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A

Abs : Absorbance

Ac : Anticorps

Ac-DEVD-AMC : acétyl-[DEVD]-7-amino-4-methylcoumarin
Ac-DEVD-CHO : acétyl-[DEVD]-aldéhyde

Ac-IETD-AMC : acétyl-[IETD]-7-amino-4-methylcoumarin
Ac-IETD-CHO : acétyl-[IETD]-aldéhyde

Ac-LEHD-AMC : acétyl-[ LEHD]-7-amino-4-methylcoumarin
Ac-LEHD-CHO : acétyl-[LEHD]-aldéhyde

Ac-YVAD-AMC : acétyl-[YVAD]-7-amino-4-methylcoumarin
Ac-YVAD-CHO : acétyl-[YVAD]-aldéhyde

ADN : Acide Désoxyribonucléique

AFC : 7-amino-4-trifluoromethylcoumarin

AIF : « Aptoptosis Inducing Factor »

Akt : « serine/threonine protein kinase »

AMC : « 7-amino-4-methylcoumarin »

ANT : « Adenine Nucleotide Translocator »

AP-1 : « Activator protein-1 », facteur de transcription

Apaf : « Apoptosis Protein Activating Factor »

Apo2L : « Apo2 Ligand »

ARN : Acide Ribonucléique

ARNm : ARN messager

ATP : Adénosine Tri-Phosphate

B

Bad : « Bel-X1/bel-2 associated death promoter homolog »
Bag : « Bcl-2 associated athanogene »

Bak : « Bel-2 homologous antagonist/killer »

Bax : « Bel-2 associated X protein »

BCBL : « body cavity-based lymphoma »

Bcl-2 : « B cell lymphoma leukemia »

Bcel-x : « Bel-2 homolog X protein from avian lymphocyte development »



Bcel-xi : « longer alternatively spliced form of Bcl-x »
Bcl-xs : « shorter alternatively spliced form of Bel-x »
BET : Bromure d’éthidium

BH : « Bcl-2 Homology »

BHRF-1 : « BamH1 fragment H righward reading frame 1 »
BHYV : « Bovine herpesyvirus », virus herpés bovin
Bid : « BH3 interacting death domain agonist »

Bik : « Bcl-2 interacting killer »

Bim : « Bcl-2 interacting mediator of cell death »
BIV : « Bovine Immunodeficiency Virus »

Blk : « Bik-like killer protein »

Bod : « Bcl-2-related ovarian death agonist »

Bok : « Bcl-2-related ovarian Kkiller »

Boo : « Ble-2 homologue of ovary »

BSA : « bovine serum albumine », albumine sérique bovine

C
C. elegans : Caenorhabditis elegans
CA : capside

CAD : « Caspase-Activated Dnase »

CAEYV : « Caprine Arthritis-Encephalitis Virus »
CARD : « Caspase Recruitment Domain »
Caspase : « Cysteine Aspartate Protease »

CD4 : « Cluster of Differentiation 4 »

CD8 : « Cluster of Differentiation 8 »

Ced : C. elegans death genes

cIAP : « cellular-IAP »

CMV : cytomégalovirus

CrmA : « cytokine response modifier A »

CTL : « cytotoxic T lymphocytes »



D

D. melanogaster : Drosophilla melanogaster

DAB : 3,3’-diamidinobenzidine

DAPI : 4’,6-diamidino-2-phénylindole

dATP : deoxyATP

DD : « Death Domain », domaine de mort

DED : « Death Effector Domain », domaine effecteur de mort
DEVD : Asparate-Glutamate-Valine-Aspartate

DFF : « DNA Fragmentation Factor »

Diablo : « direct IAP binding protein with low pl »
DICCS50 : Dose infectant a 50% les cellules en culture
DISC : « Death-Inducing-Signaling-Complex »

Diva : « death inducer binding to vBcl-2 and Apaf-1 »
DMEM : « Dulbecco’s modified Eagle’s medium », milieu minimum essentiel Dulbecco’s
modification de Eagle

DMSO : Diméthylsulfoxide

DNA : « Deoxyribonucleic Acid »

DNA-PK : « DNA protein kinase »

DNase : désoxyribonucléase

dNTP : déoxynucléotides triphosphates

DR : « Death Receptor »

DRAF : « dsRNA-activated transcription factor complex »
DRONC : « Drosophilla Nedd-2 like caspase »

dsRNA : « double stranded RNA »

DTT : Dithiothreitol

E

EBNA- : « Epstein Barr virus-encoded nuclear antigen »

EBV : « Epstein-Barr virus », virus Epstein Barr

ECP : Effet Cytopathologique

EDTA : « Ethylenediaminetetraacetic acid », Acide éthyléne diamine tétra-acétique
Egl-1 : « egg laying defective-1 »

EHYV : « Equine HerpesVirus », virus herpes équin



EIAV : « Equine Infectious Anaemia Virus »
ELISA : « Enzyme linked immuno-sorbent assay »
Env : « envelope », protéine d’enveloppe

ERK : « Extracellular signal-Regulated Kinase »
ESB : Encéphalopathie Spongiforme Bovine

F

FADD : « Fas Associated Death Domain protein »

