces bandes ont ensuite été
déposées dans une colonne de fibre de verre constituée d'un eppendorf (0,5ml)
dont le fond a été préalablement percé par une aiguille et rempli jusqu'a la moitié
de fibre de verre stérile compacte. La colonne a ensuite été placée dans un
grand eppendorf (1,5 ml) et centrifugée a 12000 rpm pour une durée de 10
minutes a 4°C. La colonne a été lavée avec environ 100 pl de tampon TE puis

centrifugée comme ci-haut. L'ADN contenu dans la phase aqueuse a été extrait
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successivement avec du phénol/chloroforme (1/1) et du chloroforme avant d'étre
précipité avec 2,5 volume d'éthanol et 1/10 de volume d'acétate d'ammonium.
Aprés une centrifugation & 12000 rpm pendant 30 minutes a température
ambiante, le surnageant a été éliminé et le culot obtenu a été lavé avec de
I'éthanol 70 %. Ce culot d'ADN a finalement été solubilisé dans un volume

approprié d'HoO stérile.

2.3 PRODUCTION DE SOURIS TRANSGENIQUES

La micro-injection et l'identification des souris transgéniques hémizygotes
ont été effectuées dans le laboratoire du docteur Jean-Pierre Julien & I'Hopital
Général de Montréal. Brievement, les transgénes purifiés tel que décrit
précédemment ont été microinjectés dans les pronuclei males d'embryons de
souris C57BL/6J X B6C3F & une concentration de 1 & 4 pg/ml. Les embryons ont
ensuite été réimplantés dans l'oviducte de souris ICR (Brinster et al., 1981). Trois
semaines aprés la naissance, les animaux ont été testés pour vérifier la

présence du transgéne par hybridation sur filtre de type Southern.

2.3.1 Extraction de I'ADN génomique de souris

Pour déterminer la présence du transgene chez les souris, un échantillon
de queue a été prélevé et utilisé pour en extraire 'ADN génomique. Les queues
ont donc été digérées en les incubant 5 & 12 heures a 55°C sous agitation
constante dans un tampon contenant 10 mM Tris pH 8.0, 2 mM EDTA, 400 mM
NaCl et 1 % SDS, et additionné de 400 ug/ml de protéinase K (Boehringer
Mannheim ). Aprés cette incubation, les protéines résiduelles ont éte extraites en

ajoutant 1 volume d'une solution de phénol, chloroform, alcool isoamyl (25:24:1).
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Le tout a par la suite été vortexé et centrifuge a 12000 rpom pour 5 minutes.
L'ADN génomique contenu dans la phase aqueuse récupérée, a été precipité en
lui ajoutant 2,5 volumes d'éthanol et 1/10 volume d'acétate de sodium. Aprés
précipitation de I'ADN, les tubes ont été centrifugés a 12 000 rpm pour 30
minutes. Le culot a été lavé avec de I'éthanol 70% et solubilisé dans un volume
adéquat de TE avant d'étre dosé par densité optique au spectrophotometre a la
longueur d'onde de 260 nm. L'ADN ainsi obtenu a été utilisé pour les analyses

par hybridation sur filtre de type Southern.

2.3.2 Hybridation sur filtre de type southern.

Pour chaque échantillon, une quantité de 15 pg d'ADN génomique a été
digéré avec l'enzyme de restriction Bgl Il (Pharmacia) pour une période minimale
de 5 heures, a raison de 3 unités d'enzyme par ug d'ADN dans les conditions
proposées par le fournisseur d'enzyme. Aprés digestion, les échantillons sont
soumis a une migration électrophorétique sur gel d'agarose 0,7 % a 100 volts
pour une durée variant de 2 a 4 heures. Le gel a ensuite été dénaturé et
neutralisé en le trempant 2 fois 15 minutes avec agitation pour chaque étape,
dans des solutions composées respectivement de 1.0 M NaCl / 0.5 M NaOH
(dénaturation) et 0.5 M Tris-HCI pH 7.4/ 1,5 M NaCl (neutralisation). L'ADN a été
transféré, par capillarité, du gel & une membrane de Nytran 0.22 um (Schieicher
& Schuell) toute la nuit dans un tampon SSPE 10 X contenant 3 M NaCl, 0.2 M
NaH2PQO4-H20 et 0.02 M EDTA. La membrane a par la suite été cuite 30 minutes
a 70°C pour fixer 'ADN. La préhybridation et I'hybridation de la membrane ont
été effectuées a 42 °C dans un four a hybridation (Bellco) pour des durées
respectives de 2 a 6 heures et de 15 a 20 heures. La solution de préhybridation

contenait 6X SSPE, 10X de solution Denhardt's, 0,5% SDS et 50 ug/ml d'ADN de
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sperme de saumon fragmenté et dénaturé alors que la solution d'hybridation était
composé de 6X SSPE, 1.0% SDS, 50% formamide pH 7.4, 50 iwg/ml ADN de
sperme de saumon fragmenté et dénaturé, 10% Dextran sulfate ainsi que 5 x 108
cpm de sonde dénaturée. Cette derniére est composé du fragment plasmidique
utilisé comme transgéne marquée au dCTP-a 32P par la méthode de "nick-
translation" en utilisant la trousse BRL selon les recommandations de la
compagnie. Les membranes hybridées ont ensuite subi 2 lavages de 15 minutes
avec une solution contenant 6X SSPE et 0.5% SDS et un lavage de 15 minutes
dans une solution contenant 1X SSPE et 1.0% SDS a la température ambiante.
Les membranes lavées ont été exposées avec un film X-OMAT AR (Kodak)
durant 24 & 80 heures a -80 °C avec un écran permettant I'amplification du

signal.

2.4 ETUDES ANATOMO-PATHOLOGIQUES

Comme nous n'avions aucun indice d'atteinte particuliere, une évaluation
anatomo-pathologique a été effectuée sur tous les organes des souris

transgéniques ainsi que sur plusieurs souris controles.

2.4.1 Prélévement des organes

Les animaux ont tout d'abord été anesthésiés par injection intrapéritonéale
d'une dose létale (3 ml/2,27 kg) de pentobarbital sodique (Somnotol, 65 mg/ml).
Les organes ont été prélevés et une partie de ceux-ci a été fixée par immersion
dans une solution de formaline 10 % pour une période variant de 24 a 48 heures,

tandis que l'autre partie a été directement congelée et conservée a -80°C.
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2.4.2 Coupes et coloration des tissus

Pour faire les colorations histologiques, les organes ont été déshydratés
par immersion dans des bains successifs d'alcool 70, 80 et 95% pendant 30
minutes chacun a température ambiante et 3 fois dans l'alcool 100% pour des
durées respectives de 45, 45 et 60 minutes & 35°C. Les organes ont par la suite
été traités par immersion dans 3 bains de toluéne pour 30, 45 et 60 minutes a
35°C avant d'étre inclus dans la paraffine. Pour l'inclusion, les organes sont
immergés dans des bains de paraffine & des concentrations de 45 et 50% pour
45 minutes chacun et 2 fois 60% pour 60 minutes & une température de 60°C.
Les organes ainsi inclus ont été sectionnés au microtome en coupes de 5 pm
d'épaisseur et ces coupes ont ensuite été montées sur des lames gélatinées ou
Superfrost (Fischer). Aprés avoir été déparaffinées, les coupes ont été
réhydratées puis colorées a I'hématoxyline-phloxine-safran ( HPS ). Pour la
coloration, les lames ont été immergées 2 fois 3 minutes dans du toluéne, 2
minutes pour chacun des bains d'alcool: 100, 95 et 85% et rincées a l'eau
courante 2 minutes. Par la suite, les lames ont été trempées dans I'hematoxyline
2 minutes, rincées 15 secondes avec de I'eau courante, trempées dans l'alcool
100% contenant 1% HCI 5 secondes et rincées de nouveau a l'eau courante 4
minutes. Elles ont ensuite été trempées dans la phloxine 45 secondes, rincées
dans I'eau courante une minute, immergées 3 fois dans des bains d'alcool 100%
pour une durée de 30 secondes chacune, trempées dans le Safran 3 minutes,
immergées 3 fois dans l'alcool 100% 30 secondes & chaque fois et 3 fois dans

des bains de toluéne pendant 30 secondes a chaque fois.

Certaines coupes ont été colorées par la technique de coloration Perls.

Pour cela, les coupes ont été immergées a raison de 2 minutes pour chaque
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bain: 2 fois dans du xyléne, 2 fois dans l'alcool 100% et 2 fois dans l'alcool 95%.
Les coupes ont ensuite été rincées dans l'eau distillée, trempées dans une
solution de ferrocyanide de potassium 10% pour 5 minutes et dans une solution
7% ferrocyanide de potassium - 3% acide chlorhydrique pour 20 minutes. Par la
suite, elles ont été rincées de nouveau dans l'eau distillée, trempées dans une
solution de rouge nucléaire rapide pour 5 minutes, rincées a l'eau courante,
déshydratées dans 3 bains d'alcool 95% et 3 bains d'alcool 100% et finalement

clarifiées dans 3 bains de xyléne pour 30 secondes a chaque fois.

