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Résumeée

Le virus T-lymphotrope humain de type 1 (HTLV-1) est le premier rétrovirus a avoir été caractérisé comme
étant a 1’origine d’une maladie humaine, infectant 5 a 10 millions de personnes a travers le monde. 11 est associé a
deux maladies principales : le lymphome/leucémie a cellules T de 1’adulte (ATL) et la paraparésie spastique
tropicale ou myélopathie associée au HTLV-1 (TSP/HAM). Il a la particularité de produire un transcrit antisens
ainsi que sa protéine associée : HBZ. L’ARNm de HBZ est principalement localisé dans le noyau des cellules
infectées. Ce transcrit présente des propriétés particuliéres en étant notamment capable d’interagir spécifiquement
avec le promoteur HTLV-1, le 5’LTR. Ce mécanisme empéche 1'expression génétique des protéines dirigée par le
5’LTR, une surexpression de ce transcrit provoquant un niveau de production des protéines Tax et Gag/Pol
significativement plus bas. Le but de ce travail est d’étudier les fonctions de cet ARN en venant le cibler avec des
acides peptidiques nucléiques (PNA) et ainsi d'évaluer un éventuel impact sur I’expression de la protéine Tax dans
des lignées infectées par HTLV-1. Les résultats montrent que les PNA sont bien absorbés par les cellules, mais y
sont toxiques. En étant capables de pénétrer dans les cellules et d’atteindre leur noyau, ces PNA pourraient

permettre d'étudier le role de ’ARN de HBZ dans les mécanismes de viabilité cellulaire et de latence virale.
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Abstract

The human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1) is the first retrovirus that was associated with a human
disease, infecting 5-10 million people worldwide. HTLV-1 causes two major diseases: adult T-cell leukemia (ATL)
and HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP). HTLV-1 has the singularity of
producing an antisense transcript and its associated protein: HBZ. The HBZ mRNA is mainly located in the nucleus
of infected cells. This mRNA has special properties, including the ability to interact specifically with the HTLV-1
promoter, the S’LTR. This mechanism prevents gene expression of proteins directed by the 5S'LTR. Overexpression
of this transcript indeed significantly reduces Tax and Gag/Pol proteins production. The aim of this work is to study
the functions of the HBZ mRNA by using peptide nucleic acids (PNAs) and to evaluate their impact on Tax protein
expression in HTLV-1 infected lines. The results show that the PNAs are well incorporated by the cells, but are
toxic. Being able to penetrate cells and reach their nucleus, the use of PNAs may be a relevant tool to study the role

of the HBZ mRNA in cell viability and viral latency.
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Introduction

I. Présentation du virus HTLV-1

C’est en 1977 que fut pour la premiére fois décrite la leucémie a cellules T de 1’adulte (ATL) chez la
population japonaise '. Quelques temps plus tard, un rétrovirus a I’origine de cette maladie fut isolé : ATLV 2. De
maniére indépendante, le virus T-lymphotrope humain (HTLV) fut aussi détecté et isolé en 1979 aux Etats-Unis °.
Les deux rétrovirus identifiés par les différentes équipes se sont révélés étre en réalité les mémes. Il fut décidé que
le nom ATL serait utilisé pour désigner la maladie, et HTLV le rétrovirus a I’origine de celle-ci **. Ce dernier fut

ainsi le premier rétrovirus caractérisé comme étant a I’origine d’une maladie humaine *.

1. Epidémiologie

Bien que présent sur tous les continents, le virus HTLV est endémique a certaines régions du monde : le
Sud-Ouest du Japon, les Antilles, certaines parties de I’Amérique du Sud, 1I’Afrique Sub-Saharienne, quelques
foyers du Moyen-Orient et la Mélanésie °. Cette répartition géographique s’expliquerait par un effet fondateur suivi

d’un taux de transmission élevé dans une population donnée °

. HTLV-1 serait originaire d’Afrique et serait
probablement apparu au sein de la population pygmée suite a une transmission inter-espéce entre I’homme et le
singe. HTLV-1 est en effet proche du Virus T-lymphotrope simien 1 (STLV-1) présent notamment chez le gorille
et le chimpanzé, d’autres espéces de singes étant probablement aussi impliquées via la consommation de viande de
brousse "®. La propagation en Océanie se serait ensuite produite au courant d’une vague d’immigration ayant eu
lieu il y a 60 000 ans. Il existe deux hypothéses quant a ’arrivée du virus en Amérique : celle-ci aurait eu lieu soit
durant et aprés une migration préhistorique par le Détroit du Béring il y a 11 a 13 000 ans, soit suite a la traite des
esclaves entre les XVIéme et XIXéme siécles 7. HTLV-1 est actuellement présent sur tous les continents avec un

taux de prévalence variable, notamment au sein de la population caucasienne suite a des contacts avec des individus

originaires des zones endémique du virus ¢ (Figure 1).

11 est difficile d’estimer le nombre de personnes actuellement touchées par ce virus. La plus récente étude
globale disponible date de 1’année 2012. D’aprés celle-ci, entre 5 et 10 millions d’individus seraient concernés a
travers le monde, bien qu’il s’agisse d’une sous-évaluation due au manque d’informations disponibles dans

certaines régions et pays *’.



HTLV-1 est d’un point de vue moléculaire trés stable, chose inattendue pour un rétrovirus °. Il présente
néanmoins une certaine variabilité au niveau nucléotidique '° a I’origine de 7 sous-types (allant de A a G) ''. Ces
derniers ne présentent pas de différence majeure en terme de role épidémiologique '', mais, étant en lien avec
I’origine géographique du virus, peuvent étre utilisés afin d’étudier la transmission de HTLV-1 et ainsi de suivre les
mouvements des populations concernées '°. Le sous-type A, également appelé le sous-type cosmopolite °, est le
plus dispersé d’un point de vue géographique en étant présent sur tous les continents '°. Les autres sont plus

localisés : le sous type C est retrouvé en Australie et en Mélanésie, les B, D ,E, F et G en Afrique °.

Prevalence %
e 0

® 0.001-0.049

® 0.05-0.19

® 02-1

o -1

Figure 1 : Distribution de la séroprévalence de HTLV-1 parmi les donneurs de sang

Le virus est endémique a certaines régions du monde : le Sud-Ouest du Japon, les Antilles, certaines parties de I’ Amérique
du Sud, I’Afrique Sub-Saharienne, quelques foyers du Moyen-Orient et la Mélanésie mais est présent sur tous les
continents avec un taux de prévalence variable °.

2. Transmission et maladies associées

HTLV-1 se propage par ’allaitement (avec un taux de transmission d’environ 20% de la mére vers
I’enfant), les rapports sexuels (généralement, la contamination se fait de ’homme vers la femme), le partage
d’aiguilles chez les consommateurs de drogue par injection en intraveineuse, des greffes d’organes ou des
transfusions sanguines *'*>'">. Dans ce dernier cas, le taux de transmission peut atteindre les 60% °. Le nombre de

cas augmente avec ’Age et est plus important au sein de la population féminine ’.

Parmi les individus porteurs du virus, moins de 10% développeront les maladies principales que cause
HTLV-1 '": le lymphome/leucémie a cellules T de I’adulte (ATL) et la paraparésie spastique tropicale ou
myélopathie associée au HTLV-1 (TSP/HAM) °. Parmi les porteurs du virus, 2 a 4% développeront PATL **,
correspondant a une lymphoprolifération maligne des lymphocytes T périphériques matures '“'°. Il existe 4 formes

cliniques : aigiie, lymphome, chronique et indolente '"'®. Environ 4 % des porteurs du virus développeront la
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TSP/HAM ". Cette maladie dégénérative touche le systéme nerveux central 2. Les personnes atteintes peuvent

souffrir d’une paralysie ou d’une faiblesse des membres inférieurs, de lombalgie et de troubles urinaires 2*2'.

3. Traitements

Il semble que les porteurs du virus soient infectés durant le début de leur vie et, si un cancer vient a se
développer, cela se produit aprés une période de latence de 20 a 40 ans. Bien que de nombreux progrés aient été
faits en terme de compréhension des mécanismes, les possibilités de thérapie ou de prévention sont
insatisfaisantes 2. Parmi les différents traitements contre I’ATL existants, aucun ne s’est révélé réellement efficace,
les rechutes sont nombreuses et le pronostic a long terme reste mauvais. De nouvelles alternatives existent mais
doivent encore étre testées cliniquement '’. Enfin, il n’existe actuellement pas de vaccin permettant de prévenir la

transmission du virus d’un individu a ’autre, notamment de la mére a I’enfant ou entre deux partenaires sexuels .

Pour cette raison, la prévention contre la transmission de HTLV-1 consiste notamment a déconseiller
I’allaitement et a réaliser des dépistages chez les donneurs dans les zones endémiques ». L’identification de
biomarqueurs ainsi que la mise au point d’un vaccin et de nouveaux traitements sont également des pistes a

explorer 2.

4. Organisation génomique du virus

HTLV-1 est un virus enveloppé qui appartient au genre des Deltaretrovirus dans la sous-famille des rétrovirus

122425 ] posséde un génome de 9 kpb et fait environ 100 nm de diamétre '>*. L’enveloppe des

Oncovirinae
virions consiste en une bicouche phospholipidique dans laquelle se trouvent des glycoprotéines de surface (gp46) et
transmembranaires (gp21) '®%°. Sa partie interne est en contact avec la protéine de la matrice virale (MA) ». A
I’intérieur de cette structure se trouve la capside virale renfermant 2 brins identiques d’ARN génomique liés a la
protéine de nucléocapside (NC) *°, ainsi que différentes enzymes : des transcriptases inverses, des protéases et des
intégrases”. S’agissant d’un rétrovirus, le génome de HTLV-1 comporte les génes typiques gag, pro, pol et env
flanqués de deux séquences terminales longues répétées (LTR) en 5° et 3’ (Figure 2) ?’. Les LTR comportent 3
parties, U3, R et U5, contenant les sites de liaison des facteurs de transcription, de début et de fin de transcription,
d’épissage et de polyadénylation *’. Entre env et le 3’LTR se trouve une région pX '>. Elle code pour des génes
régulateurs subissant un épissage alternatif'” et posséde 4 cadres de lecture ouverte (ORF) ***°. Le promoteur des

génes codant pour les protéines accessoires pl12, pl13 et p30 ainsi que Rex et Tax se situe au niveau du 5’LTR,

tandis que celui de HBZ se situe au niveau du 3’ LTR *"*’ (Figure 2).
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Figure 2 : Génome de HTLV-1

HTLV-1 comporte les geénes typiques gag, pro, pol et env situés entre deux LTR comportant les parties U3, R et US. Entre env et
le 3’LTR se trouve une région pX possédant 4 cadres ORF. Le promoteur des génes codant pour les protéines accessoires p12,
p13 et p30 ainsi que Rex et Tax se situe au niveau du 5°’LTR, tandis que celui de HBZ se situe au niveau du 3> LTR .,

Gag code pour des protéines de la capside, de la nucléocapside et de la matrice, pro pour une protéase qui
facilite la maturation des virions **, pol pour une RNAseH, une intégrase ainsi qu’une transcriptase inverse, et eny
pour les protéines gp46 et gp21 2+,

La protéine pl12 est codée par I’ORF 1. On la retrouve au niveau de 1’appareil de Golgi et du réticulum
endoplasmique. Elle contrdle 1’activation et la production des cellules T, notamment grace a sa capacité a réguler la
concentration cytoplasmique d’ions calcium Ca*", aboutissant a I’augmentation de la production d’interleukine 2,
permettant ainsi leur prolifération *°. Par ailleurs, p12 peut étre clivée en p8 dans le réticulum endoplasmique.

Cette protéine favorise le processus de transmission virale en augmentant la mise en place de conduits cellulaires .

L’ORF II code pour p13 et p30 *'. La protéine p13 se situe principalement dans la partie interne de la
membrane mitochondrienne. Elle joue un réle important dans 1’infection ainsi que I’immortalisation des cellules T
et favorise I’apoptose *°. La protéine p30 permet la mise en place de la latence du virus en inhibant son expression

grice a sa capacité a retenir Tax et Rex dans le noyau /.