FasL : « Fas Ligand »

FITC : Fluorescéine IsoThioCynate

FITC-VAD-FMK : Fluorescéine IsoThioCynate-[VAD]-FluoroMethylKetone
FIV : « Feline Immunodeficiency Virus »

FLICE : « FADD-like IL-1B-converting enzyme »

FLIP : « FLICE Inhibitory Protein »

FMK : « FluoroMethylKetone », fluoro-méthyl cétone

G

g : gramme
Gag : « group-specific antigen »
gp : glycoprotéine
GrB : Granzyme B

H

HBx : « Hepatitis B virus protein X »

HCMYV : « Human CytoMegaloVirus »

HEPES : acide N-[2-hydroxyéthyl]piperazine-N’-[2-éthanesulfonique]
HHYV : « Human Herpes Virus »

hIAP : « human IAP »

HIV : « Human Immunodeficiency Virus », VIH

HPV : « Human PapillomaVirus », papillomavirus humains

Hrk : Harakiri

HSV : « Herpes Simplex Virus »

HVS : « HerpesVirus Saimiri »



I

IAP : « Inhibitor of Apoptosis Proteins »

ICAD : « Inhibitor of Caspase-Activated DNase »
ICE : « IL-1P Converting Enzyme »

IETD : Isoleucine-Glutamate-Thréonine-Aspartate
IFN : Interféron

IFN I : IEN de type I

IFN IT : IFN de type II

Ig : Immunoglobuline

IL : interleukine

IRF : « IFN Regulatory factor »

J

JNK : « c-jun N-terminal kinase »

K

Kb : kilobases

KDa : kilo Dalton

Kpb : Kilo paires de base

KS-Bcl2 : « Kaposi sarcoma Bcl-2 homologue »

KSHV : « Kaposi sarcoma human virus »

L

LANA : « Latency-Associated Nuclear Antigen »

LARD : « Lymphocyte-Associated Receptor of Death »

LDH : Lactate Déshydrogénase

LEHD : Leucine-Glutamate-Histidine-Aspartate
LMP-1 : « Latent Membrane Protein-1 »

LTC : Lymphocytes T cytotoxiques

LTR : « Long Terminal Repeat »
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M

MA : protéine de matrice

mAb : « monoclonal antibody », anticorps monoclonal
MACH : « MORT]1 associated CED-3 homologue »

Mcl-1 : ML-1 human myeloid leukemia cell line

MCP : Mort Cellulaire Programmée

MCV : molluscum contagiosum virus

mg : milligramme

MGG : May-Griinwalg Giemsa

MHYV : « Murine HerpesVirus », virus herpeés murin

mM : millimolaire

MOI : « Multiplicity of Infection », multiplicité d’infection
MRIT : « MACH-related inducer of cytotoxicity »

MTT : 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium bromide

N

NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide (forme oxydée)
NADH : nicotinamide adénine dinucléotide (forme réduite)
NC : nucléoprotéine

Nef : « negative regulator factor »

NF-«B : « Nuclear Factor-Kappa B », facteur nucléaire -kB
NGF : « Nerve Growth Factor »

NGFR : « Nerve Growth Factor Receptor »

nm : nanometre

(0
ORF : « Open Reading Frame »

P

PAF : paraformaldé¢hyde

PAK-2 : « P21 Activated Kinase-2 »
PARP : Poly-ADP Ribose-Polymerase
pb : paires de base
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PBS : « Phosphate Buffer Saline », tampon phosphate salin
PC : Plexus Choroide

pH : potentiel hydrogeéne

PKC : « Protein Kinase C »

PKR : « dsRNA-dependent serine/threonine protein kinase »,
pNa : p-nitroanilide

Pol : « Polymerase »

PRbD : « retinoblastoma tumours suppressor protein »

PTP : « Permeability Transition Pores »

Q

R

RAIDD : « RIPK1 Domain containing Adapter with DD »
RE : Réticulum Endoplasmique

Rev : « Regulator of virion protein expression »

RIP : « Receptor Interacting Protein »

RIPK : « RIP kinase »

ROI : « reactive oxygen intermediates »

RRE : « Rev responsive element »

S

S : Unité Svedberg

S. frugiperda : Spodoptera frugiperda

Serpin : « Serine protease inhibitor »

SIDA : Syndrome d’Immunodéficience Acquise
SIV : « Simian Immunodeficiency Virus »
Smac : « Second mitochondria-derived activator of caspase »
SNC : Systéme Nerveux Central

SU : glycoprotéine de surface

SV40 : « Simian virus 40 »

SVF : Sérum de Veau Fcetal
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T

Tat : « trans activator of transcription », protéine trans-activatrice

TBE : tris-borate-EDTA

TM : glycoprotéine transmembranaire

TNFa : « Tumor Necrosis Factor alpha »

TNF-R : « Tumor Necrosis Factor-Receptor »

TRADD : « TNF-Receptor Associated Death Domain protein »
TRAF-2 : « TNF-R Associated Factor-2 »

TRAIL : « Tumor necrosis factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand »
TRAMP : « TNF receptor-related apoptosis-mediating protein »
TRICK : « TRAIL receptor inducer of cell killing »

