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RESUME

Le noyau est un organite intracellulaire extrémement organisé qui est composé de
différents corps ou domaines nucléaires, chacun ayant une fonction différente. Parmi ceux-ci,
les domaines SC35 (Speckles) sont composés de protéines, parmi lesquelles la protéine SC35,
qui interviennent dans I’épissage et I’export des ARNm cellulaires. Le virus Adéno-Associé
(AAV) de type 2 est un virus non pathogene et sa particularité est d’étre incapable de se
répliquer sans I’aide d’un deuxieéme virus dit auxiliaire tel que 1’Adenovirus ou I’Herpés
Simplex. En présence d‘un virus auxiliaire, ’AAV se réplique dans le noyau de la cellule
infectée en formant des centres de réplication (CR) qui sont des domaines intra-nucléaires
dans lesquels s’accumulent I’ADN et I’ARN viral ainsi que tous les facteurs cellulaires et
viraux nécessaires a la production de particules infectieuses. Les vecteurs AAV recombinants
(AAVr) sont dérivés du virus sauvage en remplacant les génes viraux par un transgéne
d’intérét. Ils persistent dans le noyau de la cellule transduite sous une forme épisomale stable,
constituée de molécules d’ADN double brin circulaires, et transcriptionellement active.

L’objectif de ce travail d’EPHE était d’identifier les interactions entre le génome du
virus AAV sauvage ou recombinant avec les domaines ou corps nucléaires et, si possible, de
mettre en évidence des relations fonctionnelles. Dans un premier temps, nous avons analysé
I’interaction entre les CR du virus AAV sauvage et certains domaines nucléaires par
microscopie confocale. Nous avons montré que les CR de ’AAV se localisent a proximité des
domaines SC35. De plus, une diminution significative de la réplication du génome de I’AAV
et de la quantité des protéines virales a été observée dans des cellules dépourvues en protéine
SC35. Dans un deuxiéme temps, nous avons voulu déterminer la localisation intra-nucléaire
des épisomes d’AAVr. Pour cela, une technique d’hybridation in situ (FISH), permettant la
détection des génomes AAVT, a été développée. Des expériences de co-marquage ont permis
ensuite de mettre en évidence une association entre les domaines SC35 et les génomes intra-
nucléaires d’AAVr.

Dans I’ensemble, ces résultats suggeérent que la protéine SC35 joue un rdle dans la
réplication de I’AAV sauvage et le maintien et/ou 1’expression des vecteurs AAVr. Des
expériences ultérieures devront étre réalisées pour déterminer le role de cette protéine et/ou
des domaines SC35 dans la transcription, 1’épissage et/ou I’exportation des ARNm des virus
et des vecteurs AAV.

MoOTS-CLES : domaines SC35, corps nucléaires, virus Adéno-Associé, vecteur AAV

recombinant, centre de réplication
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PREAMBULE

Un virus est une entité biologique qui est incapable de synthétiser ses protéines et de se
répliquer seul. On dit d’un virus qu’il est un parasite parfait car afin d’assurer sa survie, il doit
détourner le métabolisme d’une cellule hote afin de permettre sa réplication. Les virus se sont
adaptés a toutes les formes de vie sur terre et sont capables de toutes les parasiter, y compris
eux-mémes. On dit dans ce cas qu’il s’agit de virus satellites d’autres virus. Récemment
découvert, le virus « sputnik » est un virus satellite infectant un virus géant, le mimivirus (79).
Plus connu, le virus de I’hépatite delta (HDV) ne peut se répliquer qu’en présence du virus de
I’hépatite B (HBV), et fait rapidement évoluer la maladie associée vers la cirrhose (69). Les
virus satellites détournent les fonctions de leur virus auxiliaire et de la cellule hote afin de
permettre leur propre réplication. Le Virus Adéno-Associé (AAV) est 'un d’eux.

L’AAYV est un Dependovirus appartenant a la famille des parvovirus (Parvoviridae). 11 existe
un grand nombre de sérotypes d’AAV, infectant ’Homme et de nombreuses espéces
animales. L’AAV?2 est de loin celui qui a ét¢ le plus étudié, et sauf indication contraire, le
terme AAV utilisé dans ce texte désignera implicitement le sérotype 2.

Comme le nom de son genre ’indique, ’AAV est incapable de se répliquer seul et est
dépendant d’une infection conjointe de la cellule hote par un autre virus dit auxiliaire.
L’adénovirus est le virus auxiliaire ayant amené a la découverte de ’AAV, I’AAV ayant été
trouvé comme contaminant de ce virus (7), d’ou I’origine du nom de virus Adéno-Associé.
Depuis, plusieurs virus auxiliaire de I’AAV ont été découverts, dont le virus de I’Herpes
Simplex 1 et 2 (18). Presque toutes les étapes du cycle réplicatif de ’AAV ont lieu dans le
noyau de la cellule infectée : celles-ci incluent I’expression des génes viraux et la réplication
du génome, mais également 1’assemblage des capsides et I’encapsidation de I’ADN.

La particularité¢ de I’AAV est qu’en absence de co-infection avec un virus auxiliaire, il peut
établir une infection latente. Le génome viral persiste alors dans le noyau de la cellule infectée
sous une forme épisomale, ou s’intégre dans un locus cellulaire préférentiel, AAVSI. Le virus

latent peut alors étre répliqué suite a la surinfection de la cellule par un virus auxiliaire.

Dans un premier temps, je présenterai le noyau de la cellule, son organisation et les différents
corps nucléaires le composant, avant de mettre en évidence les relations qu’entretiennent les
virus avec le noyau. Je décrirai ensuite I’AAV, ses particularités et sa réplication, et je finirais

I’introduction par une présentation des vecteurs AAV recombinants et de leurs applications.



INTRODUCTION

A Le noyau, un organite intracellulaire hautement organisé

Le noyau est un organite cellulaire hautement structuré dans lequel ont lieu deux fonctions
essentielles a la cellule : la réplication de I’ADN et la transcription des geénes cellulaires. On
sait maintenant que 1’expression des génes cellulaires est soumise a plusieurs niveaux de
régulation : le premier provient de la séquence d’ADN elle-méme, notamment des séquences
promotrices. Ainsi, la présence de motifs reconnus par des facteurs de transcription dans les
promoteurs des génes cellulaire détermine leur expression au niveau basal dans divers tissus
ainsi que leur induction ou répression en fonction de divers stimuli externes. Le second
niveau de régulation est épi-génétique : I’ADN est enroulé autour d’histones dont le niveau de
compaction et les modifications post-traductionnelles (acétylation, méthylation,
ubiquitinylation) déterminent 1’expression d’un géne. On a récemment découvert que
I’expression d’un géne est aussi régulée par son positionnement dans le noyau. En particulier,
il apparait que la transcription d’un géne donné peut étre régulée par sa position a I’intérieur
du noyau et par son association avec des domaines nucléaires. Cette derni¢re notion implique
I’existence de domaines nucléaires qui ont des fonctions qui leur sont propres et qui les
différencient les uns des autres. En effet, le noyau est hautement organisé, et la plupart des
événements nucléaires n’ont pas lieu dans tout le nucléoplasme, mais sont limités a des sites
spatialement restreints (97).

Avant la découverte des domaines nucléaires, il y a un peu plus de deux siecles, F. Fontana
remarqua la présence d’un corps rond dans le noyau : le nucléole (54). C’est le premier corps
nucléaire identifié, ainsi qu'un des plus importants. C’est avec 1’évolution des techniques que
le role du nucléole fut, petit a petit, compris. Ainsi, la présence d’ARN fut mise en évidence a
I’intérieur de ce corps dans les années 1950, et I’identification des génes ribosomaux (ADNr)
dans la région nucléolaire organisée a été possible dans les années 1960 (113). 1l a alors été
proposé que la transcription des geénes ribosomaux et la biogénese des ribosomes aient lieu au
sein du nucléole. L’organisation fonctionnelle du nucléole a aussi été explorée, en grande
partie grace a I’amélioration des techniques de microscopie électronique. A ’aide d’une
analyse au spectrométre de masse de composants extraits de nucléoles purifiés, il a
récemment été mis en évidence que le nucléole n’est pas uniquement le lieu de biogénese des

ribosomes. En effet, cette analyse a identifi¢ environ 700 protéines nucléolaires, dont



plusieurs n’ont aucun réle dans la biogénése des ribosomes. Cette observation permet
d’avancer que le nucléole est un corps nucléaire multifonctionnel (5).

Les premiéres suggestions montrant que le noyau cellulaire dispose de territoires
chromosomiques a été faite en 1885 par Rabl, qui a observé dans les noyaux de cellules
épithéliales de Salamandra des territoires, et a émis [’hypothése qu’un territoire
chromosomique était construit d’une chaine de chromatine primaire, a partir duquel se
forment des structures secondaires et tertiaires, formant ainsi la chromatine (117). En 1909, T.
Boveri émit les principales hypothéses concernant ces domaines chromosomiques, la
premiére étant les territoires chromosomiques sont maintenus de fagon stable durant
I’interphase et la seconde que 1’arrangement des territoires chromosomiques est conservée
entre la cellule mere et les deux cellules filles (revue en (31)). Cependant, I’apparition de la
microscopie électronique au milieu des années 1950 ne révele pas la présence de domaines
chromosomiques individuels, et I’existence méme de ces territoires est alors remise en cause.
Ainsi, la plupart des chercheurs dans les années 1970-80 étaient convaincus que le noyau était
rempli d’un entremélement et de boucles de chromatine comme dans une assiette de spaghetti.
C’est a partir de 1977 que 1’équipe de S. Stack démontra par plusieurs expériences que les
chromosomes étaient contenus dans un espace nucléaire précis (revue en (31)). Depuis il a été
montré a de nombreuses reprises que la chromatine est hautement organisée, et les différents
territoires chromosomique humains ont été définis par des expériences d’hybridation in situ
(FISH) en 2005 (14). Malgré tout, la chromatine d’un chromosome n’est pas cloitrée dans son
territoire chromosomique, mais comporte des boucles qui peuvent s’étendre en dehors du
territoire chromosomique auquel elles appartiennent. De plus, les chromosomes ne sont pas
répartis aléatoirement dans le noyau de la cellule. Ainsi, les chromosomes pauvres en genes
ont tendance a se positionner vers I’extérieur du noyau, tandis que les chromosomes riches en
geénes vont se placer a I’intérieur. Cette disposition est conservée a travers les especes et est
déterminée par plusieurs facteurs : la densité locale en genes, I’activité transcriptionnelle, la
chronologie de réplication et la quantité¢ de séquences riches en GC. Cependant, ceci est une
généralisation car certaines cellules comme les fibroblastes ont une distribution des
chromosomes en fonction de leur taille et donc indépendamment de la densité de genes.