Tax et Rex, respectivement codés pas les ORF IV et III *', sont deux régulateurs transcriptionnels
importants. Rex augmente la stabilité des ARNm génomiques et simplement épissés de HTLV-1. Il est en effet
capable de se lier a ces ARN et a un exportateur cellulaire, CRM1, permettant alors aux ARN de sortir du noyau et
d’étre efficacement traduits *2. Tax est un transactivateur du promoteur du 5> LTR, soutenant ainsi 1’expression du
virus. Cette protéine est également impliquée dans 1’expression des geénes, la régulation du cycle cellulaire,

I’immortalisation ainsi que la transformation des cellules T ***°.



HBZ est la seule protéine issue d’une transcription d’un ARNm antisens. Elle empéche I’interaction de Tax

avec le promoteur du 5’LTR, et est essentielle a la prolifération cellulaire **.

5. Propagation de HTLV-1

La transmission d'HTLV-1 s'effectue en traversant la barriére mucosale ou directement par transfert
sanguin. Le virus peut ensuite soit directement infecter les cellules immunitaires de la muqueuse, soit infecter des
cellules présentatrices de I’antigéne ou des cellules dendritiques'. Celles-ci sont alors capables d’infecter d’autres
cellules (transmission intercellulaire) via 3 mécanismes principaux. Ensuite, aprés la primo infection, le virus
continue son expansion en infectant d’autres cellules et en y intégrant son génome (cycle infectieux). Il peut

également se propager par division mitotique (expansion clonale) *°.

a. Transmission intercellulaire

HTLV-1 infecte principalement les lymphocytes T CD4", mais il est également capable d’infecter dans une
moindre mesure des cellules dendritiques, des monocytes, des lymphocytes T CD8" et des lymphocytes B '*°°. Les
particules virales ont une capacité infectieuse assez faible mais sont néanmoins capables d’infecter des cellules
dendritiques et certaines études in vitro ont montré qu’il était possible que des lymphocytes T et B soient infectés
par des virions *’**, HTLV-1 se transmet de cellule a cellule suite a un contact étroit entre celles-ci, permettant une

augmentation de I’efficacité infectieuse d’un facteur 10 000 *°°.

La transmission du virus se fait selon trois mécanismes : la synapse virologique, les conduits cellulaires et

la formation de biofilms *' (Figure 3).

i. Synapse virologique

La synapse virologique a lieu entre un lymphocyte T infecté et un autre non infecté . Ceux-ci rentrent
alors en contact par le biais d’interactions protéiques entre les ICAM-1 et les LFA-1, respectivement présentes sur
la cellule infectée et la cible '®. Tax est responsable de 1’augmentation de I’expression des ICAM-1 *¢, tandis que p8
et p12 controlent la concentration en LFA-1 '®, Ce phénoméne est suivi d’une polarisation du centre organisateur
des microtubules de la cellule infectée vers la non infectée dans laquelle Tax est également impliquée®', différant
ainsi de la synapse immunologique ou il s’agit du cytosquelette de la cellule infectée qui se voit polariser vers celle
non infectée®®. Celui-ci joue un rdle crucial dans la mise en place de la synapse virologique, une interférence avec
sa polymérisation faisant en effet diminuer I’efficacité de ’infection des cellules cibles *°. Gag et Env s’accumulent

au niveau du point de contact entre les deux cellules. Il y a alors bourgeonnement viral dans la fente synaptique **



et libération de virions vers la cellule cible **. Les lymphocytes T sont par ailleurs capables de former de telles

structures avec plus d’une cellule non infectée simultanément **.

ii. Conduits cellulaires

Les lymphocytes T infectés peuvent également transmettre du matériel viral a d’autres non infectés via des
extensions membranaires : des conduits cellulaires '*. Leur mise en place est permise grice a la protéine p8 qui
regroupe les LFA-1, augmentant alors 1’adhésion entre les deux cellules, et qui controle également leur nombre
ainsi que leur longueur ***. Contrairement a la synapse virologique, la mise en place de conduits peut se faire entre

deux cellules distantes '°.

iii. Biofilms

Les biofilms viraux sont formés a la surface des cellules infectées, retenant les particules virales autour de
la membrane plasmique '®7°. L’avantage de cet agrégat viral est qu’il permet une adhérence rapide entre deux
cellules, ce qui n’est pas le cas de la synapse virologique. Ainsi, il assure un transfert des virions vers les cellules

cibles méme lorsque les contacts entre cellules sont rapides '®. Cette structure composée notamment de collagéne,

d’agrine, de tetherine et de la Galectine-3, est essentielle a la transmission du virus, le décrochage des cellules liées
18,41

par un biofilm diminuant de 80% le nombre de cellules infectées
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Figure 3 : Les modes de transmission de HTLV-1
HTLV-1 posséde 3 modes de transmission intercellulaire : la synapse virologique (1), les conduits cellulaires (2) et les
biofilms (3) '%°.



b. Cycle infectieux

Comme tous les rétrovirus, HTLV-1 est capable d’intégrer son génome a celui de la cellule qu’il infecte. Son
cycle infectieux commence par la liaison d’un virion aux récepteurs de la cellule cible via une interaction entre les
récepteurs GLUT1 et NRP-1 ainsi que les HSPG de cette derniére, et les protéines virales gp21 et gp46 *°. Aprés
fusion, la capside contenant I’ARN génomique (ARNg) viral pénétre dans la cellule. Grace a la transcriptase
inverse et ’intégrase, ’ARNg est transcrit en ADN viral double brin qui s'intégre dans le génome de la cellule
cible ****_S’en suit la transcription de I’ARN viral sous ’action de Tax. Ensuite, I’ARN, épissé ou complet selon
les niveaux de concentration en protéine Rex, migre vers le cytoplasme dans lequel a lieu la synthése de protéines
virales *. Ces derniéres s’assemblent avec deux copies de I’ARNg le long de la membrane plasmique. 11 y a alors

bourgeonnement et, suite & un processus de maturation protéolytique, libération de virions infectieux *+¢.

c. Persistance

HTLV-1 posséde 2 modes de réplication. Les mécanismes précédemment décrits concernent la phase
infectieuse. La réplication virale se caractérise également par une division mitotique des cellules infectées apres

2447 Sont définis comme clones un ensemble de lymphocytes

immortalisation. On parle alors d’expansion clonale
T possédant le provirus HTLV-1 au méme endroit dans le génome hote **. Certains d’entre eux pouvant perdurer de
nombreuses années, il semblerait que ce soit cette voie qui soit majoritairement responsable de la persistance de la

maladie et pas la transmission intercellulaire **.

II. Génes a DPorigine de ’oncogénicité de HTLV-1

Les génes Tax et HBZ codent pour les principales protéines oncogéniques de HTLV-1, impliquées dans la

multiplication des cellules infectées ainsi que la transformation maligne *.

1. Tax

Tax est composée de 353 acides aminés, et joue divers roles *°.

Tout d’abord, elle joue le role de transactivateur, notamment pour la voie NF-kB qui régule 1’expression de
génes impliqués dans la prolifération cellulaire, I’inflammation, la réponse immunitaire et I’apoptose *'*. Elle est
impliquée dans la production de cytokines. Tax est également capable d’interférer avec des facteurs régulateurs du
cycle cellulaire ainsi qu’avec les mécanismes de réparation de I’ADN. Ces caractéristiques lui conférent un role

important dans la prolifération et la transformation des lymphocytes T lors de ’ATL .



Tax est également impliquée dans la formation de la synapse virologique de par sa capacité a réguler
I’expression des ICAM-1, dont I’augmentation de la signalisation contribuerait également a la polarisation du

cytosquelette .

Tax est une importante cible des lymphocytes T cytotoxiques >*. On la trouve aussi bien dans le noyau que dans
le cytoplasme des cellules infectées >*. Elle est toutefois moins exprimée dans les patients souffrant d’ATL que de
TSP/HAM, et ne I’est par ailleurs que chez une faible proportion des cellules infectées . De plus, ce niveau
d’expression n’est pas constant et varie spontanément. Il semblerait que Tax empéche I’apoptose des cellules
infectées, chose essentielle a leur maintien. Ainsi, par une expression transitoire de Tax, HTLV-1 assure la survie et

la prolifération de la population cellulaire en contournant I’action du systéme immunitaire >°.

2. HBZ

L’ARNm et la protéine de HBZ jouent tous deux un role au niveau oncogénique, bien que différents **¢.

a. La protéine

Tout d’abord, cette protéine est capable de se lier au facteur de transcription cellulaire CREB via son domaine
b-ZIP, empéchant alors la régulation médiée de Tax du 5> LTR *"**. De plus, selon plusieurs études, HBZ a un effet
opposé & celui de Tax *°. Dans le cas de la voie NF-kB, HBZ module son activation par Tax en I’inhibant *°. De
plus, si Tax induit I’expression de AP-1, une protéine impliquée dans la prolifération cellulaire, la tumorigenése et
I’apoptose, HBZ I’empéche ®. Par ailleurs, en interférant avec ces voies de signalisation cellulaires, HBZ échappe

au systéme immunitaire de 1’hote ®
HBZ a également un role dans I’infectivité de par sa capacité a augmenter le nombre de récepteurs ICAM-1 %,

HBZ se trouve dans les cytoplasmes des cellules infectées des personnes asymptotiques et celles souffrant de
HAM/TSP, tandis qu’elle est présente dans le cytoplasme et le noyau de toutes les cellules de celles ayant I’ATL,
contrairement & Tax, peu importe le stade de la maladie **. HBZ voit aussi son niveau d’expression varier. En effet,
celui de Tax est favorisé en I’absence d’HBZ, alors que celui de HBZ augmente dans les cellules dans lesquelles
Tax est fortement exprimée . Cela s’explique par la capacité de HBZ a interagir avec CREB-2 situé au niveau du
5> LTR, inhibant ainsi la transcription de Tax *°. Cette collaboration entre les deux protéines permet de réguler la

latence ainsi que la persistance virale .

b. L’ARN messager

La prolifération des cellules infectées est également assurée par ’ARNm antisens de HBZ de par sa

capacité a stimuler I’activité du promoteur d’un inhibiteur de 1’apoptose, la survivine, ainsi que par son recrutement

8



sur le promoteur du récepteur de la chimiokine C-C de type 4 (CCR4) dont il augmente la transcription ®%. 11

favorise également la persistance virale *%’.

S’il existe une interaction entre les protéines Tax et HBZ, c’est également le cas de I’ARNm de HBZ. En
effet, une diminution de 1’expression de I’ARNm de Tax est constatée suite a une diminution de celle de ’ARNm
de HBZ, phénoméne qui n’est pas observé suite a la perturbation de la protéine HBZ ®. Cet ARNm antisens est
principalement localisé dans le noyau des cellules infectées, ce qui va a I’encontre de la fonction habituelle de cet
acide nucléique qui normalement quitte le noyau avant d’étre traduit en protéines dans le cytoplasme. Cela est dii a
une polyadénylation inefficace effectuée par le 3> LTR . L’ARNm a alors une fonction de régulateur

transcriptionnel.

Par ailleurs, il existe une interaction spécifique de 'ARNm de HBZ et le promoteur HTLV-1. Le transcrit
déplace I’initiateur de la traduction basale, TBP, ce qui impacte I’interaction existant entre RNAPII et le promoteur
situé au niveau du 5’LTR. Ce phénoméne empéche I’expression de protéines dont la traduction est sous le contrdle

du 5’LTR .

Enfin, ’ARNm de HBZ est retrouvé dans toutes les cellules infectées chez les patients souffrant d’ATL ™.
Celui-ci n’étant pas reconnu par les lymphocytes T cytotoxiques, et en étant capable d’empécher la production de
protéines dont la transcription est sous le controle du 5’LTR qui stimulent une réponse immunitaire cytotoxique, il

constitue un élément stratégique dans la prolifération d’HTLV-1 7%,

III. Movyens d’étude de la fonction d’un ARN

1. Les analogues aux acides nucléiques

De nombreux analogues aux acides nucléiques, également appelés acides xénonucléiques (AXN) ’', sont
utilisés pour étudier les fonctions d’un ARN ainsi que dans le cadre de la thérapie antisens. Un oligonucléotide
antisens est un acide nucléique synthétique court, simple brin, capable de s’hybrider sur des molécules d’ARN lui
étant complémentaires tels que I’ARNm ou les microARN, inhibant alors leur fonction ">7. Les AXN acycliques
tels que les acides nucléiques peptidiques (PNA), les acides nucléiques a thréose (TNA), les acides nucléiques a
glycol (GNA), les acides nucléiques bloqués (LNA) et les morpholinos présentent I’avantage d’étre facilement
synthétisés et de ne pas étre affectés par 1’activité des nucléases, ni par celle des ADN polymérases ce qui leur

permet de ne pas étre dupliqués "

a. Les LNA

Les acides nucléiques bloqués tiennent leur nom de leur structure. Cette derniére est bicyclique et comprend des

riboses reliés entre eux par une liaison méthyléne située entre 1’oxygeéne lié au carbone 2’ et le carbone en 4’
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auxquels sont liés des bases puriques et pyrimidiques " (Figure 4). La flexibilité de la structure est verrouillée par

rapport au furanose parent, ce qui explique I’absence d’isomére conformationnel ”°.

base
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Figure 4 : Structure des LNA
Les LNA sont constitués de riboses reliés entre eux par une liaison méthyléne (en rouge sur la figure) située entre
’oxygéne lié au carbone 2 et le carbone en 4’ auxquels sont liées des bases puriques et pyrimidiques '%°.

