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RESUME

Le SIDA est causé par le VIH-1, un rétrovirus envers lequel il n’existe aucun traitement
curatif. Les thérapies antirétrovirales sont efficaces a limiter la réplication du virus chez
les sujets infectés, mais ne permettent pas une guérison. Le VIH-1 est un rétrovirus,
c’est-a-dire qu’il intégre son génome dans I’ADN de la cellule infectée. Suivant cette
intégration, le virus peut activement produire de nouvelles particules virales, ou encore
entrer en latence. Cet état, réversible, signifie qu’il y a absence de réplication virale.
Cette latence du VIH-1 est une barriére a 1’élaboration d’une cure, puisque les cellules
infectées et latentes, qui forment des réservoirs, se réactivent a I’interruption des
thérapies antirétrovirales, menant a un rebond de la charge virale. Une thérapie curative
du VIH-1 pourrait toutefois €tre possible grace a la thérapie génique. Un géne candidat
pour une telle thérapie se nomme TRIMS. Ce géne code pour un facteur de restriction,
TRIMSa, qui permet d’empécher I’infection de rétrovirus au moment de leur entrée dans
la cellule. De plus, la restriction médiée par TRIMSa active les voies NF-xB et AP-1 de
I’immunité innée, deux facteurs de transcription pouvant également activer la
transcription chez les virus latents. La version humaine de cette protéine n’est pas
restrictive du VIH-1, mais celle trouvée chez les singes rhésus macaques si. Notre
laboratoire a antérieurement généré un mutant de TRIMSa humain ou la substitution de
deux acides aminés (R332G et R335G) lui confere la capacité de bloquer le VIH-1 & un
stade précoce de I’infection.

Gréce a la technologie d’édition génomique par CRISPR-Cas9 et la réparation dirigée
par homologie, nous avons introduit les mutations anti-VIH-1 dans le géne TRIMS de
cellules humaines. Avec un taux d’efficacité de 5,6 %, nous avons isolé dix clones
positifs : neuf sont hétérozygotes pour R332G et R335G, et un dixiéme clone n’a
incorporé que la mutation R332G. Néanmoins, aucun des dix clones ne permettait une
meilleure restriction du VIH-1. Nous avons par contre révélé que chez cette lignée
cellulaire, huTRIMS5a n’a qu’une faible capacité d’action.

D’autre part, en surexprimant le mutant huTRIMSa R332G-R335G dans des lignées
cellulaires humaines ayant un VIH-1 latent, nous avons mis en évidence que 1’action de
restriction d’une nouvelle infection VIH-1 par la protéine mutante active I’immunité
innée, ce qui aura pour effet de renverser 1’état de latence.

Il s’agit d’une premiére démonstration que la version restrictive du VIH-1 de
huTRIMSa, en plus de protéger contre I’infection, pourrait aussi avoir un impact
préventif sur 1’établissement de la latence du virus. De plus, notre étude démontre la
faisabilité¢ de 1’édition génomique du géne humain TRIMS, tout en mettant en évidence
les différentes difficultés a surmonter dans 1’avenir pour obtenir des cellules humaines
restrictives au VIH-1 par cette approche.

Mots-clés : TRIMS5a, VIH-1, CRISPR-Cas9, édition génomique, facteur de restriction.
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CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1 LeVIH
1.1.1 Historique
L.1.1.1 Emergence d’un nouveau mal

Le syndrome de I’'immunodéficience acquise (SIDA) a fait son apparition dans la
communauté scientifique il y a maintenant plus de trente ans, soit en 1981, alors que le
United States Centers for Disease Control (CDC) publiait un rapport décrivant la
curieuse condition médicale de cinq jeunes hommes agés de 29 et 36 ans a Los Angeles.
Ces cinq hommes, ayant des pratiques homosexuelles, étaient atteints d’une pneumonie
causée par Pneumocystis carinii, souffraient de candidose en plus d’étre infectés par le
cytomégalovirus, trois maladies opportunistes plutot rares chez les adultes ((s.a.), 1981).
Aprés la publication de ce rapport, le nombre de cas répertoriés a drastiquement
augmenté, tant 4 Los Angeles qu’ailleurs aux Etats-Unis. De fagon alarmante, prés de la
moitié de ces cas décédaient dans les mois suivant le diagnostic. Au niveau biologique,
il fut constaté que tous ces jeunes gens souffraient d’une chute spectaculaire de leur
nombre de lymphocytes T CD4+, un type cellulaire au cceur de I’immunité adaptative
(Owen et al., 2013). On baptisa cette pathologie SIDA, bien que certains la nommérent
plutét GRID (gay-related immunodeficiency) puisqu’alors elle n’affectait que des

membres de la communauté gaie.

1.1.1.2 Identification de I’agent causal

Cela prit prés de 2 ans pour que la cause de cette immunodéficience acquise soit
identifiée. Il s’agissait d’un virus, d’abord nommé LAV (virus de lymphadénopathie) par

Luc Montagnier et son équipe (Barre-Sinoussi et al., 1983), puis rebaptisé en 1986 VIH



(virus d’immunodéficience humaine, ou HIV en anglais) (Case, 1986). Nous savons
aujourd’hui que ce virus se transmet par le sang et lors de relations sexuelles non
protégées, qu’elles soient homosexuelles ou hétérosexuelles. En 1986, alors qu’on
ignorait toujours 1’origine du VIH, un second virus causant également le SIDA fut
découvert dans 1’ouest de 1I’Afrique (Sharp & Hahn, 2011). Ce nouveau virus, bien que
morphologiquement semblable au VIH, n’affichait pas les mémes antigénes que ce
dernier. On le nomma VIH-2, et son prédécesseur VIH-1. On constata que le VIH-2
avait plusieurs ressemblances avec le VIS (virus d’immunodéficience simienne, ou SIV
en anglais) retrouvé chez les macaques, un primate vivant en Asie. Sur le plan
phylogénétique, le VIH-2 découlerait d’une adaptation du VIS non pathogénique des
singes Sooty mangabey d’Afrique (VISsmm) (Hirsch ef al., 1989), adaptation qui lui a
permis de franchir la barriere inter-espece. Le VIH-2 est présent presque exclusivement
dans I’ouest de I’ Afrique, majoritairement au Sénégal et en Guinée-Bissau : il différe du
VIH-1 par une plus faible charge virale et par le fait que la plupart des gens infectés ne

développeront pas le stade SIDA au cours de leur vie (Sharp & Hahn, 2011).

Néanmoins, le mystére persista plusieurs années quant a I’origine du VIH-1. C’est
en 1989 que se fait la premiere identification d’un VIS chez un chimpanzé né en nature
au Gabon (VIScpz-gabl) (Pepin, 2011). Ses ressemblances phylogéniques avec le VIH-
1 furent le premier indice de 1’origine de ce dernier. Plusieurs analyses d’échantillons et
études phylogéniques (figure 1.1) ont permis de déterminer I’évolution des différents
VIS, et de conclure que le VIScpz proviendrait d’une recombinaison entre deux lignées
de VIS, soit celui du mangabey a collier blanc (VISrcm) et du VIS infectant la famille
Cercopithecus (VISgsn du C. nictitans, VISmus du C. cephus et VISmon du C. mona)
(Sharp & Hahn, 2011). La raison la plus probable de cette recombinaison découle du fait
que les chimpanzés se nourrissent entre autres de plus petits singes, les mettant donc en
contact direct avec le sang infecté par le VIS de ceux-ci. Il faut néanmoins attendre
jusqu’en 2008 pour que Keele er coll. démontrent sans équivoque que le VIH-1
proviendrait en fait d’une adaptation du VIS trouvé chez les chimpanzés (VIScpz)

(Keele et al., 2008).
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Représentation de I’origine du VIH.

Le VIH dérive du virus d’immunodéficience simienne (VIS), retrouvé
chez plusieurs espéces différentes de singe. Les groupes M et N de VIH-1
proviennent d’une adaptation du VIS de chimpanzés. Le groupe P de
VIH-1 est issu du VIS de gorille, qui est lui-méme une dérive du VIS de
chimpanzés. Le VIS de singes Sooty mangabey est pour sa part a
’origine du VIH-2 ainsi que du VIS de macaque. (Sharp & Hahn, 2011)

1.1.1.3  Etat actuel de ’épidémie du VIH

Selon les informations fournies par I’Organisation mondiale de la Santé (OMS), en

2016, on dénombrait 36,7 millions de personnes dans le monde aux prises avec une

infection au VIH, que ce soit de type 1 ou de type 2 (World Health Organization, 2017).

La majorité des cas de VIH se retrouvent en Afrique (25,6 millions de personnes).

Egalement en date de 2016, on estime que prés de 53 % des gens infectés mondialement

sont sous traitement antirétroviral (TAR). On évalue que seulement 70 % des sujets

VIH+ connaissent leur statut de porteur. Néanmoins, depuis le début du XXlIe siécle,

I’OMS a constaté une diminution du nombre de nouvelles infections de 39 %, soit 1,8



million de nouveaux cas entre janvier et décembre 2016, et que le nombre de décés a
régressé d’un tiers, pour s’élever & 1 million pour cette méme année. Au Canada, en
2011, un TAR annuel cofitait prés de 13 000 $, et les frais totaux de la prise en charge
des soins de santé s’élevaient a un peu plus de 22 000 $ par an pour un sujet en phase
SIDA (Kingston-Riechers, 2011). Néanmoins, 1’espérance de vie au Canada d’une

personne séropositive sous TAR a atteint 59 ans en 2011 (Kingston-Riechers, 2011).

1.1.2 Rétrovirus
1.1.2.1 Structure et composantes

Le VIH est un virus a ARN simple brin enveloppé (Kartikeyan et al., 2007)
appartenant a la famille des rétrovirus. Son génome (figure 1.2) se trouve sous la forme
d’un segment de 9,8 kB d’ARN, en deux copies identiques non complémentaires (Levy,
1998). Les rétrovirus ont la particularité de convertir leur ARN viral en ADN (acide
désoxyribonucléique) une fois a I’intérieur du cytoplasme de la cellule hote, et cet ADN

viral linéaire sera par la suite intégré de facon permanente au génome de celle-ci.
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Figure 1.2  Génome viral du VIH-1.
Le génome du VIH-1 est constitué de 9 genes : gag, pol, env, vif, vpr,
vpu, tat, rev et nef. (Adapté de Altfeld er al. (2015))

On retrouve dans le ceeur viral trois enzymes : une reverse transcriptase (RT), qui
permet la conversion ARN—ADN, une intégrase (IN) pour I’incorporation de cet ADN
viral, et une protéase (PR) nécessaire a la maturation des virions. Ce ceeur viral, en
forme de cone, ou nichent les 2 brins d’ARN associés a la nucléocapside (NC ou p7), est

circonscrit par des protéines formant la capside (CA ou p24). Finalement, le tout est



enrobé d’une enveloppe, provenant de la membrane cellulaire, ou se situent les

glycoprotéines de surface gp41 et gp120 (figure 1.3).
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Figure 1.3  Structure et composantes d’un virion VIH-1.
Le cceur viral du VIH-1, entouré par la capside, est constitué des deux
brins d’ARN, protégés par la nucléocapside, et des enzymes protéase,
réverse transcriptase et intégrase. L’enveloppe virale posséde une
bicouche lipidique d’origine cellulaire a laquelle s’ajoutent la matrice et
les triméres de gp120-gp41. (Adapté de Altfeld et al. (2015))

Toutes ces protéines, dites structurales, sont communes a tous les rétrovirus
(Kartikeyan et al., 2007) et sont encodées par trois geénes (Larrouy et al., 2010) (figure
1.4). Le premier, gag, code pour le précurseur Gag (ou p55) incluant les protéines de
matrice (MA, ou pl17), CA, NC, p6 ainsi que SP1 et SP2 (Freed, 2015). Pour sa part, pol/
est respoinsable de la synthese de Gag-pol,ﬂ précurseur issu d’un changement programmé
du cadre de lecture de ’ARN messager (ARNm) de gag, duquel découlent les enzymes
virales (PR, RT et IN) (Freed, 2015). Finalement, les protéines de 1’enveloppe gp120 et
gp41 proviennent du précurseur gp160 encodé par env (Kartikeyan et al., 2007).
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Figure 1.4  Représentation schématique des trois précurseurs du VIH-1.
Les protéines structurales du VIH-1 sont d’abord synthétisées sous forme
de précurseurs. (Adapté de Freed (2015))

D’autres protéines virales, dites non structurales sont encodées par 6 genes
supplémentaires et sont pour leur part propres aux lentivirus. Les deux protéines
régulatrices associées a I’ARN sont Tat et Rev, responsables respectivement
d’augmenter 1’expression des geénes viraux (Sodroski et al., 1985) et de permettre
I’export des ARN non épissés et partiellement épissés du noyau vers le cytoplasme
(Malim et al., 1989). Les quatre protéines accessoires, importantes pour la pathogénicité
du virus, sont : Nef, impliqué dans la pathogénicité du virus en éliminant le récepteur
CD4 des cellules infectées (Arganaraz et al., 2003), en induisant I’apoptose des cellules
CD4+ (Lenassi et al., 2010) et en inhibant la réponse immunitaire cytotoxique des
lymphocytes T CD8+ envers les cellules infectées (Collins ef al., 1998); Vpr, qui stimule
la synthése virale en s’associant aux LTR (Cohen et al., 1990), qui joue un role dans
I’import nucléaire chez les cellules qui ne sont pas en division (Heinzinger et al., 1994),
qui permet I’arrét du cycle cellulaire en phase G2 afin d’augmenter le production de
virions (He et al., 1995)et qui entraine le dégradation protéasomale de UNG, une
uracile-ADN glycosylase qui clive les résidus uracile pouvant avoir été incorporés par
I’action du facteur de restriction APOBEC3G (Schrofelbauer ef al., 2005); Vif et Vpu,
qui jouent un réle dans les phases tardives du cycle viral en inhibant respectivement les
facteurs de restriction APOBEC3G (Sheehy et al., 2003) et tétherine (Neil et al., 2008),
concepts qui seront détaillés dans la section 1.3 de ce chapitre. Vpu a aussi comme role
de réguler a la baisse I’expression du récepteur CD4 (Willey et al., 1992). Cette protéine
virale n’est pas présente chez le VIH-2 ni dans la majorité des VIS, ou elle est remplacée

par Vpx (Kartikeyan et al., 2007).



L.1.2.2 Cycle viral : infection et réplication

Lors de I’infection, les protéines gpl20 de I’enveloppe du virus se lient aux
récepteurs CD4 des cellules humaines, présents chez les monocytes, les lymphocytes T
et les cellules dendritiques. L’association gp120-CD4 seule n’est pas suffisante a
I’entrée du virus dans la cellule : pour qu’il y ait fusion entre 1’enveloppe virale et la
membrane cellulaire, il faut la présence d’un co-récepteur (CCRS ou CXCR4, selon son
tropisme envers les macrophages ou les cellules T) (Levy, 1998). A la suite de cette
fusion, le cceur viral se retrouve au niveau du cytoplasme, ou s’amorcera la transcription
inverse par la RT, en utilisant les désoxyribonucléotides (dNTPs) présents dans la
cellule. Gréce a un synchronisme peu compris entre la transcription inverse, la
décapsidation du cceur viral et I’import nucléaire (Maelfait er al., 2014), ’ADN viral
double-brin se retrouve au noyau afin d’étre intégré dans le génome de la cellule par
I’IN. Les étapes comprises entre 1’association du virus a la cellule-héte et I’intégration
de I’ADN viral constituent la phase précoce du cycle réplicatif du VIH-1 (Freed, 2015).
La seconde phase de la réplication virale débute au moment ou il y a transcription des
genes viraux dans I’optique de produire de nouveaux virions (figure 1.5). Les ARNs
messager (ARNm) codant pour les précurseurs des polyprotéines Gag et de Gag-pol,
pour les glycoprotéines de I’enveloppe (gpl20 et gp4l) ainsi que les protéines
accessoires et régulatrices, sont exportés au niveau du cytoplasme de la cellule infectée

afin d’étre traduit.

Une fois les précurseurs synthétisés, ceux-ci sont acheminés a la membrane
plasmique pour I’assemblage des particules virales, ou sont encapsidées 2 copies d’ARN
viral non épissé. Finalement, les glycoprotéines d’enveloppe sont insérées dans la
membrane cellulaire, a ’aide du domaine MA du précurseur gag, pour que les virions
formés puissent s’extraire de la cellule infectée par bourgeonnement. Ne reste que
I’étape de maturation des virions, rendue possible grace a la PR exprimée a partir du
précurseur Gag-pol. Cette enzyme permet le clivage des deux précurseurs en leurs

différentes protéines distinctes, ce qui meéne a une maturation compléte des virions.



Cette €tape est cruciale puisque seuls les virions matures peuvent par la suite infecter de

nouvelles cellules (Freed, 2015).
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Figure 1.5  Phases tardives du cycle viral.
La transcription des génes viraux et la synthése de virions sont les
dernieres étapes du cycle viral. Les précurseurs Gag et Gag-pol sont
incorporés tels quels lors de 1’assemblage des virions a la membrane
cellulaire. Ce n’est qu’apreés le bourgeonnement des virions que ces
précurseurs seront clivés par la protéase, lors du processus de maturation.
(Freed, 2015)

1.1.2.3 Transmission

Le VIH-1 est un virus qui infecte certaines cellules retrouvées entre autres dans le
sang. Des lors, il lui faut atteindre ces cellules par différentes portes d’entrée. Il peut y
avoir contamination directe par le sang (partage de seringues souillées, transfusion

sanguine ou transplantation d’organe provenant d’un donneur infecté, blessure



accidentelle avec du matériel médical ayant servi a un patient VIH+), ou par voie
périnatale (contact sanguin entre le feetus et la mére lors d’un accouchement par les
voies naturelles, transmission par le lait maternel). Néanmoins, la voie d’infection la
plus commune reste la transmission lors de relation sexuelle. Toutefois, I’efficacité de
transmission varie beaucoup entre ces différentes voies :
- Pres de 95 % lors de transfusion sanguine provenant d’un donneur infecté ;
- Entre 50 et 90 % lors de transplantation d’organe provenant d’un donneur
infecté ;
- Entre 20 et 40 % par voie transplacentaire si la mere n’est pas sous TAR ;
- Entre 3 et 10 % lors de partage de seringues par les utilisateurs de drogues
injectables ;
- Environ 0,5% lors de blessure accidentelle avec une aiguille dans un
environnement hospitalier ;
- Et finalement entre 0,1 a 1% d’efficacité lors de relation sexuelle non

protégée (Kartikeyan et al., 2007).

La transmission par voie sexuelle €tant la moins efficace, il demeure que c’est de
cette fagon que le virus se propage le plus entre les individus. Il est a noter que c’est la
personne dite « receveuse » lors de la relation qui est la plus a risque d’infection, que ce
soit un homme ou une femme (Levy, 1998). Depuis le début de la pandémie en 1981, la
diminution des nouveaux cas dans les pays industrialisés est due majoritairement au
TAR, mais également & un meilleur dépistage, a un contrdle pointu des dons (organes et
sang), a un suivi des grossesses rigoureux chez les femmes séropositives en plus
d’effectuer les naissances par césarienne et de traiter tant la mere que ’enfant durant
’allaitement, a I’apparition des centres d’injections supervisées et évidemment a une
sensibilisation de la population quant aux pratiques sexuelles protégées (World Health

Organization, 2017).
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1.1.2.4 Groupes de VIH-1

I1 existe officiellement 4 groupes de VIH-1. Ils sont entre autres distingués par leur

lieu d’origine et par I’action de leur protéine régulatrice Vpu (figure 1.6). Cette protéine

virale chez VIScpz permet la dégradation du récepteur CD4 (Sharp & Hahn, 2011). Par

contre, pour franchir la barriére inter-espéce, Vpu a acquis une capacité d’action contre

le facteur de restriction humain tétherine (Yang et al., 2011), protéine anti-VIH-1 qui

sera décrite plus en détail dans la prochaine section de cette introduction.