Apres la confirmation de 1’existence des territoires chromosomiques, il a été mis en évidence
que ces territoires sont séparés par le compartiment inter-chromatinien (3). Le compartiment
inter-chromatinien commence au niveau des pores nucléaires et s’étend dans de larges canaux
et lagunes entre les territoires chromosomiques. Il pourrait représenter le lieu ou se produit la

réplication de I’ADN (73), et méme des événements de réparation de I’ADN (136). De plus, il
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se trouve dans cet espace une grande variété de corps nucléaires, tels que les corps de Cajal,
les corps PML, les « speckles » (ou domaine SC35), les paraspeckles, les corps PolyComb
(PcQG) et les foyers de transcription (138). La structure et les fonctions de ces corps nucléaires

sont décrites en détail dans les paragraphes suivants

1 Les corps nucléaires, présentation et biogénese

Comme souligné précédemment, les domaines ou corps nucléaires identifiés dans le noyau ne
sont pas séparés du nucléoplasme par une membrane lipidique. Ces domaines nucléaires sont
définis par I’accumulation d’un certain nombre de protéines et éventuellement d’acides
nucléiques. A I’exception du nucléole qui est visible en microscopie optique, les autres
domaines sont généralement identifiés a 1’aide de techniques d’immunofluorescence en
utilisant des anticorps reconnaissant les constituants typiques du domaine, par exemple la
protéine PML, constituant le corps du méme nom, ou encore la protéine SC35 dans le cas des
domaines SC35. Ces corps compartimentent le volume nucléaire pour créer des sites distincts
dans lesquels sont concentrés des réactifs afin de faciliter des réactions biologiques.
Récemment, plusieurs études se sont intéressées a la composition de ces domaines et aux
mécanismes responsables de I’assemblage et de la maintenance de plusieurs corps nucléaires
(5, 75, 90, 130).

Il y a une grande diversité dans la taille et le nombre de corps nucléaires par noyau. Ainsi, le
nucléole atteint une taille de plusieurs micromeétres, tandis que les corps de Cajal, dont le
diamétre est au maximum de 1,5 pm peuvent étre au nombre de dix par noyau. La taille,
I’aspect et le nombre de corps nucléaires dépend généralement du type cellulaire, et peut aussi
changer en fonction de stimuli externes ou de 1’état de la cellule, en particulier sa
transformation en cellule cancéreuse. La plupart des corps nucléaires sont présents tout au
long de ’interphase, et durant ce temps ils bougent dans le noyau, et ces mouvements sont
généralement inversement proportionnels a leur taille (43). Ainsi, les domaines SC35 qui ont
une taille de plusieurs micrometres sont généralement immobiles ou retenus a un espace local
(78), tandis que les corps PML ou de Cajal (environ 1 um) effectuent de plus grands
mouvements et présentent de nombreux événements de fission ou de fusion (43).

L’¢étude des corps nucléaire a montré que les protéines qui les composent sont aussi présentes
a des concentrations plus faible dans le nucléoplasme avec lequel ont lieu des échanges
fréquent (42). Afin d’observer la dynamique des corps nucléaires, il a été réalisé des

expériences de photo-blanchiment. Cette technique permet, en détruisant la fluorescence
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d’une protéine fusion en un point précis de la cellule, de mesurer le recouvrement ou
I’extinction de la protéine fusion fluorescente au cours du temps dans la zone ciblée. Ceci
permet ainsi de mesurer le temps de demi-recouvrement de fluorescence, qui dans le cas des
corps nucléaire est tres rapide. Ces résultats indiquent donc que la plupart des composants des
corps nucléaires présentent un taux d’échange rapide entre le corps et le nucléoplasme (40,
114). L apparence d’un corps nucléaire est ainsi largement déterminée par les interactions
entre ses composants. Pour le moment, aucune interaction covalente entre protéines n’a été
identifiée comme déterminante dans la structure des corps nucléaires, et il semble que la
plupart des interactions dans ces corps soient faibles et non-covalentes.

La formation de certains corps nucléaires a été étudiée, et trois modeles sont proposés pour
expliquer leur assemblage (41, 90). Selon le premier mod¢le d’assemblage stochastique, le
processus d’assemblage des composants du corps nucléaire est aléatoire et ne respecte pas
d’ordre hiérarchique. Chaque composant intervient de fagon équivalente dans I’assemblage de
ce corps nucléaire. Le second modele prévoit, a I’opposé, un mode d’assemblage ordonné. Ce
modele propose que les étapes d’assemblage soient étroitement controlées par I’ordre de
présentation des composants du corps. Il y aurait ainsi un ordre hiérarchique des composants,
ce qui fait que seule une ou un nombre limité de voies pourraient permettre 1’assemblage de
ce type de corps nucléaire. Un troisiéme modele intermédiaire est ’assemblage en « graine »,
selon lequel le corps nucléaire résulte de I’assemblage ordonné d’un nombre limité de
composants, qui attirent ensuite les autres composants de fagon aléatoire.

Les prochains paragraphes vont se focaliser sur la description d’un certain nombre de corps

nucléaires, leur formation et leur maintien dans le noyau de la cellule.

1.1 Le nucléole

Le nucléole est un corps nucléaire extrémement complexe et trés étudi¢ et seules ses fonctions
et interactions principales seront décrites ici.

Le nucléole est un domaine intranucléaire jouant un rdle trés important dans la synthése des
ARN ribosomique (ARNr) et I’assemblage des ribosomes. Les geénes ribosomaux (ADNr)
sont présents en multiples copies dans le nucléole. Chaque unit¢ d’ADNr consiste en une
séquence transcrite et une région non transcrite dans laquelle se trouvent toutes les séquences
nécessaires pour la transcription par I’ARN polymérase I, comme les promoteurs proximaux,
les promoteurs distants et les terminateurs. C’est a partir de ces ADNr que sont transcrits,

dans le nucléole, les ARNr permettant la synthese des ribosomes.



Le nucléole est composé de différents compartiments, observables par microscopie
électronique (ME). On peut distinguer trois compartiments nucléolaires principaux : le centre
fibrillaire (FC), le composant fibrillaire dense (DFC) et le composant granulaire (GC). Le FC
est une région claire en ME, partiellement ou totalement entourée par le DFC, tandis que le
GC occupe le reste de I’espace. Suivant le type cellulaire, le nucléole présente un nombre
variable de FC de différentes tailles, avec une proportion inverse entre la taille et le nombre.
Généralement, les cellules ayant un haut taux de biogéneése des ribosomes posseédent plusieurs
petits FC. Les ARNr naissants apparaissent a la jonction entre FC et DFC, puis s’accumulent
dans le DFC (67). Le GC est le lieu ou différentes étapes de la maturation des pré-ribosomes
s’effectuent. Lorsque la biogéneése des ribosomes est active, le confinement de certaines
machineries dans les FC, DFC ou GC rend possible le marquage de ces compartiments par
immunofluorescence.

De récentes analyses des composants du nucléole ont mis en évidence qu’il n’est pas
uniquement composé de protéines impliquées dans la biogénése des ribosomes. On peut ainsi
trouver des protéines de régulation du cycle cellulaire comme CDK2, la protéine p53, des
protéines chaperonnes ou des protéines impliquées dans 1’épissage d’ARNm (5). Tandis que
les signaux qui gouvernent la localisation nucléaire et I’exportation nucléaire des protéines
sont maintenant bien définis, ceux concernant leur localisation dans le nucléole sont encore
mal compris. Ainsi, plusieurs protéines localisées dans le nucléole contiennent une séquence
de localisation nucléolaire (NoLS) qui est probablement impliquée dans la rétention
nucléolaire en permettant 1’interaction avec une molécule nucléolaire (par exemple B23).
Cependant, la présence d’un NoLS dans la séquence d’une protéine n’est pas suffisante pour
prédire sa localisation dans le nucléole. Il a récemment été identifi¢ sur des protéines une
séquence de rétention nucléolaire capturée par des ARNnc au niveau du nucléole, et on
pourrait ainsi penser que la rétention nucléolaire soit un mécanisme post-traductionnel de la
protéine permettant sa rétention et/ou son relargage du nucléole (8). Il a également ét¢ montré
que les protéines nucléolaires s’associent et se dissocient rapidement des autres composants
nucléolaires, permettant des échanges continus entre le nucléole et le nucléoplasme (114).

De trés nombreuses études ont étudié la relation entre transformation cancéreuse et activité du
nucléole. En effet, il est possible d’évaluer le potentiel de prolifération d’un cancer en
mesurant le taux de biogénese des ARNr du nucléole des cellules tumorales. De plus, de
nombreux proto-oncogenes et suppresseurs de tumeurs s’y trouvent localisés et affectent la

production de ribosomes. II a aussi été mis en évidence que la diminution de la production de



ribosomes induit I’apoptose, tandis que la perturbation du nucléole stabilise p53 (revue en

(121)).