Les LNA présentent une trés grande affinité pour I’ARN avec lequel ils sont capables de former des
appariements de type Watson-Crick. Une fois de plus, ce phénoméne s’explique par la structure de ces molécules.
En effet, il semble que leur rigidité soit a I’origine d’une réduction du nombre de degrés de liberté
conformationnels. Une diminution de 1’entropie serait donc alors a 1’origine d’une hybridation rapide ce qui
expliquerait cette grande affinité. A cela s’ajoute la formation d’hélice de forme A. Celle-ci est caractérisée par un
empilement I1-IT plus fort ainsi qu’une exclusion de I’eau, rendant la structure trés compacte, contribuant ainsi a la

favorisation de la formation du duplex .

La membrane cellulaire constitue une barriére importante a la pénétration des LNA. Pour pallier a ce probléme,
des vecteur lipidiques sont communément utilisés lors de I’utilisation de LNA de grande taille ”°. Toutefois, les
LNA de petite taille sont plus facilement transfectés, et réussissent méme a traverser la membrane cellulaire nus et

a ensuite avoir une activité antisens . Ce phénoméne est appelé gymnose.

b. Les PNA

Les PNA ont une structure consistant en un squelette pseudo-peptidique constitué d’une répétition de N-(2-
aminoéthyl)-glycine auxquelles sont liées des bases puriques et pyrimidiques via une liaison méthylcarbonyle "*"’
(Figure 5). Ce sont des composés trés similaires a I’ADN et a I’ARN, tant géométriquement qu’au niveau de
I’espacement intramoléculaire, leur design ayant été pensé de manicére a ce que les bases les constituant soient

séparées par la méme distance que celle des acides nucléiques cellulaires "*7®. Les diméres formés avec I’ADN ou
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I’ARN sont trés stables : le squelette n’étant pas chargé, il y a absence de répulsion, et la mise en place de liaisons
hydrogéne entre les atomes d’azote du squelette pseudo-peptidique du PNA et le phosphate de 1’acide nucléique

auquel le PNA se lie assurent le maintien de la structure ™.

Grace a leur capacité de liaison aux acides nucléiques, notamment a I’ARNm, les PNA peuvent étre utilisés
pour empécher la traduction de cet ARN en protéines et sont dés lors utilisés dans des applications de recherche ™.
Ils pourraient étre utilisés cliniquement d’ici quelques années, mais leur faible capacité a pénétrer la membrane
cellulaire, notamment celle des eucaryotes, est leur principal probléme "*”. De plus, les PNA présentent une faible
solubilité dans I’eau, dans laquelle ils ont tendance a former des agrégats *. Plusieurs stratégies ont été utilisées
pour tenter de palier a ce probléme telles que la micro-injection, I'électroporation, la transduction médiée par I'ADN
et la fixation covalente & des peptides pénétrant dans les cellules, la plupart étant inefficaces ’®. Une des approches

les plus prometteuses consiste en I’ajout d’une queue polyarginine liée par covalence au PNA ',

RNA

Figure 5 : Structure des PNA
Les PNA ont un squelette pseudo-peptidique constitu¢ d’une répétition de N-(2-aminoéthyl)-glycine auxquelles sont

lices des bases puriques et pyrimidiques via une liaison méthylcarbonyle. Ils forment des structures tres stables avec
’ARN 1?7,

c. Les TNA

Les TNA différent des acides nucléiques naturels par la présence d’un sucre a 4 atomes de carbone : le a-L-
thréose. Leur squelette a une périodicité de 5 atomes de carbone reliés entre eux par des liaisons phosphodiester
présentes au niveau des carbones 2’ et 3’ du thréose ®'. Si1’on compare la structure d’un TNA a celle de I’ADN ou

de I’ARN, on constate que sa liaison principale est plus courte d’un atome ** (Figure 6).
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Lorsque qu’un TNA s’hydride avec Iui-méme, de I’ARN ou de I’ADN, il forme une hélice de forme A, ce qui
explique la forte affinité de cette molécule pour les acides nucléiques cellulaires ***°. Par ailleurs, il se lie plus

étroitement 3 ’ARN qu’a ’ADN *,

Ces molécules ont déja été utilisées avec succes comme oligonucléotide antisens en 2018 par Liu et all. Le
TNA synthétisé dans le cadre de cette expérience présentait une bonne hybridation avec I’ARN, une trés faible

cytotoxicité et pénétrait la membrane d’une grande variété de cellules *.

Figure 6 : Structure des TNA
La liaison principale des TNA est plus courte d’un atome que celle de ’ADN (ARN en rose) 2.

d. Les morpholinos

Les morpholinos ont une structure simple brin composée de cycles morpholinos reliés entre eux via des

74,84

liaisons phosphorodiamidates (Figure 7). Ils sont couramment appelés PMO.

Figure 7 : Structure des morpholinos

Les morpholinos ont une structure courte simple brin composée de cycles morpholinos reliés entre eux via des liaisons
phosphorodiamidate *.
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Comme les oligonucléotides précédemment décrits, ils sont capables de se lier a I’ARN via des empilements
Watson-Crick. Toutefois, ce lien étant peu étroit, il est nécessaire d’utiliser des structures faisant environ 25 paires

de bases *. La pénétration de la membrane cellulaire reste un obstacle.

Des techniques de pénétration mécanique comme la microinjection ou 1’électroporation ont d’abord été
utilisées. D’autres moyens moins fastidieux ont été mis en place, notamment 1’ajout d’un peptide riche en arginine
appelé CPP, I’ensemble formant un PMO-CPP. Il présentait de bonnes capacités de pénétration cellulaire, mais les
doses nécessaires a I’obtention d’une activité antisens étaient cytotoxiques, rendant son optimisation nécessaire **.
Deux morpholinos semblent prometteurs : Le vivo PMO et le PMOplus™. Le premier est un PMO lié a un
échafaudage moléculaire composé d’une structure dendritique assemblée autour d'un noyau de triazine contenant
huit groupes de tétes de guanidinium. Sa pénétration cellulaire apparait comme bonne, sa cytotoxicité est inférieure
a celle des PMO-CPP mais son activité antisens est néanmoins moins étudiée . Le PMOplus™ contient des
groupes pipérazine chargés positivement. Il semble moins cytoxique et plus sir que le vivo PMO mais les

recherches quant a son efficacité doivent étre poursuivies *.

2. L’interférence ARN

L’inférence ARN est un mécanisme naturel de défense face a 1’entrée de matériel génétique étranger a la
cellule ®. Les petits ARN interférents (siRNA) et les micro-ARN (miRNA) sont de courts duplexes d’ARN non

codants, qui, en utilisant des mécanismes différents, sont capables d’inhiber I’expression de I’ ARNm *-%

a. miRNA

Les miRNA sont capables de cliver ’ARNm aprés transcription ou d’empécher sa traduction en protéines *.
Leur role premier est de réguler ’expression génétique tout au long de la vie de la cellule *°. Le phénoméne a lieu
selon une voie principale, appelée voie canonique. Pour ce faire, lorsqu’un géne est transcrit, des tétes d’épingle,
appelées pri-miRNA, se forment par appariement au niveau de I’ARN. Le complexe microprocesseur, composé de
Drosha et DGCRS, vient couper ces pri-miRNA pour obtenir des pré-miRNA °'*2. Ceux-ci sont reconnus par une
exportine et atteignent le cytoplasme dans lequel se situe Dicer, une endoribonucléase. Elle va alors cliver les pré-
miRNA de maniére a obtenir un duplex miRNA mature. La structure double brin se lie a une protéine Argonaute
pour ensuite former le complexe de silencing miRISC constitué d’un seul brin d’ARN guide pouvant se lier a la
séquence lui étant complémentaire au niveau de ’ARNm °'. Cette complémentarité va déterminer si le miRISC, en
se liant, sera a I’origine d’un clivage ou s’il ne s’agira que d’une interférence *°. Dans le cas des cellules animales,
I’appariement n’est pas parfait, RISC ne va donc qu’empécher la traduction de I’ARNm en protéines. Toutefois, en
¢tant capable d’inhiber la traduction de I’ARN méme en absence de complémentarité parfaite, un miRNA va

pouvoir agir sur I’expression de plusieurs génes simultanément, contrairement a un siRNA *® (Figure 8).
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Ce systéme peut étre utilisé en thérapie en utilisant des miRNA synthétiques. Sa conception est plus simple que
celle du siRNA. Toutefois, le développement de cette thérapie peut étre difficile a mettre en place, I’administration
in vivo de ces molécules pouvant également activer le systéme immunitaire innée via TLR80 **. De plus, se pose
également le probléme de I’utilisation d’un moyen d’administration efficace *. Les miRNA sont considérés comme
des modulateurs épigénétiques car ils affectent la quantité de protéines produites en ciblant le transcrit associé a

celles-ci sans modifier la séquence d’ADN initiale *°.

/ §D Cytoplasme

Noyau

l

Pri-miARN Ty )

l Drosha + DGCR8

Pré-mIARN S Jr )

%C/

Exportine
v
Pré-miARN T I ST )

Dicer
v

mi-ARN mature T T 1T

RISC

mi-RNA + RISC

ARNM — ou % ARNm

Répression de la traduction Clivage puis dégradation

Figure 8 : Fonctionnement des miRNA

Les pri-miRNA se forment par appariement au niveau de I’ARN. Drosha et DGCRS8 viennent les couper en pré-
miRNA. Ceux-ci sont reconnus par une exportine et atteignent le cytoplasme dans lequel se situe Dicer. Les pré-
miRNA sont clivés de maniere a obtenir un duplex miRNA mature. La structure double brin se lie & une protéine
Argonaute pour former le complexe de silencing miRISC constitué d’un seul brin d’ARN guide. La complémentarité
entre ’ARNm et le brin guide détermine si le miRISC sera a ’origine d’un clivage, ou s’il ne s’agira que d’une
inhibition de la traduction '3,

b. siRNA

Les siRNA sont de petits ARN doubles brins (19 a 30 nucléotides) se trouvant dans le cytoplasme. Ils sont
capables de dégrader I’ARNm auxquels ils sont complémentaires. Pour ce faire, lorsque de I’ARN double brin se
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trouve dans le cytoplasme, celui-ci est clivé par Dicer, et des siRNA sont obtenus **°°. Ces deniers peuvent
également étre obtenus aprés clivage de courts fragments d’ADN en épingle a cheveux : les shRNA *°. Ils vont
ensuite se lier a I’Argonaute qui va cliver un des deux brins pour ne plus contenir qu’un seul brin, dit brin guide.
L’ensemble forme alors un complexe RISC capable de se lier 8 ’ARNm complémentaire au brin guide qui est
ensuite cliver par ’argonaute ***°. La coupure a lieu entre les bases 10 et 11 par rapport a l'extrémité 5> du brin
antisens du siRNA **. Ce systéme peut étre utilisé en introduisant des siRNA synthétiques afin d’interférer de

maniére ciblée sur un ARN.

Un des risques de 1’utilisation de siRNA comme moyen d’interférer avec I’ARN est de déclencher le systéme
immunitaire inné *’. Se posent également des problémes de stabilité des molécules ainsi que d’administration afin

qu’elles puissent atteindre les cellules cibles et passer les membranes *%%.