Le groupe M (pour « main », qui signifie principal en anglais) est responsable
de la pandémie actuelle du virus. Il découlerait d’une dérive du VIScpz de la
sous-espece Pan troglodytes troglodytes (VIScpzPtt) vivant dans le sud du
Cameroun (Keele et al., 2008). Premier groupe découvert, en 1983, on estime
que sa transmission a I’humain daterait du début du XXe siecle, et que c’est a
Kinshasa en République démocratique du Congo que se sont faites presque
toutes les différenciations du VIH-1 émanant de cet unique éveénement de
transmission chimpanzé-humain (Sharp & Hahn, 2011). C’est seulement chez
le groupe M qu’on trouve un VIH-1 ayant un Vpu efficace tant dans son
action anti-CD4 qu’anti-tétherine, ce qui pourrait expliquer sa prévalence
(Sharp & Hahn, 2011).

Le groupe O (« outlier », qui signifie a I’écart en anglais) a été¢ découvert
quant a lui en 1990. Moins de 1 % des gens infectés par le VIH-1 font partie
de ce groupe, et ceux-ci se situent presque exclusivement au Cameroun, au
Gabon et dans les environs (Sharp & Hahn, 2011). Les analyses
phylogénétiques tendent a démontrer que le groupe O tiendrait sa source d’un
VIS retrouvé chez les gorilles (VISgor), lui-méme étant une adaptation du
VIScpz. Le Vpu retrouvé chez le groupe O possede toujours son action anti-
CD4, mais n’a que peu d’effet pour bloquer I’action anti-VIH-1 de tétherine.
Le groupe N (« new », nouveau en anglais) regroupait en 2010 que 13 cas.
Identifié en 1998, il s’agirait d’une variation ayant émergé dans une région du

centre sud du Cameroun. Pour sa part, le groupe N produit une protéine Vpu



Figure 1.6
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qui a non seulement une faible activité contre tétherine, mais qui a également
perdu sa fonction anti-CD4 (Sharp & Hahn, 2011).

Le groupe P est le dernier des groupes de VIH-1. Sa découverte datant de
seulement 2009, il semble étre également une adaptation du VISgor, et
uniquement deux cas, une femme et un homme originaire du Cameroun, ont

pu étre identifiés entre 2009 et 2011 (Sharp & Hahn, 2011).

C Monkeys

Classification des groupes de VIH selon leur capacité a inhiber la
protéine tétherine, a partir de leurs origines simiennes.

Les groupes de VIH se distinguent par leur capacité a empécher la
restriction médiée par tétherine. Selon le virus simien duquel découle le
groupe de VIH, tétherine est inhibé par Vpu ou Nef. (Sharp & Hahn,
2011)
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1.2 LeSIDA

1.2.1 Le stade SIDA

Le VIH est un virus qui s’attaque aux cellules immunitaires possédant le

récepteur CD4, menant éventuellement 2 une immunodéficience sévére. La maladie qui

en découle se développe en trois phases (U.S. Departement of Health and Human

Services, 2017) :

La phase aigiie se produit dés le moment de I’infection et dure entre deux et
quatre semaines. Durant cette phase, les sujets infectés ressentent des
symptomes grippaux (fievre, maux de téte) sans plus. Pourtant, c’est lors de
cette phase qu’ils sont lg plus infectieux : en effet, c’est au cours des
premiéres semaines que le virus est hautement réplicatif et qu’il se dissémine
au travers de tout ’organisme. Puisque le systéme immunitaire s’active pour
combattre 1’infection, un plus grand nombre de cellules CD4+ sont mises a
contribution, permettant au virus d’infecter encore plus de ces cellules hotes.
La phase chronique de I’infection est plutdt cliniquement asymptomatique.
Néanmoins, le sujet peut démontrer des symptdmes de fievre, de perte de
poids, de diarrhée, de toux et d’enflure des ganglions lymphatiques (World
Health Organization, 2017). Le syst¢éme immunitaire n’est plus activé et la
multiplication virale ralentit. C’est aussi a ce moment qu’on peut commencer
a détecter des anticorps spécifiques au VIH-1, dont ceux contre la protéine
virale de CA p24. Bien que la charge virale sanguine soit diminuée
comparativement a la phase aigiie, le sujet reste infectieux. S’il y a absence
de traitement, il passera lentement vers la phase finale de I’infection en 2 a 15
ans (World Health Organization, 2017).

La phase finale est appelée stade SIDA. On établit qu’un sujet atteint cette
phase lorsque son taux de cellules CD4+ passe en dessous de 200 copies par
ml de sang, ou lorsqu’il se trouve aux prises avec des infections
opportunistes, puisque le systéme immunitaire est gravement affaibli. Un

sujet sidéen non traité a une espérance de vie d’environ 3 ans.
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1.2.2 Prise en charge

La premiére étape de la prise en charge de I'infection au VIH-1 demeure le
dépistage. Etant donné que le virus ne cause que peu de symptdmes spécifiques lors de
la phase aigiie, il est plutot difficile d’identifier I’infection a ce stade. Il faut donc que les
gens aux comportements a risques (utilisateurs de drogues injectables, travailleurs du
sexe, participants d’une relation sexuelle non protégée) aillent se faire dépister
rapidement a la suite d’un possible événement de transmission. Le dépistage de base
consiste a déterminer s’il y a présence ou non d’anticorps anti-VIH chez I’individu. Par
contre, puisque ces anticorps peuvent prendre jusqu’a 28 jours a se former (World
Health Organization, 2017), il est possible qu’un dépistage trés t6t en phase aigiie donne
tout de méme un résultat négatif. S’il y a eu une probable exposition au virus dans les 72
heures précédant la consultation, le sujet recevra alors un traitement post-exposition
(PEP), c’est-a-dire qu’il sera mis sous TAR durant 28 jours avant de passer un nouveau
test de dépistage. De cette fagon, s’il y a eu transmission, il est possible que le traitement
empéche I’infection de s’établir. Une autre méthode de plus en plus utilisée depuis
quelques années, particuliérement chez les individus a haut risque de contracter le VIH-
1, est la prophylaxie pré-exposition (PrEP). Ces individus, non porteurs du virus,

prennent un TAR de fagon préventive les protégeant de 1’établissement de I’infection.

Lorsque le diagnostic d’infection au VIH-1 tombe, peu importe le taux de
cellules CD4+, la premiére ligne de TAR consiste en une combinaison de trois
inhibiteurs de 1’enzyme réverse transcriptase, soit une dose unique quotidienne de
Tenofovir Disoproxil Fumarate, de Lamivudine et d’Efavirenz (World Health
Organization, 2016). Si cette combinaison s’avére inefficace (résistance du virus, hausse
de la charge virale, effets secondaires indésirables), d’autres classes d’antirétroviraux
existent, tels les inhibiteurs de la PR, les inhibiteurs de fusion, les inhibiteurs d’entrée
(ou les antagonistes du co-récepteur CCRS) ainsi que les inhibiteurs de I’IN (U.S. Food
and Drug Administration, 2016). Ces médicaments bloquent la réplication du virus dans
les cellules: sans étre un traitement curatif, il empéche presque totalement Ia
transmission du VIH-1, et rend possible le rétablissement du systéme immunitaire du

sujet (World Health Organization, 2017).
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En plus de la prise en charge des effets physiques, il ne faut pas négliger I’aspect
psychologique de l’infection. L’annonce d’un diagnostic de VIH-1 est une énorme
source de stress pour I’individu, qui peut par la suite ressentir diverses manifestions
psychologiques telles que la dépression, I’anxiété, de I’insomnie, un stress post-
traumatique, voire méme des pensées suicidaires (U.S. Departement of Health and
Human Services, 2016). Les personnes séropositives doivent entre autres gérer, en plus
de la prise en charge physique, des émotions intenses envers leur entourage, un stress
concernant leurs plans futurs, une fatigue psychologique due a I’acceptation de leur
condition et au changement soudain de leur quotidien (Société Canadienne du SIDA,
2014). Leur estime de soi est grandement affectée, que ce soit a cause de la
stigmatisation ou des préjugés auxquels ils devront faire face. Finalement, le virus lui-
méme est connu pour entrainer des problémes neurocognitifs, particuliérement chez les
sujets non traités (Société Canadienne du SIDA, 2014). Il va donc de soi qu’un individu
mis sous TAR se doit également d’envisager de consulter un psychologue, ou méme

d’incorporer un groupe de soutien et d’entraide afin de sortir de son isolement.

1.2.3 Maladie incurable
1.2.3.1 Virus hors d’atteinte

Malgré les efforts en ce qui a trait a la recherche sur le VIH depuis plus de trente
ans, 1l n’existe toujours aucun traitement curatif contre ce virus. La panoplie de drogues
antirétrovirales utilisées permet la suppression de la réplication virale dans les cellules
infectées, c’est-a-dire qu’ils empéchent la formation de nouveaux virus dans 1’organisme
par les cellules ou I’infection a eu lieu. On considére que le traitement est efficace
lorsque la charge virale plasmatique est sous le niveau de détection, soit moins de 50
copies d’ADN viral par millilitre (Siliciano & Greene, 2011). Par contre, malgré cette
absence apparente de charge virale, I’arrét du TAR meéne irrémédiablement 4 un rebond
de la virémie, généralement dans les 2 a 3 semaines suivant I’interruption du traitement
(Davey et al., 1999). Cette virémie résiduelle est présente chez tous les patients infectés

par le VIH-1, peu importe depuis combien d’années ils sont sous TAR (Siliciano &
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Greene, 2011). 1l existe donc des réservoirs de cellules ou le VIH-1 échappe aux
antirétroviraux, sans pour autant acquérir des mutations de résistances a ces drogues, et
tout en gardant leur potentiel réplicatif menant & ce rebond viral (Finzi et al, 1997).
C’est d’abord dans les lymphocytes T CD4+ au repos (« resting CD4+ T cells ») qu’ont
été découverts des virus latents. Ces virus sont non-actifs, c’est-a-dire qui ne
synthétisent pas de protéine virale, mais ne sont pas défectueux, puisque leur cycle de
réplication peut étre réactivé (Chun ef al., 1995). Par la suite, il a été démontré que le
réservoir principal de cellules latentes se situe au niveau des lymphocytes T mémoires
centrales (Tcm) et mémoires transitionnelles (Ttm) (Chomont et al., 2009). On estime
que la demi-vie de ce réservoir est de preés de 44 mois, ce qui signifie qu’une éradication
naturelle de celui-ci prendrait autour de 60 ans (Finzi et al, 1999). Parmi les autres
réservoirs possibles, on trouve les macrophages (Igarashi ef al., 2001), les cellules
progénitrices hématopoiétiques (HPCs) de la moelle osseuse (Carter et al., 2010) et les
astrocytes du systeme nerveux central (Churchill et al., 2009). Le tissu lymphoide
associ€ au tractus digestif (GALT pour « gut-associated lymphoid tissue ») et les nceuds
lymphatiques (LN) (Rothenberger et al., 2015) sont connus pour étre des sanctuaires
anatomiques de cellules infectées latentes. Ce sont tous ces réservoirs qui empéchent, a

I’heure actuelle, d’éradiquer le VIH-1 des sujets infectés (Siliciano & Greene, 2011).

1.2.3.2 Patient de Berlin

En 2005, un homme dans la quarantaine d’origine américaine, sous TAR depuis 10
ans suite a un diagnostic de VIH-1 en 1995, développe une leucémie myéloide aigiie
(LMA) alors qu’il vit a Berlin, en Allemagne. Malgré quatre traitements de
chimiothérapies, la leucémie est toujours présente chez ce patient. La greffe de cellules
souches hématopoiétiques devient une nécessité, et plusieurs donneurs compatibles sont
trouvés. Par contre, 4 ce moment, le docteur Gero Hiitter décide de chercher parmi les
donneurs compatibles un candidat qui serait aussi homozygote pour la mutation du
gene CCRS. Cette mutation (CCR5A32) est une délétion de 32 paires de bases au
niveau du gene, retrouvée chez environ 1 % de la population européenne, qui fournit une

résistance naturelle & I’infection au VIH-1 (Hiitter et al., 2009). Un donneur parfaitement
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compatible et homozygote pour CCRSA32 a pu étre identifié et une premiére greffe et

lieu le 6 février 2007 (Brown, 2015). Le patient interrompit son TAR la veille de
’intervention. Néanmoins, 391 jours plus tard, une deuxiéme greffe fut nécessaire,
provenant du méme donneur CCR5A32 (Hiitter et al., 2009), compte tenu d’une

récidive de la leucémie. Le cas est devenu célébre en 2009 puisque plus de 20 mois
suivant ’arrét de tout TAR, aucune trace du VIH-1 n’était détectable chez celut qu’on
désigna comme le Patient de Berlin (Hiitter ez al., 2009). Timothy Ray Brown est le
premier humain guéri du VIH-1, et reste a ce jour le seul et I’unique. En février 2017,
lors d’un atelier en marge du CROI (Conference on Retroviruses and Opportunistic
Infections) a Seattle, Brown célébrait ses dix ans de guérison, bien qu’il ait déclaré avoir
débuté une PrEP afin de se protéger contre un éventuel VIH-1 qui utilise le co-

récepteur CXCR4 plutét que le CCRS (Highleyman, 2017).

1.3 Les facteurs de restriction du VIH-1
1.3.1 Facteurs de restriction

Les cellules, susceptibles a une multitude de virus, possédent une panoplie
d’éléments de défense pour se prévenir de ces infections. Les facteurs de restriction font
partie de ces mécanismes qui empéchent un virus donné de procéder & un cycle viral
complet une fois celui-ci entré au niveau du cytoplasme de la cellule infectée. Les
facteurs de restriction sont, par définition, des protéines cellulaires spécialisées,
effectrices de I’immunité innée, et encodées par des ISGs, des genes stimulés par
Pinterféron de type I (IFN-I) (Merindol & Berthoux, 2015). De fagon générale, ils ont un
effet d’inhibition plus important sur des rétrovirus qui sont non spécifiques a 1’espéce de
la cellule-hote. De ce fait, un virus qui parvient a sauter la barriére inter-espéce est un
virus qui s’est adapté au nouvel hote en acquérant des mécanismes de résistance face

aux facteurs de restriction présents chez cette espece.
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1.3.2 Facteurs de restriction et VIH-1

Plusieurs facteurs de restriction ont été identifiés pour avoir une action, de faible a
forte, envers le VIH-1 (figure 1.7). Ils agissent au niveau de différentes phases de
Iinfection, et leur efficacité varie selon le type cellulaire impliqué (Merindol &
Berthoux, 2015). On peut les classer en deux catégories : ceux qui restreignent le VIH-1
avant l’intégration, et ceux qui entrent en jeu aprés l’intégration du virus afin

d’empécher sa propagation a d’autres cellules (Soliman et al., 2017).
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Figure 1.7  Les différents facteurs de restriction du VIH-1 et leur cible d’action.
Les facteurs de restriction du VIH-1 ont chacun leur cible d’action et
agissent a différents stades du cycle viral, que ce soit en amont de
I’intégration du virus ou en aval. (Soliman et al., 2017)
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L.3.2.1 IFITM

Lors de I’infection par le VIH-1, la premiere étape qu’il est possible de bloquer est
’entrée du VIH-1 dans la cellule par IFITM1 (« Interferon-Induced Transmembrane 1 »)
(Lu et al., 2011). Cette protéine agit sur la membrane cytoplasmique afin de diminuer sa
fluidité, en modulant sa composition lipidique et sa courbature (Li et al., 2013). Cette
soudaine rigidité membranaire empéche 1’hémifusion, le processus durant lequel les
hémimembranes externes des bicouches lipidiques du virion et de la cellule fusionnent
(Tartour & Cimarelli, 2015). L’équipe de Liu a pour sa part démontré in vitro que
IFITM2 et IFITM3 peuvent interagir avec les protéines d’enveloppe du VIH-1 et ainsi

empécher I’infection entre les cellules (Yu ez al., 2015).

1.3.2.2 APOBEC3G

Deux facteurs de restrictions bloquent 1’étape de la transcription inverse du VIH-
1. Le premier d’entre eux est APOBEC3G, un des sept membres de la famille des
APOBEC (« Apolipoprotein B editing complex 3 ») (Soliman et al., 2017). Ces
protéines, qu’on retrouve a des niveaux variables chez les lymphocytes T CD4+, CD8+,
les lymphocytes B et les cellules myéloides (Koning er al., 2009), ont une action
cytosine déaminase (Harris & Dudley, 2015). Pendant la transcription inverse, durant la
synthése du brin (-) d’ADN viral, les APOBEC3 reconnaissent de fagon spécifique des
motifs di- ou tri-nucléotidiques ((C)CC ou (T)TC) sur I’ADN simple-brin (ssDNA) des
rétrovirus (Yu et al., 2004), et provoquent la conversion C—U de ces motifs (Chelico ef
al., 2006). 1l en résulte une hypermutation de I’ADN viral (Mangeat et al., 2003). Celui-
ci peut étre dégradé par la cellule-hote, qui le reconnait comme un ssDNA aberrant
compte tenu de la présence de nucléotides d’uracile (Okada & Iwatani, 2016; Yang et
al., 2007). D’un autre c6té, si I’ADN viral parvient a s’intégrer au génome de la cellule,
la présence d’un grand nombre de mutations peut avoir largement réduit son potentiel
infectieux (Mbisa et al., 2007; Russell et al., 2009). Néanmoins, le VIH-1 a développé

une fagon de contourner cette restriction : la protéine virale Vif permet le retrait
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d’APOBEC3G des virions en formation, en plus d’entrainer 1’ubiquitination de ce

facteur de restriction afin qu’il soit dégradé par le protéasome (Sheehy et al., 2003).

1.3.2.3 SAMHDI

Le second acteur de I’inhibition de la transcription inverse, découvert en 2011
(Laguette et al., 2011) est SAMHDI1 (« Sterile Alpha Motif And Histidine-aspartate
Domain containing protein 1 »). Fortement exprimée chez les monocytes, les
macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes T CD4+ au repos (Descours et
al., 2012), cette protéine se situe tant au niveau du cytoplasme que du noyau et n’est
inductible a ’IFN-I que dans les monocytes (St Gelais et al., 2012). Le domaine SAM
de la protéine permet 1’interaction avec de I’ARN ou d’autres protéines, alors que le
domaine catalytique HD a une activité dNTPase (Goldstone et al., 2011; White et al.,
2013), scindant les nucléotides (ANTPs) présents dans la cellule. Cette diminution du
nombre total de dNTPs disponibles, provoquée par SAMHDI, réduit I’efficacité de la
syntheése d’ADN lors de la transcription inverse du VIH-1 (Baldauf et al., 2012). Il a
¢galement été démontré, in vitro, qu’en présence de peu de dGTP, SAMHDI peut lier
tant les formes simple-brin d’ADN et d’ARN viral et entrainer leur dégradation par son
action RNase, particuliérement lors de la transcription inverse (Ryoo et al., 2014). Le
VIH-1 ne possede pas de mécanisme pour contrer la restriction médiée par SAMHDI,
bien qu’un tel mécanisme existe chez le VIH-2 (Laguette et al., 2011), le VISsmm et le

VISmac (Goujon ef al., 2007) via la protéine virale Vpx.

