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RESUME - Les lentivirus persistent chez I'h6te malgrC une intense r6ponse immunitaire. Le 
reservoir d'infection latente est probablement constitue par les monocytes du sang circulant. 
Nous cherchons h crker des virus attknubs vivants incapables de s'etablir dans les monocytes. 
A cette fin, nous avons detruit par mutagenbse le gene de la dUTPase et de 111nt6grase du virus 
CAEV. Nous avons ttudie la replication dc ces mutants, in vitro dans divers types cellulaires 
en particulier les monocytes-macrophages, et in vivo au cours d'infections exp6rimentales h 
visdes vaccinales. Les rCsultats sont inattendus puisque on n'observe pas de differences 
majeures dans la replication des virus dUTPase moins et du virus sauvage, tant in viuo qu'in 
vivo. Une 6preuve avec le virus sauvage permcttra de savoir si cette premibre infection par 
le mutant induit une immunite protectrice. 

Replication properties of dUTPase minus 
mutants of CAEV, 
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SUMMARY - Caprine Arthritis-Encephalitis Virus (CAEV) is a pathogenic lentivirus of 
goat which is closely related to the sheep visna virus and distantly related to the human len- 
tivirus HIV. Like the feline (FIV) and equine (EIAV) lentiviruses CAEV exhibits a gene 
(DU) which is thought to encode a dUTPase We have constructed a series of in frame dele- 
tion mutants of DU and IN (Integrase gene) either alone or in combination and studied their 
replication in fibroblasts and monocytes/macrophages. None of the integrase deficient mutants 
was infectious, but the DU deficient virus was found to replicate as efficiently as the wild type 
virus in primary synovial membrane cells. Unexpectedly, the growth kinetics of DU mutants 
in goat macrophages were found to be comparable to that of wild type virus. DU-1 mutant was 
shown to infect goats in experimental infection with near wild type kinetics of seroconversion. 



INTRODUCTION 

Les virus visna et CAEV appartiennent B la famille des 
lentivirus qui regroupe Bgalement les virus de l'immuno- 
dCficience humaine (HIV) simienne (SIV) ou feline (FIV). 
11s sont responsables de pathologies inflammatoires chez le 
mouton et chez la chkvre. L'apparition des signes cliniques 
est precedee par une longue ptriode asymptomatique. Le 
virus persiste dans l'organisme malgrC une intense rtpon- 
se immunitaire. Deux mecanismes semblent participer B 
cette persistance: 1) La derive antigenique qui permet de 
diminuer la visibilitb du virus vis B vis du systbme immu- 
nitaire; B tout moment, des variants apparaissent qui ne 
sont pas reconnus par la rCponse immune. 2) I1 se consti- 
tue un reservoir d'infection latente dans les monocytes du 
sang circulant. Ces cellules, bien qu'infectees, n'expri- 
ment pas les protCines svucturales du virus et echappent 
ainsi B la reconnaissance et B la destruction par le systEme 
immunitaire. La production virale n'est activte que lors 
de la maturation du monocyte en macrophage tissulaire 
(Gendelman et al., 1985, 1986). 

I1 est vraisemblable, mais pas prouvC, que la rtponse immu- 
nitaire cellulaire contrble dans une certaine mesure l'in- 
fection virale. Par contre, une forte reponse humoralc est 
frCquemment associee au dCveloppement des manifesta- 
tions pathologiques. Les premieres tentatives de vaccina- 
tion par des virus inactives ont abouti B une forte induction 
d'anticorps et B une exacerbation de la pathologie apr&s 
l'Cpreuve par une souche virulente (McGuire et al., 1988). 
Les approches actuelles s'orientent donc vers une induction 
pr6ferenticlle de la rCponse cellulaire cytotoxique (CD 8+). 
Trois vecteurs de vaccination semblent approprits: le virus 

I 

vivant attCnuC, le virus vaccine recombinant et l'injection 

I d'ADN de plasmide expresseur in vivo. L'injection de 
plasmide expresseur est largement Ctudit dans notre labo- 
ratoire mais en est au stade de la faisabilite. Dans le contex- 

I te de la destruction des dernikres souche du virus de la 
variole il semble que l'utilisation des souches vaccines 
recombinantes ait un avenir limit&. Bien que l'utilisation de 
souches vaccinales attenuks soit bien maitrisCe pour un cer- 
tain nombre d'infection, tel n'est pas le cas pour les virus 
persistants et en particulier pour les lentivirus. De mon point 
de vue, ce vecteur n'a d'avenir que si le virus vaccinant est 
blimine par la rtponse immunitaire afin d'Cviter tout risque 
d'apparition d'une pathologie sur le long terme. 
Une des approches vaccinales possible serait de construi- 
re par genie gbnetique un virus att6nu6 qui serait diminuk 
dans sa capacite B infecter les monocytes. En enlevant au 
virus un mecanisme majeur lui permettant de persister, on 
peut esptrer que ce virus vaccinant sera tlimin6 par la 
reponse immunitaire qu'il aura lui m&me induite. 
Les monocytes sont des cellules au repos. Une des carac- 
teristiques des cellules au repos est de possbder un pool de 
nucltotides reduit : 1 pmol/ 106 cellules pour les mono- 
cytes (Terai et Carson, 1991) contre 5 nmol/l06 cellules 
pour des cellules T activkes (Marijnen et al., 1989). Certains 
enzymes du mCtabolisme des nucltotides et de la reparation 
de I'ADN sont absents, en particulier la dUTPase cellulaire. 
La dUTPase hydrolyse le dUTP en dUMP et aboutit B la 
synthbse du TTP, minimisant l'incorporation de dUTP dans 