3. Les ribozymes

Les ribozymes sont des ARN possédant une activité catalytique *°. Ils sont en effet capables de reconnaitre
une séquence d’ARN, de s’y lier et de cliver les liens phosphodiesters et de se détacher pour ensuite se lier a une
autre molécule d’ARN *. Cette reconnaissance se fait de la méme maniére que ’appariement antisens. L’avantage
de cette technique est que le ribozyme est capable de cliver plusieurs brins d’ARN, ce qui n’est pas le cas dans des
techniques antisens classiques ou les molécules utilisées ne peuvent se lier qu’a une seule molécule d’ARN . 11
existe de nombreuses sortes de ribozymes. Deux d’entre eux sont souvent utilisés a des fins thérapeutiques : le
ribozyme en téte de marteau et le ribozyme en épingle a cheveux *° (Figures 9 et 10). Il s’agit de ribozymes dits

auto-catalytiques '°.

11 existe deux formes possibles de ribozymes en téte de marteau : le minimal et le complet. Les ribozymes
minimaux sont constitués de trois structures d'ARN hélicoidales entourant un cceur catalytique constitué de 15
bases non complémentaires et sont caractérisés par une constante de vitesse de rotation catalytique d’environ 1/min
191 Par la suite, il fut découvert que les ribozymes naturels, dits complets, comprennent des éléments de séquences
trés peu conservés, notamment a 1’origine d’une interaction tertiaire entre les hélices 1 et 2. Ils possédent une
constante de vitesse de rotation catalytique supérieure a 100/min '°'. S’ils sont plus efficaces, ils sont néanmoins
extrémement difficiles a élaborer. Il est apparu par la suite que la seule séquence additionnelle nécessaire consistait
en I’ajout d’une base uracile 7 nucléotides aprés le site de clivage '°'. Afin d’assurer le clivage de ’ARN, le
ribozyme est modifié : la boucle 3 est retirée et les hélices 3 et 1 deviennent alors le brin antisens. Pour que la

structure puisse assurer le clivage, le cofacteur catalytique Mg”" est nécessaire *°.
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Clivage

Hélice 3 l Hélice 1

Boucle 3

Hélice 2

Boucle 1

Figure 9 : Les ribozymes en téte de marteau
Les ribozymes en téte de marteau sont constitués de trois structures d'’ARN hélicoidales entourant un cceur catalytique

constitué de 15 bases non complémentaires 29

Le ribozyme en épingle a cheveux est composé de 4 hélices reliées par des boucles contenant des bases non
appariées. La boucle a la base de I’hélice 4 est retirée et les hélices 1 et 4 forment alors le brin antisens. 11 nécessite

également la présence de Mg”", non pas pour assurer le clivage mais pour maintenir sa structure secondaire *°.

Clivage

Hélice 1 Hélice 2

Hélice 3

Boucle A

Boucle B

Hélice 4

Figure 10 : Le ribozyme en épingle a cheveux

Le ribozyme en épingle a cheveux est composé de 4 hélices reliées par des boucles contenant des bases non appariées '°!.
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Afin de pouvoir faire traverser la membrane cellulaire aux ribozymes, des liposomes cationiques peuvent

étre utilisés, ce qui permet également de les protéger des nucléases *°.

4. CRISPR/Cas9

Cas 9 est une protéine de type nucléase provenant du systéme immunitaire CRISPR bactérien ou elle a
comme role la dégradation d’ADN étranger a I’hdte. Cas 9 forme un duplexe avec deux ARN non codants : L'ARN
CRISPR (ARNCc) et 'ARNCc transactivateur (ARNt). Cette structure peut étre modifiée de maniére a lier ces deux
ARN qui sont alors transcrits en un ARN guide (ARNsg) capable de se lier a I’ADN étranger complémentaire a sa
séquence nucléotidique via un appariement de type Watson-Crick '2. L’ADN est alors lysé par Cas 9. Une des
caractéristiques de cette structure est qu’elle agit dans le noyau, contrairement a d’autres systémes comme 1’ ARNi
dont ’action a lieu dans le cytoplasme '®. Elle agit donc au niveau de I’ADN et entraine 1’inactivation définitive

d’un géne ',

Toutefois, Cas 9 peut étre désactivée en effectuant une mutation de deux résidus situés dans ses domaines
nucléasiques, on parle alors de dCas9 '"’. Plus précisément, cette modification consiste en la substitution
catalytique dans le domaine RuvC, 1'abolition de 1'activité endonucléasique et un remplacement catalytique dans le
domaine HNH ', La dCas9 peut étre liée 2 I’ADN et inhibe alors la transcription, soit au niveau de I’initiation, ou
de 1’élongation. De plus, sa présence sur I’ADN empéche stériquement ’action de I’ARN polymérase '®*. De plus,

dCas 9 peut étre liée a des domaines répresseurs de la transcription tel que la Kruppel-associated box (KRAB) ',
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Tableau 1 : Comparaison des différents moyens d’étude de la fonction des ARN
Parmi toutes les techniques présentées, presque toutes nécessitent I’utilisation de systéme de transport permettant un meilleur passage de la
membrane cellulaire. Toutefois, les analogues aux acides nucléiques présentent une meilleure capacité de résistance face aux nucléases que
les si et les miRNA. Ces derniers présentent également le désavantage de pouvoir activer une réponse du systéme immunitaire de 1’hote.

Techniques

LNA

PNA

TNA

Morpholinos

miRNA

siRNA

Ribozymes

CRISPR/Cas9

Avantages

Bonne capacité de liaison 4 TARN

Bonne pénétration de la membrane

cellulaire pour les LNA de petite taille

Bonne résistance aux nucléases

Bonne capacité de liaison 4 TARN

Bonne résistance aux nucléases

Bonne capacité de liaison a TARN

Bonne résistance aux nucléases

Faible capacité de liaison a ’TARN

Bonne résistance aux nucléases

Possibilité d’agir sur plusieurs genes

simultanément

Meilleure capacité d’extinction de génes
que les miRNA

Possibilité de cliver plusieurs brins d’ARN

Action dans le noyau

Systeme fiable et spécifique

Inconvénients

Faible capacité a franchir la membrane
pour les LNA de grande taille

Faible solubilité dans I'eau
Faible capacité a franchir la membrane

cellulaire

Bonne pénétration de la membrane

Faible toxicité

Faible capacité a franchir la membrane

cellulaire

Risque d’activation du systeme
Immunitaire
Faible capacité a franchir la membrane
cellulaire
Faible résistance aux nucléases
Risque d’activation du systeme
immunitaire
Faible capacité a franchir la membrane
cellulaire

Faible résistance aux nucléases

Technique encore peu utilisée
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Objectifs

Le but de ce projet est d’étudier le role de I’ARNm de HBZ, notamment son implication dans la production de
protéines virales issues de la transcription sens, a I’aide de PNA. Ceux-ci ciblent des zones situées au niveau des 50

premiers nucléotides de HBZ. Les taches a effectuer sont :

- Etudier la toxicité des PNA sur les lignées cellulaires utilisées :
Dans un premier temps, il est nécessaire d’étudier 1’effet des PNA sur la viabilité des différentes lignées
utilisées. Pour cela, ils seront mis en contact avec les lignées HuT102, ATL-2 et C8166 a des concentrations et des

temps d’incubation différents. Aprés cela, leur toxicité a été évaluée a I’aide un marquage a I’iodure de propidium.

- Etudier I'internalisation des PNA dans les lignées cellulaires utilisées :
Ensuite, ’internalisation des PNA sera étudiée. Ils seront mis en contact avec les lignées HuT102, ATL-2 et
C8166 a des concentrations et des temps d’incubation différents. Aprés cela, une analyse de cytométrie en flux sera

réalisée.

- Etudier I’impact de I’utilisation des PNA sur la production de protéines virales :

L’impact des PNA sur la production de protéines virales dont la transcription est sous le contréle du 5 LTR
sera étudié. Pour cela, ils seront mis en contact avec les lignées HuT102, ATL-2 et C8166 a des concentrations et
des temps d’incubation différents. Apres cela, un marquage ciblant la protéine Tax sera réalisé, suivi d’une analyse

de cytométrie en flux.

- Etudier ’impact de ’utilisation des PNA sur le niveau d’expression des ARNm de HBZ et des protéines
virales :

L’impact de I’utilisation des PNA sur le niveau d’expression des ARNm de HBZ et des protéines virales sera

finalement étudié. Pour cela, ils seront mis en contact avec les lignées HuT102, ATL-2 et C8166 a des

concentrations et des temps d’incubation différents. Aprés quoi, une analyse RT-qPCR sera réalisée.
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Mateériel et méthode

1. Culture cellulaire

Des lignées cellulaires infectées par HTLV-1 (ATL-2, C8166, HuT102) ont été cultivées dans du milieu de
culture RPMI 1640 (Gibco) complémenté avec du FBS 10%, de la pénicilline 100 U/mL et de la streptomycine 100
U/mL (Gibco), mentionné dans la suite du texte par "RPMI complet". Les cellules ont ét€ incubées a 37°C dans une
atmosphére d’humidité constante contenant 5% de CO,. Chaque lignée a été conservée 2 mois et passée tous les 3
jours. Les cellules semi-adhérentes (ATL-2) ont été décollées toutes les 1-2 semaines a 1’aide de trypsine-EDTA

(Lonza). Les références des lignées cellulaires se trouvent en annexe (Annexe 1).

2. Mise en contact avec les PNA

Des PNA synthétisés par le Docteur Alex Manicardi (Department of Organic and Macromolecular Chemistry,
UGent, Belgique), dont les caractéristiques sont décrites dans le Tableau 2, ont été mis en contact avec les
différentes lignées cellulaires. Ils ont été placés avec 200 pL de cellules a 1.10° cellules/mL dans une plaque 48
puits. Différentes concentrations de PNA ont été utilisées (1, 2 et 4 uM) pendant trois temps d’incubation différents

(16, 24 et 48 heures).

Tableau 2 : Constitution des PNA

Chaque PNA cible une zone des 50 premiers nucléotides de I’ARN de HBZ. Le PNA 4 est le PNA contrdle, dont la séquence ne cible aucune
partie de I’ARN de HBZ. FI correspond a la fluorescéine, O au 2-(2-(aminoethoxy)ethoxy)acetamide (un lien permettant un meilleur
rendement lors de réaction de marquage du PNA), pkkkrkv est un signal de localisation nucléaire 9510,

Nom Séquence
PNA 1 FI-O-TCCTCCGGGCATGGAACA -pkkkrkv-NH2
PNA 2 FI-O-CAGGCAAACATCGAAACA-pkkkrkv-NH2
PNA 3 F1-O-CAGCCCTGAGGCCGCCAT-pkkkrkv-NH2
PNA 4
F1-O-ACCTGCTGAACTGAGACG-pkkkrkv-NH2
(controle)

3. Test de survie cellulaire : iodure de propidium

La perméabilité de la membrane des cellules a été le critére choisi pour évaluer la toxicité des PNA sur les

lignées cellulaires utilisées. Pour cela, les cellules ont été centrifugées et marquées avec 3 pl de iodure de
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propidium 1pg/ml pendant 10 minutes a 1’obscurité. Une analyse de cytométrie en flux a ensuite été réalisée a
I’aide du cytométre en flux BD FACSCanto II (BD Bioscience). Le logiciel FlowJo a été utilisé pour analyser les

résultats.

4. Marquage Tax

Aprés mise en contact avec les PNA, les cellules ont été récoltées puis fixées a 1’aide de PBS contenant 4%
PFA durant 20 minutes a I’obscurité. Ensuite, les cellules ont été perméabilisées avec 100ul de PBS contenant 1%
Triton et bloquées avec 300ul du PBS - 2% FBS. Aprés le blocage, les cellules ont été transférées sur une plaque
96 puits et un marquage ciblant Tax a été réalisé en utilisant l'anticorps monoclonal mouse IgG2a anti-—Tax-1
(Tax3, fourni par F. Bex, ULB, Bruxelles) (1/20) et Alexa Fluor™647 Donkey antimouse IgG (Invitrogen)
(1/1000). Finalement, une analyse de cytométrie en flux a été réalisée a I’aide du BD FACS Canto™1II (BD
Bioscience). Les résultats ont été analysés a ’aide des logiciels FlowJo et GraphPad. Une analyse ANOVA a deux

facteurs a été réalisée pour identifier une éventuelle différence significative entre les moyennes.