1.3.2.4 Mx2

L’import nucléaire de ’ADN viral est la dernicre étape ou 1l est possible de
bloquer I’infection avant I’intégration. Mx2, aussi connu sous 1’appellation MxB (« IFN-
inducible Myxovirus resistance 2/B ») est une GTPase de la famille des « Dynamin-
like » (Holzinger et al., 2007). Son action anti-VIH-1, découverte en 2013 (Goujon ef
al., 2013; Kane et al., 2013; Liu et al.,, 2013), est associée a une diminution de
I’intégration virale, observable par une baisse des cercles 2-LTR au niveau du noyau

cellulaire due a un blocage de I’'import nucléaire (Goujon ef al., 2013). Aussi, Mx2
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reconnait spécifiquement la capside virale (Fricke et al., 2014). Plus précisément,
I’interaction protéine-protéine se fait via la boucle cyclophyline-A des protéines de
capsides (Liu et al., 2015), permettant I’inhibition de la décapsidation virale par Mx2
(Fricke et al., 2014).

1.3.2.5 TRIM?22

Une fois le virus intégré au sein du génome de la cellule-héte, il y a initiation du
cycle réplicatif menant a 1’expression des protéines virales. TRIM22 est un facteur de
restriction qui reconnait le LTR du VIH-1, permettant d’interférer dans la transcription
des geénes viraux (Kajaste-Rudnitski er al,, 2011). TRIM22 s’interpose aussi dans
I’assemblage des virions en s’associant & Gag afin d’en contrecarrer le trafic

intracellulaire (Barr ef al., 2008).

1.3.2.6 SLFNI11

SLFN11 (« Schlafen family of mouse and human proteins ») (Soliman et al.,
2017) est une protéine induite par I’interféron de type I (Li et al., 2012), connue entre
autres pour son implication dans le contrdle de la prolifération cellulaire (Mavrommatis
et al., 2013). Elle restreint la traduction virale en s’associant aux ARN de transfert
(ARNt), primordiaux a la synthése des protéines, limitant ainsi leur disponibilité (Li ez
al., 2012). Les premieres observations de son implication dans le contrdle du VIH-1
datent de 2013, ou il a été constaté que I’expression de SLEN11 est plus élevée chez les
lymphocytes T CD4+ des contrdleurs élites (Abdel-Mohsen et al., 2013), des sujets
VIH+ ayant une charge virale indétectable et une progression excessivement lente vers

le stade SIDA malgré 1’absence de traitement (Saag & Deeks, 2010).

1.3.2.7 MARCHS

Un nouveau facteur de restriction, ayant une action anti-VIH-1 intéressante in vitro
dans les cellules myéloides différenciées, est une E3 ubiquitine ligase nommée

MARCHS8 (« Membrane-Associated RING-CHS ») (Tada et al., 2015). Cette protéine,
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hautement exprimée chez les cellules dendritiques et les macrophages, rend les virions
nouvellement formés non infectieux, puisqu’elle contrecarre 1’incorporation des

glycoprotéines de 1’enveloppe du VIH-1 (Tada ef al., 2015).

1.3.2.8 SERINCS

SERINCS est une autre protéine qui affecte I’infectivité des virions en agissant au
niveau de ’enveloppe (Soliman er al, 2017). Ce facteur de restriction a pour rdle
d’ajouter des sérines, un acide aminé polaire, dans la membrane lipidique (Inuzuka et
al., 2005). Cette protéine est incorporée dans les virions, ce qui réduit leur infectivité
puisque I’ajout de sérines empéche la fusion des virions a de futures cellules cibles. Par
contre, cette action anti-VIH-1 de SERINCS est neutralis€ée par Nef (Rosa et al., 2015;
Trautz et al., 2016).

1.3.2.9 Tétherine

Aussi connue sous les noms BST2 (« Bone marrow stromal cell antigen-2 ») et
CDI137, tétherine est une protéine transmembranaire situ€e tant dans la membrane
cytoplasmique que dans le réseau trans-Golgi (Kupzig ef al., 2003) et les endosomes
(Dube et al., 2009). Exprimée chez beaucoup de types cellulaires différents, dont les
lymphocytes T CD4+ (Blasius et al., 2006) et les macrophages (Chu et al., 2012),
tétherine cible la bicouche lipidique et cause la restriction de plusieurs virus enveloppés
(Jouvenet et al, 2009). En effet, ce facteur de restriction possede un domaine
transmembranaire qui ’ancre a la membrane de la cellule, et un domaine
glycosylphosphatidylinositol en C-terminal (Kupzig et al, 2003) s’insérant dans
’enveloppe virale. Lors du bourgeonnement des virions, tétherine empéche leur relache
en les retenant a la membrane de la cellule infectée (Neil et al., 2008). De plus, cette
accumulation des virions a la surface de la cellule jouerait le role de PAMP (« pathogen-
associated molecular pattern ») permettant 1’activation de I’immunité innée par la voie
NF-xB (Galdo et al., 2012). Par contre, I’action de tétherine envers le VIH-1 est inhibée

par les protéines virales Vpu (pour les groupes M et N) (Le Tortorec et al., 2011) et Nef
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(pour le groupe O) (Kluge et al., 2014), qui capturent tétherine au site d’assemblage des

virions et la retirent de ceux-ci (McNatt ez al., 2013).

1.3.2.10 TRIMS5a

Finalement, le dernier facteur de restriction du VIH-1 d’importance, et celui qui
est au cceur méme de ce projet de maitrise, est la protéine cytoplasmique TRIMSa. 11
s’agit de I’1soforme le plus long découlant du ISG TRIMS5, un membre de la famille des
TRIM (« Tripartite motif ») (Stremlau et al., 2004). Tous les membres de cette famille
ont un domaine RING (« Really Interesting New Gene ») en N-terminal qui posséde une
activité E3 ubiquitine ligase, un ou deux domaines B-Box qui permet la trimérisation des
dimeres de protéines, et un domaine coiled-coil responsable de la dimérisation (Nisole et
al., 2005). Certains TRIM, comme TRIMSa (figure 1.8), possédent, en plus de ces trois
motifs, un domaine C-terminal nommé PRYSPRY (ou PRY, ou B30.2), qui permet
I’interaction protéine-protéine (Li et al., 2007). Cette portion de la protéine, qui posséde
4 régions hyper variables (V1 & V4) (Song et al., 2005)) permet la reconnaissance

spécifique de la capside de différents rétrovirus (Stremlau et al., 2004).

" RING | Coiled Coil

Figure 1.8  Structure de la protéine TRIMSa.
La protéine de TRIMSa possede 3 motifs propres a la famille des TRIM
(RING, Bbox et Coiled Coil) ainsi qu'un domaine PRYSPRY en C-
terminal. Celui-ci possede 4 régions hyper variables. (Adapté de Pham et
al. (2010))

Les régions hyper variables correspondent, sur la protéine, a des boucles dont la
structure flexible permet la reconnaissance de différentes capsides rétrovirales
(figure 1.9) (Griitter & Luban, 2012). Ces boucles forment plusieurs points de contact de
faible affinité, mais la somme de ces points de contact, qui reconnaissent tous ensemble
la structure complexe qu’est la capside virale, permet une interaction de forte affinité

menant a la restriction du rétrovirus (Sebastian & Luban, 2005).
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Figure 1.9  Modélisation du domaine PRYSPRY de TRIMS.
Les régions hyper vanables (en rouge) du domaine PRYSPRY de TRIMS
forment des boucles qui permettent un contact spécifique avec les
capsides rétrovirales (Griitter & Luban, 2012).

TRIMSa agit chez les primates comme barriére de la transmission inter-espéce
(Soll et al., 2013) : I’orthologue de TRIMS5a des singes macaques rhésus (thTRIMSa) a
une forte action anti-VIH-1 (Stremlau er al, 2004), tandis que la forme humaine
(huTRIMSa), qui a une faible efficacité contre le VIH-1, agit plutdt pour contrecarrer
I’infection du virus de la leucémie murine N-tropique (N-MLV) et du virus de I’anémie
équine infectieuse (EIAV) (Zhang et al., 2006). La restriction médiée par TRIMSa se
produit trés tét durant ’infection, dés Pentrée du cceur viral dans la cellule-hote. Les
diméres de TRIMSa forment un feuillet d’hexagones, ou tous les domaines effecteurs
RING sont alignés d’un coté du feuillet, tandis que les domaines reconnaissance
PRYSPRY sont alignés de I'autre coté (Wagner er al., 2016). Ceux-ci s’associent aux
protéines de capsides (CA) afin d’entrainer la décapsidation prématurée du virus
(Stremlau et al., 2004), causant la restriction (figure 1.10). En effet, le processus de
réverse transcription de ’ARN en ADN se produit au sein de la capside virale, et la
décapsidation prématurée entraine la dégradation par le protéasome de certaines
composantes du virus essentielles a ce processus (Kutluay et al., 2013). Au fil des ans,
d’autres possibles voies d’inhibition de I’infection ont été décrites pour TRIMSa, que ce
soit en interférant la transcription inverse et I’import nucléaire (Roa et al., 2012; Wu et
al., 2006), en dégradant des virus par autophagie grace a une interaction avec Atg8

(Mandell et al., 2014), ou encore en servant de senseur pour I’activation de I’immunité
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innée par la voie NF-kB (Nepveu-Traversy & Berthoux, 2014; Pertel et al., 2011). Cette
activation découle de la formation de chaines libres de Lysine 63 (K63), synthétisées par
I’action E3 ubiquitine ligase du domaine RING et association avec le complexe de
conjugaison E2 ubiquitine UBCI3-UEVI1A. Ces chaines K63 permettent par la suite
’autophosphorylation du complexe kinase TAK-1 (Nakayama & Shioda, 2012; Pertel ef
al., 2011), un point central a la translocation nucléaire des facteurs de transcription NF-

kB et AP-1 (Ajibade ef al., 2013) menant a I’activation de I’'immunité innée.

T T
spécifique
de |a capside virale

(domaines PRYSPRY)

Figure 1.10 Processus de restriction de ’infection par TRIMSa.

La protéine dimérise a I’aide de son domaine Coiled-Coil, puis les
diméres s’assemblent en trimeéres grace aux B-Box. De cette fagon, un
filet hexagonal de TRIMSa est formé, ou les domaines effecteurs RING
se retrouvent tous d’un c6té et les domaines de reconnaissance PRYSPRY
d’un Dl’autre. La reconnaissance de la capside virale entraine une
décapsidation prématurée, en plus de servir de senseur a 1’activation de
I’immunité innée par la voie TAK-1. (Adapté de Nakayama et Shioda
(2012))
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Tout comme pour SAMHDI, le VIH-1 ne posséde pas de mécanisme d’évasion
contre TRIM5a. Etant donné qu’il s’agit d’un puissant facteur de restriction anti-VIH-1
chez les singes macaques, et que la spécificité de reconnaissance de la capside virale se
situe au niveau du domaine PRYSPRY, des équipes ont tenté de créer des mutants de
cette protéine humaine qui permet & huTRIMSa de restreindre le VIH-1. Une équipe a
d’abord obtenu cette restriction virale grace a une chimére de huTRIMS5a possédant les
régions hyper variables du domaine PRYSPRY de rhTRIMS5a (Ohkura et al., 2006). 11 a
par la suite été¢ démontré que le résidu en position 332, situé dans la région V1 du
PRYSPRY de la protéine (Stremlau et al., 2005), permettait a lui seul d’accroitre la
restriction du VIH-1 par huTRIMSa lorsqu’il était muté pour un résidu non chargé
positivement, mais sans pour autant atteindre les niveaux observés chez rhTRIMS5a (Li
et al., 2006). Il est intéressant de noter que chez rhTRIMS5a, le résidu 332 est plutdt une
proline (Yap et al., 2005).

A partir de cette découverte, par PCR génératrice d’erreurs, une mutagenése
dirigée a permis a notre laboratoire de construire une librairie de différents clones de
huTRIMS5a possédant des mutations aléatoires dans le domaine PRYSPRY (Pham et al.,
2010), et plus particulicrement au niveau du V1 (résidus en position 332 & 340) qui
constitue la boucle la plus grande et la plus variable (Yap et al., 2005). Ces clones ont
été exprimés dans une lignée cellulaire humaine afin de subir deux cycles de sélection
fonctionnelle, c’est-a-dire deux sélections successives ou ne sont gardés que les clones
cellulaires étant au minimum deux fois moins infectés par le VIH-1 que la forme non
mutée de huTRIMSa. Ce projet a permis de découvrir que la mutation du résidu arginine
en position 335 par une glycine permettait également d’obtenir une restriction marquée
du VIH-1 (figure 1.11). La mutation R vers G permet de remplacer les résidus en
position 332 et 335 pour un acide aminé neutre, supprimant ainsi la charge positive. En
effet, en plus de la glycine, I’arginine en position 335 a été également remplacé dans ce
projet par d’autres acides aminés (acide aspartique, acide glutamique, leucine,

phénylalanine et lysine), et seulement la mutation R335K ne conférait qu’une tres faible
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amélioration de la restriction étant donné que la charge positive était ici maintenue

(Pham et al., 2010).
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Figure 1.11 Mutations R332 et R335 de huTRIMSa.
Emplacement des résidus R332 et R335 (a) et séquence des différents
clones obtenus en mutant spécifiquement le résidu 335, avec ou sans la
mutation R332G (b) (Pham et al., 2010).

Notre laboratoire a par la suite démontré que la combinaison de ces deux
mutations, R332G et R335G, permettait de restreindre I’infection au VIH-1 a des
niveaux équivalant a ceux de rhTRIMSa (figure 1.12) (Pham et al., 2010).
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Figure 1.12 Restriction du VIH-1 par huTRIMSa R332G-R335G.
Le double mutant R332G-R335G permet de rendre huTRIMS5q aussi
restrictif du VIH-1 que I’est hTRIM5a (Pham ef al., 2010).

1.4 Edition génomique
1.4.1 Thérapie génique et édition génomique

Les maladies génétiques sont, par définition, des affections ou il y a un ou
plusieurs genes anormaux. Ces maladies, telles la chorée de Huntington ou la dystrophie
musculaire de Duchenne, sont pour la plupart incurables par le biais des traitements
conventionnels (chirurgie, di¢te spéciale, utilisation de drogues). En 1972 dé&a
apparaissait le concept de traitement par la thérapie génique, c’est-a-dire I’introduction
de matériel génétique dans les cellules d’un sujet affecté afin de traiter les symptomes
issus de ’anomalie du géne responsable de la pathologie (Friedmann & Roblin, 1972).
Au fil du temps, mis a part les maladies héréditaires, la thérapie génique est devenue une
avenue de traitement pour différents cancers et également pour I'infection au VIH-1
(Drake & Bates, 2015). Dans les derniéres années, le développement d’outils permettant
d’effectuer une édition génomique, une procédure visant @ modifier la séquence méme
du geéne dans la cellule, ont augmenté les possibilités de thérapie génique. Que ce soit
pour inactiver un geéne (un « knock-out »), pour en supprimer une portion entiére (une

délétion), pour en introduire un nouveau (un « knock-in ») ou encore pour en réécrire la
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séquence (une correction), 1’édition génomique utilise des outils moléculaires basés sur
le méme principe : la coupure double-brin de I’ADN (DSB, « double strand break ») par
une nucléase (Maeder & Gersbach, 2016).

Les nucléases sont des enzymes qui parviennent a couper I’ADN. Pour que la
cellule survive aprés une DSB, cette cassure doit étre réparée. Deux voies principales de
réparation sont mises a contribution : la jonction d’extrémités non-homologues (NHEJ)
ou la réparation dirigée par homologie (HDR) (Sander & Joung, 2014). Les deux voies
se font compétition, et une seule des deux effectuera la réparation sur un alléle donné. La
NHEIJ est une voie de réparation propice aux erreurs, et donc a ’apparition de mutations.
Elle entraine I’insertion ou la délétion (indel) de nucléotides au site de coupe, allant de 1
seul a plusieurs nucléotides de long. Cet indel peut se produire au niveau d’un exon du
gene et occasionner un décalage du cadre de lecture, ou encore se faire au niveau du
promoteur : dans les deux cas, le géne se retrouvera inactivé (Sander & Joung, 2014). De
son cbté, la HDR permet une réparation sans erreur : celle-ci se base sur I’homologie
entre le brin a réparer et un brin servant de gabarit. Ce procédé, surtout actif en phase S
ou G2 du cycle cellulaire, s’effectue généralement a I’aide de la deuxiéme copie du
gene, présent sur le second alléle chez les cellules humaines (Maeder & Gersbach,
2016). Par contre, si, au moment de la coupure double-brin de I’ADN, il y a présence
d’un ADN donneur, ou des mutations ponctuelles sont incorporées, celui-ci pourra étre
utilisé pour la HDR afin d’introduire des mutations spécifiques dans le géne (Sander &
Joung, 2014). Trois grandes étapes sont nécessaires pour ce faire (figure 1.13): suite au
DSB, il y aura résection de I’extrémité 5° de chacun des deux brins d’ADN au site de
coupe. Par la suite, il y a invasion de I’ADN donneur simple brin (ssODN), servant a la
réparation, afin de former une « D-loop » ou se produira 1’élongation du brin coupé
homologue. Finalement, une fois que la portion élonguée est liguée au restant du brin
homologue, le ssODN se dissocie, laissant place au processus d’élongation du deuxiéme

brin d’ADN coupé a partir du brin nouvellement réparé (Addgene, 2017).
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Coupure double-brin
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Figure 1.13 Procédé de réparation de I’ADN dirigée par homologie.
Suivant la coupure double-brin de I’ADN, il y aura d’abord résection des
deux extrémités 5°, suivi d’une invasion du ssODN. Une « D-loop » sera
formée ou se fera la synthése d’ADN sur le brin homologue. Le ssODN
se dissociera et s’en suivra la synthése du deuxi¢me brin d’ADN a partir
du brin déja réparé. (Adapté de Addgene « CRISPR 101 — Homology
Directed Repair » (Cortez, 2015))

1.4.2 Outils moléculaires

Afin de modifier un géne donné dans une cellule, il faut des nucléases qui
parviennent & cibler celui-ci. A ce jour, trois différents outils moléculaires sont utilisés
pour faire de I’édition génomique. Dans les trois cas, le but est d’occasionner une
coupure double-brin de I’ADN a un endroit précis : la méthode pour y parvenir différe,
mais les trois mettent a profit les deux voies de réparation de I’ADN mentionnées

précédemment pour éditer le géne d’intérét.
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1.4.2.1 Zinc Fingers Nucleases (ZFNs)

Les protéines qui peuvent s’associer a I’ADN, tels les facteurs de transcription
par exemple, sont relativement fréquentes dans une cellule. Ce sont des domaines précis
au sein de la protéine qui permettent cette association, et parmi ceux les plus fréquents
chez I’humain se trouvent le domaine doigt de zinc Cys2-His2, communément appelé
« zinc finger » (Berg, 1988). En présence d’un ion de zinc, ces structures en forme
d’hélice a s’associent a 3 ou 4 paires de bases de I’ADN et s’y introduisent (Pavletich &
Pabo, 1991). Suite a la découverte que I’enzyme de restriction Fokl, une endonucléase
provenant de la bactérie Flavobacterium okeanokoites, posséde un domaine de
reconnaissance de I’ADN en N-terminal fonctionnant de fagon indépendante au domaine
catalytique en C-terminal (Li et al., 1992), I’idée est venue de construire une chimere de
cette enzyme qui aurait un triplet de doigt de zinc en N-terminal. Cette chimére
protéique, dénommeée « zinc finger nuclease » (ZFN), permet d’induire des coupures a
des endroits ciblés de ’ADN (Kim et al., 1996). Chaque ZFN posseéde trois doigts de
zinc en N-terminal (Pabo et al., 2001), et un des deux diméres de Fokl nécessaires a la
coupure double-brin de ’ADN (Smith ef al., 2000). De fagon optimale, les deux ZFNs
(figure 1.14), chacune reconnaissant 9 paires de bases d’ADN, doivent cibler un brin
d’ADN différent, avec un léger décalage de 6 paires de bases entre eux (Bibikova et al.,
2001).