2.5 IMMUNOHISTOCHIMIE

L'immunohistochimie a été utilisée pour détecter la protéine Vpr et pour
caractériser les différentes populations cellulaires des rates de souris
transgéniques. Pour cela, les tissus prélevés ont directement été immergés dans
lisopentane (méthyl-2 butane) contenant de la glace séche jusqu'a congélation
compléte puis ils ont été conservés a -80°C jusqu'a leur utilisation. Les tissus
congelés ont été sectionnés en coupes de 6-8 um a l'aide d'un cryostat (Leica) a
une température de -20°C. Les coupes récupérées sur lames Superfrost, ont
servi pour 'étude de l'expression de la protéine Vpr ainsi que certains autres

marqueurs par des technigues d'immunohistochimie.

2.5.1 Réactions immunohistochimiques

Les coupes ont tout d'abord été fixées 15 a 30 minutes par immersion
dans de l'acétone & -20°C, puis séchées a température ambiante. Apres lavage
dans du TBS (Tris 25 mM, KCI 2,7 mM, NaCl 137 mM, pH 7.8), elles ont été

incubées 30 minutes a la température ambiante dans le tampon A ( 5% sérum
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normal de chévre, 0,5% albumine sérique de boeuf) pour saturer les sites non-
spécifiques. Cette premiere solution est remplacée par le tampon A additionné
de l'anticorps de lapin dirigé contre la protéine Vpr (R.37, Biocan) a une dilution
1/500 ou 1/2000 et incubées 2 heures a température ambiante ou placées a 4°C
pour 12 & 20 heures. Les lames ont par la suite été lavées 3 fois 10 minutes dans
du TBS puis incubées pendant une heure avec un anticorps secondaire de
chévre composé d'un anti-lgG de lapin soit biotinylé, soit couplé a la fluorescéine
et dilué dans du TBS. Aprés 3 lavages de 10 minutes dans du TBS, les lames
incubées avec l'anti-lgG de lapin biotinylé ont été incubées dans du PBS
contenant de l'avidine couplée a la phosphatase alcaline durant une heure a la
température ambiante selon le protocole proposé par le manufacturier
(Vectastain). Les lames ont été lavées puis révélées de 20 a 30 minutes dans
I'obscurité dans une solution de rouge de Fuschin (Dako). Apres montage entre
lames et lamelles, les lames ont été examinées au microscope photonique. Les
coupes traitées avec l'anti-IgG de lapin conjuguée a la fluorescéine ont été
montées dans le milieu de montage Vectashield et examinées au microscope a

fluorescence.

2.5.2 Immunohistochimie pour marqueurs lymphoides et macrophagiques

Afin de caractériser les différentes populations lymphoides et
macrophagiques des souris transgéniques, les anticorps spécifiques suivants ont
été utilisés sur des coupes de rates. Pour les lymphocytes T CD4+, |'anticorps
monoclonal anti-L3T4/CD4 (Boehringer Mannheim) provenant de cellules
hybrides rat-souris a été utilisé a une dilution 1/400. L'anticorps monoclonal anti-
Ly-2 (LyT-2, CD8a) (Boehringer Mannheim) spécifique des cellules T CD8+,

provenant de cellules hybrides rat-souris, a été utilisé a une dilution 1/400.
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L'anticorps monoclonal anti-CD45R/B220 (Pharmingen) spécifique des
lymphocytes B, provenant du rat, a été dilué a 1/200 pour la réaction. L'anticorps
monoclonal anti-F4/80 (Serotec) spécifique aux macrophages, provenant du rat,
a été utilisé A une dilution 1/20. Le traitement des coupes, la méthode de
marquage et la méthode de révélation (avidine couplée a la phosphatase
alcaline) sont les mémes que précédemment décrits pour l'anticorps anti-Vpr a
I'exception de 'anticorps secondaire qui cette fois-ci est un anticorps biotinylé de

lapin anti-lgG de rat utilisé & une dilution 1/100 (Vector laboratories).

2.6 CYTOFLUOROMETRIE SUR CELLULES DE RATES

Les populations cellulaires provenant de rates de souris transgéniques et
de souris controles ont été analysées par cytométrie de flux dans le but de
quantifier les populations lymphocytaires et macrophagiques. Apres sacrifice, les
rates ont été prélevées et déposées individuellement dans des tubes de 5 ml
contenant environ 1 ml de milieu RPMI. Les rates ont par la suite été triturées a
l'aide de pinces dans 1 ml de milieu RPMI (Gibco BRL) pour en libérer les
cellules. La suspension cellulaire a été mise dans un tube de 15 ml et le volume
a été complété a 5-10 ml avec du milieu RPMI. Ces tubes ont été centrifugés a
1200 rpm pour 10 minutes. Le surnageant a été éliminé et le culot cellulaire a
subi un choc osmotique en y ajoutant 2 ml H,O et en vortexant 10 secondes.
Cette étape est essentielle pour ['élimination des globules rouges. Tout de suite
aprés ce choc osmotique, 5 volumes de RPMI ont été ajoutés et les tubes ont de
nouveau été centrifugés a 1200 rpm pour 10 minutes. Les tubes ont éte decantés
et les culots ont été resuspendus dans 1 ml de milieu de marquage composé de

PBS additionné de 1% BSA (Sigma) et 0,2% Sodium Azide (Fischer). A cette
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étape, un décompte cellulaire a été effectuée en diluant les cellules 1/20 dans

une solution saline physiologique contenant 5% de bleu trypan.

L'anticorps spécifique a été ajouté a 5 X1 05- 1X106 cellules par échantillon
et la suspension a été incubée 30 minutes & 4°C. Les anticorps couplés a la
FITC utilisés comprennent ceux précédemment décrits pour limmunohistochimie
aux dilutions suivantes: anti-L3T4/CD4 1/100, anti-Ly-2 1/100, anti-CD45R/B220
1/100 et anti-F4/80 1/20. De plus, I'anticorps anti-Gr-1 (Pharmingen) spécifique
aux granulocytes, provenant du rat, a été utilisé a une dilution 1/100. Des
réactions controles ont été effectuées avec les cellules sans anticorps, et avec
des immunoglobulines isotypiques. Aprés l'incubation de 30 minutes, les cellules
ont été lavées 2-3 fois avec le méme milieu. Finalement, les cellules ont été
resuspendues dans une solution de PBS contenant 2% de paraformaldéhyde
(BDH) avant d'étre analysées a l'aide d'un appareil de cytofluorométrie FAC-Star

(Becton Dickinson) oti 10 000 éléments par échantillons ont été comptés.

2.7 EXPRESSION DES ARNm DE vpr

Afin d'étudier I'expression des ARNm de vpr, les ARN de plusieurs
organes de souris transgéniques et controles, ont été extraits. Ces ARNSs ont
ensuite été soumis a des réactions de transcriptase inverse suivi d'une
amplification par la méthode de réaction en chaine utilisant la polymérase (RT-

PCR).



50

2.7.1 Extraction d'ARNSs totaux a partir de tissus

Les organes ont tout d'abord été prélevés et directement congelés dans
l'azote liquide. Ceux-ci ont ensuite été homogénéisés a l'aide d'un
homogénéiseur (Polytron) dans une solution de TRIzol (Gibco BRL) a raison de 1
ml de TRIzol pour 0,1 g de tissu. Les échantillons ainsi homogénéisés ont été
incubés 5 minutes a température ambiante avant d'y ajouter 0,2 mi de
phénol/chloroforme (1:1) par ml de TRIzol. Les tubes contenant les échantillons
ont ensuite été agités vigoureusement pendant 15 secondes, incubés de
nouveau 2 & 3 minutes a température ambiante et centrifugés a 12 000 x g pour
10 minutes. La phase aqueuse a été récupérée dans un nouveau tube et une
autre extraction au phénol/chloroforme ainsi qu'une extraction au chloroforme
ont été effectuées avant de précipiter 'ARN. Pour cela, 0,5 ml d'isopropanol pour
chaque mi de TRIzol a été ajouté a la phase aqueuse et les échantillons ont éte
incubés a température ambiante pendant 10 minutes avant d'étre centrifugés a
12 000 x g pendant 10 minutes & 4°C. Par la suite, les culots d'ARN ont été lavés
en ajoutant 1 ml d'éthanol 75%/ml TRIzol, avant d'étre vortexés et centrifugés a
7500 x g pendant 5 minutes a 4°C. Ceux-ci ont été brivement séchés a l'air
ambiant avant d'étre dissouts dans l'eau contenant 0,1% de diethyl
pyrocarbonate (DEPC) dont le volume variait en fonction de la grosseur des
culots obtenus. Afin d'étre bien solubilisé, les tubes ont finalement été incubés a

55-60°C pour 10 minutes.