5. RT-qPCR

L’ARN a été extrait a 1’aide du kit Nucleospin RNA Plus (Macherey Nagel) selon le protocole de la firme.
Ensuite, ’ADNCc a été synthétisé a partir de 1ug de cet ARN en utilisant le kit the FastGene Scriptase 11 cDNA
(NIPPON Genetics). Une fois obtenu, celui-ci a été dilué 10 fois avec de 1’eau distillée (Gibco). Les transcrits de

Tax, HBZ et HPRT ont ensuite été quantifiés par qPCR en utilisant des amorces présentant les caractéristiques

suivantes :
- Tax :
o ACCAACACCATGGCCCA (fw)
o GAGTCGAGGGATAAGGAAC (rev)
- HBZ:
o CTGTGCTTGACGGTTTGCTA (fw)
o CCTCTTTCTCCCGCTCTTTT (rev)
-  HPRT:

o AAGGGCATATCCTACAACAAAC (fw)
o GGTCAGGCAGTATAATCCAAAG (rev)

Le Takyon No Rox SYBR 2X MasterMix (Eurogentec) a été utilisé. La qPCR a été réalisée avec 1’appareil

de mesures LightCycler 480 selon le programme de températures suivant :
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- 2mina50°C,

- 3 mina95°C,

- 45 cycles de 10 secondes a 95°C et de 45 secondes a 60°C.

Les résultats ont été analysés en utilisant les logiciels LightCycler480 et GraphPad. Une analyse ANOVA a
un facteur a finalement été réalisée de maniére a identifier une éventuelle différence significative entre les

moyennes du controle et celles des différents PNA testés.
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Reésultats

1. Caractérisation des lignées utilisées

Dans un premier temps, les lignées cellulaires ATL-2, C8166 et HuT102 ont été caractérisées de maniére a

¢évaluer le niveau d’expression des ARN de Tax et HBZ.

Le provirus de HTLV-1 contient deux extrémités LTR contrdlant la transcription de I’ARN de ces deux
protéines (Figure 11.A). La transcription de Tax est sous le controle du LTR situé a ’extrémité 5°, tandis que celle

de HBZ est sous le contrdle de celui situé a ’extrémité 3°.

Aprés avoir été cultivées, les cellules ont été récoltées et leur ARN extrait. Ensuite, le niveau d’expression
des ARN de Tax et HBZ a été déterminé par RT-qPCR. Les ATL-2 ont un faible niveau d’expression de Tax et un
haut niveau d’expression de HBZ (Figure 11.B-C). Les HuT102 expriment fortement Tax et trés faiblement HBZ.
Les C8166 quant a elles ont un niveau d’expression de Tax intermédiaire entre celui des HuT102 et celui des ATL-
2, et expriment trés faiblement HBZ. En conclusion, ces lignées cellulaires expriment toutes I’ARN de Tax et HBZ

mais a des niveaux d’expression différents.
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Figure 11 : Mesure de la transcription des lignées cellulaires ATL-2, C8166 et HuT102

(A) Organisation du provirus de HTLV-1. (B-C) Les niveaux d’expression des transcrits Tax et HBZ ont été
quantifiés par RT-qPCR selon la méthode des ACt. HPRT est le géne choisi comme contrdle endogéne. La
signification statistique a ét¢ déterminée par une analyse ANOVA a un facteur.



2. Evaluation de la toxicité des PNA

La perméabilité de la membrane des cellules a été le critére choisi pour évaluer la toxicité des PNA sur les
lignées cellulaires utilisées. Pour ce faire, les PNA ont été mis en contact avec les 3 lignées cellulaires a trois
concentrations (1, 2 et 4 pM) pendant trois temps d’incubation (16, 24 et 48 heures). Une fois les cellules récoltées,
de I’iodure de propidium a été ajouté. Une analyse de cytométrie en flux a ensuite été réalisée (Figure 12 A). Les
cellules qui ont internalisé 1’iodure de propidium ont été mises en évidence et correspondent a la population rouge
(Figures 12 B.D.F). La population bleue correspond aux cellules qui n’ont pas internalisé I’iodure de propidium.
Les cellules qui ont internalisé I’iodure de propidium ont une membrane perméable. Il s’agit d’une caractéristique
des cellules nécrosées ou en apoptose. Sur base de ce marquage, les FSC-A et les SSC-A des cellules positives et
négatives a I’iodure de propidium ont été¢ déterminés. Cela a permis d’identifier les deux populations pour chaque
lignée cellulaire pour toutes les conditions testées. Sur cette base, le pourcentage de cellules vivantes a été identifié.

(Figures 12 C.E.G).

Pour les HuT102, il est constaté que le pourcentage en cellules viviantes diminue significativement aprés la
mise en contact avec les PNA 1 et 4. Ce pourcentage diminue davantage lorsque la concentration en PNA testée est
¢levée (Figure 12 C). Le pourcentage en cellules vivantes est de 43,6 % pour le PNA 1 a 4 uM pour un temps
d’incubation de 16 heures (p < 0,0001) et de 47,2% pour le PNA 4 a 4 uM pour un temps d’incubation de 24 heures
(p = 0,0060) et de 46,2% pour un temps d’incubation de 48 heures (p = 0,0018). En revanche, dans le cas des ATL-
2, ce pourcentage diminue de maniére significative pour presque toutes les conditions testées (Figure 12 E). Enfin,
aucune différence significative n’est constatée dans le cas de la lignée C8166 (Figure 12 G). Le détail des
statistiques se trouve en annexe (Annexes 2-3). Il peut donc étre constaté que les PNA n’ont pas le méme impact
sur les différentes lignées cellulaires. Dans tous les cas, leur ajout fait diminuer le pourcentage de cellules vivantes,
ce qui montre que les PNA ont un effet toxique sur les cellules. Toutefois, cet effet est différent pour chaque lignée

cellulaire. Cela montre que les PNA sont toxiques pour toutes les cellules, mais dans des proportions variables.

Ces résultats ne permettent pas de mettre en évidence de différence significative entre les concentrations et
les temps d’incubation testés. Pour la suite des expérimentations il est décidé de se focaliser sur une concentration
intermédiaire de 2 uM et un temps d’incubation de 48 heures. Ces conditions donnent aux PNA le temps nécessaire
de s’internaliser et d’agir sur les mécanismes de la cellule. Un éventuel effet des PNA aurait pu passer inapercu en

choisissant un temps plus court.
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Figure 12 : Evaluation de la toxicité des PNA

(A) Schéma expérimental : les PNA ont été mis en contact avec les cellules selon trois concentrations (1, 2 et 4 M) et trois temps
d’incubation (16, 24 et 48 heures). De I’iodure de propidium a ensuite été ajouté, suivi d’une analyse de cytométrie en flux. (B.D.F)
La population de cellules négatives a I’iodure de propidium a été identifiée (en rouge sur le graphique) pour chaque lignée selon les
FSC-A et SSC-A (forward scatter area et side scatter area). (C.E.G) Le pourcentage de cellules négatives a I’iodure de propidium est
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représenté pour chaque condition testée. La signification statistique a été déterminée par une analyse ANOVA a 2 facteurs.
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3. Internalisation des PNA et impact sur la production de Tax dans

la lignée HuT102

Les PNA ont été mis au contact des HuT102 a trois concentrations (1, 2 et 4 uM) pendant trois temps
d’incubation (16, 24 et 48 heures). Apres cela, I’expression de la protéine Tax a été analysée par cytométrie en flux
aprés marquage avec un anticorps monoclonal et un conjugué Alexa Fluor'™647 Donkey antimouse IgG. Les PNA,
couplés a la fluorescéine, n’ont pas nécessité de marquage (Figure 13 A). Les résultats présentés se focalisent sur
une condition : un temps d’incubation de 48 heures et une concentration en PNA de 2 uM (Figure 13 B-E). Apreés
analyse de la cytométrie en flux, deux populations sont visibles en fonction de leur FSC-A et SSC-A (Figure 13
B). Précédemment, un marquage au propidium iodure a permis d’identifier les FSC-A et les SSC-A des cellules
négatives a 1’iodure de propidium (Figure 12 B.D.F). Ces cellules n’ayant pas internalisé I’iodure de propidium ne
présentent pas de membrane poreuse et correspondent a des cellules vivantes. Ainsi, sur base des FSC-A et des
SSC-A, la population en cellules vivantes a été identifiée. Il s’agit de celle pour laquelle la FSC-A est supérieure a
S50K. En sélectionnant cette population, le pourcentage de cellules vivantes a été déterminé (correspondant a
I’encadré noir) (Figure 13 B). Ensuite, les intensités de fluorescence de la protéine Tax (représentées en ordonnée)
et des PNA (représentées en abscisse) ont été mesurées (Figure 13 C). Il peut étre observé que les intensités de
fluorescence des PNA sont plus élevées pour les PNA 1 et 4 avec des valeurs de respectivement de 1513 et 3009.
Ces intensités de fluorescence plus élevées se traduisent par un décalage des densités de population vers la droite.
L’intensité de fluorescence de Tax est plus €levée pour le PNA 1 avec une valeur de 2056. Celle-ci est proche de
celle du mock : 1937. Les intensités de fluorescence des autres PNA sont inférieures a celle du mock. De plus, deux
populations apparaissent aprés exposition aux PNA 2 et 4. Ensuite, les intensités de fluorescences moyennes des
PNA et de Tax sont représentées pour chaque PNA testé (Figure 13 D-E). Le PNA 4 est celui pour lequel la valeur
de fluorescence moyenne est la plus élevée avec une valeur de 2363,75 contre une valeur de 1408,25 pour le PNA
1, de 556,25 pour le PNA 2 et de 1141,5 pour le PNA 3 (p <0,0001) (Figure 13 D). L’intensité de fluorescence de
Tax n’est pas impactée par les PNA, celle-ci n’étant pas significativement différente aprés mise en contact avec les
PNA 1, 2 et 3 par rapport au PNA 4 correspondant au PNA contréle (Figure 13 E). Enfin, I’intensité de
fluorescence moyenne des PNA et de Tax est représentée pour les différentes concentrations testées en fonction du
temps d’incubation (Figure 13 F-G). Un pic d’augmentation de 1’intensité de fluorescence moyenne des PNA pour
un temps d’incubation de 16 heures est observé pour les PNA 1, 2 et 3. Celui-ci est d’autant plus important que la
concentration en PNA est élevée. Par ailleurs, pour chaque PNA et chaque temps d’incubation, plus Ia
concentration au contact des cellules est élevée, plus I’intensité de fluorescence moyenne des PNA augmente
(Figure 13 F). L’intensité de fluorescence moyenne de Tax n’est pas impactée par les PNA, aucune différence

significative n’étant constatée (Figure 13 G).

Sur base de ces résultats, il apparait que I’intensité de fluorescence moyenne des PNA est d’autant plus
importante que la concentration en PNA est élevée. Cette intensité de fluorescence moyenne des PNA a été
mesurée par cytométrie en flux. La préparation des échantillons en vue de cette analyse a nécessité plusieurs étapes
de lavage. Ainsi, si un signal de fluorescence correspondant au PNA est détecté, il s’agit de PNA qui ont soit

pénétré la membrane cellulaire, soit qui sont en interaction avec elle, les autres ayant été éliminés lors des lavages.
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Ces PNA sont considérés par la suite comme ceux ayant été internalisés par la cellule. De plus, la variation de
I’intensité de fluorescence moyenne des PNA peut étre mise en relation avec leur quantité. Cette intensité de
fluorescence moyenne est d’autant plus importante que la concentration en PNA est élevée. Il peut donc étre conclu
que plus la concentration de PNA mise en contact avec les cellules est élevée, plus les PNA sont internalisés
(Figure 13 F). Selon le méme raisonnement, lorsque les PNA ont été mis en contact avec les cellules pendant 48
heures a une concentration en PNA de 2 uM, le PNA 4 est celui qui est le mieux internalisé (Figure 13 D). De
plus, les deux populations apparaissant aprés exposition aux PNA 2 et 4 se traduisent par un décalage des densités
de population vers la droite. La population la plus a droite internalise donc mieux les PNA (Figure 13 C). Enfin,
aucune différence significative pour les intensités de fluorescence et les intensités de fluorescence moyennes de
Tax n’a été constatée. Ces intensités peuvent également étre mises en relation avec la quantité de protéines Tax
produite par la cellule. Ainsi, ’absence de différence significative ne permet pas de mettre en évidence un lien

entre 1’ajout de PNA et la production de la protéine Tax. Le détail des statistiques se trouve en annexe (Annexe 4).
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Figure 13 : Internalisation des PNA et impact sur la production de Tax pour la lignée HuT102