TUNEL : « Terminal deoxyribonucleotidyl transferase mediated dUTP Nick End Labeling »
TWEAK : « TNF-related weak inducer of apoptosis »

U

URF : Unité Relative de Fluorescence

UV : Ultraviolet

\%

VAD : Valine-Alanine-Aspartate

VDAC : « Voltage Dependent Anion Channel »
v-FLIP : « viral-FLIP »

VHB : Virus de I’Hépatite B

VHC : Virus de I’Hépatite C

Vif : « viral infectivity factor »

VIH : Virus de I'Immunodéficience Humaine
VIH-1 : VIH de type 1

VMYV : « Visna Maedi Virus »

VpR : « viral protein R »

VpU : «viral protein U »

VpX : « viral protein X »

VV : virus Visna
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W

X

XIAP : « X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein »

Y

YVAD : Tyrosine-Valine-Alanine-Aspartate

Z

z-DEVD-FMK : benzoxycarbonyl-[DEVD]-FMK
z-VAD-FMK : benzoxycarbonyl-[VAD]-FMK
z-YVAD-FMK : benzoxycarbonyl-[YVAD]-FMK
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L’apoptose est un mécanisme de mort cellulaire qui intervient aussi bien lors des
nombreuses étapes de différenciation que le maintien de I’homéostase cellulaire... Parmi tous
les centres d’intérét de la Biologie, I’apoptose est devenue un domaine a part entiére au cours
des années 1980. Les processus de cette mort, au cours de laquelle la cellule entrain de mourir
participe activement a sa destruction sont de mieux en mieux compris.

S’il existe actuellement un débat pour établir quels sont les auteurs qui ont fait mention

pour la premieére fois dun processus de mort cellulaire apparaissant nécessaire au
développement d’organismes supérieurs, la paternité du terme apoptose est attribuée a J.F.
Kerr qui, a la suite de ses travaux, aboutit en 1972 a la description de deux types
morphologiques distincts de mort cellulaire. Dans le premier cas, il s’agit d’une mort
accidentelle, rapide, impliquant une rupture de différents compartiments menant a
« I’explosion » de la cellule : c’est la nécrose, connue depuis longtemps. Dans le deuxiéme
cas, la cellule se condense puis forme des invaginations qui évoque une « implosion », apres
quoi elle est phagocytée par les cellules environnantes : ¢’est I’apoptose.
Au début, la caractérisation de cette mort cellulaire par apoptose se faisait uniquement sur des
critéres morphologiques : réduction du cytoplasme, modification de I’intégrit¢ de la
membrane plasmique, relocalisation des organites cytoplasmiques, margination puis pycnose
chromatinienne, et enfin fragmentation du noyau et du cytoplasme en « corps apoptotiques ».

L’engouement pour cette découverte et la somme considérable des travaux qui en
résulta, a permis au début des années 1990 d’établir une base biochimique du processus
apoptotique : chute du potentiel transmembranaire mitochondrial, ecto-exposition des
phosphatidyl-sérines, activation de protéases de la famille des caspases, découpage de I’ADN
en fragments de haut poids moléculaires et/ou oligonucléosomes.

A T’heure actuelle, I’évolution des recherches se focalise plutot sur les différents génes

impliqués dans le processus apoptotique et sur leur régulation.

Ainsi, 1’apoptose est définie comme une mort génétiquement programmée des cellules.

Elle se déroule d’une maniére ordonnée, contrdlée par des protéines codées par des genes

cellulaires, et traduit la réponse des cellules a divers stimuli exogénes comme des stress

divers en facteurs trophiques ou hormonaux... ou endogénes comme des Iésions génétiques,
une activation oncogénique...

L’apoptose intervient aussi bien en conditions physiologiques, lors de I’élimination de

cellules superflues ou dangereuses pour I’organisme, que dans le développement de certaines

pathologies ou elle peut étre, selon le cas, en exces ou en déficit. Ainsi elle est impliquée dans
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au moins trois catégories de phénomenes biologiques : (i) le développement embryonnaire et
I’homéostasie, (ii) le vieillissement et (iii) la défense de 1’organisme contre les cellules
tumorales et les infections bactériennes ou virales.

La contribution de I’apoptose dans I’¢laboration des organismes pluricellulaires
préfigure donc, son intervention dans la protection des organismes humains ou animaux, en
particulier contre les infections virales. Il a ét¢é démontré que 1’apoptose peut avoir un role
ambivalent au cours des infections : si elle peut limiter la multiplication des microorganismes
au niveau cellulaire, elle semble parfois faire partie intégrante de la stratégie de multiplication
des agents infectieux dans un organisme. Ce phénomene est particulierement bien décrit au
cours de I’infection par le VIH, mais il s’applique aussi a d’autres virus: comme les
Adénovirus, le virus Epstein Barr...

Pour se multiplier au sein d’un hoéte, les virus animaux pathogenes interférent sur tout
un ensemble de fonctions cellulaires propres a 1’hote, aussi essentiels que les voies de
synthéses protéiques et les voies du systéme immunitaire de défense de 1’hote qui sont
naturellement induites au cours d’une infection virale. Pour assurer leur survie, les virus ont
donc développé des stratégies pour contrdler, voire détourner ces voies a leur profit.