1.2 Les corps PML

Les corps PML sont des domaines sphériques d’un diamétre compris entre 0.1 et 1um et qui
peuvent avoir un centre micro-granuleux. Leur nombre est généralement compris entre 5 a 20
corps par noyau, et ce sont des corps protéiques ne contenant pas d’ADN ou d’ARN. Ils ont
¢té visualisés pour la premiére fois par microscopie ¢électronique dans les années 1960 (34),
puis par immunofluorescence a 1’aide d’un sérum auto-immun reconnaissant la protéine
SP100, un des composants de ces corps nucléaires. Plus tard, les protéines PML
(Promyelocytic leukemia protein) ont ét¢ identifiées comme étant un des constituants majeurs
de ces corps, et essentielles a leur assemblage. Ces protéines appartiennent a la famille
protéique TRIM/RBCC, dont beaucoup des membres sont des ubiquitine ligases. La
transcription du géne PML est étroitement controlée par les interférons _/_ et _, mais aussi par
la protéine p53 (33), chaque facteur pouvant augmenter de facon drastique la taille et le
nombre des corps PML. La protéine PML subit plusieurs modifications post-traductionnelles,
dont des phosphorylations et des sumoylations. La sumoylation de PML est impliquée dans la
biogénése de ces corps nucléaires (voir plus loin). De plus, les dommages a I’ADN ou les
kinases activées par le stress phosphorylent PML, et peuvent ainsi réguler la stabilit¢ de PML,
la biogénese de ces corps nucléaires et leurs associations et finalement contribuer a la
réparation de I’ADN ou le controle de 1’apoptose.

Comme les autres corps nucléaires, les corps PML présentent un haut taux d’échange
protéique entre le corps et le nucléoplasme. Cependant, dans le cas des corps PML, on
remarque que les protéines partenaires bougent plus rapidement que les protéines PML. Les
corps en eux méme ne sont pas extrémement mobiles, méme si des événements de fission et
de fusion peuvent étre observés (102).

Une des propriétés les plus intéressantes des corps PML est la sumoylation. SUMO est une
petite protéine semblable a I’ubiquitine, qui est conjuguée de facon covalente aux protéines
cibles sur des résidus lysine, créant une branche de peptides et modifiant leurs
propriétés.SUMO est impliqué dans de multiples voies, généralement comme un régulateur
des interactions protéiques. De plus, SUMO peut interagir avec un court motif, appelé motif
d’interaction avec SUMO (SIM). PML contient un SIM ainsi que trois sites de sumoylation,
et ’interaction entre PML-SUMO et SIM est proposé comme étant responsable de la

biogénese de ces corps nucléaires (93).
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L’¢étude de la biogénése de ces corps a été grandement facilitée par 1’utilisation de trioxyde
d’arsenic. Le trioxyde d’arsenic est le seul composé qui permet, d’une maniére séquentielle, la
formation de ces corps nucléaires, la sumoylation de PML puis le recrutement des partenaires
(82). Cependant, le mode d’action méme du trioxyde d’arsenic n’est pas encore totalement
compris. Il a de plus été mis en évidence que plusieurs partenaires des corps PML possedent
le domaine SIM, mais que leurs sumoylation n’est pas obligatoire (27).

La fonction des corps PML est encore mal connue, mais deux informations se dégagent de
leur étude : ils pourraient d’abord servir comme un site de dépot de protéines cellulaires, qui
pourraient alors étre facilement mises a disposition par relargage a partir de ces sites. C’est le
cas de la protéine DAXX dont la séquestration au sein des corps PML permettrait de réguler
I’apoptose. La deuxiéme fonction pourrait étre la modification post-traductionnelle des
partenaires de ces corps, dont le plus étudié est p53. Il a aussi été rapporté que les corps PML

peuvent dégrader leurs partenaires, car ils concentrent aussi protéasome et ubiquitine (82).

1.3 Les domaines SC35

Dans les cellules de mammifére, les constituants de la machinerie d’épissage des ARN pré-
messager (pré ARNm), incluant les snRNP (small nuclear Ribonucleoprotein), certaines sous-
unités du splicéosome et d’autres facteurs d’épissage non snRNP, montrent une distribution
caractéristique en tache ou speckles. Chaque speckle constitue un domaine nucléaire nommé
également domaine SC35, du nom d’un de ces constituants protéiques majeurs, la protéine
SC35 (150). Ces corps nucléaires, initialement décrit par Ramon y Cajal en 1910 (revue
(80)), ont été visualisés par microscopie électronique en 1959 par Swift (143) qui les a
nommés granules inter-chromatinien (ICG). Il est maintenant clair que les facteurs d’épissage
se trouvent dans les domaines SC35 ou ICG, qui ont une taille comprise entre un et plusieurs
micrométres de diameétre et sont composés de granules de 20 a 25 nm reliés par une mince
fibrille, donnant ainsi une apparence en collier de perles.

Les domaines SC35 se situent dans I’espace inter-chromatinien, dans des régions ou ne se
trouvent que peu ou pas d’ADN. Ils sont cependant souvent associés a des génes
transcriptionnellement actifs (17), méme si cela ne semble pas obligatoire pour leur
transcription ou épissage. Ainsi, il a été trouvé que les régions chromosomique riches en
genes (bandes R) sont localisés plus prés des domaines SC35 que les régions pauvres en
genes (bandes G) (131). De plus, les génes ayant une activité coordonnée (génes de méme
famille par exemple) peuvent se retrouver associés a un méme domaine SC35, méme si ces

genes se trouvent sur des chromosomes différents.
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Plusieurs publications mettent en évidence que les domaines SC35 agissent comme des sites
d’assemblage, de stockage et de modification des facteurs d’épissage des pré-ARNm. Il a
aussi €té montré que les pré-ARNm naissants sont localisés préférentiellement a I’extérieur
des domaines SC35 dans des structures fibrillaires de 3 a 5 nm de diamétre, lesquelles sont
appelés fibrilles péri-chromatiniennes, tandis que les ARNm ¢épissés sont localisés a
I’intérieur du domaine SC35 (28).

La composition des domaines SC35 a été identifiée par 1’analyse protéomique de fractions
d’ICG enrichies. Cette approche a identifi¢ 146 protéines, dont plusieurs sont a ce jour non
caractérisées (123). Parmi les protéines connues, la plupart ont un lien avec la transcription et
I’épissage des ARNm. On trouve ainsi dans les domaines SC35 des facteurs de transcription,
plusieurs sous unités de I’ARN polymérase II, des facteurs de prise en charge des extrémités
3> des ARN et des protéines d’épissage. De plus, une population d’ARN poly(A)" est
localisée dans les domaines SC35. Parmi ces ARN poly(A)’, Malatl a été identifié comme
étant un long ARN non codant enrichi dans les domaines SC35. Il a été montré que Malat !
interagit avec le domaine de liaison a I’ARN des protéines d’épissage SR (10), et joue un rdle
dans la régulation de 1’épissage alternatif en modulant la phosphorylation du facteur
ASF/SF2, un des constituants des domaines SC35.

Un article récent a identifié¢ la protéine Son comme nécessaire a la constitution des domaines
SC35 (128). Son est une protéine concentrée dans les domaines SC35, et posséde en plus d’un
domaine RS riche en arginine-sérine, de multiple répétitions de sérines réparties tout du long
de sa séquence, lui permettant de se lier a de nombreux partenaires. Ces interactions font de
Son un composant essentiel dans I’organisation des domaines SC35, aussi bien lors de
I’interphase que de la mitose. Des études supplémentaires sont cependant nécessaires afin de
mieux caractériser ses fonctions.

Comme d’autre corps nucléaires, les domaines SC35 sont des structures dynamiques, leur
taille, forme et nombre varient en fonction du type cellulaire, suivant le niveau d’expression
des génes et en réponse aux signaux pouvant influencer la transcription et/ou I’épissage. En
effet, I’augmentation de 1’expression de geénes contenant des introns, entraine une diminution
de I’accumulation des facteurs de transcription et/ou d’épissage au sein des domaines SC35,
et leur redistribution vers des sites de transcription actifs. Les composants individuels des
domaines SC35 peuvent ainsi faire la navette entre les sites de transcription et ce corps
nucléaire. Afin de visualiser les mouvements de ces composants, des expériences de photo-
blanchiment ont été réalisées en utilisant la protéine ASF/SF2 fusionnée a la GFP. Il a ainsi

été montré que la durée de demi-recouvrement de la fluorescence est de 3 a 5 secondes, avec
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un recouvrement total d’environ 30 secondes, démontrant ainsi un mouvement d’échange trés
rapide de ce composant (114).

L’étude des domaines SC35 a servi de modele pour comprendre la maintenance des corps
nucléaires. Plusieurs études ont mis en évidence que les domaines SC35 se forment
probablement par auto-assemblage suggérant le modele stochastique, et que leur morphologie
est déterminé par le niveau d’interaction entre les macromolécules (revue en (98)). Des
ARNnc sont aussi présents dans les domaines SC35, et ils peuvent avoir un effet sur le
recrutement de protéines SR ainsi que sur I’expression de certain genes (10). A 1’état
d’équilibre, les taux d’association et de dissociation des composants des domaines SC35 vont
définir la taille du corps et la quantité de composants présents dans le nucléoplasme. Des
mécanismes de régulation peuvent influencer les taux d’association et/ou de dissociation, et
ainsi changer les quantités de la fraction fixée et soluble en réponse a des signaux cellulaires
spécifiques. Au final, la taille et I’aspect des domaines SC35 résultent de la dynamique des
protéines arrivant et le quittant. Malgré le fait que ses protéines diffusent facilement dans le
nucléoplasme, la taille relative des domaines SC35 reste constante (114). Ces taux d’échange
pourraient étre régulés a travers des cycles de phosphorylation/déphosphorylation. Par
exemple, la phosphorylation des facteurs d’épissages SR a été montrée nécessaire pour

adresser les protéines SR aux domaines SC35 (99).