(A) les PNA ont été mis en contact avec les cellules a trois concentrations (1, 2 et 4 uM) et a trois temps d’incubation (16, 24 et
48 heures). Un marquage de Tax a ensuite été réalisé, suivi d’une analyse de cytométrie en flux. (B) La population de
lymphocytes vivants a été identifiée sur base des FSC-A SSC-A (forward scatter area et side scatter area). Les résultats présentés
correspondent a une concentration en PNA de 2 uM et un temps d’incubation de 48 heures. (C.D.E) Les FI (intensités de
fluorescence) et les MFI (intensités de fluorescence moyennes) des PNA et de Tax ont été mesurées. Les résultats présentés
correspondent a une concentration de PNA de 2 pM et un temps d’incubation de 48 heures. Le mock correspond aux cellules
n’ayant pas été mises en contact avec les PNA. (F) La MFI des PNA pour toutes les concentrations est représentée en fonction du
temps d’incubation (G) La MFI des PNA pour toutes les concentrations est représentée en fonction du temps d’incubation. La

signification statistique a été déterminée par une analyse ANOVA a 2 facteurs.
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4. Internalisation des PNA et impact sur la production de Tax dans

la lignée ATL-2

Les PNA ont été mis au contact des ATL-2 a trois concentrations (1, 2 et 4 uM) pendant trois temps
d’incubation (16, 24 et 48 heures). Apres cela, I’expression de la protéine Tax a été analysée par cytométrie en flux
aprés marquage avec un anticorps monoclonal et un conjugué Alexa Fluor'™647 Donkey antimouse IgG. Les PNA,
couplés a la fluorescéine, n’ont pas nécessité de marquage (Figure 14 A). Les résultats présentés se focalisent sur
une condition : un temps d’incubation de 48 heures et une concentration en PNA de 2 uM (Figure 14 B-E). Aprés
analyse de la cytométrie en flux, deux populations sont visibles en fonction de leur FSC-A et SSC-A (Figure 14
B). Précédemment, un marquage au propidium iodure a permis d’identifier les FSC-A et les SSC-A des cellules
négatives a 1’iodure de propidium (Figure 12 B.D.F). Ces cellules n’ayant pas internalisé I’iodure de propidium ne
présentent pas de membrane poreuse et correspondent a des cellules vivantes. Ainsi, sur base des FSC-A et des
SSC-A, la population en cellules vivantes a été identifiée. Il s’agit de celle pour laquelle la FSC-A est supérieure a
S50K. En sélectionnant cette population, le pourcentage de cellules vivantes a été déterminé (correspondant a
I’encadré noir) (Figure 14 B). Ensuite, les intensités de fluorescence de la protéine Tax (représentées en ordonnée)
et des PNA (représentées en abscisse) ont été mesurées (Figure 14 C). Il peut étre observé que les intensités de
fluorescence des PNA sont plus élevées pour les PNA 1 et 4 avec des valeurs de respectivement de 1915 et 1647.
Ces intensités de fluorescence plus élevées se traduisent par un décalage des densités de population vers la droite.
L’intensité de fluorescence de Tax est plus élevée pour le PNA 1 avec une valeur de 86,3. Celle du mock est de 80.
Les intensités de fluorescence pour les autres PNA sont inféricures ou égales a celle du mock. De plus, deux
populations apparaissent apres exposition aux PNA 2. Ensuite, les intensités de fluorescences moyennes des PNA
et de Tax sont représentées pour chaque PNA testé (Figure 14 D-E). Le PNA 4 est celui pour lequel la valeur de
fluorescence moyenne est la plus élevée avec une valeur de 1452,7 contre une valeur de 1419,3, de 856,3 et de
1194,0 et pour les PNA 1, 2 et 3 respectivement (p < 0,0001) (Figure 14 D). L’intensité de fluorescence de Tax
n’est pas impactée par les PNA, celle-ci n’étant pas significativement différente aprés mise en contact avec les
PNA 1, 2 et 3 par rapport au PNA 4 correspondant au PNA contrdle (Figure 14 E). Enfin, I’intensité de
fluorescence moyenne des PNA et de Tax est représentée pour les différentes concentrations testées en fonction du
temps d’incubation (Figure 14 F-G). Un pic d’augmentation de 1’intensité de fluorescence moyenne des PNA pour
un temps d’incubation de 16 heures est observé pour tous les PNA. Celui-ci est d’autant plus important que la
concentration en PNA est élevée. Par ailleurs, pour chaque PNA et chaque temps d’incubation, plus Ia
concentration au contact des cellules est élevée, plus I’intensité de fluorescence moyenne des PNA augmente
(Figure 14 F). L’intensité de fluorescence moyenne de Tax n’est pas impactée par les PNA, aucune différence

significative n’étant constatée (Figure 14 G).

Sur base de ces résultats, il apparait que ’intensité de fluorescence moyenne des PNA est d’autant plus
importante que la concentration en PNA est élevée. Cette intensité de fluorescence moyenne des PNA a été
mesurée par cytométrie en flux. La préparation des échantillons en vue de cette analyse a nécessité plusieurs étapes
de lavage. Ainsi, si un signal de fluorescence correspondant au PNA est détecté, il s’agit de PNA qui ont soit

pénétré la membrane cellulaire, soit qui sont en interaction avec elle, les autres ayant été éliminés lors des lavages.
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Ces PNA sont considérés par la suite comme ceux ayant été internalisés par la cellule. De plus, la variation de
I’intensité de fluorescence moyenne des PNA peut étre mise en relation avec leur quantité. Cette intensité de
fluorescence moyenne est d’autant plus importante que la concentration en PNA est élevée. Il peut donc étre conclu
que plus la concentration de PNA mise en contact avec les cellules est élevée, plus les PNA sont internalisés
(Figure 14 F). Selon le méme raisonnement, lorsque les PNA ont été mis en contact avec les cellules pendant 48
heures a une concentration en PNA de 2 uM, le PNA 4 est celui qui est le mieux internalisé (Figure 14 D). De
plus, les deux populations apparaissant aprés exposition au PNA 2 se traduisent par un décalage des densités de
population vers la droite. La population la plus a droite internalise donc mieux les PNA (Figure 14 C). Enfin,
aucune différence significative pour les intensités de fluorescence et les intensités de fluorescence moyennes de
Tax n’a été constatée. Ces intensités peuvent également étre mises en relation avec la quantité de protéines Tax
produite par la cellule. Ainsi, ’absence de différence significative ne permet pas de mettre en évidence un lien

entre 1’ajout de PNA et la production de la protéine Tax. Le détail des statistiques se trouve en annexe (Annexe 5).
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Figure 14 : Internalisation des PNA et impact sur la production de Tax pour la lignée ATL-2

(A) les PNA ont été mis en contact avec les cellules a trois concentrations (1, 2 et 4 uM) et a trois temps d’incubation (16, 24 et
48 heures). Un marquage de Tax a ensuite été réalisé, suivi d’une analyse de cytométrie en flux. (B) La population de
lymphocytes vivants a été identifiée sur base des FSC-A SSC-A (forward scatter area et side scatter area). Les résultats présentés
correspondent a une concentration en PNA de 2 uM et un temps d’incubation de 48 heures. (C.D.E) Les FI (intensités de
fluorescence) et les MFI (intensités de fluorescence moyennes) des PNA et de Tax ont été mesurées. Les résultats présentés
correspondent a une concentration de PNA de 2 pM et un temps d’incubation de 48 heures. Le mock correspond aux cellules
n’ayant pas été mises en contact avec les PNA. (F) La MFI des PNA pour toutes les concentrations est représentée en fonction du
temps d’incubation (G) La MFI des PNA pour toutes les concentrations est représentée en fonction du temps d’incubation. La

signification statistique a été¢ déterminée par une analyse ANOVA a 2 facteurs.
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5. Internalisation des PNA et impact sur la production de Tax dans

la lignée C8166

Les PNA ont été mis au contact des C8166 a trois concentrations (1, 2 et 4 uM) pendant trois temps
d’incubation (16, 24 et 48 heures). Apres cela, I’expression de la protéine Tax a été analysée par cytométrie en flux
aprés marquage avec un anticorps monoclonal et un conjugué Alexa Fluor'™647 Donkey antimouse IgG. Les PNA,
couplés a la fluorescéine, n’ont pas nécessité de marquage (Figure 15 A). Les résultats présentés se focalisent sur
une condition : un temps d’incubation de 48 heures et une concentration en PNA de 2 uM (Figure 15 B-E). Apreés
analyse de la cytométrie en flux, deux populations sont visibles en fonction de leur FSC-A et SSC-A (Figure 15
B). Précédemment, un marquage au propidium iodure a permis d’identifier les FSC-A et les SSC-A des cellules
négatives a 1’iodure de propidium (Figure 12 B.D.F). Ces cellules n’ayant pas internalisé I’iodure de propidium ne
présentent pas de membrane poreuse et correspondent a des cellules vivantes. Ainsi, sur base des FSC-A et des
SSC-A, la population en cellules vivantes a été identifiée. Il s’agit de celle pour laquelle la FSC-A est supérieure a
S50K. En sélectionnant cette population, le pourcentage de cellules vivantes a été déterminé (correspondant a
I’encadré noir) (Figure 15 B). Ensuite, les intensités de fluorescence de la protéine Tax (représentées en ordonnée)
et des PNA (représentées en abscisse) ont été mesurées (Figure 15 C). Il peut étre observé que I’intensité de
fluorescence des PNA est plus élevée pour le PNA 4 avec une valeur de respectivement de 1607. Cette intensité de
fluorescence plus élevée se traduit par un décalage des densités de population vers la droite. L’intensité de
fluorescence de Tax est inférieure a celle du mock pour tous les PNA. De plus, deux populations apparaissent apres
exposition aux PNA 4. Ensuite, les intensités de fluorescences moyennes des PNA et de Tax sont représentées pour
chaque PNA testé (Figure 15 D-E). Le PNA 4 est celui pour lequel la valeur de fluorescence moyenne est la plus
¢levée avec une valeur de 1463,0 contre une valeur de 964, de 485,7 et de 431,0 pour les PNA 2, 3 et 4
respectivement (p < 0,0001) (Figure 15 D). L’intensité de fluorescence de Tax n’est pas impactée par les PNA,
celle-ci n’étant pas significativement différente aprés mise en contact avec les PNA 1, 2 et 3 par rapport au PNA 4
correspondant au PNA contrdle (Figure 15 E). Enfin, I’intensité de fluorescence moyenne des PNA et de Tax est
représentée pour les différentes concentrations testées en fonction du temps d’incubation (Figure 15 F-G). Un pic
d’augmentation de I’intensité de fluorescence moyenne des PNA pour un temps d’incubation de 16 heures est
observé pour les PNA 1, 2 et 3. Celui-ci est d’autant plus important que la concentration en PNA est élevée. Par
ailleurs, pour chaque PNA et chaque temps d’incubation, plus la concentration au contact des cellules est élevée,
plus I’'intensité de fluorescence moyenne des PNA augmente (Figure 15 F). L’intensité de fluorescence moyenne

de Tax n’est pas impactée par les PNA, aucune différence significative n’étant constatée (Figure 15 G).