Au cours de ces dernieres années un nombre toujours plus important de travaux ont
permis de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques liés aux infections virales
en identifiant certaines protéines virales impliquées dans la prise de controle de 1’hote. Ces
protéines peuvent soit inhiber, soit favoriser les mécanismes apoptotiques de 1’hdte. En effet,
une induction précoce de 1’apoptose au cours du cycle viral limiterait la libération abondante
de particules virales produites, en interrompant la réplication virale et en limitant la
propagation des virus chez 1’héte. A I’inverse, une apoptose tardive, retardée, prolonge la
survie cellulaire et permet une production plus importante de virions. Ce déréglement de la
voie d’induction d’apoptose peut entralner une persistance et une latence virale et parfois
méme I’immortalisation et la transformation cellulaire. Nous prenons alors conscience de la
complexité des stratégies virales pour la prise de contréle de I’hote, liées a I’intervention de

protéines virales et cellulaires suivant un schéma tactique bien défini et spécifique.

Dans ce travail nous ferons tout d’abord une mise au point bibliographique sur les
processus d’apoptose actuellement connus, en nous intéressant aux mécanismes d’apoptose
viro-induits, afin de mieux comprendre les mécanismes viraux d’invasion de 1’hote. Puis nous

développerons dans la partie expérimentale comment nous avons mis en évidence 1’apoptose
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rétroviro-induite, en utilisant comme mod¢le d’étude I'infection par le virus Visna sur des
cellules issues de plexus choroide.

Les objectifs poursuivis ont été dans un premier temps de mettre en évidence (i) les
modifications morphologiques (condensation du cytoplasme, condensation chromatinienne,
formation des corps apoptotiques...), et (ii) les différents marqueurs biochimiques associés
(translocations des résidus phosphatidylsérines, activation des caspases, fragmentation
chromatinienne...) caractéristiques de I’induction d’un processus apoptotique. Nous avons
ensuite recherché quelles pouvaient étre les différentes voies de transduction du signal pro-
apoptotique induites par le virus Visna (voies dépendantes des caspases : voies extrinséque et
intrinséque, ou voie indépendante : voie de I’ AIF). Enfin, nous avons montré que 1’expression
de ’effet cytopathologique Visna-induit, qui se traduit par une lyse cellulaire massive, et la
production de particules virales étaient étroitement liées a 1’activation de protéases spécifiques

de I’apoptose : les caspases, et plus particulierement les caspases -3, -8 et -9.
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CHAPITRE I : L’APOPTOSE

L’apoptose ou mort cellulaire programmée (MCP) est un processus actif
d’autodestruction en réponse a des signaux déclencheurs de mort ou a 1’absence de signaux de
survie dans I’environnement de la cellule. L’apoptose joue un role déterminant au cours du
développement et du fonctionnement du systéme immunitaire, de I’homéostasie cellulaire et
de la morphogenése tissulaire. C’est un phénomene hautement régulé au cours duquel des
enzymes cataboliques dégradent des molécules essentielles, aboutissant aux caractéristiques
biochimiques et morphologiques typiques de la mort cellulaire programmée. La notion
d’apoptose a été introduite par Kerr, Wyllie et Currie en 1972, pour décrire une forme de mort
cellulaire différente de la nécrose, seule forme connue a cette époque. Le terme «apo- »
(achévement) «-ptose » (chute) évoque la chute caduque des feuilles en automne et sous-
entend un réle homéostatique. Depuis 30 ans, une littérature importante a permis de mieux
comprendre la séquence d’événements cellulaires biochimiques et morphologiques qui sont a

la base des techniques de détection de 1’apoptose.

I. Les différents types de mort cellulaire

La nécrose représente une mort accidentelle, rapide et uniquement observée dans certaines
conditions pathologiques. C'est une agonie violente et traumatique de la cellule qui survient
lorsque celle-ci est agressée par des agents cytotoxiques (physiques ou chimiques) ou
lorsqu’elle est soumise a des variations extrémes des conditions physiologiques (hypoxie,
hypothermie). La nécrose est un phénoméne considéré comme passif et «désordonnéé » qui
résulte d’une incapacité de la cellule a maintenir son homéostasie, conduisant a une entrée
massive d’eau et d’¢électrolytes dans la cellule. La cellule et les organites intracellulaires
(mitochondries, réticulum endoplasmique, noyau) gonflent jusqu’a éclater. Parallélement,
I’ADN est clivé de maniére aléatoire par des endonucléases (Dong et al., 1997). La cellule
nécrotique explose, libérant son contenu dans le milieu environnant, notamment les enzymes
lysosomiales et d’autres métabolites, qui entrainent un processus nécrotique chez les cellules

environnantes. Cette propagation est a I’origine de la réaction inflammatoire.
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Par opposition a la nécrose, I’apoptose est un processus actif et ordonné, qui survient
naturellement lors de 1’évolution physiologique d’un organisme mais aussi dans certaines
situations pathologiques. Elle résulte d’un ensemble trés régulé d’activations enzymatiques et
d’expression de génes pro- et anti-apoptotiques qui vont induire I’autodestruction de la cellule
sans léser les cellules environnantes, préservant ainsi 1’intégrité tissulaire, voire celle de
I’organisme (Raff et al., 1993). Ainsi, au cours de 1’apoptose, il n’y pas fuite de substances
toxiques, les cellules environnantes ne sont pas affectées, il n’y a donc pas de réaction

inflammatoire (Afford & Randhawa, 2000).