Zinc finger protein

CCCCAACCGNNNNNNGCCGIAGAG
GGGGTTGACNNNNNNCGGCATCTC 5’

{
Zinc finger domains

Figure 1.14 ZFNs.
Deux protéines ZFN, chacune possédant 3 doigts de zinc et un dimére de
Fokl, sont nécessaires pour entrainer la coupure double-brin de I’ADN.
(Maeder & Gersbach, 2016)
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1.4.2.2 TALENs

En 2009 fiit découvert, chez la bactérie de plante Xanthomonas le facteur de
virulence AvrBs3. Cette protéine agit de facon semblable & un activateur de la
transcription (TALE, pour « transcription activator-like effector »): elle stimule la
synthese de geénes de la cellule de plante en s’associant a I’ADN grace aux répétitions de
34 acides aminés de son domaine central (Boch et al., 2009). De ces 34 acides aminés,
seulement ceux en position 12 et 13 variaient d’une répétition a I’autre, et ce sont ces
deux acides aminés hypervariables qui conférent la spécificité de reconnaissance d’un
nucléotide de I’ADN (Boch et al., 2009). Tout de suite apres cette caractérisation des
TALE:s est apparues les TALENSs (« transcription activator-like effector nuclease »), des
chimeres protéiques construites de la méme fagon que les ZFNs (Maeder & Gersbach,
2016). En effet, un TALEN est la fusion de TALE a un monomeére de la portion
catalytique de FoklI (figure 1.15), ou chaque TALE permet la reconnaissance d’un
nucléotide précis (Christian et al, 2010). Tout comme les ZFNs, les TALENs
fonctionnent en paires pour occasionner une coupure double-brin de I’ADN (Maeder &

Gersbach, 2016).

TALE repeat domains
L I B

2
TACTAGGATCCGATTCGCNNNNNNNNNNNNTCATGCTAGACTGAGCA 3
CTGATCCTAGGCTARGCGNNNNNNNENNKNAGTACGATCIGACTCGT 5’

Figure 1.15 TALEN:S.
Un TALEN est la fusion entre un monomeére de Fokl et de différents
TALEs. (Maeder & Gersbach, 2016)
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1.4.2.3 CRISPR

L’outil moléculaire qui est responsable de 1’engouement actuel pour I’édition
génomique a été publié en 2012. Le systtme CRISPR-Cas (« Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats ») est un mécanisme de défense immunitaire
contre les infections par les phages, retrouvé chez les bactéries et les archées (Grissa et
al.,, 2007). Ce systtme a pour but de fragmenter les brins d’ADN provenant
d’envahisseurs : le locus CRISPR contient plusieurs motifs répétitifs entrecoupés de
« spacers » d’ADN étranger, et en cas d’infection virale, ces derniers sont utilisés afin de
produire des crRNA (CRISPR RNA). Les crRNA s’associent 4 un ARN transactivateur
(tracrRNA), et ce complexe d’ARN sert par la suite a guider précisément la nucléase,
nommeée Cas (« CRISPR associated protein »), jusqu’a I’ADN envahisseur. Celui-ci
posséde une séquence d’ADN complémentaire au crRNA, et immédiatement suivie d’un
motif de quelques nucléotides nommé PAM (« protospacer adjacent motif ») (Zhang et
al., 2014). La présence de ce motif PAM permet une recherche rapide de la séquence
cible par le complexe CRISPR-Cas, puisque qu’il s’associe d’abord qu’aux PAM de
I’ADN et non aux séquences complémentaires au crRNA (Sternberg et al., 2014).
L’obligation de d’abord reconnaitre le PAM, présent dans I’ADN envahisseur, empéche
une coupure non désirée de I’ADN de la cellule, puisque I’ADN double-brin ne sera
désenroulé qu’apres la reconnaissance du PAM, permettant ainsi au ctRNA d’accéder a
la séquence d’ADN cible (Sternberg ef al., 2014). A la suite de cette étape, la nucléase
Cas peut alors causer le DSB, occasionnant I’interférence de l’invasion par I’ADN

étranger (Brouns et al., 2008).

Ce systéme de défense bactérien a été adapté pour étre utilisé en tant qu’outil
moléculaire d’édition génomique, ou le crRNA et le tracrRNA ont été fusionnés en un
seul ARN guide (sgRNA ou ARNg), et ou la séquence de reconnaissance de 20
nucléotides en 5’ de cette chimére d’ARN est modifiable, permettant de cibler
pratiquement n’importe quel gene d’intérét d’un génome (figure 1.16) (Jinek et al,
2012). Cet ARNg, associé a la nucléase Cas9 de Streptococcus pyogenes (SpCas9) dont
les codons ont €té optimisés, permet au syst¢éme CRISPR-Cas9 d’étre exprimé dans des

cellules de mammiferes (Cong et al., 2013). SpCas9 a pour motif PAM la séquence 5’-
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NGG- 3°, ou N représente n’importe quel nucléotide (Jinek et al., 2012), et celui-ci doit
étre présent sur le brin non ciblé (NT pour « not targeted ») a la séquence de I’ARNg
(Stella et al., 2017). Cette nucléase parvient a couper I’ADN double-brin grice a deux
domaines catalytiques : le brin ciblé (T pour « targeted ») par I’ARNg est clivé par le
domaine HNH tandis que le second brin est pris en charge par le domaine RuvC
(Gasiunas et al., 2012). Cette coupure franche survient 3 nucléotides en amont du motif
PAM, soit au niveau des positions 17 et 18 de la séquence de ’ARNg (Jinek et al.,
2012).

Cas9 programmed by crBNA:tracrRNA duplex Cas9 programmed by single chimeric RNA

protospacer
o -
target DNA 7 |
| 1] | T
| i > o ML \__linker loop
. 20 nt
A i nt il
crRNA ‘ e
N
y N
’ T WracrRNA crRNA-tracrRNA chimera

Figure 1.16 Adaptation du systéme CRISPR-Cas9 bactérien en outil moléculaire.
Le systéme CRISPR-Cas9 est une adaptation du mécanisme bactérien, ou
le tracrRNA et le crRNA sont fusionnés a 1’aide d’une boucle de liaison.
(Jinek et al., 2012)

Comparativement aux deux outils moléculaires précédents, ou il est question de
synthétiser des paires de protéines, le systéme CRISPR-Cas9 est beaucoup plus simple et
facile a adapter. En effet, la protéine demeure toujours la méme, et seul I’ARNg change.
Les 20 nucléotides de celui-ci peuvent étre congus par ordinateur et commandés
aisément, a trés peu de frais, aupres de compagnies de biotechnologie au méme titre que
des amorces pour effectuer des PCRs, un procédé utilisé plus que fréquemment dans les
laboratoires de biologie (Zhang et al., 2014). De plus, ce systéme permet de modifier
plus d’une cible a la fois, en fusionnant plusieurs séquences de 20 nucléotides espacées
par des répétitions directes (DR pour « direct repeats »), telles que retrouvées dans le

locus CRISPR des bactéries (Cong et al., 2013).
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1.4.3 Difficultés des outils moléculaires

Evidemment, chacune de ces méthodes possede leurs défauts et difficultés.
L’optimisation de |’interaction protéine-ADN des ZFNs peut étre trés longue, puisque
cette interaction se détermine de fagon empirique (Drake & Bates, 2015). Les ZFNs et
les TALENS sont tous les deux des constructions protéiques, plus difficiles et coliteuses
a élaborer. De plus, dans ces méthodes, il est nécessaire d’introduire deux constructions
par cellule pour obtenir la coupure de I’ADN, I’enzyme Fokl ne fonctionnant qu’une
fois dimérisée (Doyon et al, 2011). Les TALENs sont d’autant plus de grosses
protéines, puisque 34 acides aminés sont nécessaires pour reconnaitre une seule paire de
bases dans I’ADN, comparativement a 9 paires de bases reconnues par les 30 acides
aminés des ZFNs (Maeder & Gersbach, 2016). De son c6té, CRISPR-Cas9 est
susceptible d’occasionner des mutations en dehors de la cible (« off-target »), étant
donné que le systéme tolere la non-complémentarité d’un ou deux nucléotides lors de

I’étape de la reconnaissance de la séquence cible (Fu et al., 2013).

1.5 Problématique et objectifs de recherche

Compte tenu de toutes les informations sur le VIH-1 et les technologies que nous
possédons actuellement, une solution pour parvenir & une cure stérilisante de I’infection
au VIH-1 semble se trouver dans la thérapie génique. Notre laboratoire axant son champ
d’expertise sur le facteur de restriction TRIMSa, nous sommes parvenus a deux
hypothéses concernant le mutant huTRIMSa R332G-R335G et sa possible candidature
pour une thérapie génique du VIH-1.

1.5.1 Objectif 1 : augmenter ’action de facteurs de restriction envers le VIH-1

Notre premiére hypothése est qu’il est possible d’augmenter 1’efficacité d’action
du géne TRIMS chez I’humain, dans I’optique de rendre les cellules résistantes au VIH-
1, sans augmenter le niveau d’expression protéique ni causer de génotoxicité. Dans les

publications précédentes de notre laboratoire, le mutant huTRIMSa R332G-R335G
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démontre une excellente capacité de restriction lorsque cette protéine est surexprimée
dans des cellules humaines (Jung et al., 2015; Pham et al., 2010; Pham et al., 2013).
Pour obtenir une expression endogéne de ce mutant, nous nous sommes tournés vers
I’édition génomique par le systtme CRISPR-Cas9 décrit précédemment, en suivant la
procédure élaborée par le laboratoire de Zhang (Ran et al., 2013b). Nous avions comme
objectifs d’éditer le géne humain TRIMS afin que la version mutante R332G-R335G de
la protéine soit exprimée dans ces cellules, et de démontrer par la suite que celles-ci
possedent désormais une résistante accrue face a ’infection au VIH-1 spécifiquement.
Nos résultats de recherche pour cette partie du projet de maitrise ont été regroupés pour
la publication d’un article scientifique présenté en chapitre 2. Nous sommes parvenus a
faire une édition génomique chez ~ 5% des clones isolés. Dix clones positifs ont été
maintenus en culture et utilisés pour des analyses subséquentes de séquengage de
nouvelle génération (NGS), et neuf d’entre eux possédaient un moins un alléle avec les
mutations anti-VIH-1 R332G et R335G au sein du gene TRIMS. A ce jour, il s’agit
d’une premiere étude ou un facteur de restriction humain est amélioré in vitro dans des
lignées cellulaires afin de rendre celles-ci résistantes au VIH-1, tout outil moléculaire a

I’édition génomique confondu.

1.5.2 Objectif 2 : inhibition de la latence du VIH-1

La seconde hypothese concerne plutdt le réle d’activateur de I’immunité innée du
facteur de restriction. Considérant que le promoteur du VIH-1 possede deux sites de
liaison pour le facteur de transcription NF-kB (Hiscott et al., 2001), et que le rdle de
senseur de I’immunité innée TRIMS entraine la translocation nucléaire d’AP-1 et de NF-
kB (Pertel et al, 2011), nous avons formulé I’hypothése que I’action de TRIMSa
pouvait activer la transcription des provirus VIH-1 latents. Plus précisément, 1’1dée était
d’étudier I’effet de réactivation du provirus latent dans des cellules qui sont a nouveau
infectées par le VIH-1, et que celui-ci est reconnu par huTRIMSa R332G-R335G. Nous
avions a notre disposition pour cette étude une lignée cellulaire possédant un provirus
VIH-1 latent inductible associé a un géne rapporteur GFP : les THP-1-gag;i,-GFP, une
lignée monocytaire. Le mutant huTRIMSo R332G-R335G y a été surexprimé par

transduction lentivirale, et les cellules ont été infectées a 1’aide d’un vecteur VIH-1-
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NLA4.3-DsRed. Les objectifs de ce second projet étaient de démontrer que la restriction
d’une nouvelle infection au VIH-1 par huTRIMSa R332G-R335G est associée a une
activation de la transcription du provirus latent, puis que cette réactivation passe par la
voie TAK-1, voie centrale activant les effecteurs de I’immunité innée que sont AP-1 et
NF-xB. Ce deuxiéme projet de maitrise a permis d’obtenir des résultats préliminaires
allant dans le sens de notre hypothése, présentés en chapitre 3. Néanmoins, de plus
amples expériences seront nécessaires dans ’avenir afin de confirmer le réle préventif

du mutant huTRIMS5a R332G-R335G dans 1’établissement de 1a latence virale.



37

CHAPITRE 11

EDITING OF HUMAN TRIMS GENE TO INTRODUCE MUTATIONS WITH
THE POTENTIAL TO INHIBIT HIV-1.

Caroline Dufour, Alix Claudel, Nicolas Joubarne, Natacha Mérindol, Tara

Maisonnet, Nasser Masroori, Mélodie B. Plourde, Lionel Berthoux.

Le contenu de ce chapitre fait I’objet d’une publication en anglais publiée le 26 janvier

2018 pour la revue PlosOne. (https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191709 )

2.1 Contribution des auteurs

Caroline Dufour a congu et effectué la majorité des expériences de ce projet, en
plus d’avoir créé les figures et participé¢ a la rédaction du manuscrit. Alix Claudel et
Nicolas Joubarne, étudiants de baccalauréats en stage, ont également élaboré et exécuté
une partie des manipulations expérimentales. Natacha Mérindol, post-doctorante, a aidé
a la conception des expériences, a 1’analyse et a effectué quelques manipulations. Tara
Maisonnet, stagiaire de baccalauréat, a aussi effectuer une expérience. Nasser Masroori,
doctorant, a aidé a la conception des expériences. Mélodie B. Plourde, assistante de
recherche, a participé a la conception des expériences et a 1’analyse. Lionel Berthoux,
directeur de recherche et superviseur du projet, a participé a la conception des

expériences, a 1’analyse et a la rédaction du manuscrit.
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2.2 Résumé de article

Le facteur de restriction humain TRIMSa est une protéine cellulaire stimulée par
I’interféron de type I (IFN-I) qui bloque spécifiquement I’infection de rétrovirus non
humains, tels les virus murin N-MLV et équin EIAV. Néanmoins, son potentiel restrictif
envers le VIH-1 est relativement faible. Par contre, suite a la conversion de deux acides
aminés arginine en glycine (R332G et R335G) au sein du domaine protéique
responsable de la reconnaissance de la capside virale, huTRIMSa permet une restriction
efficace du VIH-1 lorsque cette version mutante est stablement surexprimée dans des
cellules humaines. La technologie CRISPR-Cas9 est une approche précise d’édition de
I’ADN qui peut étre utilisée pour modifier TRIM5 dans des cellules humaines. Dans
cette optique, nous avons introduit les deux mutations désirées dans TRIMS5 chez des
cellules humaines HEK293T, bien que I’action antivirale de TRIMSa soit faible dans
cette lignée cellulaire. Selon un protocole simple de transfection du systéme d’édition
génomique CRISPR-Cas9, nous sommes parvenus a muter le géne TRIMS pour sa
version restrictive du VIH-1 dans les HEK293T grace a la réparation dirigée par
homologie (HDR). Nous avons isolé 9 clones cellulaires ayant intégré les deux
mutations sur au moins un de leurs alléles (5,6 % d’efficacité) et un dixiéme clone qui
contenait pour sa part que la mutation R332G. Nos résultats de séquengage nous ont
permis de constater qu’aucun des clones n’avait été¢ édité sur tous ses alleles, et de
mettre en lumiere la présence de mutations non désirée au sein de la séquence ciblée par
I’ARNg chez la plupart d’entre eux. Notre étude démontre néanmoins la faisabilité de
I’édition génomique de TRIMS dans des cellules humaines dans 1’optique de les rendre
résistantes a I’infection au VIH-1, tout en identifiant les difficultés a surmonter pour
parvenir a cette restriction qui pourrait étre utilisée comme potentielle thérapie génique

contre ce Virus.
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2.3 Article complet : Editing of the Human TRIMS Gene to Introduce Mutations
with the Potential to Inhibit HIV-1.

ABSTRACT

The type 1 interferon (IFN-I)-inducible human restriction factor TRIMS5a inhibits
the infection of human cells by specific nonhuman retroviruses, such as N-MLV and
EIAV, but does not generally target HIV-1. However, the introduction of two aminoacid
substitutions, R332G and R355G, in the human TRIMS5a (huTRIMS5a) domain
responsible for retroviral capsid recognition leads to efficient HIV-1 restriction upon
stable over-expression. CRISPR-Cas-based approaches to precisely edit DNA could be
employed to modify TRIMS5 in human cells. Toward this aim, we set out to introduce the
desired modifications in TRIMS5 of the human cell line HEK293T, even though TRIMSa
has low antiviral activity in this specific cell line. Using a DNA transfection-based
CRISPR-Cas9 genome editing protocol, we successfully mutated TRIM5 to its
potentially HIV-1-restrictive version by homology-directed repair (HDR) in HEK293T
cells. Nine clones bearing at least one HDR-edited TR/MS5 allele containing both
mutations were isolated (5.6% overall efficiency), whereas another one contained only
the R332G mutation. Of concern, several of these HDR-edited clones contained on-
target undesired mutations, and none had all the alleles corrected. Our study
demonstrates the feasibility of editing the TRIMS gene in human cells and identifies the
main challenges to be addressed in order to use this approach to confer protection from

HIV-1.
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INTRODUCTION

Viruses are obligate parasites whose success at infecting a host cell typically
requires evasion from antiviral factors. In mammals, many cellular antiviral factors that
can potentially interfere with the progression of viral infections have been identified.
These factors can often act without external stimulation, but their expression and activity
are enhanced by type I interferons (IFN-I) [1]. Among the IFN-stimulated genes (ISGs)
relevant to retroviruses, the family of viruses to which HIV-1 belongs, is TRIMS5, which
encodes the cytoplasmic protein TRIM5a [2]. In humans, TRIMS is transcribed into 5
isoforms, among which only TRIMS5a possesses antiviral activity [3]. At its C-terminus,
a domain called SPRY (PRYSPRY, B30.2) determines the retrovirus targeting
specificity. This domain comprises hyper-variable loops that directly interact with the N-
terminal domain of capsid proteins early after entry of the retrovirus into the host cell
membrane [4]. When such interactions occurs, the retrovirus is inhibited (“restricted’)
through mechanisms that include destabilization of the capsid core [5], proteasomal
degradation of some core components [6] and sequestration of the viral particle in
TRIMSa cytoplasmic bodies [7]. huTRIMSa generally has little-to-no activity against
HIV-1, but efficiently inhibits the infectivity of the nonhuman gammaretrovirus “N-
tropic” murine leukemia virus (N-MLV) as well as the nonhuman lentivirus equine
infectious anemia virus (EIAV) [8]. Those two viruses are typically inhibited ~10-fold
(EIAV) and ~100-fold (N-MLV) by endogenous huTRIMS5a, with some variation

depending on the cellular context.