Sur base de ces résultats, il apparait que ’intensité de fluorescence moyenne des PNA est d’autant plus
importante que la concentration en PNA est élevée. Cette intensité de fluorescence moyenne des PNA a été
mesurée par cytométrie en flux. La préparation des échantillons en vue de cette analyse a nécessité plusieurs étapes
de lavage. Ainsi, si un signal de fluorescence correspondant au PNA est détecté, il s’agit de PNA qui ont soit
pénétré la membrane cellulaire, soit qui sont en interaction avec elle, les autres ayant été éliminés lors des lavages.
Ces PNA sont considérés par la suite comme ceux ayant été internalisés par la cellule. De plus, la variation de

I’intensité de fluorescence moyenne des PNA peut étre mise en relation avec leur quantité. Cette intensité de
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fluorescence moyenne est d’autant plus importante que la concentration en PNA est élevée. Il peut donc étre conclu
que plus la concentration de PNA mise en contact avec les cellules est élevée, plus les PNA sont internalisés
(Figure 15 F). Selon le méme raisonnement, lorsque les PNA ont été mis en contact avec les cellules pendant 48
heures a une concentration en PNA de 2 uM, le PNA 4 est celui qui est le mieux internalisé (Figure 15 D). De
plus, les deux populations apparaissant aprés exposition au PNA 4 se traduisent par un décalage des densités de
population vers la droite. La population la plus a droite internalise donc mieux les PNA (Figure 15 C). Enfin,
aucune différence significative pour les intensités de fluorescence et les intensités de fluorescence moyennes de
Tax n’a été constatée. Ces intensités peuvent également étre mises en relation avec la quantité de protéines Tax
produite par la cellule. Ainsi, ’absence de différence significative ne permet pas de mettre en évidence un lien

entre 1’ajout de PNA et la production de la protéine Tax. Le détail des statistiques se trouve en annexe (Annexe 6).
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Figure 15 : Internalisation des PNA et impact sur la production de Tax pour la lignée C8166

(A) les PNA ont été mis en contact avec les cellules a trois concentrations (1, 2 et 4 uM) et a trois temps d’incubation (16, 24 et
48 heures). Un marquage de Tax a ensuite été réalisé, suivi d’une analyse de cytométrie en flux. (B) La population de
lymphocytes vivants a été identifiée sur base des FSC-A SSC-A (forward scatter area et side scatter area). Les résultats présentés
correspondent a une concentration en PNA de 2 uM et un temps d’incubation de 48 heures. (C.D.E) Les FI (intensités de
fluorescence) et les MFI (intensités de fluorescence moyennes) des PNA et de Tax ont été mesurées. Les résultats présentés
correspondent a une concentration de PNA de 2 pM et un temps d’incubation de 48 heures. Le mock correspond aux cellules
n’ayant pas été mises en contact avec les PNA. (F) La MFI des PNA pour toutes les concentrations est représentée en fonction du
temps d’incubation (G) La MFI des PNA pour toutes les concentrations est représentée en fonction du temps d’incubation. La
signification statistique a été déterminée par une analyse ANOVA a 2 facteurs.



6. Impact des PNA sur la transcription des ARN de Tax et HBZ

Les PNA ont été mis en contact avec les 3 lignées cellulaires (HuT102, C8166 et ATL-2) pendant 48
heures a une concentration de 2 uM. Le choix de ces conditions a été discuté précédemment. Aprés extraction de

I’ARN, les niveaux d’expression des ARNm de HBZ et de Tax ont été quantifiés par RT-qPCR (Figure 16 A).

Aucune différence significative sur les niveaux d’expression de ’ARNm de HBZ n’est constatée aprés
ajout des PNA 1, 2 et 3 lorsqu’ils sont comparés au PNA 4 qui est le PNA contrdle (Figure 16 B.D.F). Le méme
constat est fait pour les niveaux d’expression de ’ARNm de Tax aprés ajout des PNA 1, 2 et 3 lorsqu’ils sont
comparés au PNA 4. Toutefois, des diminutions statistiquement significatives sont constatées dans le cas des

lignées HuT102 et ATL-2 lorsque les cellules sont mises en contact avec le PNA 4 (p =0,0179 ; p=0,001).

Sur base de ces résultats, il peut étre conclu que la mise en contact des cellules avec les PNA n’a pas
d’impact sur le niveau d’expression de ’ARNm de HBZ et de Tax pour toutes les lignées. Toutefois, dans le cas

des lignées HuT102 et ATL-2, le PNA 4 fait diminuer le niveau d’expression de I’ARNm de Tax.
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(A) Les PNA ont été mis en contact avec les cellules a une concentration de 2 uM pendant 48 heures. L’ARN des
cellules a ensuite été extrait suivi d’une RT-qPCR. (B) Le niveau d’expression de I’ARN de HBZ a été quantifié¢ par RT-
qPCR pour les cellules HuT102. (C) Le niveau d’expression de I’ARN de Tax a été quantifi¢ par RT-qPCR pour les
cellules HuT102. (D) Le niveau d’expression de I’ARN de HBZ a ét¢ quantifié par RT-qPCR pour les cellules ATL-2.
(E) Le niveau d’expression de I’ARN de Tax a été quantifié par RT-qPCR pour les cellules ATL-2. (F) Le niveau
d’expression de I’ARN de HBZ a été quantifi¢ par RT-qPCR pour les cellules C8166. (G) Le niveau d’expression de
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Discussion

Le but de ce projet est d’étudier le role de I’ARNm de HBZ a I’aide de PNA ciblant des zones situées au

niveau des 50 premiers nucléotides. Les résultats ont montré que :

- Les PNA sont toxiques pour les cellules
- Les PNA sont internalisés par les cellules

- Les PNA ne semblent pas avoir d’impact sur 1I’expression des ARN et des protéines virales

1. Toxicité des PNA

Les résultats obtenus mettent en évidence le fait que les PNA sont toxiques pour les cellules (Figure 12 B-G).
Les PNA 1, 2 et 3 ciblent différentes zones situées au niveau des 50 premiers nucléotides de I’ARN de HBZ tandis
que le PNA 4 est un PNA contrdle ne ciblant aucune séquence particuliére (le choix de cette séquence cible est
discuté plus bas). Tous les PNA semblent toxiques pour les cellules, y compris le PNA 4. Il peut donc étre conclu

que la toxicité apparente est liée a 1’utilisation des PNA et non a la séquence qu’ils ciblent.

Cette toxicité peut étre causée par la constitution du PNA, notamment par leur séquence nucléotidique. Tout
d’abord, les séquences de nucléotides des PNA 1 et 3 sont capables de s’apparier et de donner lieu a une structure
secondaire de type épingle a cheveux (Tableau 3). Ce type de structure compromet 1’appariement des PNA au
niveau de I’ARN de HBZ et peut méme interagir avec d’autres molécules de la cellule. De plus la séquence
nucléotidique des PNA 2 et 1 n’est pas exactement complémentaire a la séquence ciblée (Tableau 3). Cela peut
donc compromettre le bon appariement de ces PNA au niveau de HBZ. Enfin, ces séquences de nucléotides sont
assez courtes, il peut donc étre supposé qu’il y a une forte probabilité pour que ces derniéres puissent étre
complémentaires a d’autres séquences que celle de HBZ. Afin de le savoir, une analyse blast a été réalisée sur le
systéme bio-informatique d'annotation automatique de génomes « Ensembl ». Celle-ci a révélé que les 17 premiers
nucléotides de la séquence du PNA 1 sont complémentaires a une séquence située sur le chromosome 14 entre les
paires de bases 36557912 et 36557928. Cette zone est située sur un intron du géne ENSG00000283098. L’analyse
a ensuite révélé que le PNA 2 est complémentaire a une séquence située entre les paires de bases 25389602 et
25389619 du chromosome 5, toutefois cette zone n’est associée a aucun géne. Enfin, aucune correspondance n’a
été trouvée pour les PNA 3 et 4. Il apparait donc que le fait que les PNA 1 et 2 puissent se lier a d’autres endroits
que ’ARNm de HBZ n’a pas de conséquence sur la production d’une éventuelle protéine. Les détails de cette

analyse se trouvent en Annexes 7, 8,9 et 10.
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Tableau 3 : Structure secondaire et séquence des PNA

Le complément inverse des PNA a été comparé a la séquence de I’ARN de HBZ. Il est constaté que les compléments inverses des PNA 1 et 2
comportent des insertions (correspondant aux nucléotides soulignés). La prédiction de la structure secondaire a été réalisée a 1’aide de
ViennaRNA Package 2.0.

Séquence nucléotidique du Séquence nucléotidique de 'ARN de Structure
Nom du PNA

complément inverse des PNA HBZ visée secondaire
PNA 1 TGTTCCATGCCCGGAGGA TGTCATGCCCGGAGGA g
PNA 2 TGTTTCGATGTTTGCCTG TGTTTCGATGCTTGCCTG /
PNA 3 ATGGCGGCCTCAGGGCTG ATGGCGGCCTCAGGGCTG éﬁ
PNA 4

CGTCTCAGTTCAGCAGGT / /

(controle)

2. Internalisation des PNA

Les résultats obtenus permettent de mettre en évidence le fait que les PNA sont internalisés par les différentes
cellules, c’est a dire qu’ils sont en interaction avec la membrane ou qu’ils I’ont pénétrée et qu’ils se trouvent a
I’intérieur de la cellule (Figures 14, 15 et 16). L’internalisation nucléaire des PNA n’a pas nécessité d’étape de
transfection. Cela est permis grace a leur signal de localisation nucléaire (pkkkrkv) qui permet aux PNA de franchir
la membrane cellulaire spontanément, notamment grace a la présence de lysines (k)'"’. Il peut étre supposé que,
grace a ce signal, les PNA ont bien atteint le noyau des cellules. Cette expérience met également en avant le fait

que I’utilisation des PNA est compatible avec celle de lignées de lymphocytes T.

3. Utilisation des PNA

Les PNA utilisés n’ont pas permis de mettre en évidence un lien entre les 50 premiers nucléotides de I’ARN de

HBZ et la production de transcrits et de protéines viraux, aucune différence n’ayant été constatée.

Il se peut que les PNA n’aient pas d’impact sur la production de transcrits viraux et de leurs protéines parce
qu’ils n’interférent pas avec I’ARN de HBZ. Ainsi, comme cette interférence n’a pas pu étre mise en évidence pour

les lignées cellulaires infectées par HTLV-1 utilisées, il serait intéressant de vérifier si elle a lieu dans un systéme
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simplifié. Des cellules de type HEK peuvent par exemple étre transfectées avec un clone moléculaire de
HTLV-1 '%® et ensuite étre mises en contact avec des PNA. Une RT-qPCR ou un marquage Tax suivi d’une
analyse de cytométrie en flux peuvent ensuite étre réalisés afin de constater un éventuel changement dans la

production de transcrits de HBZ ou de sa protéine.

D’autres expériences impliquant les PNA pourraient étre menées de maniére a, éventuellement, mettre en
évidence I’implication de I’ARN de HBZ dans d’autres mécanismes cellulaires comme la transmission et la latence
virales. De plus, il est possible qu’une autre séquence de nucléotides que celle ciblée par les PNA puisse étre liée a
la production de protéines virales. Cela peut notamment concerner une zone située dans les 207 premiers

nucléotides de HBZ.

i. Eventuel impact des PNA sur d’autres mécanismes

Tout d’abord, HTLV-1 n’est pas le seul rétrovirus a produire une protéine et des transcrits antisens. En
effet, HBZ a été la premiére protéine antisens formellement identifiée en 2002 '”°, une découverte rapidement
suivie par celles de protéines antisens chez HTLV-2, HTLV-3 et HTLV-4 ""*!"! Ensuite, un géne, une protéine et
un transcrit antisens ont été identifiés dans le cas de STLV-1 "2, Des transcrits antisens ont par la suite été détectés
dans ces cellules infectées par le virus de la leucémie murine (MLV) et celui de la leucémie bovine (BLV) sans
pour autant qu’une protéine antisens puisse étre identifiée pour le moment ''*''*, Enfin, ’existence d’une protéine
antisens et d’un transcrit antisens a été observée dés les année 1990 chez le Virus de I’Immunodéficience Humaine
1 (VIH-1) "% Celui-ci produit la Protéine AntiSens (ASP) et ses fonctions restent pour le moment largement
méconnues ''’. Toutefois, son ARN est notamment impliqué dans 1’inhibition de la réplication virale en étant
capable de diminuer ce phénomeéne de 70 a 80% ''®''"°. Ce transcrit est également responsable de 1’extinction
épigénétique du 5’LTR en recrutant le complexe répresseur polycomb 2 (PRC2) qui vient s’y lier, provoquant la
formation de H3K27me3 '*°. Ce mécanisme est donc & I’origine d’une extinction transcriptionnelle '*°. Enfin,
I’ARN de ASP est également capable de promouvoir la mise en place de la latence virale et sa maintenance ''*. De
plus, en recrutant le complexe répresseur polycomb 2 (PRC2) sur le 5° LTR, il est également capable de

promouvoir la mise en place de la latence virale et sa maintenance '".