Les protéines SR

Les protéines SR sont des protéines possédant au moins un domaine riche en arginine et
sérine (domaine RS), et sont parmi les constituants les plus abondants des domaines SC35.
Elles peuvent étre classées en trois catégories, les protéines SR classiques, les protéines SR
additionnelles et les protéines SR apparentées. Les protéines SR classiques, auxquelles
appartiennent les protéines SC35 et ASF/SF2, contiennent au moins un domaine RRM (motif
de reconnaissance a I’ARN) en C terminal suivi d’un domaine RS riche en arginine et sérine.
Le domaine RS favorise les interactions protéine-protéine afin de faciliter 1’assemblage du
splicéosome. Le domaine RS peut aussi entrer en contact directement avec le pré ARNm via le
point de branchement (129). De plus, ce domaine agit comme un signal de localisation
nucléaire (NLS), et permet I’adressage de ces protéines aux domaines SC35. Les protéines SR
additionnelles sont des protéines contenant les mémes domaines que les protéines SR
classiques, mais dans un ordre différent. Ces deux catégories de protéines SR sont impliquées
dans les mécanismes d’épissage de plusieurs genes cellulaires. Enfin, la derniére catégorie de

protéines SR apparentées, dont fait partie Son, est constituée par les protéines contenant un

- 13-



domaine RS et un autre domaine requis pour leur activité. On trouve dans cette derniere
catégorie des protéines impliquées dans I’épissage mais ayant aussi d’autres fonctions.
L’¢épissage chez les eucaryotes résulte de 1’activité du splicéosome, qui est un complexe
composé de cinq snRNP et plusieurs facteurs protéiques qui reconnaissent les sites consensus
d’épissage localisé en 5’ et en 3’ des séquences introniques. Cependant, la présence de sites
d’épissage n’est généralement pas suffisante pour I’assemblage d’un splicéosome fonctionnel,
et des séquences régulatrices connues sous le nom d’ESE/ISE (Exon Splicing Enhancer/
Intron Splicing Enhancer) et ESS/ISS (Exon Splicing Silencer/ Intron Splicing Silencer) sont
nécessaires.

Ces ¢léments régulateurs sont impliqués dans 1’épissage constitutif et alternatif en fixant des
facteurs d’épissage. En particulier, la liaison des protéines SR aux ESE agit comme une
barriere afin de prévenir 1’élimination d’exons (70). Deux mode¢les ont été proposés pour
expliquer ce phénoméne. Les protéines SR peuvent faciliter le recrutement du tri-snRNP
U4/U6.U5 au pré-splicesosome (120), ou elles peuvent interférer avec 1’activité de hnRNP
A/B au niveau de la sélection du site d’épissage. En effet, un excés de hnRNP A/B favorise la
sélection de sites d’épissage 5’ distants, tandis qu’un exceés de protéines SR permet
I’utilisation de sites d’épissage 5’ proximaux (47). Il est intéressant de noter que les protéines
SR individuelles peuvent parfois avoir un effet sur la sélection des sites d’épissage, avec par
exemple ASF/SF2 et SC35 jouant un rdle dans la régulation de 1’épissage alternatif des
pré ARNm de la _-tropomyosine et de I’hormone de croissance humaine.

Les protéines SR ont aussi un rdle dans la transcription des genes. Il a récemment été décrit
que SC35 promeut 1’¢longation par I’ARN polymérase I d’un sous-ensemble de genes,
confirmant 1’existence d’un couplage entre la transcription et 1’épissage, et plus surprenant,
montrant que ce couplage peut-étre bidirectionnel (100). Cet effet s’expliquerait par le fait
que SC35 interagit non seulement avec le domaine C-terminal de I’ARN polymérase II,
comme d’autre protéines SR, mais aussi avec CDK9 (cyclin dependent kinase 9), qui
phosphoryle le facteur d’¢élongation transcriptionnel P-TEFb (86).

Enfin, plusieurs études montrent que ’activité et la localisation des protéines SR sont régulées
par la phosphorylation de résidus sérine. Par exemple, la phosphorylation du domaine RS de
ASF/SF2 augmente ses interactions avec les autres protéines SR, alors que la dé-
phosphorylation de RS est requise pour le processus d’épissage (22). De méme, un état hypo-
phosphorylé de la protéine SR est nécessaire pour I’interaction avec le récepteur d’export

nucléaire des ARNm TAP/NXF1, tandis qu’une re-phosphorylation du domaine RS de la
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protéine dans le cytoplasme est nécessaire pour que la protéine puisse retourner dans le noyau
(36).
En conclusion, les protéines SR jouent un role dans plusieurs étapes du métabolisme des

ARNm : la transcription, I’épissage, et enfin I’export de certains ARNm vers le cytoplasme.

1.4 Les corps de Cajal

Les corps de Cajal ont été identifiés par Ramon y Cajal, qui a obtenu en 1906 le prix Nobel
avec Camillo Golgi pour ses recherches sur I’architecture cellulaire du systéme nerveux. En
utilisant une technique d’imprégnation a ’argent, Cajal a trouvé a I’intérieur du noyau des
cellules nerveuses un petit corps rond d’un diamétre de 0,3 a 1 um, qu’il a appelé corps
accessoire (19). Le méme genre de corps a été ensuite identifié dans les cellules de
mammiferes, d’amphibien, d’insectes et dans les plantes. C’est en découvrant un marqueur
commun a tout ces corps, la coiline, qu’il a été décidé d’uniformiser le nom en corps de Cajal
(118).

Apres la découverte de la coiline dans les cellules humaines, cette protéine est devenue le
marqueur de référence pour les corps de Cajal dans toutes les cellules de mammiféres. Malgré
le fait que I’on se serve de cette protéine comme marqueur, peu de chose sont connues sur sa
fonction biochimique dans les corps de Cajal. La coiline se lie au moteur de survie des
neurones (SMN) et a plusieurs protéines Sm (constituant le snRNP) suggérant qu’elle aurait
un role dans 1’assemblage et la modification des snRNP constituant le spliceosome (156). De
plus, la suppression de la coiline chez la souris détruit complétement les corps de Cajal,
amenant un phénotype partiellement 1étal, et des souris survivantes présentant des défauts
importants en termes de fertilité et de fécondité (147).

En dehors de la coiline, les corps de Cajal sont composés en majorité de snRNP, en particulier
les snRNP U1, U2, U4, U5 et U6 (139). Parce que 1’épissage en lui-méme n’intervient pas
dans les corps de Cajal, il est probable que ces deniers jouent un réle dans la formation et la
modification des snRNP avant leur recrutement aux sites de transcription. La biogénese des
snRNP est un processus complexe comportant des étapes cytoplasmiques et nucléaires. En
bref, la transcription des snRNA qui a lieu dans le noyau, est suivie par leur exportation dans
le cytoplasme. L’extrémité 5’ est alors tri-méthylée, et chaque snRNA est assemblé en
complexe avec sept protéines Sm conservées, nécessaires pour les réactions d’épissage.
Finalement, ces complexes retournent dans le noyau, et se concentrent dans les corps de
Cajal, avant d’étre dirigés dans les domaines SC35, puis éventuellement au niveau de geénes

actifs ou ils vont jouer un rdle essentiel dans 1’épissage (134). Les corps de Cajal jouent
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probablement un role dans la modification et la maturation finale des snRNP, par exemple en
assemblant le tri-snRNP U4/U6-US (141). 11 a aussi été proposé que le recyclage des snRNP
puisse prendre place dans les corps de Cajal.

De plus, les protéines TR et TERT (composants de la télomérase) sont localisées dans les
corps de Cajal dans des lignées de cellules cancéreuses, suggérant que les corps de Cajal
pourraient avoir un role dans I’assemblage et la maturation de la télomérase (159).

Jai précédemment présenté 3 modeles d’assemblage des corps nucléaires. Il a été¢ montré que
le modele stochastique est le mode d’assemblage des corps de Cajal (75). Dans cette étude,
les différents composants des corps de Cajal ont été¢ fixés artificiellement a un locus
spécifique dans des cellules Hela. L’immobilisation de n’importe lequel de ces composants
¢tait suffisante pour initier le recrutement de la plupart (si ce n’est tous) des autres
composants des corps de Cajal. Le nouveau corps a une taille, une forme et une composition
similaire au corps endogene et ses composants présentent une cinétique semblable. Il reste
cependant & déterminer si ce phénoméne n’était pas causé par le recrutement d’un corps de
Cajal déja formé. Par ailleurs, il n’a pas été démontré que les corps ainsi formé sont
fonctionnels.

Concernant la mobilité des composants des corps de Cajal, diverses expériences de photo-
blanchiment montrent, comme pour les autres corps nucléaires, un taux d’échange rapide des
composants entre le corps nucléaire et le nucléoplasme. Cependant, les mouvements sont un
peu plus lents que pour les autres corps nucléaires, le temps de demi-recouvrement étant de

quelques minutes (40).

1.5 Les paraspeckles

Les paraspeckles sont de nouveaux corps nucléaires ayant été identifiés en 2002 (55). Une
analyse protéomique du nucléole humain a permis d’identifier 271 nouvelles protéines, et
environ 30% d’entre elles étaient nouvellement décrites. Or, une analyse supplémentaire a
permis de montrer que quelques protéines n’étaient pas enrichies dans le nucléole, mais se
localisent dans des foyers nucléoplasmiques. Ces nouveaux corps ont été nommés
paraspeckles car ils sont observés dans 1’espace inter-chromatinien a proximité des domaines
SC35. La protéine servant de marqueur de référence de ces corps a été nommée
« paraspeckles protein 1 » (PSPC1). Dans des cellules privées d’activité de transcription,
PSPC1 est relocalisée dans le compartiment périnucléolaire, et des expériences de photo-
blanchiment ont montré que PSPCI présente un trafic continu entre le nucléole et les

paraspeckles, expliquant ainsi sa présence dans le nucléole (55).
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Les paraspeckles sont des corps riches en ARN, de taille comprise entre 0.5 et 1 pm de
diameétre, de taille irréguliére et inégalement répartis dans le noyau (23). Quelques protéines
se trouvent également enrichies dans les paraspeckles (dont p54™ et SEPQ), et la plupart
d’entre elles ont un rdle dans la transcription et/ou la maintenance des ARN. Il est intéressant
de noter qu’un des composants fondamentaux des paraspeckles est I’ARN non codant
(ARNnc) NEATI, qui est nécessaire a leur formation et leur maintien (124).