Several groups, including ours, have attempted to hamess the antiviral power of
TRIMSa in order to interfere with HIV-1. This virus is efficiently restricted (~100-fold)
by some orthologs of TRIMSa found in Old World monkeys such as the Rhesus
macaque TRIMSa (thTRIMS5a) [2]. However, significant sequence variation between
the human and macaque orthologs preclude the possibility of using the latter one in gene
therapy approaches, as this would increase the risk to elicit an immune response against
the transgene in patients. Thus, all the studies have consisted in over-expressing versions
of huTRIMSa designed to target HIV-1 through modifications in the SPRY domain.

Some of the TRIMSa variants used were chimeric products containing small regions of
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rhTRIMSo. in the SPRY [9,10]. Other teams mapped with further precision the HIV-1
restriction determinants in rhTRIMS5a that were absent in huTRIMS5a, leading to the
discovery that mutating the Arg332 residue in huTRIMSa was sufficient to inhibit HIV-
1. Although initial observations [11,12] raised the hope that single mutations at this
position might inhibit HIV-1 as efficiently as thTRIMSa did, later work made 1t clear

that this was not the case [13].

QOur laboratory explored a different approach: generating libraries of TRIMS5a
SPRY mutants then applying a functional screen to isolate mutants that conferred HIV-1
restriction [14,15]. These studies identified mutations at Arg335 inhibiting HIV-1 by 5-
to 10-fold. When we combined a mutation at Arg335 (R335G) with one at Arg332
(R332G), we obtained restriction levels that were higher than with either of the single
mutants [14,15]. Although not quite as restrictive as rhTRIMSa, R332G-R335G
huTRIMS5a efficiently inhibited the propagation of a highly pathogenic strain of HIV-1,

and cells expressing the transgene had a survival advantage over unmodified cells [13].

Although R332G-R335G huTRIMSa is considered a prime candidate in HIV-1
gene therapy approaches to inhibit HIV-1, using viral vectors to overexpress it in human
cells is not without caveats. Indeed, the physiological effects of TRIMSa overexpression
in vivo are not clear, considering that it is involved in innate immune responses [16,17]
and possibly in autophagy [18]. In addition, the genotoxicity of lentiviral vectors
integrating in the human genome is still poorly predictable. In the longer term, it would
thus be desirable to be able to introduce mutations in the endogenous human TRIMS by
genome editing. The most advanced approach toward this aim consists in inducing
double strand DNA breaks through the use of the Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats with Cas9 (CRISPR-Cas9) system, and simultaneously providing a
single-stranded “donor DNA” to serve as a template for homology-directed repair
(HDR) [19,20]. In this report, we use a simple, DNA transfection-based protocol to
introduce the various components required into a highly transfection-permissive human

cell line, HEK293T. We successfully mutate Arg332 and Arg335 of TRIMS in these
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cells, although undesired mutations are also found and no cell clone could be isolated

that had all TRIMS alleles bearing the corrections.

RESULTS

HEK293T cells provide a poor cellular environment for TRIMSa antiviral activity.
HEK293T cells were chosen for this study due to their very high permissiveness to DNA
transfection [21], thus allowing us to test our general strategy using simple, cost-
effective methods of proven robustness. Perhaps surprisingly, considering that
HEK293T cells are commonly used to produce retroviral vectors, the capacity of
TRIMS5a to inhibit retroviruses in this cell line is poorly known. We found one study, in
which the stable transduction of rhTRIMS5a leads to a ~5-fold decrease in
permissiveness to a GFP-expressing HIV-1 vector [22], which is more than 10-fold
lower than what is usually found in other human cell lines in similar experimental
settings [14,17]. To evaluate the potential of HEK293T cells as a cellular model for
R332G-R335G huTRIMS5a-mediated HIV-1 restriction, we retrovirally transduced the
gene in this cell line and (as a control) in the monocytic cell line THP-1. The unmutated
(wild-type, WT) version of huTRIM5a, which restricts HIV-1 at very low levels, was
used as an additional control. Untransduced cells were killed by antibiotic treatment.
Then, the cells were challenged with an HIV-1 vector expressing GFP, and the
percentage of infected cells was determined by FACS. We found that in THP-1 cells,
over-expression of R332G-R335G huTRIM5a but not WT huTRIMSe reduced
permissiveness to HIV-1 by ~100-fold, whereas the magnitude of the restriction was
much smaller (~3-fold) in HEK293T (Fig. 1A). These results suggest that HEK293T
cells are only moderately conducive of restriction by over-expressed TRIMS5a. To
investigate whether this observation extended to the endogenous TRIMS5a in HEK293T,
we infected these cells with increasing amounts of N-MLVgrr and B-MLVgep. As a
control, we used the same vectors to infect Jurkat cells. When the amounts of vectors
used were normalized for their infectious power in a non-restrictive cell line (CRFK
cells), we found that as expected, N-MLVgrp was highly restricted in Jurkat cells,
compared with B-MLVgep (Fig. 1B). In contrast, N-MLVgrp was only 2- to 3-times less
infectious than B-MLVgrp in HEK293T cells (Fig. 1B). Such poor restriction levels
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could be explained by low TRIMSa expression levels. In order to boost TRIMS
transcription, we treated the cells with IFN-a, IFN-B or IFN-w and then infected them
with the two MLV-based vectors (Fig 1C). We observed that treatment with IFN-a and
IFN-B, but not [FN-w, slightly decreased (2-fold) the infectivity of the N-MLV vector
and had no effect on B-MLV. Thus, IFN-I treatments moderately enhanced the
restriction of N-MLV but failed to induce restriction levels consistent with what is
generally found for this murine virus in human cells. We conclude that the potential for
TRIMSa-mediated restriction is abnormally low in HEK293T cells, irrespective of
whether TRIMSa is expressed endogenously or exogenously and irrespective of the

restricted virus.
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Fig 1. Restriction by exogenous or endogenous TRIMSa is inefficient in
HEK293T cells. (A) HEK293T and THP-1 cells were retrovirally transduced
with WT huTRIM5a, R332G-R335G huTRIMS5a or with the “empty” vector as
indicated. Untransduced cells were eliminated by hygromycin treatment, and the
cell populations were then challenged with increasing amounts of the HIV-1Int.
crp vector. The percentage of cells expressing GFP was then determined by
FACS.(B) HEK293T Jurkat cells were infected with increasing amounts of N-
MLVgrr and B-MLVgrr. The amounts of virus used are expressed as
multiplicities of infection (MOI) as calculated in the non-restrictive CRFK cells.
The percentage of infected cells was determined by FACS. For N-MLV in Jurkat
cells, only the 3 virus doses that yielded detectable infections are shown. (C)
HEK293T cells were treated with IFN-a, IFN-B or [FN-@ for 16h prior to a
single-dose infection with N-MLVgrp and B-MLVgrp. The percentage of
infected cells was determined by FACS.
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Strategy for the mutagenesis of TRIM5 by HDR. Human 7R/MS5 is found on
chromosome 11p15.4 and the region of the gene encoding the SPRY domain is present
in exon 8 (Fig 2A). We searched for DNA loci close to the codons for Arg332 and
Arg335 that would be potential targets for CRISPR-Cas9-mediated double-strand
cleavage. CRISPR guide RNAs (gRNAs) were designed for the 3 potential target sites
that were nearest to the two codons to be mutated (Fig 2B). CRISPR plasmids
expressing Cas9 along with one of the designed gRNAs were transfected in human
embryonic kidney 293T cells (HEK293T), and a Surveyor assay was performed to test
the capacity of the three gRNAs to target the endogenous TRIMS gene. Results showed
that all three gRNAs were competent (Fig 2B). Because gRNA1 induces a cleavage that
is closest to the targeted codons (right before the first nt of Arg332), the rest of the
project was carried out with this gRNA. The HDR donor DNA consisted of a single-
stranded oligodeoxynucleotide (ssODN) that was 200 nt long and antisense relative to
the gRNA, in keeping with published methods [19,23]. The central section of this
ssODN containing the mutations introduced is shown in Fig 2C (depicted in the same
orientation as the TRIMS mRNA for clarity purposes). In addition to the mutations
substituting arginine residues into glycine at positions 332 and 335, we included 4 silent
mutations in the region recognized by the gRNA and 1 more silent mutation in the
protospacer adjacent motif (PAM), amounting to a total of 7 substitutions expected to
prevent the cleavage of the donor DNA by Cas9. One of the mutations also created a

Haelll cut site for convenient downstream screening of the cell clones obtained.
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Fig 2. Design of the gRNA and donor ssODN for the HDR-mediated editing
of TRIMS5. (A) TRIMS localization on chromosome 11 (top), and Arg332-
Arg335 localization in exon 8 of the gene (bottom). (B) Top panel: position of
the three gRNAs (gRNAI, 9 and 19) designed to target the Arg332-Arg335
region. The two arginine codons are underlined and in bold. Bottom panel:
Surveyor assay following the transfection of HEK293T cells with CRISPR-Cas9
plasmids expressing one of the three gRNAs. WT DNA from nontransfected
cells was used as a control. (C) HDR donor DNA mutagenesis strategy. 8
substitutions were present, including three nonsilent substitutions to mutate
Arg332 and Arg335 into Gly (green), one silent mutation to disrupt the PAM
sequence (pink), and four silent mutations in the sequence targeted by gRNA1
(orange). The Haelll restriction site created as a result of one of the silent
substitutions is indicated, as is the position of the primer used in specific PCR

screening.
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Isolation of TRIMS5-edited HEK293T clones. We transiently transfected a plasmid
(pX459) expressing Cas9 and the gRNAI1 into HEK293T cells, along with the ssODN.
Single-cell clones were then isolated by limiting dilution. We screened 161 clones at
random for the presence of HDR-modified alleles by specifically amplifying the mutated
TRIMS sequence using a primer whose sequence is indicated in Fig 2C. As shown in Fig
3, 14 clones showed a positive signal (of varying intensity) in this assay. One of the
clones, F2X, yielded a band whose size seemed bigger compared to another positive

clone (C8) analyzed on the same gel.
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Fig 3. Pre-screening of isolated clones by specific PCR. Following 20 days of
growth, 161 isolated HEK293T clones were screened for HDR-edited TRIMS
gene by mutation-specific PCR. 14 clones that passed this pre-screen step are

indicated by their names. MWM, molecular weight marker.

All these clones (minus A12, which did not survive) were re-analyzed using the
same specific PCR assay and also using a second assay in which the targeted region is
amplified and then digested by Haelll, which cuts at a site created by one of the silent
mutations (see Fig 1C). In the latter assay, amplification was done using primers that

bind outside the 200 nts corresponding to the donor ssODN in order to insure that the
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ssODN was not inadvertently detected. Figure 4 shows a positive signal for 10 of these

clones in both assays. The three remaining clones were negative in both assays.

A
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Fig 4. Identification of HDR-edited clones. Following the isolation of
HEK293T clones, HDR-edited clones were identified by a dual PCR screen. The

figure shows the analysis of 13 clones that passed a pre-screen step (see

Supporting Information). (A) PCR using a primer specific for the mutated
TRIMS. Untransfected HEK293T cells were used as a control. M, molecular

weight marker. (B) Non-specific PCR of the targeted region followed by Haelll

digestion. The expected sizes of the digested PCR products are shown on the

right. The full-length gels are available on the FigShare public repository (see

“Availability of data” section).

Genotype analysis. The 10 clones showing indications of HDR-mediated editing were

then subjected to PCR using the same primers that were also utilized in the Haelll screen

described above. PCR products were analyzed by deep sequencing, and a color-coded

alignment of the results is shown in Fig 5. The HEK293 cells and their derivatives are

pseudotriploid [24] and accordingly, we found that two clones had two TRIMS alleles

and seven were triploid. F2X seemed to possess 6 TRIMS5 alleles, a finding that is

discussed below. For each clone, both desired mutations at Arg332 and Arg335 were

present on one allele or more, with the exception of F2 which only had the Arg332

mutation. However, only one clone (D11) contained an allele with all 8 substitutions

present. The HDR-generated alleles in the other cell clones generally contained the
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expected mutations in the PAM-proximal side of the cleavage site, with the exception of
F2 which lacked the A-to-G mutation required to introduce the R335G change. All
HDR-generated alleles had the A-to-C silent mutation creating the Haelll restriction site
at the first nucleotide upstream of the cleavage site on the PAM-distal side. This is
consistent with the fact that all clones that were found to be positive in the specific PCR
screen were also positive in the Haelll assay (Fig 4). Strikingly, for the three other
substitution mutations in the PAM-distal region, only one clone (D11) had all of them
whereas another one (F11) had only one. It would be tempting to conclude that HDR is
biased so that mutations were more likely to be incorporated in the PAM-proximal side
of the cut, and other teams have reported such imbalances in the conversion rate [25].
On the other hand, our specific PCR screen requires a successful amplification using a
primer whose 3’ half is complementary to the PAM-proximal region (Fig 2C), thus
creating a bias toward the detection of mutated DNA containing the expected mutations

in this PAM-proximal region.
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Fig 5. Deep sequencing analysis of TRIMS editing in 10 screened clones. The
~200-nt HDR-targeted 7RIMS5 region was amplified by PCR and the PCR
products were then analyzed by Illumina MiSeq sequencing. The alignment
shown includes the targeted locus for each allele of the 10 clones, in comparison
with the WT sequence and with the expected HDR-mutated sequence (top 2
lines). Expected substitutions are shown in green (R332G/R335G) and orange
(silent mutations). The star indicates the position of an unexpected substitution
within a duplicated region in one allele of F2X. duplications/insertions are
underlined whereas deletions are represented by dashes. The Cas9 cleavage site
on the WT sequence is shown at the top. On the left is a table summarizing the
results obtained for each clone: presence of the two therapeutic mutations
R332G/R335G, proportion of TRIM5 alleles modified by HDR and the
proportion of the expected substitution mutations in the HDR-edited alleles. Note
that only one clone (D11) has an allele containing all the desired mutations and

that most of the non-HDR-edited alleles contain indels at the cleavage site.

Some HDR-generated alleles showed additional, unexpected mutations. In ES, one

of the two HDR alleles had a one-nt deletion 16 nts from the cleavage site in the PAM-
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proximal region. In F11, the HDR allele had a 5 nt (TACCA) duplication in the same
region. F2X showed an intriguing genotype: firstly, we found that the HDR allele was
present in 17 % (1:6) of the amplicons, whereas 33 % (2:6) were wild-type (WT) and
50% (3:6) contained a TT insertion. HEK293 cells are known to be prone to
chromosomal translocations leading to a high level of variation in copy numbers [26],
which might explain our findings. The HDR-generated allele in F2X had a surprising
structure, with a 21 nt duplication consistent with the slower-migrating bands in Fig 3
and in Fig 4. The repeated sequence that was closest to the cleavage site had the
expected mutations in the PAM and at Arg335 and also contained an additional
substitution (G-to-A) that is not present in the donor ssODN, whereas the second repeat
of this sequence only had the G-to-C mutation in the PAM. These HDR-generated
alleles that also contained unexpected insertions/deletions (indels) are unlikely to encode
functional TRIMSa, due to the frameshifts leading to premature termination (ES, F11) or
due to the insertion of 7 aminoacids at a region crucial for capsid binding (F2X). The
rest of the HDR-generated alleles (in C1, C8, C10, D5, D12 and one of the two HDR

alleles in ES), however, may potentially encode proteins that efficiently target HIV-1.

Examination of the TRIMS alleles not modified by HDR in these cell clones
revealed that they showed clear signs of NHEJ-induced mutations, i.e. indels at the
cleavage site. 8 alleles had an A inserted at the cleavage site, whereas one of the F2X
alleles had a TT inserted at the same locus. The A insertion was so prevalent that in half
of the clones (C1, C10, D11, F2, F11), 2 of the 3 TRIMS copies were mutated by NHEJ
leading to this particular mutation. Although the nature of NHEJ-directed mutations is
known to vary widely depending on the gRNA used [27], such +1 insertions have been
described to be prevalent as a result of Cas9 editing [28,29]. One D5 allele had a larger,
27 nt-long deletion whereas one D12 allele had a single deletion at the cleavage site.
Therefore, and with the exception of F2X, our data strongly suggest that in all cell
clones in which one or two of the TRIMS alleles were mutated by HDR, the remaining
alleles were mutated by NHEJ. This is consistent with findings published by others [19].
Furthermore, these NHEJ-generated TRIMS alleles are all expected to encode non-
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functional TRIM5a due to missense mutations in the SPRY domain and premature

termination.

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first attempt at using genome editing to mutate a
restriction factor with the aim of conferring an innate antiviral function in human cells.
Our preliminary observations indicated that restriction by TRIM5a was suboptimal in
HEK293T cells. We nonetheless went ahead and attempted genome editing in this cell
line, reasoning that this would provide valuable information on the efficiency and
accuracy of the editing procedure itself. In order for HDR-mediated editing of a
restriction factor like TRIMS5a to be successful, it is presumably desirable to be able to
modify both alleles of the gene in diploid cells. In addition, no additional mutations
(indels especially) should be present. Our results show that on both of those points,
challenges lie ahead. In all but one of the clones in which the two therapeutic mutations
were present, they were found on only one allele. In almost all cases, the non-HDR-
corrected allele(s) contained indels, a clear sign of NHEJ-mediated repair. It is predicted
that the SPRY-truncated TRIMSa proteins resulting from the presence of such indels
will interact with the full-length TRIMS5o and will interfere with its targeting of
incoming retroviruses, similar to the activity of natural, shorter TRIMS isoforms [3,30].
Another pitfall is the occurrence of unwanted on-target indels, which we observed in 3
out of 9 alleles bearing the two therapeutic mutations in this study. We did not observe
HIV-1 restriction activity in any of the 9 cell clones (not shown), which likely resulted
from a combination of causes including the suboptimal cellular environment and allelic
heterogeneity. In conclusion, in order to obtain scarless modification of 7TRIM5 by HDR,
we will need to address the difficulty of achieving bi-allelic HDR-mediated editing
while avoiding the advent of additional mutations in the modified alleles. Recent
technological advances, including the development of a marker-free system to enrich
cells in which HDR occurred [31], are likely to enhance editing efficiency as well as bi-

allelic editing.