11 serait intéressant d’utiliser les PNA afin d’étudier si ’ARN de HBZ est impliqué dans le mécanisme de
transmission virale de HTLV-1, comme c’est le cas de la protéine ASP dans le contexte du VIH. Pour ce faire, des
lignées de Jurkat rapporteuses peuvent étre utilisées. Ces derniéres consistent en des cellules T présentant le géne
de la luciférase. Celui-ci est sous le contrdle du U3R de HTLV-1. Lorsque ce type de cellules est infecté, la
protéine Tax est produite, ce qui active le promoteur viral. L activité de la luciférase peut alors étre détectée '*'.
Des lignées cellulaires infectées peuvent donc étre mises en contact avec les PNA puis avec ces cellules
rapporteuses afin d’étudier I’impact des PNA sur le mécanisme de transmission virale. Si cette expérience se révele
fructueuse, et donc que le géne de la luciférase n’est pas activé, une analyse par microscopie confocale peut étre

réalisée, suivie éventuellement d’une autre en microscopie électronique.
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Il serait également intéressant d’utiliser les PNA afin d’étudier I’impact de I'ARN de HBZ sur le
phénoméne de latence virale. En effet, la protéine HBZ est connue pour maintenir le phénomene de latence virale
en régulant a la baisse I’activation du NF-kB induite par Tax '*%. De plus, il a déja été récemment mis en évidence
que ’ARN de HBZ est a I’origine d’un mécanisme épigénétique causant un arrét de la transcription des protéines
dont la production est sous le controle du 5° LTR, causant I’entrée en latence de la cellule ®. Utiliser les PNA dans

ce contexte permettrait de préciser le role de I’ARN de HBZ dans la latence virale.

ii. Modification de la séquence visée

Chacun des PNA utilisés dans le cadre de cette expérience visait une zone située dans les 50 premiers
nucléotides de I’ARN de HBZ (Figure 17). Ce choix a été fait en se basant sur un article publié en 2015 dans
lequel la fonction de HBZ a été étudiée °. D’aprés celui-ci, les 50 premiers nucléotides de ’ARN de HBZ sont
essentiels pour la survie cellulaire. Plus précisément, il s’agirait de la région 5° du second exon de ’ARN qui soit

indispensable a cette activité.

. 1¢ exon . 28me exon

...... ATGGCGGCCTCAGGGCTGTTTCGATGCTTGCCTGTGTCATGCCCGGAGGA.....

PNA 3 | | PNA 1
PNA 2

Figure 17 : Zones de ’ARNm de HBZ ciblées par les PNA

Les résultats présentés précédemment ne permettent pas de conclure que cette zone soit également
impliquée dans I’interférence de I’ARN de HBZ au niveau du 5’ LTR. Toutefois, cet article met également en
évidence que les 207 premiers nucléotides sont essentiels a la fonction de I’ARN de HBZ. De plus, un précédent
article paru en 2006 avait déja mis en avant le fait que cette zone est importante pour la stimulation de la croissance
dans des cellules kit225, et qu’elle est également essentielle pour la favorisation de la prolifération d’une lignée de
cellules T humaines '>. Il apparait donc que d’autres PNA ciblant différentes zones dans ces 207 premiers
nucléotides pourraient étre créés afin d’étudier leur réle éventuel dans I’interaction entre ’ARN de HBZ et le 5°

LTR.
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4. Perspective de thérapie humaine

Les PNA n’ont pas permis pas de mettre en évidence I’implication des 50 premiers nucléotides de HBZ et

la production de protéines virales. Toutefois, ceux-ci représentent un espoir de thérapie humaine.

Tout d’abord, les PNA sont trés intéressants en ce qui concerne leur thermostabilité et leur résistance face
aux nucléases'*. L’utilisation de shRNA pourraient étre envisagée. Ils ont d’ailleurs déja été utilisés avec succes en
2006 par Matsuoka et al. dans le but d’étudier les fonctions de I’ARN de HBZ. Cette expérience consistait en
I’utilisation d’un lentivirus recombinant transcrivant de courts shRNA ciblant HBZ sous le contréle du promoteur
U6. Toutefois, les siRNA sont thermo-instables et sensibles aux nucléases. De plus, 1’utilisation des PNA ne
nécessitant pas I’introduction de matériel génétique dans les cellules, ils apparaissent comme une alternative plus
stire. Aprés, les PNA étant toxiques pour les cellules, il s’agit d’un point positif dans une optique thérapeutique : il
serait possible de venir détruire les cellules infectées par HTLV-1 en les utilisant. Par ailleurs, il a été également
discuté plus haut que le signal de localisation nucléaire permet aux PNA de franchir la membrane cellulaire sans

qu’un systéme de transfection soit nécessaire, rendant trés simple leur utilisation.
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Contribution personnelle de P’étudiant

Toutes les données présentées représentent la contribution personnelle de 1’étudiante.
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Conclusion

L’objectif de ce travail de fin d’études était d’étudier I’implication des 50 premiers nucléotides de I’ARN
de HBZ dans I’expression des protéines virales de HTLV-1. L’utilisation de PNA n’a pas permis de mettre en
évidence un lien entre les deux. Toutefois, ces derniers présentent de nombreux avantages les rendant trés
intéressants dans une optique thérapeutique. Tout d’abord, étant toxiques pour les cellules, ils peuvent étre utilisés
dans le but de détruire les cellules infectées par HTLV-1. De plus, étant capables de pénétrer les cellules sans
qu’une étape de transfection soit nécessaire, leur utilisation est rendue trés simple. Enfin, leur action ne nécessitant
pas I’introduction de matériel génétique dans les cellules, couplé a leur thermo-stabilité et leur résistante face aux

nucléases, rend leur utilisation sire.
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Annexes

Annexe 1 : Référence des lignées cellulaires

Lignées cellulaires | Références

HuT102 CVCL_3526
ATL-2 CVCL _8338
C8166 CVCL_1099

Annexe 2 : Statistiques de la Figure 12.C

HuT102 0-24h p=0,0023
2 uM

0-48h p=0,0214

PNA 1 0-16h p <0,0001

4 uM 0-24h p = 10,0260

0-48h p=0,0259

0-24h p = 0,0060

PNA 4 4 uM

0-48h p=0,0018




Annexe 3 : Statistiques de la Figure 12.E

ATL-2

L 0-16h p =0,0005
0-48h p=0,0002
0-16h p=0,0009

PNA | 2uM 0-24h p =0,0008
0-48h p =0,0008
0-16h p=0,0001

4 uM 0-24h p=0,0173
0-48h p <0,0001
0-16h p <0,0001

1 uM 0-24h p=0,095
0-48h p <0,0001
0-16h p <0,0001

PNA 2 2uM 0-24h p=0,0147
0-48h p <0,0001
0-16h p <0,0001

4 uM 0-24h p=0,0127
0-48h p <0,0001
0-16h p=0,0028

1 uM 0-24h p=0,0263
0-48h p=0,0001

PNA 3 2 M 0-16h p=0,0009
0-48h P = 0,0005
0-16h p=0,0020

4 uM 0-24h p=0,0415
0-48h p = 0,0004

1 uM 0-48h p=0,0144

PNA 4 2 uM 0-48h p=0,0347

4 uM 0-16h p=0,0241
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Annexe 4 : Statistiques de la Figure 13.F

HuT102

0-16h p=0,0012
2 uM
0-24h p =0,0281
0-16h p <0,0001
4 uM 0-24h p <0,0001
PNA | 0-48h p <0,0001
Lh 1-4 uM p <0,0001
2-4 uM p <0,0036
1-4 uM =0,0004
24h - P
2-4 uM p=0,0353
48h 1-4 uM p =0,0255
2 uM 0-16h p = 00036
0-16h p <0,0001
4 uM 0-24h p=0,0012
PNA 2
0-48h p=0,0014
16h 1-4 uM p =0,0003
24h 1-4 uM p=0,0421
0-16h p <0,0001
4 uM 0-24h p=0,0036
PNA 3
0-48h p=0,0014
16h 1-4 uM p = 0,0080
0-24h p =0,0027
4 uM
0-48h p <0,0001
PNA 4 24h 1-4 uM p=0,0411
1-4 uyM <0,0001
48h . P
2-4 uM p =0,0008
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Annexe 5 : Statistiques de la Figure 14.F

ATL-2

4 uM 0-16h p <0,0001

PNA 1
16h 1-44uM | p=0,0065
0-16h p=0,0001

PNA 2 4 uM

1-44uM | p=0,0093
2 uM 0-16h p=0,0119
0-16h p=0,0163

PNA 3
4 uM 0-24h p=0,0312
0-48h p=0,0135
4 uM 0-16h p=0,0011

PNA 4
16h 1-4uM | P=0,0088
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Annexe 6 : Statistiques de la Figure 15.F

C8166

2 uM 0-16h p=0,0197

PNA 1 0-16h p <0,0001

4 uM 0-24h p=10,0008

0-48h p=0,0385

16h 1-4uM p=10,0085

24h 1-4uM p=0,0020

1 uM 0-16h p=0,0001

PNA 2 0-16h p <0,0001

0-24h p=10,0003

2 uM 0-16h p=0,0001

0-24h p=0,0001

0-48h p=0,0024

1 uM 0-16h p=0,0121

0-16h p=0,0015

PNA 3 0-24h p=0,0159
2 uM

0-16h p <0,0001

0-24h p=10,0003

16h 1-4uM p=0,0001

24h 1-4uM p <0,0001

48h 1-4uM p <0,0001

0-16h p=0,0018

PNA 4 2 uM 0-24h p=0,0160

0-48h p =0,0450

0-16h p <0,0001

4 uM 0-24h p <0,0001

0-48h p <0,0001
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Genomic Location Overlapping Gene(s) v Orientation Query start Query end
14:36557912-36557928 (s ENSG00000283098 Forward 1 17 17 [Sequence] 34.1 6.8 100.00 [Alignment)

HSP distribution on genome =

2 3 4 19 20 21 22 X ¥ 1T

T 5 [ 7 [ g % 4 £ (3 1@ 15 1 17 18
Click on the image above to jump to a chromosome, or click and drag to select a region

Annexe 7 : Résultats de I’analyse blast pour le PNA 1

L’analyse a été réalisée en utilisant le systéme bio-informatique d'annotation automatique de génomes « Ensembl ».

TG
Exons ENSG00000283098 exons All exons in this region ;&
Markup loaded HAG

o S S e T o <Y
CAGGCCAAGAGCCAGAGAGAAATTTAAGTTCTAAAGGTTCAGGGACTAGGCCAGAAARANC
TTATAATAATAGGAACTAARACTGGAGATACAGGGTAGGCTGT2 "iu‘J.AZ\. CAGCATTAR
ATAATTAAACAGTAAAATTCTGATCTCCTGCAGCTGTGGTGCTTAATACACCATAGGAGG
ACAGATGAGAGAATCTTAGACCTTTCCAGGTAGGACC GTGTTCCATGCCCGGAGGC,’I‘(_(.

Annexe 8 : Zone du géne ENSG00000283098 ciblée par le PNA 1
La zone complémentaire aux 17 premiers nucléotides de la séquence du PNA 1 est représentée en bleu. Celle-ci se trouve dans un intron, les
exons étant représentés dans une couleur orangée. L’analyse a été réalisée en utilisant le systéme bio-informatique d'annotation automatique

de génomes « Ensembl ».
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Results table =

~
l Show/hide columns (2 hidden) _

Genomic Location O ing Gene(s) v Ori i Query start Query end Length Score E-val %ID
5:25389602-25389619 [Sequence] Forward 1 18 18 [Sequence] 36.1 1.7 100.00 [Alignment]

HSP distribution on genome =

1 4 5 6 7 8 9 1 12 4 15 16 17 18 19 20 21 22 X ¥
Click on the image above to jump to a chromosome, or click and drag to select a region

Annexe 9 : Résultats de I’analyse blast pour le PNA 2

L’analyse a été réalisée en utilisant le systéme bio-informatique d'annotation automatique de génomes « Ensembl ».

Chromosome bands

Contigs X AC106810.2 > AC106754.3 >
Genes 1 _I 1 1
(Comprehensive set S |
from GENCODE 38)  =¥5G00000250524 <LINC02228 < ENSGO0000285042 ENSG00000260[61 > < ENSGO0000279531 < RNU6-374P
Y_ANA> < ENSGO00000251654 < ENSG00000248605 ENSG00000279869 >
LINCO2211 > ENSGO0Y00279671 >
Regulatory Build n || 1 I n 1
|

54.90 Mo 5,00 M 5.10 Mo 2520 Wb 5,30 Mo 2540 M %5.50 M0 25,60 Mo 5,70 Mo 5,60 Mb
Gene Legend Il processed transcript B RNA gene
Regulation Legend I GTCF Enhancer

Open Chromatin I Promoter
I Promoter Flank I Transcription Factor Binding Site

Annexe 10 : Détails de la région ciblée par le PNA 2
La zone ciblée par les PNA correspond a la ligne verticale rouge. Aucun geéne ne s’y trouve. L’analyse a €té réalisée en utilisant le systéme
bio-informatique d'annotation automatique de génomes « Ensembl ».
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