Des études récentes ont montré que la syntheése de transcrits de NEAT1 est suffisante pour
initier la formation des paraspeckles. Une fois transcrits, les ARNnc NEAT forment des
complexes avec les protéines des paraspeckles, généralement avant que I’ARN ne puisse
diffuser a travers le nucléoplasme. Le paraspeckle est donc un ensemble dynamique composé
d’ARN et de protéines formant une construction solide. Comme dans les autres corps
nucléaires, il présente un haut taux d’échange entre la fraction de protéines présente dans le
corps et le nucléoplasme (89). Ainsi, les trois protéines principales des paraspeckles montrent
une fraction immobile de 30 a 40% et le taux de demi-recouvrement apres photo-blanchiment
de ces protéines est d’environ 5 a 10 secondes. Il a de plus été montré que les paraspeckles ne
sont formés que lorsqu’il y a transcription active de NEAT1 (89). Malgré leur confinement a
proximité du locus NEATI, les paraspeckles bougent et présentent des événements de fusion
et de fission, jusqu’a former des grappes autour de ce locus.

Le role principal des paraspeckles est de retenir des structure d’ARN double brin hyper-édités
formé par des répétions inversées. L’édition de A en I est une conversion des Adénosines en
Inosines réalisée par une déaminase (ADART1) qui reconnait les longs ARN double brin. Cette
séquence d’ARN hyper-édités est alors reconnue par p54™, qui va la retenir dans les
paraspeckles en interagissant avec PSPC1 et SFPQ. La rétention d’un ARNm pourrait
survenir suite a un stress ou en réponse a une infection virale. Il est aussi possible que les
paraspeckles jouent un rdle dans la différenciation cellulaire, probablement en altérant

I’expression de genes clés par la rétention des ARN.

1.6 Les centres de transcription

En 1993, il a été proposé que la transcription des genes ait lieu dans des centres spécialisés
caractérisés par une forte concentration en certaines formes d’ARN polymérase et qui ont été
appelés centres de transcription (Transcription Factories) (68).

Chaque centre de transcription est défini comme un site nucléaire contenant au moins deux
complexe d’ARN polymérase actifs (29). Dans des cellules Hela, un centre de transcription

typique contient environ huit enzymes engagées sur huit brins d’ADN. La fonction de ces
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centres serait de faciliter la transcription d’ARN en concentrant au maximum les réactifs et les
substrats au méme endroit. Ainsi, dans un noyau de cellules Hela la concentration en ARN
polymérase est mille fois plus importante dans les centres de transcription, ou se trouvent la
majorité des ARN naissants, par apport au nucléoplasme. Le coeur des centres de transcription
est polymorphique, avec un diametre d’environ 87 nm (49). L’existence de centres de
transcription dans lesquels les génes actifs co-localisent implique que ce sont les génes qui se
déplacent vers et a I’intérieur du centre, contrairement a la vision classique qui suppose que ce
soient les complexes enzymatiques qui « scannent » les fibres de la chromatine, comme une
locomotive sur des rails. Ce modele implique aussi que I’ARN polymérase engagée dans la
transcription soit immobilisée dans le centre (30). Bien sir, les mouvements sont relatifs et la
polymérase peut étre fixée au foyer de transcription, mais le foyer en lui-méme peut bouger a

I’intérieur du noyau.

2 Relation entre virus et corps nucléaires

Les corps nucléaires ont des roles spécifiques dans le noyau de la cellule, et il est 1égitime de
penser que les virus détournent la fonction premicre de ces corps afin de les neutraliser ou de

s’en servir pour leur propre transcription ou leur réplication.

2.1 Virus et nucléole

Le nucléole est un corps nucléaire controlant de nombreux mécanismes utiles pour les virus.
Ainsi, détourner tout ou une partie des fonctions du nucléole permet a ceux-ci, soit de prendre
le contrdle de certains mécanismes, soit de favoriser leur réplication (revue en (59)).

Le virus adéno-associé (AAV) est un virus ayant besoin d’un virus auxiliaire pour sa
réplication, comme 1’adénovirus. Lorsqu’il y a co-infection de ces deux virus, les protéines
Rep et Cap de ’AAV sont localisées dans le nucléole (13, 115). De plus, la protéine
nucléolaire B23 et la nucléoline joueraient un rdle dans 1’assemblage de la capside de ’AAV
dans le nucléole, et la protéine virale Rep jouerait un rdle dans 1’export de la capside complete
du nucléole vers le noyau, au niveau des sites d’encapsidation (13, 115, 152).

Lors de I’infection par HSV-1, et tant que la réplication est active, les protéines nucléoline et
UBF (Upstream Binding Factor) sont redistribuées aux compartiments de réplication virale,
ou elles sont co-localisées avec la protéine virale de liaison a I’ADN ICP8 (20). Il a de plus
¢été mis en évidence que I’expression et la réplication du virus diminuent dans des cellules
sans nucléoline (20). UBF participe a la réplication virale, tandis que la nucléoline est

nécessaire au virus pour I’expression de ses génes ainsi qu’a sa réplication (20). De plus, il a
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¢été mis en évidence que la protéine virale UL27 induit la relocalisation de la nucléoline dans
le cytoplasme, méme lorsqu’elle est exprimée seule, soulignant la relation entre HSV et le
nucléole (12). Un autre virus interagissant avec le nucléole est le papillomavirus (HPV). La
nucléoline faciliterai la transcription de I’oncogene viral E6/E7, et contrdlerait ainsi I’effet
tumoral induit par HPV-18 (61). La protéine adénovirale pX, requise pour I’assemblage des
centres de réplication viraux transite par le nucléole, et induit la relocalisation de trois
protéines nucléolaire, B23, I’ARN polymérase I et UBF qui vont se localiser dans les centres
de réplication de ’adénovirus pour prendre part a la réplication de I’ADN viral (83).
L’adénovirus code aussi une protéine « core V » qui est ciblée au nucléole, et qui induit la
redistribution de la nucléoline et B23 vers le cytoplasme lorsqu’elle est exprimée seule (92).
Dans le cas des virus a ARN, le virus de I’hépatite C (HCV) exprime une protéine non-
structurale 5B (NS5B), ’ARN polymérase virale, qui relocalise la nucléoline dans le
cytoplasme (66), ou elle va se fixer aux IRES (Internal Ribosome Entry Site) de I’ARN viral
afin de permettre la traduction de ces ARNm (88). L’interaction entre la nucléoline et NS5B
est nécessaire a I’oligomérisation de cette derniére, oligomérisation qui est un pré-requis pour
son activité et donc nécessaire pour une réplication efficace du génome d’HCV (66). Le virus
de I’Hépatite Delta (HDV) qui est un virus satellite du virus de I’Hépatite B (HBV), est aussi
associé¢ au nucléole. L’antigéne spécifique de ce virus (HDAg) se localise dans le nucléole
grace a son interaction avec la nucléoline. Par ailleurs, le nucléole est aussi le site ou a lieu la
réplication du génome viral (84).

Le nucléole est également impliqué dans 1’exportation des ARNm viraux d’HTLV-1 (virus T-
lymphotropique humain). La protéine virale Rex, associ¢ée avec CRM1 dans le nucléole,
active I’export des ARNm viraux. La protéine virale p30 se fixe a Rex, et une sur-expression
de p30 va séquestrer Rex-CRM1, diminuant ainsi I’export des ARNm viraux (62).

HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus) est un lentivirus ayant des interactions a plusieurs
niveaux avec le nucléole et ses composants. Ainsi, la nucléoline, dont une partie est
membranaire, est probablement impliquée dans 1’attachement du virus a la cellule via gp120
(122). Plusieurs protéines et ARNm viraux transitent par le nucléole, dont Tat et Rev, qui
interagissent avec B23. Lors d’une infection a HIV, la protéine virale Tat est essentielle pour
la régulation de la transcription virale. Tat est localisée dans le nucléole avec B23, et recrute
le facteur de transcription positif d’élongation P-TEFb, qui permet d’activer la transcription
des ARN d’HIV (15). Enfin, la nucléoline pourrait étre impliquée dans I’incorporation de gag

dans les nouveaux virions.
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En conclusion, les virus détournent les différentes protéines et fonctions nucléolaire pour leur
propre usage, mais de fagon différente, afin de faciliter I’export ou la transcription des ARNm

viraux par exemple.

2.2 Virus et corps PML

Les corps PML sont les structures pour lesquelles les interactions avec les virus ont été le plus
étudiées. Ces études ont montré que les corps PML ont globalement un rdle anti-viral,
notamment en induisant la répression des génes viraux (revue en (52)).