2.7.2 Traitement des ARNs totaux a la DNase

Afin d'éliminer toute contamination d'ADN résiduelle, les ARN totaux

obtenus ont subi un traitement a la DNase. Pour cela, les ARNs ont été incubés
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a 25°C pendant 5 heures dans un tampon contenant 100 mM acétate de sodium
et 5 mM MgSO4 pH 5.0, additionné de 30 unités de RNAguard (Pharmacia) et de
100 unités de DNase | exempte de RNase (Boeringer Manneim). Les
échantillons ont ensuite été purifiés par une extraction au
phénol/chloroforme/alcool isoamyl (25:24:1) avant d'étre solubilisés dans I'eau et

gardés a -80°C jusqu'a utilisation.

2.7.3 Réaction de réverse transcriptase

Les ARNSs ont tout d'abord été dosés par spectrophotométrie a la longueur
d'onde de 260nm. Vingt ug d'ARN total de chague tissu ont été rétrotranscrits
dans un volume final de 60 ul contenant 2 mM de chacun des nucléotides libres,
5 mM MgCl2, 400 unités de reverse transcriptase (Perkin Elmer), 6 wl de tampon
6x (Perkin Elmer), 50 unités de RNAguard et 20 pm de chacune des amorces
antisens spécifiques (3") pour les ARNm de GAPDH et Vpr. Les mélanges

réactionnels ont ensuite été portés a 42°C pendant une heure.

2.7.4 Amplification par polymérisation en chaine (PCR)

Des réactions de PCR standards ont été effectuées séparément pour Vpr
et GAPDH en utilisant 2 ug d'ARN préalablement reverse transcrit. Chaque
réaction a été effectuée dans un volume total de 50 ul contenant les amorces
respectives sens et antisens localisées en amont et en aval de la région a
amplifier & raison de 10 pmoles chacune, 2 mM de chaque nucléotide libre, 2,5
unités de Taq polymérase et 4,5 mM de MgClo, le tout dans le tampon fourni par
la compagnie Perkin EImer. Les séquences d'oligonucleotides de chaque amorce

sont les suivantes: amorce de Vpr 5' (5'- GAGGGAGCCATACAATGA-3'), amorce
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de Vpr 3' (5'-CTGTCGAATAATGCCTAT-3'), amorce de GAPDH 5 fo=
TCCAGGAGCGAGATCCCGTC-3'), amorce de GAPDH 3' (5'-
TTGATGGTATTCGAGAGAAGGG-3'). Le programme d'amplification a comporté
28 cycles consistant en 1 minute de dénaturation a 94°C, 1 minute d'appariement
4 60°C et 2 minutes d'extension a 72°C. Les produits de PCR obtenus ont
finalement été détectés par hybridation sur filtre de type Southern tel que décrit
précédemment. Pour GAPDH, un fragment amplifi¢ marqué au dCTP-32P par
"Random priming" en utilisant la trousse BRL selon les recommendations de la
compagnie a été utilisé comme sonde. Pour la détection des ARNm de Vpr la
sonde utilisée est la méme que pour le détection du transgéne chez les souris

transgéniques.
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3. RESULTATS

3.1 DESCRIPTION DES CONSTRUCTIONS PLASMIDIQUES ET DES
TRANSGENES

Pour pouvoir étudier les effets du géne vpr du VIH-1 dans le modele de
souris transgéniques, nous avons utilisé 2 promoteurs permettant & ce géne
d'étre exprimé selon des patrons différents. L'un d'eux, le LTR du virus murin
SL3-3 est spécifique pour le systéme lymphoide (Hays et al., 1990; Morrison et
al., 1991), et a servi a générer la construction SL-ER de 4,7 kb (figure 3a). Le
second, le LTR de RSV, est connu pour son expression ubiquitaire et a été utilisé
dans la construction R-ER de 5,2 kb (figure 3b). Ces constructions plasmidiques
contiennent un fragment de 848 pb contenant le géne vpr de la souche ELI du
VIH-1. En amont de ce géne on retrouve le promoteur RSV de 580 pb ou SL3 de
474 pb. La polyadénylation in vivo de ces messagers est assurée par la présence
d'une séquence de 400 pb située en 3' et contenant le signal de polyadenylation
du virus SV-40. Le transgéne SL-ER de 1,9 kb est extrait des séquences
plasmidiques par une digestion enzymatique Xho I/Xho | alors que la digestion
avec les enzymes Nde I/Xho | nous donne le transgéne R-ER de 2,1 kb (figure 4)

(figure 5a).

3.2 DEVELOPPEMENT DES LIGNEES TRANSGENIQUES

Une fois les 2 constructions microinjectées, plusieurs portées ont été
obtenues. Pour identifier les souris fondatrices, 'ADN génomique purifié
provenant d'échantillons de queues de souris a été testé par la méthode

d'hybridation sur filtre de type Southern pour vérifier l'intégration du transgéne
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Figure 4 : Representation des transgenes utilisés pour la microinjection. A) Le
transgene R-ER est bordé par les enzymes de restriction Nde | et Xho
l. Il contient le fragment LTR de RSV, le géne vpr du VIH-1 et la
séquence de polyadenylation de SV40. B) Le transgéne SL-ER de 1,9
Kb provient du plasmide du méme nom et est bordé a ces deux
extrémités par le site Xho I. On retrouve a I'extrémité 5’ le fragment
LTR de SL3, le géne vprdu VIH-1 et la séquence de polyadénylation
de SV40 qui est situé en 3'.
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Figure 5a : Visualisation sur gel d'agarose de 'ADN plasmidique R-ER aprés
digestion avec les enzymes de restriction Nde I-Xho I. Un fragment
de 2,1 Kb (transgéne) et un autre de 3,1 Kb sont ainsi obtenus.

Figure 5b : Hybridation sur filtre de type Southern d’ADN génomique de queues
des souris transgéniques fondatrices R-ER. Les échantillons ont été
digérés avec I'enzyme Bgl Il et hybridés avec le transgéne marqué

au32p.
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dans le génome murin. Pour SL-ER, 5 souris fondatrices ont pu étre identifiées
sur un total de 35 naissances. Tous ces fondateurs ont été utilisés pour
développer des colonies de souris transgéniques en les croisant avec des
animaux C3H non-transgéniques. Les fondateurs SL-ER 55, SL-ER 56 et SL-ER
232 n'ont pas donné de descendant transgénique parmi les 20 a 30 souriceaux
obtenus pour chacun de ces fondateurs. Ceci suggére que ces animaux sont
probablement mosaiques. Les deux autres fondateurs, SL-ER 64 et SL-ER 240
ont transmis le transgéne a leur descendance. Le fondateur 240 a généré 4
souris porteuses du transgéene dont 3 sont mortes alors qu'elles étaient &gées de
5 et 6 mois. La quatrieme a été sacrifiée au méme Aage puisque son état se
détériorait. Ces souris mortes en bas age présentaient un phénotype anormal.
Leurs yeux étaient globuleux, elles avaient le museau court et le dos arrondi.
Trois croisements successifs ultérieurs entre le fondateur 240 et des souris non-
transgéniques C3H n'ont pas permis d'observer d'autres descendants
transgéniques parmi les 30 souriceaux obtenus. Le fondateur 64 n'a donné
gu'une souris positive hétérozygote. Celle-ci a été croisée avec le fondateur 64 et
aucune descendance positive n'a été obtenue. De plus, d'autres croisements
entre ce fondateur et une souris normale n‘ont donné aucune descendance

positive.

Comme aucune lignée valable pour les études avec le promoteur SL3 n'a
été obtenue, la suite des résultats portera donc sur les souris transgéniques

générées avec le promoteur RSV.

Pour R-ER, sur un total de 55 naissances, 6 fondateurs ont été obtenus

parmi lesquels les fondateurs R-ER 6, R-ER 14 et R-ER 1189 ont été
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sélectionnés pour établir les colonies et analyser 'expression ainsi que les effets
de vpr. Les 3 autres fondateurs, R-ER 3, R-ER 1185 et R-ER 1186, n'ont pas
donné de descendance parce qu'ils sont probablement des animaux mosaiques.
Pour cette raison, ces animaux n'ont pas été retenus pour la présente étude. Les
3 lignées choisies (R-ER 6, R-ER 14 et R-ER 1189) comportent un seul site
d'intégration du transgéne (qui varie d'une lignée & ['autre) ou respectivement 5-
10, 2-4 et 6-10 copies de transgénes sont intégrées téte-a-queue (figure 5b). En
croisant ces souris avec des souris C3H non-transgéniques, les 3 fondateurs ont
transmis le transgéne de fagon mendélienne. Le nombre d'animaux par portée a

été similaire a celui des souris normales contrbles.