Récemment, 1’équipe de Bredesen a décrit une autre forme de mort cellulaire programmée : la
paraptose (Sperandio et al., 2000). Ce processus n’impliquerait pas les mémes geénes ni les
mémes enzymes que 1’apoptose. Ce processus est présent chez certains micro-organismes,
comme les moisissures, incapables de mourir par apoptose. Il est possible que la paraptose
représente une des premicres voies de MCP qui se soit développée au cours de 1’évolution

(Wyllie & Golstein, 2001).

I1. Importance du processus apoptotique

L’apoptose est une des fonctions normales de I’organisme qui a pour but d’¢liminer les
cellules inutiles et/ou potentiellement dangereuses. Elle intervient dans les étapes du
développement au cours de I’embryogenése et 1’organogencse : formation de cavité,
¢limination de la peau entre les doigts ou d’autres structures devenues inutiles (Meier et al.,
2000). Au cours du développement du systéme nerveux central chez les vertébrés, en
moyenne 50% des neurones dégénérent au cours de la période périnatale. L’ampleur du
phénomeéne varie selon les différentes populations de neurones. Ce phénomeéne est en partie
controlé par des facteurs trophiques rétrogrades spécifiques, sécrétés au niveau des territoires
d’innervation. La survie des neurones dépendrait de leur capacité d’accéder a une quantité
suffisante de facteurs neurotrophiques: ceux qui recoivent suffisamment de facteurs
neurotrophiques survivent, les autres dégénerent (Raff, 1992). Il y a donc une sélection des
neurones bien connectés. L’apoptose par privation de facteurs trophiques est un processus qui
permet d’ajuster le nombre de neurones au nombre de cellules environnantes (Feldmann,

1999).
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DEFICIT DE L’APOPTOSE

EXCES D’APOPTOSE

Cancers :

Cancer mammaire
Cancer de la prostate
Cancer ovarien
Lymphome folliculaire
Leucémies

Syndrome lymphoprolifératif

Maladies neurodégénératives :
Alzheimer

Parkinson

Huntington

Sclérose latérale amyotrophique

Syndrome my¢lodysplasique

Athérosclérose

Maladies auto-immunes :

Lupus érythémateux disséminé

Infarctus du myocarde

Syndrome d’hyper-éosinophilie

Anémies aplasiques

Ischémies

Infections virales :

Infections virales :

Herpes Virus SIDA

Poxvirus Hépatites Bet C...
Adénovirus...

Ostéoporose Troubles hépatiques

Colite ulcérative

Troubles du développement

Troubles du développement

Tableau 1 : Exemples de situations pathologiques ou I’apoptose est

impliquée.
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Chez la femme, I’apoptose est impliquée dans I’involution des seins apres le sevrage (Strange
et al., 2001) ou dans la régression de I’endométre utérin au cours des menstruations (Vinatier
etal., 2001).

L’ apoptose assure ¢galement le remodelage et le maintien de ’homéostasie des tissus, c’est a
dire la conservation du nombre et de la qualit¢ des cellules qui les constituent (Evan &
Littlewood, 1998). A tout moment alors que des milliers de cellules se divisent dans notre
organisme, un grand nombre de cellules entament un processus d’autodestruction. L.’apoptose
s’avere essentielle dans 1’¢élimination des cellules superflues, mutées, ectopiques, sénescentes,
infectées ou endommagées.

Enfin, ’apoptose est essentielle a la régulation de la réponse immunitaire. Tout d’abord, les
cellules immunitaires proliféerent pour lutter contre un agent étranger. Celui-ci, une fois
¢liminé, une grande partie de ces cellules est détruite afin d’éviter un emballement de la
réponse immunitaire qui pourrait causer de graves dommages a I’organisme (Ekert & Vaux,

1997 ; Feldmann, 1999 ; Krammer, 2000).

La mort cellulaire programmeée est aussi observée dans des situations pathologiques. Un
déficit ou exces d’apoptose sont associés a diverses maladies, chez I’homme (Tableau 1), les
animaux mais également chez les plantes.

Le déficit de I’apoptose est fréquemment associ¢ au développement de maladies auto-
immunes et lymphoprolifératives (Neurath et al., 2001 ; Rich et al., 1999), aux phénomenes
de carcinogenése (Agnantis & Goussia, 1999) ou aux infections virales pendant lesquelles les
virus mettent en place des systémes d’inhibition d’apoptose afin d’envahir I’h6te (Saikumar et
al., 1999).