54

METHODS

Cells and TRIMS genotyping. HEK293T and CRFK cells were maintained in DMEM
medium (HyClone). THP-1 and Jurkat cells were maintained in RPMI medium
(Hyclone). All culture media were supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS)
and penicillin/streptomycin (HyClone). To analyze the sequence of the targeted genomic
region, cellular DNA was prepared using the Bioline genomic DNA kit (London, UK),
and the TRIMS region encompassing the targeted locus was PCR-amplified using
primers T5a Surveyor fwd (5’GTCCGACGCTACTGGGGTAAGQG) and
T5a Surveyor rev (S’ATAATCACAGAGAGGGGCACA). The PCR product was
Sanger-sequenced using the same primers. We found no variation in this region

compared to the consensus sequence (NCBI Gene ID: 85363).

Design of gRNAs and Surveyor assay. The lentiviral expression vector
pLentiCRISPRvV2 (pLCv2) was a gift from Feng Zhang (Addgene plasmid # 52961)
~ [32]. Three gRNAs targeting TRIMS5 were designed using the Zhang lab online software
available at crispr.mit.edu. The sequences targeted are
5’AGATAATATATGGGGCACGA (gRNAIL), S5'CCGAAACCACAGATAATATA
(gRNA9) and SSAATTGAAATTCACAAATGTC (gRNA19). The ODNs needed for the
generation of pLCv2-based constructs targeting those sequences were designed exactly
as described in published protocols [27,32]. Sense/antisense pairs of primers were
annealed and cloned into pLCv2 cut with BsmBI. To evaluate the capacity of the
constructed plasmids to induce on-target indels in TRIMS5, a surveyor nuclease assay was
performed. HEK293T cells were transfected with either pLCv2-gRNA1, -gRNA9 or -
gRNA19 using polyethyleneimine [33]. 3 d later, the genomic DNA was extracted from
the transfected cells using the Bioline genomic DNA kit. The targeted TRIMS5 region
was PCR-amplified using primers T5a Surveyor fwd and T5a Surveyor rev. PCR
amplicons were heat-denatured at 95 °C, and re-annealed by slow cooling to promote
formation of dsDNA heteroduplexes. The heteroduplexes were then cleaved by Surveyor
nuclease S provided as part of the Transgenomic Surveyor mutation detection kit
(Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A), according to the manufacturer’s

instructions. Digestion products were visualized by agarose gel electrophoresis.



55

Design of the HDR donor DNA and TRIMS editing. The following TR/IM5 minus
strand-derived HDR DNA was synthesized by Integrated DNA Technologies:
5’CGTCTACCTCCCAGTAATGTTTCCCTGATGTGATACTTTGAGAGCCCAGGA
TGCCAGTACAATAATTGAAATTCACAAATGTCTGGTATCCTGTGCCGCCGGC
CCCGTAGATTATITGTGGTTTCGGAGAGCTCACTTGTCTCTTATCTTCAGAAA
TGACAGCACATGAAATGTTGTTTGGAGCCACTGTCACATCAACT. Residues
mutated compared to the WT TRIMS5 sequence are underlined. pX459-gRNAI1 was

constructed in a manner similar to pLCv2-gRNAI, by ligating the corresponding
annealed gRNA1 ODN duplex into pX459 (pSpCas9(BB)-2A-Puro; Addgene #62988)
[34] digested with Bbsl. HEK293T cells were plated in 6-well plates at 2.7 x 10° per
well and transfected the next day using polyethyleneimine, with 2.5 pg of pX459-
gRNAI together with 5 pl of the HDR DNA prepared at 20 pM. When cells reached
confluence, they were trypsinized and plated at 0.5 cell per well in 96-well plates, using
conditioned medium. To screen the colonies for HDR-mediated TRIMS editing, part of
the cells were lyzed in the DirectPCR Lysis reagent (Viagen Biotech, Los Angeles,
USA) diluted 1:1 in proteinase K-containing water as recommended by the
manufacturer. Lysis was allowed to proceed overnight at 55°C followed by heating at
85°C for 90 min to deactivate proteinase K. For the specific PCR-based screening, 5 pl
of the lysed cells were subjected to PCR wusing primers T5a mut fwd (5’-
AAATAATCTACGGGGCCGGCGGCACAQG) and T5a qPCR _rev (5-
CCAGCACATACCCCCAGGAT). PCR was performed for 30 cycles using the
following conditions: 30 sec at 94°C, 30 sec at 61.5°C, 30 sec at 68°C. The 157-bp
expected PCR product was resolved on agarose gels. For the Haelll-based screening,
lysed cells were subjected to PCR wusing primers T5a Surveyor fwd and
T5a_Surveyor rev, similar to the Surveyor assay. 10 pl of the PCR product were
digested by Haelll for 60 min at 37°C. The reaction products were analyzed using
agarose gels in order to reveal the 307-bp and 372-bp bands corresponding to digested
products. For MiSeq sequencing, cellular DNA was submitted to PCR using the
following ODNSs, which bind to DNA sequences located 10 nt outside the 200 nt-long
region corresponding to the HDR: huTR5aGG _seq FOR,
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5’ACACTGACGACATGGTTCTACAATCCCTTAGCTGACCTGTTA, and
huTR5aGG _seq REV,
5’TACGGTAGCAGAGACTTGGTCTCCCCCAGGATCCAAGCAGTT. The

underlined sequences are barcodes. MiSeq sequencing results were analyzed using the
online tool Integrative Genomics Viewer

(http://software.broadinstitute.org/software/igv/).

Retroviral vectors production and viral challenges. To generate the HEK293T cells
stably expressing WT and R332G-R335G huTRIM>5a, cells were transduced with the
corresponding pMIH-huTRIMSa vectors followed by puromycin selection as described
previously [14]. To produce GFP-expressing retroviral vectors, HEK293T cells were
seeded 1n 10 cm culture dishes and transiently co-transfected with the following
plasmids: pMD-G, pCNCG and pCIG3-B or pCIG3-N to produce B-MLVgrp and N-
MLVgrp, respectively; pMD-G and pHIV-1n1-grp to produce HIV-1ni-grp (see [35,36]
and references therein). Retroviral vector preparations were titrated by infecting cat
CRFK cells with multiple vector doses and then calculating the MOI based on
nonsaturating virus doses. For retroviral challenges, cells were seeded into 96-well
plates at 10,000 cells per well and infected the following day with the GFP-expressing
retroviral vectors. Cells were trypsinized at 2 d post-infection and fixed n 2.5%
formaldehyde (Fisher Scientific, MA, USA). The percentage of GFP-positive cells was
then determined by analyzing 1x10% cells on a FC500 MPL cytometer (Beckman
Coulter, CA, USA) using the CXP Software (Beckman Coulter). For infections done in
presence of IFN-I, recombinant human IFN-a, IFN-B or I[FN-o (PeproTech, Rocky Hill,
NJ) was added to cell cultures 16 h prior to infection and at a final concentration of 10

ng/ml.
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CHAPITRE 11

INHIBITION DE LA LATENCE DU VIH-1 : UNE POSSIBLE FONCTION DU
FACTEUR DE RESTRICTION TRIMSa.

Le chapitre III de ce mémoire concerne un projet connexe a celui sur d’édition
génomique du facteur de restriction humain TRIMSa présenté précédemment. Les
expériences qui découlent de ce projet ne font pas encore partie d’une publication
scientifique, mais sont ajoutées au mémoire compte tenu des résultats prometteurs

obtenus concernant également le mutant huTRIMSa R332G-R335G.

3.1 Contribution des auteurs

e Caroline Dufour: j’ai moi-méme congu et effectué les expériences,
I’analyse et la compilation des résultats ainsi que les conceptions des
figures présentées ;

e Natacha Me¢érindol : post-doctorante du laboratoire qui m’a aidé a la
conception des expériences ainsi qu’a I’analyse des résultats ;

e Lionel Berthoux : directeur de recherche du laboratoire et superviseur de ce

projet.

3.2 Résumé du projet

La quéte d’une cure contre I'infection au VIH-1, ’agent causal du SIDA, est
toujours d’actualité malgré plus de 30 ans de recherches scientifiques. Une cure
stérilisante, qui permettrait d’éliminer les provirus latents des réservoirs, pourrait étre
atteinte a partir de ’approche « shock and kill », ou la réactivation des provirus latents
est forcée. Le facteur de restriction TRIM5a, lorsqu’il intercepte une capside virale a son
entrée dans la cellule, active I'immunité innée par la translocation nucléaire de NF-xB

via la voie TAK-1. Par contre, seulement la forme humaine de TRIM5a possédant 2



63

mutations d’acides aminés, R332G et R335G, est capable de reconnaitre la capside du

VIH-1.

Le mutant huTRIMSa R332G-R335G, ou la forme sauvage de la protéine, sont
surexprimés de fagon stable dans les cellules monocytaires THP-1 ayant un
provirus VIH-1 latent associé au gene rapporteur a fluorescence verte GFP (THP-
1gag.ip;-GFP). Ces cellules sont par la suite infectées avec un vecteur lentiviral VIH-1-
NLA4.3-DsRed. Les cellules sont préalablement traitées ou non au 5Z-7-Oxozeaenol, un
inhibiteur de TAK-1. Les niveaux de restriction (DsRed) ainsi que de réactivation des

provirus (GFP) sont mesurés par cytométrie en flux.

Les THP-1-gag.i;-GFP surexprimant stablement huTRIMS5a R332G-R335G
(huT5GG) sont plus restrictives que celles surexprimant la forme sauvage (huTSWT),
tout en ayant 4X plus de provirus réactivés. De plus, lorsque 1’activation de TAK-1 est
bloquée par un inhibiteur pharmacologique, I’augmentation de la réactivation des
provirus chez les cellules huT5GG est perdue, alors que I’inhibiteur n’affecte en rien

I’expression basale de GFP chez les cellules huTSWT.

Nos résultats démontrent que 1’effet d’activation de I’immunité innée occasionnée
par I’action de restriction de TRIMSa, plus spécifiquement du mutant huT5GG en
présence d’une infection par le VIH-1, permet une activation intensifiée de la
transcription des provirus VIH-1 des cellules en latence associée a la voie de
signalisation TAK-1 menant & la translocation nucléaire de NF-xkB. Cette étude
démontre le possible réle préventif sur I’établissement de la latence que peut avoir le
mutant humain TRIMSa R332G-R335G, une cible potentielle de thérapie génique pour

un traitement du VIH-1.
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3.3 Introduction

TRIM5a permet, chez les primates, la restriction de rétrovirus d’especes
différentes de 1’hote. En plus d’entrainer la décapsidation prématurée du virus restreint,
TRIMS5a est également un senseur de I'immunité innée, menant & la translocation
nucléaire des facteurs de transcription que sont NF-kB et AP-1, tous les deux activés par
la voie TAK-1. Fait intéressant, le provirus latent du VIH-1 posséde en son promoteur
des sites de liaisons pour NF-xB et AP-1. De ce fait, nous avons voulu vérifier si la
version mutante humaine de TRIMSa (huTRIMS5a R332G-R335G), restrictive du VIH-
1, permet effectivement de réactiver un provirus VIH-1 latent intégré dans la cellule par

cette action de senseur de I’immunité innée lors de la restriction de 1’infection.

3.4 Matériel et méthode

Culture cellulaire. Les cellules THP-1-gag,i,-GFP, une lignée monocytaire ayant un
provirus VIH-1-GFP latent inductible a la doxycycline, est un généreux don de la part de
Anne Gatignol (McGill Lady Davis Institute) et de Alan Cochrane (University of
Toronto). Ces cellules ont été maintenues en culture dans du RPMI (Roswell Park
Memorial Institute medium) (HyClone). Le milieu de culture est supplémenté avec 8 %
de sérum feetal bovin (FBS), 10% de pénicilline/streptomycine (HyClone) et de

2,5 mg/ml de plasmocine (InvivoGen).

Clonage de DsRed dans le plasmide pNL4.3 AenvAnef~-GFP. Le géne DsRed a été
amplifié a partir du plasmide pLVX-DsRed (amorce sens :
5’GATGCGGCCGCAATGGACAACACCGAG; amorce antisens :
5’GTACTCGAGCTACTGGGAGCCGGAGTG) par PCR avec I’enzyme OneTaq
(NEB) (30 cycles : 94°C 30 secondes, 60°C 30 secondes, 68°C 90 secondes). Le produit
PCR a été purifié sur colonne (EZ-10 Spin Column PCR Products Purification Kit,
Qiagen). Le produit PCR purifié DsRed ainsi que le vecteur pNL4.3 AenvAnef-GFP
(Berthoux et al., 2004) ont été digérés a I’aide de Xhol et Notl (NEB) a 37°C durant 120
minutes puis les enzymes ont été inactivées 20 minutes a 65°C. DsRed et

pNL4.3 AenvAnefAGPF ont été purifiés sur gel d’agarose 1 % puis extrait (QIAEX II
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Gel Extraction Kit, Qiagen) pour ensuite subir la ligation a 1’aide de I’enzyme T4 DNA
ligase (NEB) (10 minutes a température piéce et 16 h a 16°C, puis inactivation de
I’enzyme 10 minutes a 65°C).

Production de vecteurs lentiviraux. La production de vecteurs lentiviraux s’effectue
dans des cellules HEK293T a confluence environnant 80 % dans des pétris de 10 cm. La
co-transfection s’est effectuée en présence de polyéthylenimine (Polyscience) avec les
plasmides appropriés comme indiqué : pour la production de vecteur VIH-1 NL4.3-GFP,
10 pg de pNL4.3AenvAnef-DsRed et 5 pg de pMD.G (Berthoux et al., 2004); pour les

vecteurs pMIH, 10 pg de pMIH-huTRIMSa WT ou de pMIH-huTRIMSa R332G-
R335G (vecteur d’expression associé a un gene de résistance a I’hygromycine nécessaire
a la sélection (Malbec et al., 2010)), 10 pg de pCL-Eco (vecteur exprimant le promoteur
viral CMV et les protéines lentivirales Gag et Pol (Naviaux et al., 1996)) et 5 pg de
pMD.G (vecteur exprimant VSV-G (protéine G du virus de la stomatite vésiculaire) qui
permet ’entrée du vecteur viral par fusion (Berthoux et al., 2003)) (Pham et al., 2010).
Le milieu des cultures a été changé 6 h post-transfection, et le surnageant contenant les
virus a été récolté 24 h plus tard. Les virus collectés ont été centrifugés 5 min a 1500

rpm et conservés a -80°C par la suite.

Génération de lignées cellulaires stablement transduites. 150000 cellules THP-1-
gag,io-GFP ont été centrifugées 5 min a 1500 rpm, puis le culot cellulaire a été remis en
suspension dans 0,2 ml de vecteurs lentiviraux MIH-huTRIMSa WT, MIH-huTRIMS5a
R332G-R335G ou avec le vecteur MIH vide a titre de contréle. Du polybrene (Sigma
Aldrich, E.-U.), a une concentration finale de 8 pg/ml, a été ajouté a chaque préparation
de vecteurs. Les cellules ont par la suite été mises en plaque 24-puits et spinfectées
90 min a 1800 rpm a 30°C. 0,2 ml de milieu de culture a été ajouté a chaque puits
suivant la spinfection. Trois jours post-spinfection, le milieu des cultures a été
supplémenté en hygromycine B (Wisent, Canada), a des concentrations de 400 pg/ml.
La sélection s’est déroulée sur dix jours, méme si les cellules contrdles non transduites

étaient toutes mortes au bout de trois jours.
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Infections et traitements pharmacologiques. Les cellules ont été mises en plaques 96-
puits & une concentration de 50 000 cellules/puits en présence ou non a la doxycycline
(concentration finale de 2 pg/ml). Les cellules ont ensuite été infectées avec 100 pl de
virus NL4.3-DsRed (figure 3.1), avec un traitement préalable de 60 minutes avec
I’inhibiteur de TAK-1 5Z-7-Oxozeaenol (Sigma Aldrich, E.-U.) (concentration finale de
10 uM). 24 h apres I’infection, les cellules ont été nettoyées 2X et remises en culture en
RPMI, avec ou sans doxycycline selon le cas. 72 h post-infection, les cellules ont été
fixées a 1’aide d’une solution de formaldéhyde 2,5 % dans du PBS (Phosphate-buffered
saline). Le pourcentage de cellules GFP ou DsRed positive a été déterminé en analysant
10 000 cellules avec un appareil de cytométrie en flux FC500 MPL (Beckman Coulter,
USA), a I’aide du logiciel CXP (Beckman Coulter).

Figure 3.1  Schématisation de la méthodologie.
Les cellules THP-1-gag,i,-GFP sont modifiées afin de surexprimer la
protéine huTRIMSa R332G-R335(, et sont par la suite infectées a I’aide
de virus NL4.3-DsRed. L’activation de la transcription du provirus latent
GFP de ces cellules, occasionnée par la restriction de l’infection par
huTRIMSa R332G-R335G, sera mesurée par cytométrie en flux.

Analyses statistiques. Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du

logiciel Prism6 (GraphPad).



3.5 Résultats

En premier lieu, le projet nécessitait 1’utilisation du vecteur du VIH-1 NL4.3

exprimant un autre marqueur que le gene GFP. Nous avons donc cloné le géne

rapporteur DsRed d’un autre plasmide a la place de GFP, puis confirmé que ce nouveau

vecteur rétroviral demeure infectieux tout en exprimant cette protéine de fluorescence

NL4.3-eGFP
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Figure 3.2 Clonage du géne DsRed a ]a place du géne GFP dans la construction

plasmidique NL4.3.

Le géne GFP du vecteur NL4.3-eGFP est digéré a 1’aide de Xhol et Notl
pour étre remplacé par le gene DsRed. Les cellules infectées avec NL4.3-

DsRed ont une fluorescence rouge.

L’utilisation de ce VIH-1-NL4.3-DsRed permet donc de distinguer, dans notre

étude, entre la restriction de I’infection (en rouge) et la réactivation du virus latent (GFP)

(figure 3.3).



68

I Résultat: DsFled +++4+ " Résultat: DaRed + I" Résuitat: DeFRed +
- GFP - o GFP +++ s GFP-

Figure 3.3  Schématisation des résultats attendus lors de ’analyse par cytométrie
en flux.
L. Les cellules exprimant huTRIMSa de type sauvage (WT),

lorsqu’elles sont infectées avec du VIH-1-DsRed, n’occasionnent
pas de restriction (DsRed ++++) et donc pas de réactivation du
VIH-1 latent (GFP -).

II. Les cellules exprimant le mutant huTRIM5a R332G-R335G (GG)
vont restreindre 1’infection du VIH-1-DsRed (DsRed +), activant
la transcription du VIH-1 latent (GFP +++).

III.  Le traitement des cellules exprimant huTRIM5a GG avec un
inhibiteur de TAK-1 permet de conserver la restriction du VIH-1-
DsRed (DsRed +), mais empéche ’effet de réactivation du VIH-1

latent découlant de cette restriction (GFP -).

Suite a D’infection des cellules avec VIH-1-NL4.3-DsRed, nous avons pu
démontrer que la restriction de I’infection médiée par huTRIMSa GG est associée a une
réactivation du provirus VIH-1-GFP latent (figure 3.4). En effet, la réactivation est 6X
plus importante chez les cellules exprimant huTRIMSa GG infectées que chez celles

exprimant la version sauvage (WT).
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Figure 3.4

La restriction de VIH-1-NL4.3-DsRed par huTRIMSa R332G-R335G
est associée a une réactivation du provirus latent VIH-1-GFP.