Sur la figure 6, les résultats d’hybridation sur filtre de type Southern pour
chacune des lignées étudiées sont représentés. Pour les lignées 6 et 14, les
animaux testés proviennent de croisements entre 2 souris hétérozygotes. Neuf
animaux sur 12 sont positifs (75%) dans la lignée 6, alors que 10 sur 15 (67%) le
sont aussi dans la lignée 14. Les souris possiblement homozygotes sont difficiles
a déteminer di a la variation possible des quantités d’ADN d’'un échantillon a
I'autre. Pour cette raison, les souris qui présentent un signal plus intense que les
autres (potentiellement homozygotes) sont croisées avec des souris normales
dans le but de s’assurer que leur descendance est totalement positive. Ce sont
des animaux provenant de tels croisements qui sont testés sur le filtre représenté
dans la figure 6 pour la lignée 1189. Deux portées provenant de croisements
différents ont été testées et tous les animaux sont positifs. On peut aussi
remarquer que les parents homozygotes (+/+) présentent un signal d'une
intensité plus forte que leur descendance qui est hétérozygote. Tous les animaux

obtenus étaient maintenus dans un environnement sans pathogéne et étaient
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Figure 6 : Hybridation sur filtre de type Southern d’ADN de queues de souris.
Pour la lignée 6 et 14 les animaux testés sont issus de croisements
entre deux souris hétérozygotes, alors que les animaux de la lignée
1189 testés, proviennent de deux croisements différents entre une
souris homozygote et une souris C3H non-transgénique. La digestion
des ADNs a été effectuée avec I'enzyme de restriction Bgl Il. La sonde
utilisée pour I'hybridation est constituée du transgéne marqué au 32P.
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phénotypiquement normaux . Jusqu'a ce jour, c'est-a-dire depuis plus de 2 ans,

les animaux sont demeurés sans pathogéne et en bonne sante.

3.3 EXPRESSION DU GENE VPR

Dans le but d'étudier les effets du produit du géne vpr, nous avons
recherché I'expression du transgéne dans notre modéle de souris transgénique.
Pour cela nous avons utilisé deux approches, I'une visant a identifier les

messagers de vpr et l'autre la protéine.

Pour déterminer I'expression spécifique des messagers de vpr dans les
différents tissus des animaux transgéniques issus des 3 lignées, R-ER 6, R-ER
14 et R-ER 1189, nous avons utilisé la méthode de réverse transcription suivie
d'une amplification en chaine utilisant la taq polymérase (RT-PCR). Une souris
hétérozygote dgées de 3 mois de chacune des lignées ainsi qu'une souris C3H
non-transgénique ont été sacrifiées pour prélever des échantillons de tissus pour
I'extraction des ARNs totaux. Les ARNs ont été extraits & partir des tissus de
cerveau, thymus, coeur, poumon, foie, rate, rein, muscle squelettique et peau.
Ces ARNSs ont ensuite été utilisés pour la rétrotranscription simultanée des

messagers de vpr et du géne contrble GAPDH.

A partir des ADNc ainsi obtenus, les messagers de GAPDH ont été
amplifiés a l'aide d'amorces spécifiques. Ce géne rapporteur nous a permis de
vérifier la qualité des ARNs et d'évaluer de fagcon semi-quantitative le niveau
d'expression de vpr dans chaque tissus étudié (figure 7). Les produits
d'amplification ont été visualisés aprés hybridation avec, comme sonde, un

fragment de 1,2 kb du géne GAPDH marqué au dCTP-32P. L'intensité des
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Figure 7 : Analyse de I'expression du géne vpr dans les souris transgéniques
par la méthode de RT-PCR. Les lignées R-ER 6, R-ER 14 et R-ER
1189 ont été caractérisées. Les ARNm spécifiques de vpr ont été
identifiés et comparés dans différents tissus de souris agées de 3
mois (vpr(RT+). Les ARN totaux d'une souris C3H non-transgénique
ont été utilisés comme contrble pour vérifier la spécificité des amorces
vpr (normal mouse). La quantité relative d'ARN rétrotranscrit a été
évaluée par l'ajout d'amorce pour le GAPDH dans les réactions
(GAPDH). L'élimination compléte d'ADN dans les échantillons d'ARN
est démontrée a l'aide de réactions traitées en paralléle ou la
transcriptase inverse a été omise lors de la syntheése des ADNc
(vpr(RT-). Le plasmide R-ER a été utilisé comme contrdle positif (R-
ER plasmid).
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bandes a été évaluée et la quantité d'ADNc ajustée pour étre égale d'un tissus a
l'autre avant d'étre amplifiée de nouveau. Aprés cette deuxiéme amplification,
l'intensité des bandes correspondant a I'amplification par GAPDH est similaire

d'un tissus a l'autre sauf pour la lignée R-ER 11809.

Aprés avoir ajusté la quantité d'ADNc nécessaire, les ADNc de vpr ont éteé
amplifiés & l'aide d'amorces spécifiques. Les produits d'amplification ont éte
visualisés aprés hybridation avec, comme sonde, le transgéne entier marqué
avec du dCTP-a32P. La figure 7 permet de visualiser la bande spécifique
correspondant au fragment amplifié qui est de 0,2 kb. Cette figure nous permet
de visualiser et de comparer le patron d’expression obtenu pour chacune des
lignées. La lignée R-ER 6 présente le plus grand nombre de tissus ol des
messagers de vpr ont été détectés. Le cerveau, le thymus, le rein, le coeur et le
poumon expriment les ARNm de vpr. La lignée R-ER 14 a, quant a elle, permis
de détecter des messagers dans le poumon et la rate seulement, alors que la
lignée R-ER 1189 démontre de I'expression dans le cerveau, le rein, le coeur et
le poumon. Dans cette derniére lignée, on remarque une variation du signal
représentant I'amplification du GAPDH d'un tissus a l'autre, mais comme
seulement quatre des tissus étudiés expriment les ARNm de vpr, les résultats
sont facilement interprétables. Néanmoins, il serait intéressant de refaire cette

expérience pour s'assurer qu'aucun autre tissus ne présente de I'expression.

Comme le géne rapporteur nous a permis d'utiliser des quantités d'ADNc
relativement égales d'un tissus a l'autre pour I'amplification, on peut comparer le
niveau d'expression obtenu pour chaque tissus. Ainsi on peut voir que les lignées
R-ER 6 et R-ER 1189 ont leur plus haut niveau d'expression dans le cerveau. Ce

dernier organe ne presente par contre aucune expression dans la lignée R-ER
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14. Le poumon est le seul organe ou l'expression de vpr a été détectée pour les
trois lignées étudiées, et ce a un niveau relativement similaire. Les lignées R-ER
6 et R-ER 1189 expriment toutes deux le transgéne dans le rein et le coeur mais
a des niveaux différents. Par ailleurs, la lignée R-ER 14 est la seule ou des
messagers de vpront pu étre détectés dans la rate. Finalement, la lignée R-ER 6
montre un niveau d'expression assez élevé dans le thymus. Aucun messager de
vpr n'a pu étre détecté dans le muscle et le foie, et cela pour les 3 lignées

étudiées.

La spécificité des oligonucléotides pour la séquence codante de vpr est
confirmée par I'absence de bande a 0,2 Kb chez la souris contréle non-
transgénique. De plus, pour s’assurer que la bande spécifique observée chez les
animaux transgéniques ne provenait pas d’ADN résiduel non éliminé lors de la
préparation des ARNs totaux, nous avons effectué des réactions contrbles en
paralléle. Celles-ci ont été effectuées dans les mémes conditions réactionnelles,
mais la réverse transcriptase a été omise. L'absence de bande aprés hybridation
pour ces réactions confirme la spécificité des signaux obtenus dans les tests pour

la détection des messagers de vpr.

Nous avons par la suite tenté de détecter la protéine Vpr. Pour cela, nous
avons utilisé des techniques immunohistochimiques avec un anticorps anti-Vpr
sur des coupes de rates et de cerveaux provenant de souris transgéniques des
trois lignées étudiées et de souris contréles non-transgéniques. Les animaux
étudiés étaient tous hétérozygotes et étaient 4gés de 4 a10 mois lors de I'étude.
Des cellules infectées par VIH-1 fixées sur lames ont été utilisées comme
contrdle positif. Cette technique ne nous a pas permis d'identifier la protéine Vpr.

Pourtant, la présence de messagers dans ces tissus a été démontrée (figure 7).
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Ce résultat n'est pas exceptionnel puisque plusieurs équipes de recherche ont
obtenu des résultats similaires en recherchant des protéines du VIH-1(Thomas et
al., 1994; Toggas et al., 1994). L'équipe de Thomas et al. avaient tenté, sans
succes, d'identifier Vpr ainsi que d'autres protéines du VIH-1 dans leur modéle de

souris transgéniques (Thomas et al., 1994).

3.4 ETUDES ANATOMO-PATHOLOGIQUES

Afin de déterminer la présence de lésions pathologiques causées par
l'expression du gene vpr chez les animaux transgéniques, nous avons effectué
une étude anatomo-pathologique. Cette étude a été effectuée sur la majorité des
tissus et organes de 40 souris hétérozygotes R-ER ainsi que sur des souris
contréles non-transgéniques C3H. Les ages de ces dernieres correspondaient
aux animaux transgéniques sactrifiés. Des 40 animaux transgeéniques étudiés, 17
provenaient de la lignée 6, 16 de la lignée 14 et 7 de la lignée 1189. Tous ces
animaux ont été sacrifiés a des ages variant de 3 a 17 mois et aucun trouble de

comportement ou de santé apparent n'a été observe.