Les virus herpés font partis des virus les plus connus interagissant avec les corps PML, et
ayant la capacité de les détruire. En particulier, de nombreuses études ont montré que la
protéine trés précoce ICP0O de I’HSV-1 est suffisante pour détruire les corps PML (53). Cette
protéine, qui est une des premicres a étre exprimée, se localise trés tot au niveau des corps
PML au sein desquels elle induit la dégradation des formes sumoylées de PML et SP100
grace a son activité E3 ubiquitine ligase (50). L hypothése actuelle est que les protéines des
corps PML exercent une activité¢ antivirale, notamment en s’accumulant a proximité des
génomes viraux entrant dans le noyau. La destruction de PML par ICPO contribuerait alors a
dé-réprimer les génomes viraux et a induire le cycle réplicatif (51). D’autres virus herpés
codent des protéines ayant des propriétés similaires a ICP0. Notamment, le cytomégalovirus
humain (HCMV) code pour une protéine constituant les particules virales, pp71, qui est
colocalisée aux temps précoces de l’infection avec les corps PML, ou elle induit la
dégradation de DAXX. Cette protéine stimule aussi I’expression de génes viraux, dont la
protéine IE72 qui est localisée au niveau des corps PML, qu’elle va perturber en dé-
sumoylant la protéine PML, puis en détruisant les corps PML (1). La protéine EBNAI du
virus d’Epstein-Barr (EBV) peut aussi perturber les corps PML. EBNA1 augmente
I’association d’UPS7 (ubiquitine protéase) et CK2 (kinase) avec PML, ce qui va conduire a
une dé-ubiquitinylation et une phosphorylation de cette derniére, puis a sa dégradation (133).
De plus, comme dans le cas d’HSV-1, le génome d’EBV co-localise avec les corps PML a des
temps précoces, mettant ainsi en évidence la relation étroite entre ce virus et ce corps
nucléaire (4).

D’autre virus 8 ADN perturbent aussi les corps PML. Les protéines de 1I’Adénovirus E1A et
E4orf3 sont associées avec les corps PML, et E4orf3 est suffisante pour les perturber en
induisant leur relocalisation en structure « track-like » (24). Dans les temps plus tardifs de
I’infection, la protéine pIX va relocaliser de fagon stable la protéine PML dans des inclusions

nucléaires, et ainsi contribuer a augmenter la prolifération virale (119). La protéine de la
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capside du papillomavirus L2 est trouvé localisée dans les corps PML, ou elle délivre le
génome viral (32). Ainsi, contrairement aux autres virus 8 ADN qui détruisent les corps PML,
le présence du génome viral au sein des corps PML permet la transcription virale et
I’assemblage des foyers de réplication (144).

Les virus a ARN (et rétrovirus) interagissent aussi avec les corps PML. L’oncoprotéine Tax
du virus HTLV-1 altere la localisation de la protéine Int-6, qui est normalement associée au
corps PML (35). Int6 est un composant du complexe d’initiation de la traduction (eIF-3), et
cette liaison va I’amener dans le cytoplasme, mais ne va pas perturber le corps nucléaire en lui
méme. Ce phénoméene pourrait permettre & d’autre composants des corps PML d’activer
I’expression de geénes sous le contréle de Tax (6). Les infections par le virus de la
choriomeningite lymphocytaire (LCMV), et plus précisément sa protéine Z, causent une
redistribution de la protéine PML des corps nucléaires au cytoplasme ainsi qu’une diminution
de I’expression d’elF-4E et de la cycline D1. Pris ensemble, ces résultats suggérent que ces
interactions permettent au virus de ralentir la croissance cellulaire, ce qui constituerait une
stratégie pour établir une infection chronique (21).

En conclusion, la plupart des virus perturbent les corps PML. Cet événement a lieu car les
corps PML présentent une activité antivirale, mais contiennent aussi de nombreux facteurs qui

peuvent étre utilisés par les virus pour favoriser leur transcription et leur réplication.

2.3 Virus et domaines SC35

De nombreux virus utilisent les domaines SC35 afin de favoriser leur transcription et/ou
épissage. Parmi ces virus, les virus de I’Herpes ont une relation spéciale avec les domaines
SC35. En effet, HSV-1 assemble ses centres de réplication précoces a la surface des domaines
SC35. Ceci permet une réorganisation favorisant I’export des ARN viraux tardifs (26). Il a de
plus été mis en évidence que la protéine virale ICP27 interagit avec le complexe d’export des
ARNm TAP/NXFI, et que les protéines SR SRp20 et 9G8 participent a 1’export des ARNm
viraux (48). Dans le cas du virus de la varicelle (VZV), il y a une interaction entre la protéine
virale précoce IE4 avec les protéines SR ASF/SF2, 9G8 et SRp20. Il y a aussi une forte
interaction avec la kinase SRPK1 et le complexe d’export des ARNm TAP/NXF1. IE4
interagit probablement avec les protéines SR (ayant elles méme reconnu des ARN viraux),
puis avec le complexe d’export TAP/NXF1 afin de passer dans le cytoplasme. Une fois le
complexe dans le cytoplasme, SRPK1 dé-phosphoryle les protéines SR, qui libérent alors
I’ARN viral, puis repassent dans le noyau avec IE4. Un défaut des protéine SR ou de

TAP/NXF1 résulte en la diminution de 1’expression des protéines virales (111). La protéine
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SM du virus Epstein Barr (EBV) stabilise, participe a 1’épissage et facilite I’export des ARNm
viraux. La protéine SRp20 interagit avec SM, et cette interaction est importante pour
I’épissage alternatif. Ainsi, un défaut de SRp20 inhibe I’épissage par la protéine SM (145).
D’autre virus a ADN interagissent aussi avec les domaines SC35, dont le papillomavirus et
I’adénovirus. Dans le cas du papillomavirus, 1’infection des cellules entraine une
surexpression de protéines SR (dont ASF/SF2, SC35 et SRp20), qui sont nécessaires pour
I’épissage ou I’export des ARN viraux (94). Dans le cas de 1’adénovirus, les protéines SR
ASF/SF2, SC35 et 9G8 permettent 1’épissage ou I’export des transcrits viraux tardifs qui
s’accumulent dans le noyau dans les phases tardives de I’infection (65).

Le virus de la grippe (Influenza B) possede un génome a ARN qui se réplique et transcrit ses
ARN dans le noyau de la cellule héte. I1 a été montré que la protéine NS1 est colocalisée avec
SC35 au temps précoce de I’infection, avant d’étre relocalisée au cytoplasme. Cette
accumulation de NS1 dans les domaines SC35 suggére un réle important de cette protéine
virale dans la biogéné¢se de certains ARN viraux ayant un impact sur la réplication du virus
(125). 11 reste cependant a approfondir quelles sont les relations entre le virus et ce corps
nucléaires, et plus précisément quelles sont les ARN ou protéines virales transitant par les
domaines SC35.

Plusieurs rétrovirus montrent des interactions avec les domaines SC35 ou leur composant. Le
premier et plus connu est HIV. La sur- ou sous-expression de hnRNP ou de protéines SR
favorise 1’utilisation de certains sites d’épissage au détriment d’autres et diminue le taux de
transcription des ARN viraux. Ainsi, la surexpression de hnRNPA1 diminue la production de
virions d’un facteur 100 sans affecter la viabilité de la cellule (71). Le virus du sarcome de
Rous (RSV) nécessite pour sa réplication un certain ratio entre ses ARN ¢€pissés et non-
¢épissés. Une séquence spécifique dans les ARN viraux, appelée le régulateur négatif
d’épissage permet de garder un ratio optimal. Or, il a été observé qu’un certain nombre des
protéines SR se fixent sur ce régulateur, plus particuliérement ASF/SF2 et SC35, et pourraient
ainsi intervenir dans la régulation de ce ratio (95). HTLV-1 et 2 interagissent aussi avec les
domaines SC35. Plus précisément, les protéines Tax de ces virus sont localisées dans des
structures, qui se superposent en partie au domaine SC35 (127). L’association de Tax avec les
domaines SC35 survient lorsque Tax est sumoylée alors que son ubiquitinylation conduit a
une localisation cytoplasmique, permettant I’activation de la voie NF_B (107).

En conclusion, les domaines SC35 permettent aux virus de contrdler finement leurs réactions
d’¢épissage ainsi que 1’export de leur ARNm, optimisant ainsi leur réplication ou le contrdle de

leur génome dans le cas des rétrovirus.
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24 Virus et corps de Cajal

Pour le moment, seul I’adénovirus a été décrit comme interagissant avec les corps de Cajal
(72). Dans cette étude, il est montré que lors d’une infection, ces corps sont distribués en
rosettes, localisées autour des centres de réplication viraux. Ces rosettes auraient un role dans
la réplication du virus, et plus particulicrement dans I’expression des genes tardifs. En effet,
un défaut d’expression de la coiline résulte en la diminution d’environ 30% de 1’expression
des geénes viraux tardifs. L hypothése émise est que la réorganisation en rosettes pourrait
servir a optimiser la transcription et 1’épissage, probablement en augmentant 1’aire d’échange

entre le centre de réplication viral et les sites de transcription et d’épissage.

2.5 Virus et paraspeckles

Les paraspeckles ont pour fonction connue la rétention d’ARN hyper-édités, et leurs
composants transitent par le nucléole. Etonnamment, une analyse du protéome nucléolaire des
cellules infectées par le virus de I’Influenza A montre que les principaux composants des
paraspeckles sont perturbés par cette infection (46). Il est ainsi observé une diminution d’un
facteur 2 pour les trois protéines constitutives des paraspeckles (PSPC1, p54™ et SFPQ) dans
le nucléole et une augmentation d’un facteur 3 d’ADARI1, qui peut étre responsable d’hyper-
mutation dans I’ARN du virus. Le virus pourrait ainsi se servir de certaines fonctions des

paraspeckles (mutation) tout en évitant la rétention de ses ARN.
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B Les virus Adeno-associes

Les virus de la famille des Parvoviridae font partie des virus les plus petits et les plus simples
existant, et sont divisés en deux sous familles : les Densovirinae et les Parvovirinae. Ces
derniers infectent des vertébrés et incluent les genres Parvovirus, Amdovirus, Erythrovirus et
Dependovirus. Tous les membres de la famille Parvoviridae ont un génome ADN simple brin
codant deux grandes classes de protéines : les protéines non structurales NS1/Rep, impliquées
dans la régulation de I’expression et la réplication du génome viral ; et les protéines
structurales, Cap ou VP, qui constituent la capside. Il est intéressant de noter qu'un grand
nombre des activités enzymatiques nécessaires a leur réplication, telles que I’activité ADN
polymérase, sont fournies par la cellule infectée.