Les cellules THP-1-gag.ip-GFP surexprimant huTRIMSa R332G-R335G
et infectées par NL4.3-DsRed sont plus restrictives de 1’infection et ont
plus d’activation de leur provirus latent.

Afin de confirmer notre hypothése selon laquelle il s’agit du réle de senseur a

I’activation de I'immunité innée de TRIMS qui permet cette réactivation du

provirus VIH-1 latent, nous avons inhibé la kinase TAK-1, qui est une voie centrale a

I’activation des facteurs de transcription NF-xB et AP-1. Nos résultats démontrent

qu’effectivement, 1’inhibition de la voie TAK-1 permet de bloquer la réactivation du

provirus occasionnée par la restriction de huTRIMSa GG, ramenant I’expression de GFP

au méme niveau que celui retrouvé chez les cellules non restrictives huTRIMSa WT

(figure 3.5). Pour sa part, I’inhibition de TAK-1 chez les cellules huTRIMSa WT
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n’affecte en rien I’expression basale du provirus latent, expression observable due &

I’induction de ce mod¢le cellulaire par la doxycycline.

% cellules Infectées exprimant DsRed
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Figure 3.5

La réactivation du provirus VIH-1-GFP latent médiée par la
restriction de VIH-1-NL4.3-DsRed par huTRIMS5a R332G-R335G est

dépendante de la voie d’activation de ’immunité innée TAK-1.

Lorsque les cellules THP-1-gag,ip-GFP surexprimant huTRIMS5a R332G-
R335G et infectées par NL4.3-DsRed sont préalablement traitées avec un
inhibiteur de la voie d’activation TAK-1, la réactivation du provirus latent
chez ces cellules est perdue, sans pour autant affecter la restriction de

I’infection.
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3.6 Discussion

Ces résultats préliminaires ont permis de confirmer notre hypothése concernant le
possible rdle d’inhibition de la latence que posséde le mutant huTRIMSa R332G-
R335G. Etant donné que le projet principal de la maitrise s’axe sur 1’édition génomique
de ce facteur de restriction dans des cellules humaines, afin que le mutant restrictif du
VIH-1 y soit exprimé, ce sous-projet permet de mettre en lumicre une autre fonction de
huTRIMSa R332G-R335G dans une optique de thérapie génique du VIH-1. En effet, en
plus d’entrainer la restriction du VIH-1 lors de I’infection, le mutant R332G-R335G

pourrait avoir un réle préventif sur 1’établissement de la latence du VIH-1.



CHAPITRE IV

DISCUSSION, PERSPECTIVES ET CONCLUSION

4.1 Approches thérapeutiques VIH-1

Les différentes approches thérapeutiques du VIH-1 actuellement en
développement se divisent en deux grandes catégories, selon qu’elles cherchent a obtenir

une cure fonctionnelle ou stérilisante.

4.1.1 Cure fonctionnelle

La cure fonctionnelle peut se définir comme un traitement ou les réservoirs de
virus latents ne posent plus de probléme de rebond viral lorsqu’un patient arréte d’étre
sous TAR (Khalili et al., 2015). De cette fagon, les sujets infectés par le VIH-I

n’auraient plus besoin de prendre de la médication a vie.

Le patient de Berlin, qui est demeuré avirémique malgré un arrét de tout TAR
pendant 10 ans, est le seul cas de guérison du VIH-1 a ce jour. Cependant, trois analyses
ont détecté de tres faibles quantités d’ARN viral dans le plasma et d’ADN viral dans une
biopsie rectale, et il est impossible d’établir s’il s’agit de faux positifs ou simplement si
les cellules avec un provirus intégré sont si rares qu’il est difficile de les détecter de
fagon constante (Yukl er al., 2013). A défaut de pouvoir prouver hors de tout doute
I’¢limination du VIH-1 de son organisme, le patient de Berlin est considéré comme
fonctionnellement guéri. Néanmoins, il est impossible d’envisager de traiter toutes les
personnes atteintes du VIH-1 par une greffe de cellules souches hématopoiétiques, sans
compter que I’intervention elle-méme a pratiquement tué Timothy Ray Brown (Brown,
2015). De ce cas unique ont néanmoins découlé plusieurs approches de thérapie génique
visant a altérer le co-récepteur CCRS. Celui-ci peut étre simplement inactivé par

’introduction d’indels dans son géne (Cradick et al, 2013), mais il est également
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possible d’effectuer la délétion spécifique de 32 pb avec CRISPR-Cas9, a un taux
d’efficacité de 33 % (Cho et al., 2013). Cette méme mutation a été tentée dans des
cellules souches pluripotentes, avec des taux de succes variables selon qu’on utilise les
TALENS (14 %) ou CRISPR-Cas9 (33 %) (Ye et al., 2014), et dans des cellules souches
mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse a 1’aide de ZFNs (Manotham et al.,
2015). L’équipe de Doms est parvenue pour sa part, en utilisant deux paires de ZFNs en
simultanée, a modifier les deux co-récepteurs du VIH-1, soit CCRS et CXCR4, dans des
lymphocytes T CD4+ primaires humains et d’obtenir de ces cellules une résistance a
I’infection au VIH-1 (Didigu et al., 2014). L’édition génomique de CCRS5 s’est rendue
en essai clinique en 2014, ou la thérapie génique par ZFNs a été tentée chez 12 patients
sous TAR : cette étude a permis de démonter qu'une telle approche est sécuritaire ;
néanmoins tous les participants sont redevenus virémiques apres I’arrét du TAR, bien

que la moiti€ d’entre eux ait eu un rebond viral plus lent (Tebas e al., 2014).

Une autre approche de thérapie génique tente plutét d’empécher I’expression
virale, par exemple en introduisant des mutations avec CRISPR-Cas9 dans la région
hyperconservée Tar (« trans-activation response element ») du promoteur LTR du VIH-1
essentielle a l'initiation de la transcription virale (Ebina ef al, 2013). L’équipe de
Belmonte a aussi démontré qu’il est possible d’empécher 1’expression du VIH-1 en
utilisant CRISPR-Cas9 pour cibler tant des régions codantes que des régions non
codantes du génome viral, et que ce blocage était d’autant plus efficace lorsque CRISPR
était associé a un multiplexe d’ARNg ciblant plusieurs régions du virus a la fois (Liao et

al., 2015).

L’approche « block and lock » est un traitement fonctionnel de plus en plus
envisagé, qui base son fondement sur I’idée qu’il serait possible d’empécher la
transcription virale des cellules infectées (« block ») afin de les rendant perpétuellement
latentes (« lock ») (Darcis et al., 2017). La protéine virale Tat est essentielle a 1’initiation
de la transcription, puisqu’elle permet de recruter les facteurs de transcription
nécessaires au promoteur du VIH-1 (Dingwall et al., 1990). L’équipe de Valente a

démontré in vitro cette année qu’en utilisant un inhibiteur de Tat nommé Didéhydro-
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Cortistatine A (dCA) en combinaison avec la TAR, il était possible d’empécher la
transcription résiduelle du VIH-1. De plus, les virus latents stimulés a la prostratine
(agoniste de la protéine kinase C), approche thérapeutique décrite dans la prochaine
section, ne parviennent pas a étre réactivés lorsque les cellules sont traitées a la dCA.
Finalement, I'utilisation de cet inhibiteur de Tat permet de ralentir le rebond viral aprés

I’interruption de la TAR, passant de 7 a 25 jours (Kessing et al., 2017).

4.1.2 Cure stérilisante

La seconde approche aspire a une cure stérilisante, ou il n’y aurait plus du tout
trace de provirus VIH-1 capable de se répliquer chez un individu infecté¢ (Khalili et al.,

2015). Plusieurs avenues sont envisagées pour y arriver.

Dans I’approche « shock and kill », il est question de forcer la réactivation des
provirus latents (le « shock ») tout en maintenant une TAR (le « kill ») afin d’épuiser les
réservoirs. Le bémol de cette approche est qu’il n’est possible d’atteindre que les virus
inductibles, empéchant une éradication compléte (Datta ef al., 2016). Plusieurs agents
pharmacologiques permettant la réactivation de la latence (LRAs, pour « latency-
reversing agents ») ont été testés au fil du temps, notamment en jouant sur I’état de la
chromatine a ’aide des inhibiteurs d’histone déacétylases (HDACs) comme I’acide
valproique (Ylisastigui et al., 2004) ou le Vorinostat (Archin et al., 2009), ou en
induisant la voie NF-kB par des agonistes de la protéine kinase C (PKC) comme la
Prostratin (Kulkosky et al., 2001) et la Bryostatin-1 (Darcis ef al., 2015). Le principal
probléme avec ces agents pharmacologiques est leur manque de spécificité pour les
cellules infectées, en plus de causer d’importants effets secondaires (Datta et al., 2016).
Des approches de thérapie génique qui activent de fagon spécifique la transcription
virale en ciblant les LTRs des provirus ont également été développées (Wang et al.,

2015; Zhang et al., 2015).

Une autre approche stérilisante serait de parvenir a exciser les provirus intégrés.

L’excision compléte du génome viral a été tentée, a 1’aide de ZFNs, en ciblant la région
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Tar au sein du LTR du VIH-1, avec prés de 50 % d’efficacité (Qu et al., 2013). Quant a
elle, I’équipe de Khalili, en utilisant I’approche par CRISPR-Cas9, est parvenue a

’excision de provirus latents de cellules monocytaires (Hu et al., 2014).

Des vaccins thérapeutiques sont aussi envisagés, afin de stimuler la production
d’anticorps neutralisant a large spectre (bNAbs) ou d’anticorps non neutralisants
(Margolis et al., 2016). Les bNAbs sont des anticorps particuliers, possédant pour la
plupart des régions variables hautement mutées (Mascola & Haynes, 2013) leur
conférant la capacité de reconnaitre des épitopes provenant d’une grande variété¢ du
méme virus (Koff, 2016). Les bNAbs permettent d’obtenir une réponse immunitaire
efficace, incluant la réponse cytotoxique contre les cellules infectées en latence ou non
(Margolis et al., 2016), malgré les multiples variations observées parmi les quasi-
especes du VIH-1 (Ahmed et al., 2017). Pourtant, ce n’est qu’entre 10 et 30 % des sujets
infectés au VIH-1 de fagon chronique depuis 2 a 5 ans qui vont développer de tels
anticorps (Klein et al., 2013). Pour leur part, les anticorps non neutralisants ne sont pas a
négliger, puisqu’ils contribuent en partie au contréle de I’infection au VIH-1 observé
chez les contr6leurs élites, un petit groupe d’individus qui parvient & maintenir une
charge virale indétectable durant plusieurs années en absence de TAR (Baum, 2010).
Ces anticorps entrainent plutét la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps
(ADCC) et I’'inhibition virale cellulaire dépendante des anticorps (ADCVI), deux
mécanismes de défense de I'immunité cellulaire qui permettent la suppression des
cellules infectées par les NK, les monocytes et les neutrophiles (Overbaugh & Morris,
2012). Les anticorps non neutralisants seraient d’ailleurs responsables du taux
d’efficacité de 31,2 % obtenu lors de I’essai clinique de phase IIl RV144 (une
combinaison de deux vaccins, ALVAC and AIDSVAX, testée sur 16402 sujets en
Thailande) (Rerks-Ngarm ez al., 2009). 11 s’agit du seul essai clinique, sur plus de 256
(Lema et al., 2014) ayant permis d’obtenir une certaine protection a 1’infection au VIH-1
(Margolis et al., 2016). La quéte d’un vaccin anti-VIH-1, malgré son haut taux de
complexité, demeure d’actualité puisqu’il s’agit d’une approche thérapeutique qui

permettrait potentiellement la protection et la guérison (Lema et al., 2014).
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4.1.3 Portée du projet de maitrise

La quéte d’une cure contre le VIH-1 emprunte de multiples avenues différentes.
La thérapie génique fait partie des directions prometteuses, considérant que 1’édition
génomique de CCRS s’est rendue jusqu’en essais cliniques. Cette approche, ciblant un
géne humain, ne rendra pourtant pas les individus résistants aux souches du VIH-1
utilisant plutot le co-récepteur CXCR4. Pour leurs parts, I’excision du génome du VIH-1
des cellules infectées et I’inactivation de la transcription virale par édition génomique
s’attaquent directement au virus aprés ’infection. Néanmoins, compte tenu de la grande
diversité génétique des quasi-especes de VIH-1, ces approches de thérapie génique
doivent pratiquement étre personnalisées a chaque sujet infecté (Datta et al., 2016). De
plus, il faudrait parvenir a cibler la totalité des virus intégrés afin d’éviter que la
réplication résiduelle ne meéne a D’apparition virus mutés résistants a 1’édition

génomique.

Le facteur de restriction TRIM5a a déja été utilisé tant comme cible pour de

I’édition génomique que pour de la thérapie génique envers le VIH-1.

D’abord, Wang et al. ont démontré qu’il était possible de modifier le géne TRIMS
afin de rendre inactive la protéine qui en découle, dans une étude ayant pour but
d’obtenir un modeéle animal de singes pour la recherche sur le VIH-1. En utilisant les
TALENSs pour introduire des délétions au niveau de I’exon 7 de TRIMS de lymphocytes
T CD4+ de macaques, ils sont parvenus a empécher la restriction de la capside du VIH-1

par thTRIMSa (Wang, X. et al., 2017).

Ensuite, trois études, ou il était question d’améliorer la capacité de reconnaissance
du VIH-1 de I’orthologue TRIMS5a humain, ont été précédemment publiées. La premiére
démontrait qu’il était possible d’obtenir une meilleure restriction du VIH-1 que celle
observée par rhTRIMS5a, dans des lignées lymphocytaires, en surexprimant une chimeére
protéique humaine ou la portion N-terminale de TRIM5a est fusionnée a la cyclophiline

A (CypA), afin d’imiter la protéine TRIM-Cyp restrictive du VIH-1 retrouvée chez les
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singes du Nouveau Monde (Neagu et al., 2009). La seconde étude obtient une restriction
légerement inférieure a celle obtenue par rthTRIMSa, en surexprimant dans des cellules
primaires lymphocytaires, une version humaine de TRIMSa possédant 5 substitutions
d’acides aminés dans le domaine PRYSPRY retrouvées chez le macaque (Richardson et
al., 2014). Finalement, une troisicme étude, provenant de notre laboratoire, démontrait
que la mutation de deux acides aminés dans le domaine PRYSPRY de huTRIMS5a, en
position R332 et en position R335, conférait une capacité de restriction du VIH-1
pratiquement équivalent a celui de rhTRIMS5a lorsque ce mutant est surexprimé dans des

lignées lymphocytaires humaines (Pham et al., 2010).

Néanmoins, 1’édition génomique du facteur de restriction humain TRIMS5a par
CRISPR-Cas9, effectuée au cours de mon parcours de maitrise et décrite dans ce
mémoire, dans D’optique d’améliorer sa capacité de restriction du VIH-1 dans des
cellules humaines, constitue une premiére. En effet, notre étude démontre qu’il est
possible d’éditer TRIM5 humain a partir de ’ARNg et le ssODN que nous avons congus.
Les résultats de ce projet de recherche ont également permis de mettre a jour plusieurs
difficultés qu’il sera nécessaire de surmonter dans 1’avenir pour pouvoir considérer cette
approche en thérapie génique. Ces différentes difficultés et possibles solutions sont

¢laborées dans la prochaine section.

4.2 Perspectives du projet d’édition génomique

L’utilisation de I’édition génomique chez I’humain nécessite une approche
parfaite, ce qui se comprend d’un point de vue éthique. En effet, modifier I’ADN d’un
individu pour guérir une condition médicale devrait, dans un monde idéal, se faire sans
risquer d’introduire d’autres altérations pouvant entrainer des dommages irréversibles a
cette personne, encore moins a sa descendance si cette modification doit étre effectuée
sur les cellules germinales (Philippidis, 2016). L’optimisation du processus d’édition
génomique est nécessaire et prend en compte d’un coté la méthode de livraison de I’outil
moléculaire et sa cytotoxicité, et de I’autre 1’augmentation du taux d’efficacité de

I’édition tout en limitant les mutations hors cibles (Kwarteng ef al., 2017).
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Notre étude s’est heurtée a cinq problémes majeurs :

- La difficulté d’introduire le matériel d’édition génomique dans les cellules
cibles du VIH-1, soit les lymphocytes et les monocytes (résultats non
montres);

- Une cytotoxicité importante des cellules en suspens €lectroporées ;

- Un taux d’efficacit¢ de HDR en-dessous de 10% chez les
cellules HEK293T :

- L’absence de clones HEK293T homozygotes pour huTRIMSa R332G-
R335G;

- L’absence de restriction chez ces clones HEK293T malgré la présence des
mutations nécessaires a 1’expression de huTRIMSa R332G-R335G (résultats

montrés en annexe A) .

La poursuite du projet passe donc par 1’élaboration de solutions afin de surmonter

ces problémes.

4.2.1 Méthodes de livraison du matériel d’édition génomique

Un probléme commun aux trois outils moléculaires (ZFNs, TALENs et CRISPR-
Cas) se situe dans la méthode d’introduction du matériel au niveau de la cellule, le tout
devant rester compatible avec une utilisation en thérapie génique du VIH-1 ex vivo. En
effet, 1l faut considérer une méthode de livraison permettant un bon taux d’efficacité
dans des cellules primaires et lymphocytaires tout en limitant les risques cytotoxiques,

puisque ces cellules seront réinfusées au patient par la suite.

Lors d’expériences in vitro, la méthode de livraison la plus simple est la
transfection chimique de cellules a 1’aide de plasmides. Néanmoins, cette technique, qui
permet une expression transitoire du matériel a I’édition génomique (c’est-a-dire
PARNg, les enzymes pour effectuer la double cassure d’ADN ainsi que I’ADN

donneur), n’est que peu efficace dans plusieurs types cellulaires (Maeder & Gersbach,
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2016). 11 est aussi possible d’introduire le plasmide par €lectroporation, une technique ou
un champ électrique est utilis€ pour momentanément augmenter la perméabilité de la
membrane cellulaire (Wang, M. et al., 2017). De plus, Iutilisation de plasmides peut
impliquer une certaine toxicité reliée a la quantité d’ADN inséré, peut entrainer une
intégration aléatoire de son contenu, sans oublier que ce sont a la base des constructions
d’origine bactérienne (Maeder & Gersbach, 2016) pouvant €tre percu comme de I’ADN

étranger et ainsi activer le systéme immunitaire.

Dans notre étude, nous sommes parvenus a transfecter des cellules
épithéliales HEK293T. Celles-ci ne sont pas des cellules cibles du VIH-1, mais sont
connues pour étre treés facilement transfectables (Lin, Y. C. et al., 2014), d’ou leur
utilisation. Toutefois, 1’électroporation a ¢té tentée sur des cellules lymphocytaires
Jurkat, étant donné que les lymphocytes T CD4+ la cible principale du VIH-1. Suite a
I”électroporation du ssODN et du plasmide d’expression de SpCas9 et de I’ARNg, un
signal PCR positif a la présence des mutations pour huTRIMSa R332G-R335G a été
détecté sur le lot de cellules Jurkat, et ce a plusieurs reprises. Néanmoins, malgré deux
techniques différentes d’isolation de clones positifs, soit le tri fonctionnel par FACS
(« fluorescence-activated cell sorting », un type de cytométrie en flux) des cellules
n’exprimant pas GFP suite & une infection a 1’aide du vecteur VIH-1-NL4.3-GFP a haute
dose et la dilution limite a partir du lot de cellules, il a été¢ impossible de trouver un seul
clone positif pour huTRIMSa R332G-R335G par PCR sur pres de 1000 clones testés.
Une cytotoxicité reliée a la présence du plasmide, du ssODN ou a I’expression de la
Cas9 pourrait expliquer que les clones positifs n’aient pas survécu suite aux deux
méthodes d’expansion clonale. De toute évidence, d’autres procédés de livraison devront
étre envisagés pour parvenir a I’édition génomique de TRIMS5 dans des monocytes et

lymphocytes T humains.