Pour I'examen macroscopique et histologique, les animaux ont été
anesthésiés avec une dose létale de pentobarbital avant d'étre sacrifiés. Les
échantillons de tissus ont immédiatement été fixés et ensuite inclus en paraffine
avant d'étre coupés et colorés avec HPS. A I'examen macroscopique, les souris
R-ER n'ont démontré aucune anomalie, & part une splénomégalie variant de
légére & importante chez quelques animaux. Cette splénomégalie était plus
apparente chez les animaux &gés de plus de 10 mois, dépendamment du degré

d'hyperplasie lymphoide.
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Par ailleurs, I'examen histologique complet a permis d'observer, a des
degrés variables, la présence d'une hyperplasie lymphoide de la pulpe blanche
dans la majorité des rates des animaux transgéniques. Cette hyperplasie se
caractérise par une augmentation du nombre et de la taille des follicules
lymphoides. Ces derniers montrent des centres germinaux proéminents et des

zones marginales qui ne sont pas bien démarquées. (figure 8)

Comme le montre le tableau 2, I'nyperplasie observée est plus importante
chez les animaux provenant des lignées 6 et 14. Cette hyperplasie semble
s'accentuer avec I'age. Chez les souris dgées de plus de 6 mois I'hyperplasie est
observée plus fréquemment et son niveau est plus important. Sur les 40
animaux transgéniques observés, 27 (68%) présentaient une hyperplasie
lymphoide de la rate & des degrés variant de discret a important. Les lignées R-
ER 6 et R-ER 14 ont montré respectivement 12/17 (71%) et 12/16 (75%) souris
présentant ces changements de la rate. L'analyse statistique nous montre que la
présence d'hyperplasie lymphoide est augmentée de fagon significative pour ces
deux lignées avec p=0,003 pour R-ER-6 et p=0,001 pour R-ER-14. Cette
anomalie a été retrouvée moins fréquemment chez les animaux provenant de la
lignée R-ER 1189. En effet, seulement 3 cas sur 7 (43%) ont présenté cette
anomalie. Cette augmentation n'est pas significative puisque p est égal a 0,401. |
faut par contre noter que le nombre de souris sacrifiées est inférieur dans la
lignée 1189 et que ces souris étaient plus jeunes. Le nombre d'animaux atteints
est quand méme plus élevé que les contrbles normaux ou 4 cas sur 22 ont
présenté une telle hyperplasie. Les ganglions mésentériques de certains animaux
affectés ont pu étre analysés. Chez la majorité d'entre eux, une hyperplasie

lymphoide a aussi été observée.
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Figure 8 : Coupes de rate d'un animal contrdle C3H non-transgénique de 7 mois
(a et ¢c) et d'un animal hémizygote R-ER de la lignée 6 également age
de 7 mois (b et d). La rate transgénique présente une hyperplasie
lymphoide de la pulpe blanche caractérisée par une augmentation du
nombre et de la taille des follicules lymphoides. Ces derniers
présentent des centres germinaux proéminents et des zones
germinales moins bien démarquées. Grossissement: (a et b) X 10, (c
et d) X 25.
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Tableau 2 : Incidence des changements pathologiques de la rate observés chez
des animaux provenant des lignées R-ER 6, R-ER 14 et R-ER 1189.
Des souris C3H non-transgéniques (normales) ont été utilisées
comme contrdle. L'age des souris utilisées pour cette étude variait de
3 a 17 mois.



Lignée Nombre Hyperplasie Hyperplasie
d'animaux Lymphoide Myéloide
R-ER 6 AT 12 2
R-ER 14 16 12 1
R-ER 1189 7 3 1
——
Normales 22 4 0
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De plus, un nombre limité d'animaux transgéniques présentaient une hyperplasie
lymphoide et myéloide ou uniquement myéloide de la rate. Au total, 4 cas (10%)
d'hyperplasie myéloide de la pulpe rouge ont été observés, alors qu'aucun cas
similaire n'a été retrouvé chez les souris contréles normales. Les cas
d'hyperplasie myéloide ont été retrouvés dans les 3 lignées, surtout chez des
souris Agées de plus de 12 mois. La figure 9 nous montre une coupe de rate
présentant une telle hyperplasie. On peut voir que les centres germinaux sont
moins nombreux et que la pulpe rouge est beaucoup plus importante que dans la
rate contréle. Il est & noter que cet animal transgénique présentait une
splénomégalie. L'examen de la moelle osseuse ainsi que des ganglions
mésentériques de ces souris a lui aussi révélé dans la majeure partie des cas
une hyperplasie myéloide. A l'intérieur de la période d'age des animaux inclus
dans cette étude, I'hyperplasie lymphoide ne semble pas évoluer vers des stades
plus graves, sauf pour une souris ol nous avons observé un lymphome. Cet
animal provenait de la lignée 14 et était 4gé de 16 mois. Chez cet animal, des
métastases ont été observées dans les ganglions, le thymus, le pancréas, les
glandes salivaires et le foie. Par ailleurs, dans la lignée 6 une souris agée de 14

mois a montré un granulome inflammatoire a cellules géantes multinucléées.

Chez ces souris présentant une hyperplasie lymphoide ou myéloide, nous
avons remarqué une augmentation du pigment orangé représentant
I'némosidérine dans les macrophages de la rate . Ce pigment nous apparait plus
élevé chez les souris transgéniques dont les rates sont hyperplasiées que chez
les rates de souris contrdles normales du méme &ge. Aucun autre organe n'a
montré d'atteinte importante. Dans le foie, les hépatocytes présentent un
cytoplasme trés vacuolé (surcharge de gras ou de glycogene). En effet plusieurs

cas de stéatose micro ou macrovésiculaire ont été observés. De plus, quelques
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Figure 9 : Coupes de rate d'un animal contréle C3H non-transgénique de 7 mois
(a et c) et d'un animal homozygote R-ER de la lignée 14 4ge de 6

mois (¢ et d). La rate transgénique présente une hyperplasie
myéloide. Grossissement : (a et b) X 10, (c et d) 25 X,
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cas d'infiltrations mononucléées ont été observés dans le foie (3 cas), les
poumons (3 cas) et les reins (6 cas), ce qui est comparable aux observations
effectuées chez la souris normale. Nos résultats démontrent donc que le systéeme
lymphoide est le plus séverement atteint. Pour ces raisons la poursuite de nos

recherches a été orientée vers le systeme lymphoide.

3.5 CARACTERISATION DES POPULATIONS CELLULAIRES DE LA RATE

L'évaluation pathologique a été complétée par immunohistochimie et
cytofluorométrie pour caractériser les différentes populations cellulaires des rates
hyperplasiées provenant des animaux transgéniques. Pour ce faire, divers
anticorps monoclonaux dirigés contre des marqueurs présents dans les
populations des lymphocytes T CD4+, les lymphocytes T CD8+, les lymphocytes

B ainsi que les macrophages matures ont été utilisés.

En immunohistochimie classique, les réactions immunologiques ont été
effectuées sur des coupes a congélation sériées a partir de 21 rates d'animaux
transgéniques. Toutes présentaient un aspect macroscopique normal. Les rates
d'animaux transgeniques (8 de la lignée R-ER 6, 9 de la lignée R-ER 14 et 4 de
la lignée R-ER 1189) provenaient d'animaux ageés de 4 a 13 mois. Le tableau 3
résume les observations effectuées sur ces rates lors d'une étude comparative
avec des rates contrdles normales provenant d'animaux d'age équivalent aux
animaux transgéniques. Dans tous ces animaux, indépendamment de la lignée et
de l'4ge des souris sacrifiées, on a noté dans les rates des animaux
transgéniques que les populations lymphocytaires T CD4+ ou CD8+ étaient
normales ou légérement abaissées. La population des lymphocytes B était en

général légerement augmentée, a I'exception de 4 cas provenant de la lignée R-
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Tableau 3 : Caractérisation des cellules de la rate par immunophosphatase. Les
coupes de rates transgéniques ont été comparées a des rates de
souris contrdles du méme age. N: comparable aux rates normales,
-,--,---: légerement diminué a trés diminué, +,++,+++: légérement
augmente a trés augmenté.