L’exces d’apoptose intervient dans les anomalies congénitales du développement, dans
certaines maladies neurodégénératives (Barinaga, 1998) ou dans certaines pathologies
provoquées par des infections virales. Par exemple, au cours du SIDA, le VIH est capable

d’induire I’apoptose des lymphocytes CD4" (Ameisen, 1994 ; Saikumar et al., 1999).
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I11. Les modifications cellulaires caractéristiques induites par I’apoptose

En 1972, Kerr, Wyllie et Currie montrent que des cellules en train de mourir par apoptose,
développent des modifications morphologiques et biochimiques caractéristiques différentes de
celles observées chez les cellules entrant en nécrose. Depuis, d’autres critéres discriminant
sont venus s’ajouter a ceux décrits par Kerr, Wyllie et Currie. Les principales différences sont

résumeées dans le Tableau 2.

I11.1. Les modifications du cytoplasme
L’apoptose est caractérisée par une forte diminution du volume cellulaire, avec une
importante condensation du cytoplasme. Cette réduction résulte d’une perte d’eau et
d’électrolytes (Yu et al., 1997) conséquence de I’inhibition du co-transporteur Na'/K"/CI. La
condensation cytoplasmique est associée a une désorganisation du cytosquelette qui se
manifeste par ’apparition de bourgeons membranaires appelées «blebbs». L’activation
d’aspartate protéases a cystéine, de la famille des caspases, est un des facteurs susceptibles
d’intervenir dans la désorganisation du cytosquelette suite au clivage de molécules telles que
I’actine, la gelsodine, la fodrine et différentes formes inactives des autres caspases (Earnshaw
et al, 1999). Les transglutaminases, dont 1’activit¢ dépend du calcium, interviennent
¢galement dans la condensation du cytoplasme en catalysant la formation de ponts protéiques
entre les résidus lysine et glutamine, formant ainsi des complexes insolubles (Fesus et al.,
1987). A ce stade, dans le cytoplasme des cellules apoptotiques, il existe une structure rigide
constituée de protéines « transglutaminées ». La cellule apoptotique perd alors tout contact
avec les cellules voisines. La formation de bulles cytoplasmiques est probablement précédée
par I’apparition, a la périphérie de la cellule, d’un chapelet de vésicules issues de la

destructuration des membranes (Feldmann, 1999).

I11.2. Les modifications au niveau des organites intracellulaires
Contrairement a la nécrose, I’apoptose ne s’accompagne généralement pas de la destruction
des organites intracellulaires. Cependant, dans certaines conditions expérimentales, les
mitochondries peuvent étre précocement lésées aprés, par exemple, une stimulation du
récepteur TNF-R1 « Tumor Necrosis Factor-Receptor » par le TNFa « Tumor Necrosis
Factor alpha » (Angermiiller et al., 1998). Dans la cellule en apoptose on observe une
relocalisation des organites cytoplasmiques : les mitochondries intactes se regroupent autour

du noyau alors que dans certaines cellules comme 1’hépatocyte, le réticulum endoplasmique
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semble se déplacer vers la périphérie de la cellule. Les ribosomes sont toujours présents a la
surface du réticulum endoplasmique méme quand des portions de celui-ci se retrouvent dans
des bulles cytoplasmiques (Feldmann, 1999). Une chute tardive du potentiel mitochondrial
membranaire est aussi observée : la mitochondrie joue un réle important dans 1’apoptose
contrairement a la nécrose. Une des hypothéses justifiant le maintien de Dintégrité
membranaire mitochondriale, au moins dans les stades précoces, a été émise dans les travaux
de I’équipe de Nicotera qui ont démontré que la survenue de 1’apoptose était dépendante de la
conservation du « pool » d’ATP cellulaire (Leist et al., 1997). La mitochondrie intervient de
facon primordiale dans 1’apoptose et son role sera développé dans le chapitre « La voie

mitochondriale ».

I11.3. Les modifications nucléaires

Le nucléole se transforme en un amas granuleux homogene. La diminution du volume
nucléaire est liée a une condensation de la chromatine autour de la membrane nucléaire. La
margination chromatinienne est suivie d’une pycnose chromatinienne (Earnshaw, 1995). La
chromatine n’est plus localisée a la périphérie du noyau, mais elle se condense en de
volumineux agrégats occupant une grande partie de la matrice nucléaire et forme un large
croissant ou un anneau dense parfois complet. Les mécanismes de cette condensation sont
encore peu connus (Stuppia et al., 1996).

Au cours de la condensation chromatinienne, I’ADN est tout d’abord fragmenté en
découpage grossier de fragments de 300 Kpb et de 50 Kpb (Oberhammer et al., 1993) puis en
oligonucléosomes de 180 a 200 pb et multiples. Cette fragmentation par des endonucléases
Ca**-Mg”" dépendantes est visualisée par électrophorése en gel d’agarose par un profil de
migration typique dit « en échelle » ou « DNA ladder » par opposition au profil diffus obtenu
dans le cas d’une nécrose (Wyllie, 1980). Toutefois il apparait que dans certaines formes
d’apoptose, cette fragmentation internucléosomale de I’ADN est remplacée par une
fragmentation dite de haut poids moléculaire (Kaufmann et al., 2000).

De plus, il peut se produire des modifications de la membrane nucléaire qui se sépare des

agrégats chromatiniens avant la fragmentation du noyau (Earnshaw, 1995).
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I11.4. Les modifications de la membrane plasmique

La cellule en apoptose perd le contact avec ses cellules voisines et/ou la matrice
extracellulaire. Il est probable que ces phénomenes s’accompagnent d’altérations des
jonctions, en particulier au niveau des desmosomes et des protéines d’adhésion se trouvant au
niveau des membranes. Cette hypothése a été confirmée par le role prédominant des
intégrines dans 1’apoptose (Meredith & Schwartz, 1997).