Afin d’éviter I'utilisation de matériel bactérien pour obtenir une expression
transitoire, plusieurs études se sont tournées vers le complexe d’ARNs (I’ARNg et
I’ ARN messager codant pour la Cas9) (Cho et al., 2013) ou ribonucléoprotéique (RNPs)
ou I’ARNg est préalablement associé a la protéine de Cas9 (Lin, S. ef al., 2014). La
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livraison peut se faire par électroporation (Chen et al., 2016; Kim et al., 2014), mais
cette technique endommage considérablement les cellules, ce qui limite son utilisation
dans un contexte de thérapie génique (Wang, M. ef al., 2017). La livraison peut aussi se
faire par fusion a la membrane a I’aide de peptides permettant I’entrée dans la cellule
(CPP, « cell-penetrating peptide »), tels le poly-Arg (Liu et al, 2014) ou le Feldan
Shuttle (Feldan Therapeutics), ou encore a 1’aide de nanoparticules lipidiques (LNP)
(Yin et al, 2017). 11 n’empéche que tant les complexes d’ARNs que les RNPs
nécessitent un bon dosage du matériel introduit pour limiter les effets de toxicité et des

mutations hors cibles (Maeder & Gersbach, 2016).

Finalement, la plupart des types cellulaires peuvent étre efficacement transduits a
I’aide de vecteurs biologiques (associé aux adénovirus (AAV) ou lentiviraux) (Datta et
al., 2016; Kwarteng et al., 2017). Ceux-ci peuvent contenir une grande quantité d’ADN
(jusqu’a 4,8 kb) tout en évitant I’effet cytotoxique des autres méthodes (Maeder &
Gersbach, 2016). Les vecteurs AAV permettent une expression transitoire du matériel
génétique tout en possédant une bonne efficacité de transduction (Holkers et al., 2013),
mais parviennent difficilement empaqueter 2 TALENs (4 kB chacun) ou SpCas9 (4,2
kB) en plus de ’ARNg et de I’ADN donneur (Maeder & Gersbach, 2016). 1l existe des
vecteurs lentiviraux pour I’expression de Cas9 et de ’ARNg tel le lentiCRISPRv2
(Sanjana et al., 2014). Néanmoins, les vecteurs lentiviraux entrainent 1’intégration de
leur contenu dans le génome de la cellule. Cette intégration peut avoir de graves
conséquences en rendant la cellule oncogénique (Kwarteng et al., 2017). Pour contrer
cet effet non souhaité, certains utilisent plutoét des vecteurs lentiviraux possédant une
déficience au niveau du géne de ’intégrase, empéchant cette intégration permanente

(Genovese et al., 2014), ce qui pourrait s’avérer étre une solution dans notre étude.
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4.2.2.1 Ameélioration de la HDR

Lors de la réparation de I’ADN, tel que mentionné précédemment, les
mécanismes de NHEJ et de HDR se font compétition sur chaque alléle & réparer. Etant
donné que la NHEJ se produit nettement plus fréquemment que la HDR, et que la
mutation ponctuelle précise de nucléotides survient grace a la HDR, il n’est pas
surprenant de constater que nous avons obtenu un taux d’efficacité en-dessous de 10 %
lors de I’édition génomique de TRIMS. 11 serait possible d’améliorer la HDR de deux

fagons.

Premi¢rement, considérant que la HDR est un mécanisme de réparation
majoritairement actif durant les phases S et G2 du cycle cellulaire, des équipes ont testé
la capacité d’agents pharmacologiques, permettant de préalablement synchroniser les
cellules, a améliorer I’efficacité¢ de la réparation par ce mécanisme. 1l a été¢ démontré
qu’en arrétant le cycle cellulaire en phase fin de phase G2 a I’aide de Nocodazole ou en
début de phase S avec de I’ Aphidicoline, il était possible d’obtenir des taux de réparation

par HDR avoisinant les 40 % (Lin, S. et al., 2014).

A T’opposé, comme la NHEJ et la HDR ne peuvent survenir en méme temps
durant la réparation, 1l est également possible d’inhiber la NHEJ. Arras et Fraser en ont
d’ailleurs identifié 4 compos€s pharmacologiques, utilis¢é a faible dose, permettant
d’améliorer la HDR de prés de 5 fois: le W7, la chlorpromazine, le Nu7026 et le
AG14361 (Arras & Fraser, 2016).

De tels agents pharmacologiques pourraient étre mis & contribution dans la suite
du projet d’édition génomique du gene humain TRIMS afin d’isoler plus de clones
positifs pour huTRIMSa R332G-R335G. Ce serait €galement une alternative a
considérer pour tenter d’obtenir des clones homozygotes pour la mutation de

huTRIMSa. Néanmoins, ces agents pharmacologiques ont une toxicit€ élevée, limitant
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par le fait méme leur utilisation dans le cadre de thérapie génique sur des cellules de

patients.

4.2.2.2 Importance de I’homozygotie

Les cellules HEK293T étant majoritairement triploides, la probabilité d’obtenir
un clone homozygote était faible, malgré tout nous ne sommes pas parvenus a en isoler
un seul parmi nos 10 clones positifs. De ce fait, nous avons constaté toute 1’importance
d’arriver a cette homozygotie. Les all¢les exempts de réparation par HDR avaient tous
subi I’action de la nucléase, puisque sur la totalité on retrouvait un indel au site de coupe
de la Cas9. Ceci permet de conclure qu’une expression transitoire par transfection
plasmidique est nettement suffisante pour que le systétme CRISPR-Cas9 exécute son
travail. L apparition d’indels au site de coupe est rapportée par Paquet et al. (Paquet et
al., 2016), ou ils démontrent que I’absence de HDR homologue se solde toujours par la
présence de ces indels, due a la trés haute efficacité de la nucléase. En effet, Cas9
reconnait continuellement sa cible ADN immédiatement suivi du motif PAM, et
I’apparition d’un indel au site de coupe entraine un décalage du cadre de lecture du
PAM. Celui-ci n’est alors plus détecté par la Cas9, empéchant toute reconnaissance
subséquente de cet alléle par le complexe CRISPR-Cas9. De cette fagon, trés rares sont
les alleles restés intacts suite & I’action de CRISPR-Cas9, malgré que I’enzyme soit
exprimée dans la cellule & peine durant quelques jours. Plus important encore, dans notre
étude, cet indel survient dans le domaine de reconnaissance de la capside virale, en fin
de protéine, et entraine I’apparition d’un codon stop prématuré. Le TRIMSa qui en
découle serait tronqué en portion C-terminale, au début du domaine PRYSPRY, tout en
ayant intacts les trois autres domaines. De ce fait, il n’est pas impossible que 1’absence
de restriction percue dans nos expériences d’infection de nos clones positifs puisse
s’expliquer en partie a cause de ce phénomene: si huTRIMSa R332G-R335G et
huTRIMSa tronqué sont exprimés simultanément dans la cellule, ceux-ci peuvent
dimériser ensemble par leur domaine Coiled-Coil (Berthoux et al., 2005). Il se peut donc

que l’augmentation de la capacité de reconnaissance de la capside du VIH-1 de
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huTRIMS5a R332G-R335G soit inhibée par la perte de capacité de reconnaissance de la

protéine tronquée.

Une procédure permettant une HDR homozygote, nécessitant deux cycles
d’édition génomique par CRISPR-Cas9, nommée CORRECT, a été élaborée (Paquet et
al., 2016). Suite au premier cycle de CRISPR, menant a I’insertion de mutations désirées
par HDR, les clones isolés hétérozygotes subiront une nouvelle édition génomique
ciblant spécifiquement les alléles ou un indel a été introduit par NHEJ. De cette fagon,
les alléles ayant eu une HDR en premier lieu ne sont pas ciblés par la deuxieme vague
d’édition génomique. Ce protocole, bien que fournissant une bonne alternative au
probléme d’hétérozygotie, est néanmoins plus long et coliteux, nécessitant de tout faire

en double.

4.2.2.3 Alternative a Cas9

Depuis 1’adaptation du systéme CRISPR-Cas en 2012, des alternatives & SpCas9
ont ét€¢ développées, entre autres & cause de I’identification de nouvelles protéines

effectrices de CRISPR-Cas de classe 2.

La premiere alternative proposée pour augmenter la spécificité de 1’édition
génomique par CRISPR-Cas9 est I’utilisation d’une version mutante de Cas9 ou
I’activité nucléase (c.-a-d. le clivage des deux brins d’ADN) est convertie en activité
nickase (c.-a-d. le clivage d’un seul brin d’ADN). Cette Cas9n, possédant une
mutation D10A (Cong et al, 2013), est utilisée en paire, a 'instar des ZFNs et des
TALENSs. Les deux ARNg doivent cibler, de fagon opposée, des régions rapprochées se
trouvant sur chacun des brins d’ADN (Ran ef al., 2013a). Ainsi, la coupure double-brin
de ’ADN ne survient que si les deux cibles sont reconnues, permettant de réduire les

modifications hors cibles comparativement a 1’utilisation de la Cas9.

Une seconde alternative a SpCas9, 1’enzyme Cpfl, a été caractérisée chez

Francisella novicida en 2015 par Zetsche et al. Cette enzyme, aussi dénommée Casl2a,
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entraine la coupure double-brin de I’ADN, mais fonctionne différemment de Cas9 : 1)
’enzyme ne posséde qu’un seul domaine catalytique ; 2) la s€quence guide ne comporte
que le crRNA de 42 nucléotides de long ; 3) le motif PAM, riche en T, se situe en 5' de
la séquence cible sur I’ADN ; 4) la coupure des deux brins est décalée (Zetsche et al.,
2015). Deux Cpfl, AsCpfl de Acidamonococcus et LbCpfl de Lachnospiraceae,
possédent une activité dans les cellules humaines (Zetsche et al., 2015) permettant de les
utiliser comme outil d’édition génomique (Kleinstiver et al., 2016). Un dernier effecteur
CRISPR de classe 2 a été identifié jusqu’a maintenant. C2cl, retrouvée entre autres chez
les Alicyclobacillus (AacC2cl), est une enzyme fonctionnant de fagon trés similaire a
Cpfl, a la différence que la séquence guide nécessite le crRNA et le tracrRNA (figure
4.1) (Shmakov et al., 2015).
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Figure 4.1  Schéma représentant les 3 différentes nucléases

Cas9, C2cl et Cpfl : composantes de I’ARNg, position du motif PAM et
sites de coupe de ’ADN (Stella et al., 2017)

Cpfl et C2cl ont de sérieux avantages sur Cas9. D’abord, le motif PAM est riche
en thymidine, contrairement au NGG de Cas9, ce qui permet de cibler des régions
différentes du génome. De plus, le PAM doit se situer en 5' de la séquence ciblée : de
cette fagon, I’apparition d’indel au site de coupe n’affecte aucunement la reconnaissance
du PAM par I’enzyme. Ainsi, plusieurs cycles reconnaissance-coupure peuvent survenir
(Zetsche et al., 2015), menant éventuellement a une réparation par HDR. Finalement,
ces deux enzymes coupent les deux brins d’ADN en décalé, ce qui occasionnent
I’apparition de bouts cohésifs, ce qui souléve 1’idée qu’il serait possible d’introduire de
petites séquences d’ADN sans passer par la réparation par HDR (Zetsche et al., 2015),

un peu a la fagon du clonage par enzyme de restriction. Dans notre cas, 1’utilisation de
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Cpfl ou de C2cl pourrait permettre d’augmenter les probabilités d’obtenir des clones
homozygotes. Néanmoins, leur utilisation nécessiterait de revoir notre conception
d’ARNg et d’ADN donneur, puisque notre séquence nucléotidique ciblée pour les
mutations R332G et R335G du géne TRIMS est riche en G et nous permettait d’obtenir

une coupure exactement entre les deux sites a muter avec la Cas9.

Finalement, une nouvelle approche d’édition génomique, soit 1’édition de base
d’ADN, a été proposée par Komor et al. en 2016, en se servant de la capacité de Cas9 a
cibler une séquence précise de nucléotides. Ils ont fusionné, en N-terminal, une version
non catalytique de Cas9 (dCas9, ol on retrouve les mutations D10A et H840A inactivant
les deux domaines catalytiques RuvC et HNH (Jinek et al., 2012)) a rAPOBECI, une
cytidine déaminase (Komor et al., 2016). La cytidine déaminase ainsi guidée entraine la
conversion C—T (ou le complémentaire G—A) sur une distance de 5 nucléotides, situés
entre les positions 4 a 8 de la séquence ciblée par I’ARNg de dCas9 (Komor et al.,
2016). Ils ont pu obtenir un taux d’efficacité de 44 % d’édition génomique, avec une
fréquence d’indel égale ou inférieure a 0,1 %, sans avoir recours a la coupure d’ADN
(simple ou double brin) ni a la présence d’'un ADN donneur. Cette approche n’est pas
nécessairement applicable dans toutes les situations d’édition génomique, et serait
difficilement utilisable dans notre étude, mais ouvre la voie a 1’élaboration de
constructions semblables avec d’autres types d’enzymes modifiant ’ADN, telles les

méthylases et les déméthylases (Komor et al., 2016).

4.3 Perspective du projet sur Pinhibition de la latence du VIH-1

Le second projet effectué¢ lors de cette maitrise concernait I’inhibition de la
latence par huTRIMSa R332G-R335G. Les résultats obtenus nous ont permis de
confirmer notre hypothe¢se selon que huTRIMS5a R332G-R335G entraine la réactivation
de provirus VIH-1 latent lorsque le mutant restreint une nouvelle infection au VIH-1.
Tel que prévu, nous avons aussi démontré qu’en inhibant la voie d’activation de
I’immunité innée TAK-1, cette réactivation était annulée. Néanmoins, ce projet devra

étre poursuivi pour pouvoir établir le réle de huTRIMSe R332G-R335G dans
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I’inhibition de la latence virale. D’abord, il faudra confirmer que cette réactivation passe
par la voie TAK-1 a I’aide de I’interférence a ’ARN de cette kinase, ce qui permet de
prouver de deux fagons différentes son implication de la réactivation des provirus
latents. De plus, il sera important de déterminer I’apport de NF-xB et AP-1, ensemble et
séparément, dans cette réactivation. Pour se faire, I'infection sera faite en présence
d’inhibiteurs pharmacologiques, tel BAY 11-7085 pour NF-xB et SP6-00125 pour AP-1.
De méme que pour TAK-1, I'interférence a ’ARN sera également nécessaire pour
confirmer I’implication de ces deux facteurs de transcriptions dans la réactivation de la
latence. Finalement, et c’est a ce stade que les deux projets de ma maitrise se rejoignent,
parvenir a éditer le géne TRIMS chez ce modéle cellulaire de latence du VIH-1
permettrait de démontrer sans équivoque le role de huTRIMSa R332G-R335G dans

I’inhibition de la latence virale.

4.4 Conclusion

Les deux projets effectués lors de cette maitrise concernant le mutant huTRIM5a
R332G-R335G ont permis d’un c6té de confirmer la faisabilité de 1’édition de ce géne
par CRISPR-Cas9, et de 1’autre de mettre en lumiére son possible réle dans 1’inhibition
de la latence grace & son action de senseur de I’immunité innée. Etant donné que ce
mutant humain ne différe que de deux acides aminés de la version sauvage,
comparativement a 1’orthogue macaque qui a prés de 12 % d’acides aminés différents
(Pham et al., 2010), huTRIMSa R332G-R335G est un meilleur candidat de thérapie
génique que le transgéne provenant du singe. De plus, il a été démontré que ce mutant
permet la restriction d’une variété de souches de VIH-1 différentes en plus d’entrainer
une meilleure survie cellulaire (Jung et al., 2015). Notre étude constitue la premiére
tentative d’édition génomique d’un facteur de restriction afin d’augmenter sa capacité
d’action anti-VIH-1, et nos résultats de réactivation de la latence tendent a démontrer
que le mutant huTRIMSa R332G-R335G ne permet pas sa capacité d’activer I’immunité
innée, role qui n’avait pas été évalué jusqu’a maintenant. Nos résultats soutiennent 1’idée
qu’il est primordial d’améliorer les techniques de livraison du matériel d’édition

génomique ainsi que le taux d’efficacité de la HDR pour songer a une thérapie génique
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du VIH-1 par huTRIMSa R332G-R335G. Finalement, i1l n’est pas exclu que le virus
parvienne a développer des mutations le rendant résistant a la restriction par cette
version améliorée de huTRIMSa, et c’est pourquoi il serait nécessaire d’arriver a une
édition génomique multiplex, ou plusieurs ARNg sont utilisés simultanément (Cong et
al., 2013). De cette fagon, une cellule humaine pourrait subir une triple édition
génomique anti-VIH-1 : augmenter la capacité de reconnaissance de la capside du VIH-
1 par TRIMSa (mutations R332G et R335G) (Pham et al., 2010), rendre APOBEC3G
résistant & la protéine virale Vif (mutation D128K) (Schrofelbauer et al., 2004) et

empécher tétherine d’étre dégrader par Vpu (mutation T45I) (Gupta et al., 2009).
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ANNEXE A

RESULTATS D’INFECTION NON-MONTRES

Dans le projet d’édition génomique du géne TRIMS afin d’augmenter la capacité
de restriction du VIH-1 du facteur de restriction TRIMS5a dans des cellules humaines,
des résultats d’infection des clones obtenus n’ont pas été montrés dans I’article publié

dans PlosOne.
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Figure 5.1  Capacité de restriction de différents rétrovirus des 10 clones ayant

subi une édition génomique de TRIMS.

Les 10 clones ont été infectés avec des doses croissantes de 5 rétrovirus
différents (VIH-1, VIS, N-MLV, B-MLV et EIAV) exprimant GFP, puis
le pourcentage de cellules exprimant GFP a été déterminé par cytométrie
en flux. En comparaison avec les cellules 293T non éditées, aucun des
clones n’est spécifiquement plus restrictif du VIH-1.
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Figure 5.2

B FNw

Capacité de restriction de différents rétrovirus des 10 clones ayant
subi une édition génomique de TRIMS5 aprés traitement a PIFN-L.

Les 10 clones ont subi un traitement a I’'IFN-I (soit [FN-a, IFN-B ou IFN-
®) 16 heures avant d’é€tre infectés avec une dose unique de 4 rétrovirus
différents (VIH-1, VIS, N-MLV et B-MLV) exprimant GFP. Le
pourcentage de cellules exprimant GFP a été déterminé par cytométrie en
flux. Les cellules 293T non éditées, qui servent de contrdle, ne sont que
faiblement plus restrictives de N-MLV lorsqu’elles sont traitées avec
I’'IFN-a et IFN-B. Aucun des clones n’a de meilleure restriction aprés un
traitement a I’IFN-I, peu importe le rétrovirus.