CARACTERISATION DES CELLULES DE LA RATE
IMMUNOCYTOCHIMIE
Numéro de la Age Sexe Lymphocytes | Lymphocytes | Lymphocytes Macrophages
souris T CD4 T CD8 B

LIGNEE 6
372 5 mois male N N - +
88 5 mois maéle - = N +
255 8 mois | femelie - N —- +
130 10 mois | femelle N ou - - N ou + +
257 10 mois | femelle Nou - N - N ou +
259 11 mois | femelle + N -
83 13 mois | male + N +
93 13 mois [ maéle N - +

ILIGNEE 14
357 5 mois | femelle N N ou - N ou +
147 5 mois | femelle N ou + + ++
358 8 mois | femelle N ou + ++ N
134 g mois male - - N ou + +
136 9 mois male - - + N
144 9 mois | femelle . N ++ +
139 12 mois | male N ou - N ++ N ou +
104 13 mois | femelle N N ou - N N
101 13 mois | femelle N N - +

ILIGNEE 1189
547 4 mois | femelle N N N ou +
550 4 mois méle N N N N ou +
346 7 mois male N N ++ N
348 7 mois | femelle N N N ou - N
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ER 6 et un cas de la lignée R-ER 14 ou cette population lymphocytaire est
apparue diminuée a des niveaux variant de légers & importants. La population
macrophagique a démontré elle aussi une légére augmentation. Ces
observations sont illustrées dans la figure 10 avec des coupes de rates d'une
souris contrdle et d'une souris transgénique apres réactions immunologiques
avec des anticorps spécifiques. Ces photos montrent bien les lymphocytes T
CD4+ qui semblent augmentés, alors que le nombre des lymphocytes T CD8+
est a peu prés similaire au contrdle. Les populations des lymphocytes B et des
macrophages chez la souris transgénique semblent pour leur part nettement

accrues par rapport a la souris contrdle.

Les différences observées par immunohistochimie sont d'ordre qualitatif.
Pour confirmer ces observations, nous avons donc utilisé la cytofluorométrie pour
mieux caractériser les variations observée dans les différentes populations. Les
anticorps anti-lymphocytes T CD4+ et CD8+, lymphocytes B et macrophages de
souris conjugués a la fluorescéine ont été utilisés pour faire les décomptes de
ces différentes populations au niveau des rates normales et transgeniques. La
figure 9A présente le profil des colorations obtenues par cytofluoromeétrie. Pour
cette évaluation, 11 rates de souris transgéniques et 10 rates de souris normales
ont été utilisées. Les rates provenaient d'animaux agés de 9 a 14 mois pour les
lignées R-ER 6 et R-ER 14, alors que dans la lignée 1189 ils étaient &gés de 6 a
9 mois. Comme contrdle, nous avons utilisé des rates provenant de souris C57BlI
et C3H a des ages variant de 4 & 12 mois. La figure 10A présente le profil des
colorations obtenues par cytofluorométrie. Pour les besoins de cette figure, une
rate dont les résultats étaient représentatifs de I'ensemble des résultats obtenus
pour chacune des lignées a été choisie. Ces résultats des décomptes sont

exposés au tableau 4. lls ne démontrent pas de différence majeure pour les
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Figure 10 : Réactions dimmunophosphatase sur des coupes de rates, a l'aide
d'anticorps spécifiques pour les lymphocytes T CD4+ (CD4)et CD8+
(CD8), les lymphocytes B (B) et les macrophages (M). Comparaison
d'une souris contrdle normale et d'une souris transgénique de la
lignée R-ER 14, toutes deux agées de 5 mois. Grossissement : X 10
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Figure 10A : Profil des colorations obtenu par cytofluorométrie. Une rate est
représentée pour chacune des lignées.
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Tableau 4: Décompte des populations lymphocytaires et macrophagiques par
cytofluorométrie. Les nombres présentés correspondent a la moyenne
des résultats obtenus pour les animaux utilisés dans une méme
lignée.



Cytofluorométrie des souris R-ER

Lignée Lymph. B CD4 CcD8 Macroph.
Yo % % __ %
Souris norm. 44.6 20.5 16.6 6.1
Lignée 1189 23.3 28.3 25.0 8.2
Lignée 6 50.5 21.8 17.0 8.8
Lignée 14 58.8 15.2 13.5 8.3
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populations lymphocytaires comparativement aux contréles normaux. Par contre,
la population macrophagique a montré une nette augmentation dans les 3 lignées
R-ER (8,2-8,8%) en comparaison aux controles normaux (5,1%). Pour vérifier si
cette augmentation des macrophages était dle a la présence du géne vpr chez
ces souris, nous avons comparé les résultats obtenus lors de cette expérience a
ceux obtenus pour un autre modéle de souris transgéniques porteuses du gene
vpu sous le contréle du méme promoteur. Dans ces souris vpu, nous n'avons
noté aucune différence par rapport au contrle, tant pour les lymphocytes que
pour les macrophages (données non présentées). Ainsi donc, cette augmentation
au niveau de la population macrophagique semble étre présente uniqguement

dans les souris porteuses de vpr.

3.6 COLORATION DE L'HEMOSIDERINE

La méthode de coloration Perl a été utilisée pour visualiser I'augmentation
de I'némosidérine dans les rates des souris transgéniques en relation avec
l'augmentation des macrophages. Celle-ci colore le fer et elle est intéressante
pour rechercher des changements relatifs aux dépdts d'hémosidérine dans les
rates de souris transgéniques en comparaison a des rates normales. Dans notre
cas, 20 rates d'animaux transgéniques ont été choisies parmi les rates utilisées
lors de l'investigation anatomo-pathologique. Neuf de ces rates provenaient de la
lignée R-ER 6 et 11 provenaient de la lignée R-ER 14. Dix animaux controles
agés de 1 & 12 mois ont aussi été inclus dans cette analyse. Comme
l'augmentation de I'hémosidérine peut étre reliée au vieillissement, il est
important de comparer des animaux du méme &ge. Les résultats presentés dans
le tableau 5 nous montrent une augmentation de I'hémosidérine

indépendamment de I'4ge des animaux étudiés chez les souris transgéniques
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Tableau 5 : Résultat de I'étude comparative de la coloration de I'hémosidérine
sur des coupes de rates de souris transgénigues et de souris
controles par la méthode de coloration de Perl. Les signes "+" et "-"
représentent l'intensité de la coloration observée.



Coloration de I'hémosidérine

# AGE (mois) PERL'S
372 5 +
87 7 ++
129 9 +
LIGNEE 6 373 9 +4+
132 91/2 ++
256 11 +++
93 131/2 ++
6B 14 ++
8 14 +++
357 5 ++
363 5 +/-
144 9 ++
145 6 +/-
142 7 +/-
LIGNEE 14 146 7 ++
136 9 +
139 12 +
104 13 +/-
21 13:1/2 ++
19 131/2 +++
N-50 1 -
N-34 3 +
N-44 3 +
N-51 6 +
NORMALES N-130 6 +
N-52 12 +
N-53 12 +/-
N-54 12 ++
N-55 12 +
N-56 12 ++




T

provenant de la lignée R-ER 6 examinges, comparativement aux souris controles
normales (figure 11). Pour la lignée R-ER 14, il est difficile de conclure que
lintensité de la coloration est plus élevée que chez les souris contréles. Peut-étre
ce dernier résultat est-il d0 au petit nombre d'animaux examinés. L'examen d'un

plus grand nombre d'animaux permettrait de confirmer ces donnees.
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Figure 11 : Coloration de I'hémosidérine sur des coupes de rates de souris
transgéniques (Tg) et de souris controles (N). Les souris trans-
géniques sont agées de 5 & 13 mois (m) alors que les souris controles
ont 6 et 12 mois. Grossissement : X 25
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4. DISCUSSION

Dans le but d'étudier les effets pathologiques du géne vpr du VIH-1, nous
avons produit des souris transgéniques porteuses de ce géne sous le contrble de
deux promoteurs. Dans le premier cas, le promoteur utilisé est le LTR du virus
murin SL3-3 dont l'expression est spécifique au systéme lymphoide. La
microinjection de ce transgéne a permis l'identification de 5 fondateurs. Trois de
ceux-ci, SL-ER 55, SL-ER 56 et SL-ER 232 n'ont pas donné de descendants
positifs malgré le nombre élevé de souriceaux obtenus par le croisement de ces
fondateurs avec des souris normales. Ceci suggére fortement que ces animaux
sont mosaiques. Bien que les fondateurs SL-ER 64 et SL-ER 240 aient transmis
le transgéne a leur descendance, aucune lignée n'a pu étre établie. Le fondateur
64 a donné une seule souris positive parmi les deux portées de souriceaux
obtenus. Celle-ci a été croisée avec le fondateur lui-méme et encore une fois
aucune descendance positive n'a été obtenue de ce croisement. Le fondateur
240 a quant a lui permis I'obtention de 4 descendants positifs qui présentaient un
phénotype anormal. Comme aucun de ceux-ci n'a survecu, il a été impossible
d'établir la lignée. Dans le second cas, le LTR de RSV qui a un spectre
d'expression ubiquitaire a été utilisé comme promoteur. Pour ce transgéne nous
avons pu générer 6 fondateurs dont 3, R-ER 6, R-ER14 et R-ER 1189, ont été
choisis pour I'établissement des lignées. Contrairement a SL-ER, chacune de ces

lignées a pu étre établie sans probleme.