Le virus Adéno-associés (AAV) est un parvovirus qui appartient au genre des Dependovirus.
La particularité de I’AAV est d’étre défectif pour la réplication : en effet, il est incapable de se
répliquer sans I’aide d’un deuxieme virus dit auxiliaire et, en son absence, entre dans une

phase de latence.
1 Organisation génomique de ’AAYV et cycle viral

1.1 Le génome viral

Le génome de I’AAV-2 est une molécule d’ADN simple brin de 4681 nucléotides comportant
des répétions terminales inversées (ITR) a ses extrémités. Les ITR sont des structures de 145
nucléotides, composées de trois régions palindromiques (A/A’ ; B/B’ et C/C’) et d’une région
unique (D). Les régions palindromiques conférent a I’ITR une structure secondaire en épingle
a cheveux typique (11). De plus, les ITR contiennent en cis tous les éléments nécessaires pour
la réplication et I’encapsidation des génomes AAV (16).

Il y a entre les ITR trois cadres de lecture, rep, capl et cap2. Le géne rep code pour 4
protéines non-structurales régulatrices Rep (Rep78, Rep68, Rep52 et Rep40). Le géne capl
code les protéines structurales du virus, VP1, VP2 et VP3. Le géne cap2 code pour une
protéine accessoire, I’AAP, impliquée dans I’assemblage des capsides dans le nucléole (137).
Trois promoteurs ont été identifiés : les promoteurs p5, p19 et p40. Le promoteur p5 controle
la transcription des ARNm codant les protéines Rep78 et Rep68, tandis que le promoteur p19
concerne les ARNm de Rep52 et Rep40. Le promoteur p40 contrdle I’expression des ARNm
de la capside VP1, VP2 et VP3 et de ’AAP.
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1.2 La capside virale

La capside de ’AAV est une structure icosaédrique de 20 a 25 nm de diametre, composée des
trois protéines VP1, VP2 et VP3 présentes au sein de la capside avec un ratio de 20:1:1
respectivement. La structure du virion a été étudiée par cristallographie aux rayons X (155), et
il a été mis en évidence qu’une boucle hypervariable dans la protéine VP3 est impliquée dans
la reconnaissance de récepteurs et co-récepteurs cellulaires. Il a été décrit que le récepteur
cellulaire principal de I’AAV-2 est I’héparane sulfate. Il est a noter que I’on dénombre a ce
jour plus d’une centaine de variants d’AAV, qui différent au niveau de la séquence en acides-

aminés de leur capside et de leur tropisme cellulaire (153).

1.3 Le cycle viral

Lors des étapes précoces de I’infection, les particules d’AAV reconnaissent un récepteur
cellulaire, s’accrochent a la membrane cellulaire, et rentrent dans la cellule principalement par
endocytose (37). Les particules vont transiter par les endosomes précoces puis tardifs, avant
d’étre relarguées dans le cytoplasme et entrer dans le noyau (37). Une fois dans le noyau, le
génome d’ADN simple brin est décapsidé et converti en forme double brin. Cette étape peut
se réaliser soit par un processus de polymérisation qui utilise comme amorce 1’extrémité
3’0OH de I'une de ITR, soit par hybridation de génomes d’ADN de polarités opposés (158).
Une fois sous forme double brin le devenir du génome de ’AAV peut suivre deux voies, une
voie de latence ou une voie de réplication, dépendant de la présence d’un virus auxiliaire.

La voie de latence n’est empruntée qu’en absence de virus auxiliaire. Elle est caractérisée par
I’absence d’expression des genes viraux et conduit a une persistance du génome de I’AAV
soit sous forme épisomale (circulaire), soit sous forme intégrée a un locus spécifique dans le
génome de la cellule hote (85). La voie de réplication n’est possible que lorsque I’AAV se
retrouve en présence de virus auxiliaire tels que 1’adénovirus ou des virus herpes comme
I’HSV-1. Dans ce cas précis, la réplication du génome peut avoir lieu et conduire a la

formation de nouveaux virions.
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2 La phase réplicative de PAAV

2.1 Réplication du génome viral

Le génome de ’AAV se réplique par des étapes successives de polymérisation et de
déplacement de brin. La réplication du génome simple brin est initiée par les protéines
Rep78/68 qui recrutent les facteurs de réplication au niveau de ’I'TR gauche présente a
I’extrémité 3°. Il y a ensuite syntheése du brin complémentaire en se servant de ’ITR comme
amorce. Lors de la phase de synthese, la réplication va déplier ’autre ITR afin de la répliquer,
ce qui va créer une extrémité franche. La réplication du génome continue par la fixation des
protéines Rep78/68 sur un site de liaison des protéines Rep (RBS), puis grace a leur activité
endonucléase, ces dernieres clivent un brin au niveau du site terminal de résolution (trs). Les
protéines Rep78/68 exercent alors leur activité hélicase pour dérouler ’ITR en 5°, et ainsi
permettre sa réplication. La réinitialisation du cycle intervient au niveau de I’ITR. Cette
derniere se replie, ce qui fournit une nouvelle amorce pour la polymérase. Celle-ci va alors
déplacer le brin précédemment synthétisé. On aboutit alors a deux génomes, le premier simple
brin et le second double brin. Si la résolution par les protéines Rep ne s’effectue pas, la
réplication continue, ce qui aboutit a la formation de diméres ou concatémeres double brins.
Les molécules d’ADN simple brin peuvent s’encapsider a efficacité égale, indifféremment de

leur polarité.

2.2 Les virus auxiliaires de PAAV

La réplication de I’AAV n’est possible qu’en présence d’un virus auxiliaire. Le virus
auxiliaire le plus connu est I’adénovirus, mais d’autre virus peuvent aussi aider ’AAV. Les
virus auxiliaires de I’AAV sont des virus a ADN, se répliquant dans le noyau, comme HSV-1,
d’autres membres de la sous-famille des virus herpes, ainsi que des papillomavirus (148).
Cependant, seules les fonctions auxiliaires de 1’adénovirus et de ’'HSV-1 ont été étudiées a ce
jour (revue en (58)).

Les genes adénoviraux nécessaires a la réplication de I’AAV ont été identifiés en premier
grace a I’utilisation de souches mutantes de 1’adénovirus : il s’agit des geénes E1A, EIB55K,
E2A, E4orf6 et celui codant pour les ARN VA-I (58). Ces protéines et ARN permettent de
créer un environnement favorable a la réplication de ’AAV, en activant I’expression du gene
rep (Ela) et en stimulant la réplication du génome viral (E1B55K, E4orf6 et E2a) de fagon
directe ou indirecte. Enfin, les ARN VA-I favorisent la traduction des ARNm de I’AAV.
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Cette combinaison de genes de 1’adénovirus permet une production optimale de virus AAV, et
des plasmides contenant ces génes viraux sont actuellement utilisés pour la production
expérimentale d’AAV sauvage ou mutant (157).

Dans le cas de I’HSV-1, les protéines virales permettant la réplication de ’AAV sont le
complexe hélicase/primase (ULS, ULS et UL52) et la protéine de liaison a I’ADN simple brin
ICP8 (UL29) (142, 151). Les protéines ICPO (57), ICP4 et ICP22 stimulent la réplication
virale en intervenant dans 1’induction du géne rep (2). De plus, il a ét¢ montré que I’ADN
polymérase virale (polymérase UL30 et son co-facteur UL42) peut aussi contribuer a

augmenter la réplication de ’AAV (2).

23 Visualisation des centres de réplication de PAAV

Les centres de réplication (CR) de ’AAV sont des domaines intra-nucléaires dans lesquels
s’accumulent I’ADN en cours de réplication (double et simple brin) et I’ARN viral ainsi que
tous les facteurs cellulaires et viraux nécessaires a sa réplication. Ces CR sont généralement
identifiés par la présence des protéines Rep qui s’y trouvent concentrées.

Pour un certain nombre d’expériences décrites dans les résultats, nous avons utilisé une lignée
cellulaire développée au laboratoire (109) pour visualiser rapidement les centres de réplication
de ’AAV : les cellules HelaAAVtCR. Il s’agit d’un clone de cellules Hela ayant intégré dans
le locus AAVSI trois copies d’un génome AAV-tagCherry-Rep (AAVtCR). Le génome
AAVCR est composé des ITR de ’AAV2 et du geéne rep modifié¢ de facon a produire les
protéines Rep78/68 fusionnées en position N-terminale avec une étiquette TAP et la protéine
fluorescente mCherry. Le fait que la protéine Rep soit fusionnée a une protéine fluorescente
permet la visualisation des centres de réplication (CR) de I’AAV. Il est important de noter que
le géne cap de ’AAV a été éliminé de la construction. Cette modification permet ainsi
I’analyse des étapes précoces de 1’infection, a savoir 1’expression des protéines Rep et la
réplication du génome viral en 1’absence de production de capsides virales et de particules
infectieuses.

Les génomes de ’AAVtCR intégrés dans les cellules Hela sont latents mais, comme le virus
AAYV sauvage, ré-activables par ’infection avec de I’HSV sauvage ou défectif en réplication
car dépourvu de I’ADN polymérase virale UL30 (HSV_UL30), Dans ces conditions, le
génome AAVCR se réplique et produit des protéines tCRep fonctionnelles. La réplication du
génome AAVtCR peut étre suivi par Southern blot (SB), qPCR ou alors directement dans les
cellules en visualisant I’accumulation des protéines Rep fluorescentes dans les CR du virus.

On peut cependant noter une différence dans I’aspect des CR de ’AAV suivant I’utilisation
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de ’HSV sauvage ou I” HSV_UL30 comme virus auxiliaire. En effet, aux temps tardif de
I’infection (20h), on observe que le CR de I’AAV est plus compact avec I’THSV_UL30

qu’avec I’HSV sauvage.