Une des premiéres modifications caractéristiques de 1’apoptose est I’inversion de polarité de
la membrane plasmique. Le changement de polarit¢ membranaire correspond a la
translocation des résidus phosphatidylsérines du feuillet interne vers le feuillet externe de la
bicouche phospholipidique (Savill & Fadok, 2000). Cette exposition de résidus
phosphatidylsérines est essentielle pour 1’élimination des corps apoptotiques. A 1’étape finale
de I’apoptose, des bourgeons a la surface de la cellule apoptotique s’individualisent et forment
des corps apoptotiques. Ces corps apoptotiques seront alors reconnus et digérés par les
macrophages (phagocytes primaires) ou par les cellules environnantes (phagocytes
secondaires). Les mécanismes dirigeant 1’¢limination des corps apoptotiques par les
phagocytes font intervenir un certain nombre de molécules. Les résidus phosphatidylsérines
contribuent efficacement a la reconnaissance et a la phagocytose des corps apoptotiques par
les macrophages via, par exemple, leur liaison a la thrombospondine. Ainsi, tout déversement
du contenu cellulaire dans le milieu environnant et tout dommage pouvant en résulter sont
¢évités. La réaction inflammatoire, présente au cours du processus nécrotique, est donc absente
du processus apoptotique. In vitro, en I’absence de phagocytose, les corps apoptotiques

finissent par éclater, on parle alors de nécrose secondaire.
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IV. Mécanismes de I’apoptose

Les cascades de signaux moléculaires conduisant a 1’apoptose constituent des programmes
performants, présents dans la plupart des types cellulaires. Ces programmes apoptotiques
peuvent étre initiés par une variété de signaux intra- ou extracellulaires qui déclenchent une
voie d’apoptose particulicre.

L’activation de la voie de transduction du signal pro-apoptotique dépend du type cellulaire et
d’¢éléments sub-cellulaires cibles de chaque stress. Les différentes voies de transduction en
amont convergent toujours vers une voie finale effectrice commune de la mort cellulaire
(Thompson, 1995).

L’apoptose peut étre considérée comme un processus en trois phases (Figure 1) :

e la phase d’initiation ou de signalisation se caractérise par des modifications
biochimiques. Cette phase est réversible. A ce stade, les modifications morphologiques ne
sont pas encore visibles. Les événements biochimiques de cette premicre phase dépendent de
la nature, potentiellement trés hétérogene, des stimuli. Ces derniers peuvent étre physiques
(pression, micro-ondes, rayonnement X ou UV...), chimiques (étoposide, cisplatine,
camptothécine, staurosporine...) ou encore biologiques (ligands des récepteurs membranaires
impliqués dans la mort cellulaire, privation de facteurs trophiques, infection par des bactéries
ou des virus...). De multiples modifications physico-chimiques et/ou génétiques caractérisent
cette phase. Des régulateurs de 1’expression génique comme le facteur de transcription NF-«B
(« Nuclear Factor-Kappa B »), de la prolifération cellulaire, comme 1’oncoprotéine c-myc,
ainsi que des récepteurs membranaires de mort ou encore des molécules impliquées dans le

maintien de 1’intégrité du génome (suppresseur de tumeur p53) vont jouer un réle important

(Rich et al., 2000).

¢ la phase de régulation ou de décision est commune a tous les types d’apoptose.
Apres intégration du signal initiateur, en fonction de son métabolisme interne et de son état de
développement, la cellule « décide » d’entrer ou non apoptose. Le signal initiateur peut alors
étre converti en programme 1étal. Le controle est effectué, entre autre, par les mitochondries et

les geénes pro- et anti-apoptotiques.

e la phase d’exécution ou de dégradation est irréversible. Elle se distingue par
I’activation d’hydrolases cataboliques comme les nucléases et les caspases, protéases a

cystéine. Elles sont activées et contrdlées par les mitochondries ainsi que par les génes pro- et
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anti-apoptotiques. Ces enzymes désassemblent de fagon ordonnée les structures sub-
cellulaires, entrainant les changements biochimiques et morphologiques du stade final de

I’apoptose qui se traduisent par une destruction cellulaire.

IV.1. La phase d’initiation

Des signaux de survie venant de I’environnement cellulaire et des « détecteurs » de I'intégrité
cellulaire controlent normalement la machinerie cellulaire de 1’apoptose. Dans certaines
conditions ou la cellule perd ses contacts avec son entourage ou en cas d’anomalies
intracellulaires irréparables, la cellule entre en apoptose. Cependant, une cellule qui regoit
simultanément des signaux contradictoires favorisant et diminuant son cycle de division, peut
aussi entrer en apoptose (Evan & Littlewood, 1998).

Sur le plan biochimique, il existe deux voies principales conduisant a 1’apoptose : la voie des
récepteurs de mort déclenchée par des signaux extracellulaires appelée voie extrinséque et la
voie mitochondriale, induite par des signaux internes, comme le stress intracellulaire ou la

perturbation métabolique, appelée voie intrinséque.