Nous avons démontré que ces 3 lignées R-ER préesentent un patron
d'expression des ARNm différents d'une lignée a l'autre. De méme, la quantité
d'ARNm détectée est variable d'un tissus a l'autre pour une méme lignée. La

lignée R-ER 6 présente le plus grand nombre de tissus ol des messagers de vpr
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ont été détectés. Parmi les organes étudiés, le cerveau, le thymus, le rein, le
coeur et le poumon expriment des messagers de vpr. Le patron d'expression de
la lignée R-ER 1189 est similaire a celui de la lignée R-ER 6, a la différence
qu'aucun messager n'a été détecté dans le thymus. Finalement, le patron
d'expression de la lignée R-ER 14 est différent des deux autres lignées etudiées.
En effet, dans ce cas-ci les messagers de vpr ont été détectés uniquement dans
la rate et le poumon. Ce dernier est le seul organe ou il a été possible d'identifier
des messagers de vpr pour les trois lignées étudiées. Il a déja été démontré pour
d'autres modéles d'animaux transgéniques que ces variations du patron
d'expression pourraient étre reliées au site d'intégration qui différe d'une lignée a

l'autre (Skowronski, 1991).

Méme si le signal correspondant aux ARNm de vpr est assez fort dans
certains tissus, il a été impossible de détecter la protéine Vpr par les techniques
immunohistochimiques que nous avons utilisées. Ceci peut étre dl a plusieurs
raisons. Premiérement, il est possible que la protéine Vpr soit présente en trop
faible quantité dans les tissus étudiés. Ceci nous parait probable puisque les
messagers de vpr détectés dans les tissus positifs I'ont eté aprés une
amplification par PCR, ce qui suggére un nombre peu éleveé de copies de
messagers dans ces tissus. De plus, les essais de détection des ARNm par
hybridation in situ que nous avons tenté n'ont pas été concluants. Ceci confirme
indirectement la faible quantité d'ARNm dans ces tissus. Deuxiémement, la
protéine Vpr, lorsque produite, pourrait étre rapidement degradée en sous-
produits et ainsi ne pas réagir avec les anticorps spécifiques. Finalement, il se
pourrait que la protéine Vpr, présente & un certain niveau, ait un effet cytotoxique

pour la cellule qui la produit. Ceci pourrait entrainer une lyse des cellules
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produisant Vpr, ou encore, seules celles avec un faible niveau d'expression

compatible avec la survie pourraient demeurer viables.

Malgré le fait que la protéine ne soit pas détectable, Vpr semble avoir
induit des effets pathologiques chez les animaux transgéniques étudiés. Les
résultats obtenus suggérent surtout une atteinte des organes lymphoides. Cette
atteinte se traduit notamment par une hyperplasie lymphoide ou lymphoide et
myéloide de la rate. Les ganglions lymphoides observés ont eux aussi présente,
dans la majorité des cas, une pathologie similaire. En général, on observe une
diminution du nombre de follicules & partir de 6 ou 7 mois chez les souris
normales. Chez les transgéniques, on observe plutét une augmentation du
nombre et de la grosseur des follicules lymphoides en fonction de I'age des
souris étudiées. De plus, un cas de lymphome et un cas de granulome
inflammatoire ont été observés. L'hyperplasie lymphoide et myéloide ont éte
observée dans les 3 lignées R-ER étudiées, ce qui permet de confirmer que
celles-ci ne sont pas dies au site d'intégration du transgéne, qui est différent
d'une lignée a l'autre. Le patron d'expression du transgéne varie lui aussi d'une
lignée & l'autre, ce qui ne semble pas avoir d'effet sur les atteintes pathologiques

observées.

Pour compléter cette évaluation pathologique, nous avons caractérise les
difiérentes populations cellulaires des rates hyperplasiées provenant des
animaux transgéniques. Nous avons tout d'abord procéde par
immunohistochimie classique sur des rates de 4 a 13 mois provenant des 3
lignées étudiées comparativement a des rates de souris controles du méme age.
Ces observations ont permis de révéler que les populations lymphocytaires T,

CD4+ et CD8+ dans les souris transgéniques, se comportent de fagon similaire
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aux contréles normaux ou sont légérement diminuées. Aucune différence
majeure n'a été observée d'une lignée a l'autre. Pour ce qui est de la population
des lymphocytes B, elle nous est apparue dans une majorité de cas légerement
augmentée, et ce, surtout pour les lignées R-ER 14 et R-ER 1189. Une telle
augmentation n'a pas été observée pour la lignée R-ER 6 ol la plupart des rates
analysées ont plutdt montré une diminution de cette population. Finalement, la
population macrophagique a, quant a elle, démontré une légére augmentation
pour les 3 lignées. Nous n'avons observé aucune différence en fonction de I'age

et du sexe des animaux étudiés. (figure 10)

Les résultats ainsi obtenus par immunohistochimie sont d'ordre qualitatif.
Malgré les quelques différences observées, ceux-ci ne nous ont pas permis de
conclure que les populations lymphocytaires et macrophagique de la rate étaient
perturbées chez les souris transgéniques comparativement aux souris normales.
Pour cette raison, nous avons poursuivi par une analyse de cytofluorometrie afin
de déterminer la proportion de chacune des populations cellulaires dans la rate
pour les 3 lignées étudiées. Le décompte des populations lymphocytaires ainsi
effectué sur des rates provenant des souris R-ER a démontré que les populations
lymphocytaires T et B ne varient pas selon les mémes tendances d'une lignée a
l'autre (tableau 4). Or, on sait que les populations lymphocytaires peuvent varier
chez un méme individu selon I'dge, le sexe et surtout la condition physique
(Boorman et al., 1990). Ce phénomene peut donc s'expliquer par I'analyse d'une
cohorte d'animaux d'age et de sexe différents pour chaque lignée. La faible
disponibilité des animaux a limité la portée significative des données obtenues
pour ces populations. En effet, seulement 4 rates d'animaux ages de 9 a 14 mois
pour chacune des lignées R-ER 6 et R-ER 14 et 3 rates d'animaux agés de 6 ago

mois de la lignée R-ER 1189 ont été utilisées dans cette étude. Les résultats
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obtenus pour cette derniére lignée, ol les animaux étudiés sont les plus jeunes,
sont similaires a ceux obtenus pour les souris contréles. Il est fort possible que
des animaux plus agés auraient permis d'obtenir des résultats se rapprochant
des 2 autres lignées étudiées puisque I'hyperplasie lymphoide observée semble
s'accentuer avec I'4ge des animaux transgéniques. A l'inverse, chez les souris
normales une atrophie des follicules lymphoides de la rate peut étre observée.
Pour les lignées R-ER 6 et R-ER 14, la population lymphocytaire B est plus
élevée que chez les contrdles normaux, ce qui correspond a I'hyperplasie
observée oil c'est surtout cette population qui est augmentée. L'addition des 3
populations lymphocytaires pour chacune des lignées permet de remarquer une
légére augmentation chez les souris transgéniques en comparaison avec les
souris normales. Chez ces derniéres la proportion de lymphocytes totaux est de
81,7 % alors que cette proportion est de 86,6, 89,25 et 87,5 % pour les lignées R-
ER 1189, R-ER 6 et R-ER 14, respectivement. Encore une fois la realisation d'un
plus grand nombre d'expériences nous permetira de vérifier si cette
augmentation est significative ou non. Par ailleurs, cette évaluation nous a permis
de constater que la population macrophagique montre une augmentation
significative dans les 3 lignées étudiées en comparaison avec les controles
normaux. Cette hausse est en moyenne de 60 %, passant de 5,1 % pour les
souris controles comparativement a 8,2-8,8 % pour les transgéniques. Une
expérience similaire a été effectuée avec des rates provenant de souris
porteuses du transgéne vpu du ViH-1dont I'expression est controlée par le méme
promoteur (RSV). Les animaux utilisés lors de cette expérience proviennent
d'une population comparable a la population de souris R-ER en terme d'age et
sexe des animaux. Les résultats obtenus pour toutes les populations cellulaires
considérées ne sont pas significativement différents des controles et permettent

de confirmer que l'augmentation des macrophages observée pour les souris R-
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ER est un phénomeéne réel et significatif. [l est intéressant de noter que les
valeurs obtenues chez les souris transgéniques R-ER sont du méme ordre peu

importe I'age moyen des souris et ne semble pas progresser avec l'age.

En relation avec cette augmentation des macrophages, nous avons tenté
de veérifier si la fonction phagocytaire était augmentée. Cette derniére peut étre
évaluée par la coloration histochimique de I'némosidérine. Ce phénomeéne est
difficile a metire en évidence puisque I'hémosidérine est présente normalement
dans les macrophages de la rate normale a un niveau qui peut varier selon le
sexe de l'animal. Il a été démontré que chez les jeunes rats adultes, ce pigment
est généralement plus proéminent chez la femelle que chez le male (Boorman et
al.,, 1990). Nous avons tout de méme p0 remarquer un niveau plus éleve
d'hémosidérine chez les animaux transgéniques étudiés provenant de la lignee
R-ER 6 comparativement aux animaux contréles (figure 11). Pour la lignée R-ER
14, une telle augmentation n'a pas été mise en évidence. L'examen d'un nombre

plus élevé d'animaux nous permettrait de confirmer ces données.