1'ADN. Cette activitC est importante pour l'infection de 
cellules au repos, et pour la rkactivation de virus latents. 
Pour le virus Herpes Simplex (HSV), par exemple, il a Cte 
montre que la dUTPase virale est necessaire B l'infection 
des cellules neuronales et B la reactivation des virus latents 
in vivo (Pyles et al. 1992). Par contre, dans les cellules en 
division, in vitro, la transcomplCmentation par l'activite 
cellulaire permet au virus de se rCpliquer avec un pheno- 
type sauvage. 
Un gbne homologue B celui des dUTPases cellulaires et 
virales (HSV, poxvirus) est prCsent dans le genome de cer- 
tains lentivirus (Equine Infectious Anemia Virus EIAV, 
Feline Immunodeficiency Virus FIV, et les lentivirus d'on- 
gulCs visna et CAEV (Elder et al., 1992). I1 est sit& entre 
la RNase H et l'intdgrase (IN) (voir figure). La dUTPase est 
encapsidee dans les virions sous forme de prCcurseurs gag- 
pol oG elle est maturCe par la P r o t h e  virale (Elder et al., 
1992). A ce titre, elle est probablernent prtsente dans le 
complexe de prCint6gration pendant la transcription inver- 
se du genome viral. 
Des mutants de la dUTPase ont Bt6 construits pour les len- 
tivirus FIV, EIAV et CAEV. Pour EIAV il a CtC montrC que 
le virus DDU se replique comme le virus sauvage sur des 
cellules en division, mais trks faiblement (1 % du niveau du 
virus sauvage). Pour FIV le mutant DDU obtenu par inser- 
tion d'une sCquence <<linker>> prtsente une capacitk de repli- 
cation rauite &ns des cellules sanguines mononucl&es cul- 
tivies en prCsence d'IL-2. L'absence de resultats dans des 
cellules primaires au repos, non stimulCes B l'IL-2 limite les 
conclusions que l'on peut tirer de ce travail. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Pour le virus CAEV, nous avons construit une sCrie de 11 
mutants de dBlCtion (en phase) pour les gknes de l'intt- 
grase et de la dUTPase soit individuellement soit en com- 
binaison. Toute les mutations de l'integrase se revklent 
lttales pour la replication virale, ap rb  cotransfection des 
clones molCculaires reconstituant I'ADN proviral. La rtpli- 
cation virale a CtC ttudide pour trois (DDU-1, DDU-4, 
DDU-5) des six mutants de la dUTPase dont un prksente une 
deletion de la presque totalitt du gbne (DDU4)(voir figu- 
re). Le rCsultat est inattendu, puisque tous trois se rkpliquent 
comme le virus sauvage (WT) tant sur des monocytes non 
adherents ou des macrophages adherents dCrivbs du sang que 
sur des macrophages alvColaires. Nous avons vBrifiC par 
PCR qu'il n'y avait pas eu de contaminations par le virus 
WT ni de recombinaisons avec le gene de la dUTPase cel- 
lulaire. Le premier des mutants construits (DDU-l) a CtC 
inject6 B des chkvres. 
Nous suivons la replication virale (PCR sur les cellules 
mononuclCes et isolement de virus B partir de macrophages 
derives des monocytes sanguins), la rCponse irnmunitaire 
(ELISA et activite T cytotoxique), un index clinique de 
l'arthrite, et la numQation et la formule des cellules du 
liquide synovial. Sept mois aprbs le debut de I'expCri- 
mention avec ce premier mutant, les resultats sont les sui- 
vants: Le virus DDU-1 est infectieux in vivo, la strocon- 
version est comparable en dClai et en intensit6 B celle du 
WT, de m&me que les index clinico-pathologiques. 
L'isolement des virus B partir des macrophages montre que 
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LTR gag 

3828 3880 

D U l  

381 0 3925 

DU3-1 

3872 3891 

DU3-2 

3 8 8 5  41 7 6  

DU4 Essl 

3939 41  17 

DU5-1 - 
3975  4087 

2 - 
Representation des mutants de la dUTPase 

Les regions grisdes sont les domaines conservds pour toutes les dUTPases connues. 
Tyr est le site actif propable de /'enzyme. 
DU 2 est ggalement mute dans I'integrase (IN). 
Les mutants dont I'dtude est discutde dans le texte sont DU 1, DU 4 et DU 5-2. 

Mutagdnese : 
DU 1 ddletion d'un fragment de restriction 
DU 3 et 5 digestion par Bal31 21 partir d'un site de restriction 
DU 4 ddl6tion par PCR 

le virus m u d  pcrsiste dans l'organisme au mCme titre que type d'approche. Une bpreuve vaccinale avec le virus sau- 
le virus sauvage. Mbme si ce mutant ne peut donc prC- vage par voie intratrach6ale et un suivi par PCR pour carac- 
tendre btre une souche vaccinale idtale, il va nous per- t6riser les virus isolCs constituent la suite Iogique de cette 
mettre de tester la protection immunitaire que confhe ce exptrirnentation. 
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