24 Les protéines cellulaires impliquées dans la réplication de PAAV

Des expériences in vitro ont montré qu’un ensemble de protéines et complexes cellulaires
sont suffisants pour permettre la réplication du génome de ’AAV. Il s’agit de la protéine
virale non structurale Rep78 ou 68, des protéines de réplication A (RPA), des facteurs du
complexe de réplication C (RFC), de I’antigéne nucléaire de prolifération cellulaire (PCNA),
des protéines de maintenance du mini-chromosome (MCM) et de ’ADN polymérase _ (pol
_) (104, 105, 108).

Récemment, une analyse des facteurs cellulaires interagissant avec la protéine Rep78 a été
réalisée avec I’adénovirus comme virus auxiliaire. Par une analyse de spectrométrie de masse,
il a été montré que la protéine Rep interagit avec 188 protéines cellulaires. Parmi celles-ci,
plusieurs protéines ou complexes sont impliqués dans la réparation et réplication de ’ADN.
Parmi les protéines cellulaires nécessaires a la réplication de I’AAV, les complexes PCNA,
RPA et MCM ont été identifiés comme interagissant directement avec la protéine Rep. Les
protéines Ku-70 et -80, impliquées dans la reconnaissance des cassures de I’ADN double brin
et leur réparation, interagissent aussi avec la protéine Rep. De nombreuses protéines
ribosomales et nucléolaire ont aussi ét¢ identifiées comme interagissant avec la protéine Rep,
ainsi que des facteurs de transcription et d’épissage, comme ASF/SF2 et SC35 (106).

Une ¢étude identique a également été réalisée avec I’HSV-1 comme virus auxiliaire. Dans ce
cas, la protéine Rep interagit avec environ 60 protéines cellulaires, dont des protéines
impliquées dans la réplication de ’ADN, comme les membres des complexes RPA et RFC.
Cependant, contrairement aux expériences réalisées avec 1’adénovirus, aucunes des protéines
du complexe MCM n’a été identifiée dans cette étude. La protéine Rep interagit également
avec les protéines du complexe de réparation de I’ADN, MRN, ainsi qu’avec les protéines

Ku-70 et -80 (109).

3 La phase de latence de PAAV

En P’absence de virus auxiliaire, le génome de ’AAV simple brin est converti en une
molécule double brin transcriptionellement inactive et rentre dans une phase dite de latence,
caractérisée par I’absence d’expression des genes viraux. L’AAV peut alors subsister sous

une forme épisomale ou s’intégrer dans le génome de la cellule hote.
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Le virus AAV est le seul virus connu ayant la capacité de s’intégrer de facon préférentielle
dans un site caractérisé du génome humain. Cependant, ce phénomeéne n’a été observé que
dans des cellules en culture. Le site d’intégration du génome de I’AAV se situe sur le
chromosome 19 humain, a proximité ou sur un locus nommé AAVSI, et cette intégration est
rendue possible grace aux protéines Rep (revue en (87)). En particulier, les protéines Rep78
ou 68 vont reconnaitre la séquence RBS présente dans le locus AAVSI1 et dans les ITR de
I’AAV, et grace a leur activité hélicase, permettre 1’insertion du génome viral dans le génome
cellulaire (64). Il est intéressant de noter qu’il existe des sites analogues a AAVSI chez
d’autres especes de mammiferes, dont la souris (44).

Cependant, il a été montré que, in vivo, ’AAV se trouve principalement sous une forme
¢pisomale (126). Les études s’intéressant aux formes épisomales de ’AAV ont été

principalement réalisé¢ a I’aide de vecteurs AAV recombinants.
La non pathogénicité et le peu de risque d’insertion du génome AAV dans la cellule en font

un candidat idéal dans le cadre de transfert de genes. Pour cela, des vecteurs AAV

recombinants, dérivés du virus sauvage, ont été développés.
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C Les vecteurs AAV recombinants

Un AAV recombinant (AAVr) est un vecteur dans lequel les génes rep et cap ont été
remplacés par une cassette d’expression contenant le transgene d’intérét, flanqué par les ITR
virales. Les ITR sont suffisantes pour permettre la réplication et I’encapsidation du génome
recombinant et sont les seules séquences virales retenues dans le vecteur. Le transgéne, avec
ses ¢léments régulateurs, ne doit pas dépasser 4.5kb, a cause de la limite d’encapsidation
imposée naturellement par la capside de ’AAV.

Les vecteurs AAVr sont couramment produits en utilisant les protéines auxiliaires de
I’adénovirus. Ces protéines adénovirales nécessaires a la réplication de I’AAV sont bien
caractérisées, il s’agit ’E1A, E1B55K, E2a, E4orf6 et VAI RNA (157).

La production de vecteurs AAVr est généralement réalisée a partir de cellules 293 (N°ATCC :
CRL-1573) comportant les génes Ela et E1b de I’adénovirus intégrés au sein de leur génome
(293). Les protéines Rep et Cap sont apportées en trans par un plasmide codant les génes rep
et cap sans ITR. Ce plasmide rep-cap ne pourra ni se répliquer ni s’encapsider du fait de
I’absence des ITR en cis. Le plasmide apportant le génome AAVr (gene d’intérét flanqué par
les deux ITR) est co-transfecté avec le précédent plasmide. Les fonctions auxiliaires sont

apportées par co-transfection avec un plasmide apportant les fonctions adénovirales.

1 AAV et épisomes

Un des avantages des vecteurs AAVr est que, contrairement a I’AAV sauvage, ils ne
s’intégrent que trés rarement dans le génome de la cellule hote (103). Ils sont présents
majoritairement sous une forme épisomale qui, dans des cellules au repos, est stable et
transcriptionellement active.

Avant de se stabiliser sous forme épisomale, le génome du vecteur AAVr doit passer par
différentes étapes : le transport du cytoplasme au noyau, la décapsidation dans le noyau, la
conversion du simple brin en double brin, la stabilisation par circularisation et la formation de
concatémeres. Il y a perte de matériel génétique a chaque étape, et il a été mis en évidence
qu’une grande partie de cette perte a lieu car les génomes des vecteurs AAVr sont instables et
dégradés avant de pouvoir étre convertis en une forme épisomale stable. D’aprés Wang et al.,
le facteur limitant serait la vitesse de décapsidation des génomes, une vitesse plus grande
permettant de libérer les génomes plus rapidement, et il y aurait alors une plus grande

probabilité pour que ceux-ci forment des épisomes stables (149).
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Il y a aussi perte de matériel génétique a d’autres étapes plus précoces, en particulier lors des
étapes intra-cytoplasmique. Au final, seuls 0.1 a 1% des génomes sont stabilisés en épisomes
et sont transcriptionellement actifs.

Plusieurs études ont été consacrées a la caractérisation des formes épisomales des AAVr :
elles ont montré que le génome des vecteurs ’AAVr persistait majoritairement sous une
forme circulaire double brin et concatémérique, c’est a dire formée de 1’assemblage de
plusieurs génomes AAV, reliés les uns aux autres au niveau des ITR (39). Au cours de cette
étape, il y a formation d’ITR « double D », appel¢ ainsi car elle est flanquée de deux régions
D.

On peut décomposer la formation des épisomes en plusieurs étapes. La premiere est la
formation d’une molécule d’ADN double brin par conversion ou par hybridation de deux
génomes simple brin de polarité opposée, comme décrit plus haut dans le cas du virus
sauvage. La seconde étape est la circularisation et I’incorporation de nouveau génome par
recombinaison au niveau de ses ITR (38, 39).

Il a été observé dans un muscle de souris infecté par un vecteur AAVr, que I’expression du
transgeéne augmente progressivement pendant deux semaines avant d’étre stabilisée. Dans les
temps précoces de I’infection, il y a présence de beaucoup de génomes viraux, principalement
sous une forme monomérique simple brin, tandis qu’une fois le plateau atteint, le peu de
génomes restant est sous une forme €pisomale circulaire double brin. Ces résultats permettent
d’avancer que ce sont les formes épisomales de ’AAV qui sont responsables du maintien de
I’expression du transgeéne dans le temps (146). De plus, il semblerait que les épisomes d’AAV

soient sous une forme chromatinisée, c’est a associés a des histones (91, 112).

2 Les vecteurs AAYV en thérapie génique

Les vecteurs AAV sont de plus en plus utilisés comme outil pour le transfert de gene in vivo.
Plusieurs études ont montré 1’efficacité des vecteurs AAVr chez 1’animal et chez ’homme
(96). Comme dit précédemment, une particularité des vecteurs AAVr est leur persistance sous
une forme épisomale, ce qui réduit considérablement les risques de mutagénése insertionnelle.
De plus, la grande diversité des sérotypes d’AAV permet de transduire une grande variété de
tissus in vivo (60). Des procédures pour la production a grande échelles ont aussi été mises au
point, notamment grace a l’utilisation de vecteurs d’expression baculoviraux en cellules
d’insecte, afin de produire les quantités suffisantes de vecteurs AAVr hautement purifiés

nécessaires pour les essais cliniques (77).
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Les vecteurs AAVr peuvent étre utilisés en thérapie génique, pour corriger directement un
défaut génétique en introduisant une copie fonctionnelle du géne déficient dans un tissu cible,
ou en vaccination, pour délivrer un géne codant une protéine immunogene capable de stimuler
le systéme immunitaire.

Dans le cadre de la thérapie génique, plusieurs essais cliniques de phase I/II sont en cours sur
des maladies diverses comme 1’ Amaurause Congénitale de Lieber, la maladie de Parkinson, la
dystrophie de Duchenne ou encore ’Hémophilie B (revue en (96)). Dans chaque cas, il est
nécessaire d’adapter les doses, les sérotypes d’AAV et les voies d’injection, afin d’optimiser
la transduction par le vecteur des tissus visés.

Concernant la vaccination, un certain nombre d’études ont été réalisées pour induire une

vaccination contre HIV, HCV ou HPV par exemple (110).
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