[l est intéressant de noter que l'atteinte de la rate observée chez les souris
transgéniques R-ER présente de nombreuses similitudes avec les changements
rapportés par Falk et Stutte dans les rates des patients en phase précoce de
SIDA (Falk et al., 1990). Les changements observés dans la rate de ces patients
ont été divisés en deux categories : les altérations lymphoides et les altérations

du systeme mononucléé phagocytaire.

Chez les patients en phase précoce de la maladie, on remarque une
hyperplasie des follicules lymphoides avec un élargissement des centres

germinaux et des zones marginales. Ceci rappelle beaucoup les observations
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effectuées pour les souris transgéniques (figure 8). Les follicules lymphoides sont
surtout peuplés de lymphocytes B et on retrouve dans les rates des souris
transgéniques provenant des lignées R-ER 6 et R-ER 14 une augmentation de
du nombre de ces cellules (tableau 4). Chez les patients sidéens, la population
des lymphocytes T, lorsqu'elle varie, tend vers une légére diminution dans les
manchons lymphocytaires périartériolaires. L'immunohistochimie classique
révéle que dans la majorité des cas chez les souris R-ER, la population des
lymphocytes T fluctue peu mais une variation vers la baisse peut étre observee
dans certains cas ( tableau 3). Le décompte des populations lymphocytaires
obtenu par analyse cytofluorométrique des rates des souris R-ER démontre une

baisse de cette population dans la lignée R-ER 14 uniquement.

Pour ce qui est du systéme mononucléé phagocytaire, on observe une
augmentation des macrophages chez les patients sidéens, indépendamment de
la phase de la maladie. Chez les transgéniques une telle hausse est aussi
observée. Cette augmentation, tout comme pour les patients, est du méme ordre
peu importe I'4ge moyen des souris et elle ne semble pas progresser avec |'age

(tableau 3).

Concomitante avec une augmentation de la population des macrophages
dans les rates des patients, on note une augmentation de la fonction
phagocytaire telle que révélée par une augmentation de I' érythrophagocytose et
de la sidérose. Chez les transgéniques, nous avons pul remarquer un niveau plus
élevé d'hémosidérine sur des coupes de rates provenant de la lignée R-ER 6 (
figure 11). L'autre lignée utilisée pour cette étude, R-ER 14, n'a pas permis de

confirmer une telle augmentation.
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Maigré la hausse significative du nombre de macrophages ainsi que
l'augmentation de la fonction phagocytaire dans la rate des patients infectés, il
semble que le fonctionnement de ces derniers soit altéré. L'activation et la
transformation des macrophages en cellules épithélioides sont perturbées. Chez
les souris transgéniques, on soupgonne aussi un probléme de fonctionnement
des macrophages. Nous avons entre autres remarqué chez une souris
I'apparition d'un granulome inflammatoire & cellules géantes multinucléées. Cette
Iésion apparait lorsqu'un agent pathogéne spécifique ou une substance inerte ne
peut pas étre digérée par les neutrophiles. Comme les souris transgéniques sont
maintenues dans une unité stérile et sans pathogéne, il est trés peu probable,
voire impossible, que cette souris ait été en contact avec un pathogéne
quelconque. Il est donc possible qu'un défaut de fonctionnement des
macrophages ait entrainé la formation de ce granulome. Pour vérifier le
fonctionnement véritable de ces cellules, des études basées sur l'infection de ces
souris par différents pathogénes ont été entreprises. Ces études de challenge
antigénique par des agents infectieux nous permettront de confirmer si les
macrophages démontrent bel et bien un probléme de fonctionnement lorsque
confrontés a de tels agents. |l serait aussi intéressant de vérifier le contenu en
lysosyme de ces cellules lorsqu'elles sont activées pour déterminer s'il est

diminué comme c'est le cas chez les patients.

Il est bien connu que les monocytes/macrophages peuvent étre infectés
par le VIH-1. Lorsque ces cellules sont infectées elles démontrent peu ou pas de
cytotoxicité et leur capacité phagocytaire est affaiblie. On note aussi une
diminution de la chémotaxie ainsi qu'une réponse diminuée aux agents
infectieux (Nielson et al., 1986; Poli et al., 1985; Roy et al., 1988). Ce

derangement de la fonction macrophagique peut étre di & un déréglement des
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cytokines sécrétées par les lymphocytes T infectés ou encore a l'action directe de
l'infection par le VIH. Dans le cas des souris transgeniques, il se peut qu'un
déreglement de cytokines soit responsable de l'apparition de ce granulome
inflammatoire. Une deuxiéme hypothése est aussi possible. Comme Vpr est
essentiel a I'infection productive des macrophages par le VIH (Balliet et al., 1994
Balotta et al., 1993; Hattori et al., 1990), il est probable que cette protéine y joue
un réle important dans ce type cellulaire en particulier. De plus, il est fortement
proposé que Vpr interagit avec des facteurs cellulaires (Zhao et al., 1994a), lui
permettant d'assister la réplication du VIH dans les cellules primaires au repos. |l
pourrait altérer I'expression de genes cellulaires pour créer un milieu susceptible
a l'initiation ou & la continuité de la réplication. Vpr, en agissant ainsi dans les
macrophages pourrait étre directement impliqué dans le probleme de

fonctionnement de ces cellules.

Jusqu'a présent, nous n'avons pas déterminé si Vpr est exprimé dans les
macrophages. Mais méme s'il ne l'est pas, il pourrait provenir de I'environnement
extracellulaire sous forme circulante. Il a été démontré que Vpr est présent sous
une forme active dans le sérum et le fluide cérébrospinal (Levy et al., 1994; Levy
et al., 1995). Nous ne savons pas par contre si Vpr est relargué dans le milieu ou
s'il est simplement libéré suite a la mort des cellules infectées. Dans notre cas,
s'il est présent dans I'environnement extracellulaire, il pourrait pénétrer dans les
cellules cibles et exercer son effet dans ces cellules. De plus, Vpr pourrait agir
comme agent activateur des macrophages. La stimulation antigénique des
macrophages induit I'expression du complexe majeur d'histocompatibilite classe
[l (Benjamini et al.). Il serait intéressant de mesurer le taux d'expression de la
molécule I-A chez les macrophages dans le but de confirmer cette hypothese.

Comme les macrophages sont issus de la moelle osseuse, l'étude de
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I'expression du géne vpr dans les cellules précurseurs (GM-CSF ou M-CSF) de
celle-ci pourrait nous donner des informations sur l'impact de ce géne sur la
fonction macrophagique. L'établissement de lignée permanente de macrophages

a partir de la moelle osseuse nous permettrait d'effectuer de telles études.

Chez les souris R-ER, en plus des nombreux cas d'hyperplasie lymphoide,
nous avons eu 4 cas d'hyperplasie myéloide sur 40 au total (10 %). Chez la
souris, la rate est un organe hématopoiétique. Elle produit des lymphocytes,
érythrocytes, granulocytes, mégacaryocytes et plaquettes. Chez I'nomme cette
fonction s'observe dans la vie foetale. Dans la vie post-natale, lorsqu'elle se
produit, on parle d'hématopoiése extra-médullaire. Chez les patients infectés par
le VIH-1 'nématopoiése extra-médullaire se produit dans 10% des cas. Ce qui

est similaire aux observations effectuées chez les transgéniques.

Il a été démontré que Vpr induit la différenciation in vitro dans une lignée
Rhabdomyosarcome (Levy et al., 1993). /n vivo, si Vpr produit un tel effet, il est
possible qu'il crée un débalancement dans les différentes populations cellulaires
du cété des cellules plus différenciées. Ceci pourrait avoir pour effet d'augmenter
la formation de nouvelles cellules hématopoiétiques pour combler les populations
manquantes. Si un tel processus se produit, il serait possible gue lorsque nous
avons tenté de générer des souris transgéniques porteuses de ce gene, sous le
contréle du promoteur spécifique aux lymphocytes (SL3), I'expression du gene en
trop grande quantité dans ces cellules, ait été fatale pour les souris. Nous avions
obtenu 5 souris fondatrices qui étaient toutes chimeres. Lorsque ces souris ont
été croisées, trés peu de descendance porteuse du transgéne a eté obtenue.
Quatre souris positives ont été obtenue dans une des lignées, et toutes sont

mortes a I'age de 6 mois environ.
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4.1 CONCLUSION

Les résultats obtenus lors de cette étude nous ont permis de constater que
I'expression du géne vpr sous le contrble du promoteur ubiquitaire RSV dans
notre modeéle de souris transgéniques induit une atteinte des organes
lymphoides. Cette derniere se traduit par une hyperplasie lymphoide ou
lymphoide et myéloide de la rate. De plus, une augmentation du nombre de
macrophages dans la rate a été noté, et ce, dans les 3 lignées étudiées. Ces
observations anatomo-pathologiques ne sont pas reliées au site d'intégration du
transgéne, ni au patron d'expression des messagers de vpr qui est variable d'une
lignée a l'autre. Par contre, cette atteinte de la rate chez les souris transgéniques
présente de nombreuses similitudes avec ce qui a été rapporté chez le patient en

phase précoce de l'infection au VIH.
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