IV.1.1. Les récepteurs de mort cellulaire

Certains récepteurs sont capables de transmettre des signaux apoptotiques lorsqu’ils ont lié
leur ligand. On parle alors de récepteurs de mort. Ils ont des structures analogues permettant
de les regrouper dans une seule et méme famille, celle des récepteurs au TNF ou « TNF-R
family » (Nagata, 1997).

Les membres de la famille du TNF-R sont des protéines transmembranaires dont 1’extrémité
N-terminale est orientée vers le milieu extracellulaire (Nagata, 1997). Chacune de ces
protéines contient un domaine extracellulaire renfermant deux a six régions riches en acide
aminé cystéine, qui permet la liaison au ligand (Smith et al., 1994). Dans leur partie
intracellulaire, les récepteurs de mort possédent une région conservée appelée domaine de
mort cellulaire (DD, « Death Domain ») (Smith et al., 1994 ; Nagata, 1997). Ce domaine de

mort rend le récepteur capable d’activer la machinerie apoptotique.
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Les TNF-R peuvent promouvoir, selon le contexte cellulaire, soit la survie soit la mort :
< exemples de récepteurs impliqués dans la survie cellulaire :
e (D27 (Camerini et al., 1991),
e CD30 (Durkop et al., 1992),
e (D40 (Stamenkovic et al., 1989),
e TNF-R2 (Smith et al., 1990)
o p75NGFR (Jonhson et al., 1986) etc....
s exemples de récepteurs impliqués dans la mort cellulaire : (Ashkenazi & Dicxit,
1998)
e Fas ou CD95 ou Apo-1,
e TNF-R1 ou p55 ou CD120a,
e DR3 (pour « Death Receptor 3 ») ou Apo3 ou WSL-1 ou TRAMP ou
LARD,
e DR4,
e DRS ou Apo2 ou TRAIL-R2 ou TRICK 2 ou KILLER,
e DRG6 (Panetal., 1998).
Le récepteur Fas est exprimé dans de nombreux types cellulaires ou tissus : les hépatocytes, le
ceeur, le rein et surtout dans les thymocytes et les cellules T activées (Nagata, 1999). Le
couple FasL/Fas a fait ’objet de nombreuses études qui ont permis de révéler les rdles
physiologiques et pathologiques du processus de mort cellulaire apoptotique dans le maintien
de ’homéostasie du systéme immunitaire (Nagata, 1999).
En plus de leur capacité a provoquer I’apoptose DR3 et TNF-R1 ont également la particularité
commune d’activer NF-kB qui a un role anti-apoptotique en agissant sur la régulation de
genes (Marsters et al., 1996).
La mort induite par les récepteurs de la famille du TNF-R conduit a I’activation des caspases

et en est dépendante (Longthorne & Williams, 1997).
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I’apoptose (Roy & Nicholson, 2000).
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IV.1.2. Les ligands des récepteurs de mort

Ces ligands appartiennent a la méme famille de cytokines que le TNF-o. qui comprend une
quinzaine de membres : (Ashkenazi & Dixit, 1998)

e TNF-a se lie au TNF-R1,

o FasL («Fas Ligand») se lie au Fas, ou CD95L,

e Apo3L (Apo3 Ligand) ou TWEAK se lie au DR3,

e Apo2L (Apo2 Ligand) ou TRAIL se lie au DR5. Apo2L semble avoir
une activité anticancéreuse sans étre toxique sur les tissus normaux, contrairement a FasL ou
a TNF (Ashkenazi et al., 1999). FasL est surtout exprimé dans les lymphocytes T activés. Ces
ligands ont la particularité de présenter tous des similitudes de structure (Smith et al., 1994) et
sont en grande majorité des protéines transmembranaires dont I’extrémité C-terminale est
orientée vers le milieu extracellulaire (Nagata, 1997). Certaines de ces protéines, telles que

FasL et TNF, existent également sous une forme soluble.

IV.1.3. Induction de I’apoptose par les récepteurs de mort ou voie

extrinséque (Figure 2)

Le ligand du récepteur Fas (FasL) existe sous forme homotrimérique (Smith et al., 1994). La
stimulation du récepteur Fas par FasL ou par un anticorps anti-Fas, induit son
homotrimérisation. Cette agrégation du récepteur modifie la conformation des domaines de
mort (DD, « Death Domain ») qui vont s’associer les uns les autres et peuvent alors recruter
un certain nombre de protéines impliquées dans la transduction du signal apoptotique dont la
protéine adaptatrice FADD «Fas Associated Death Domain protein» (Figure 3). FADD se lie
par ’intermédiaire de son propre DD aux domaines de mort groupés du récepteur Fas (Boldin
et al., 1995). La protéine FADD contient également un domaine effecteur de mort, DED
«Death Effector Domain» qui peut recruter les procaspases-8 et -10 au niveau de leur DED
analogue (Figure 3), répété en tandem, et ainsi les activer (Boldin et al., 1996). Apres sa
liaison @ FADD, la caspase-8 s’oligomérise et cette oligomérisation conduit a son activation
par auto-clivage (Muzio et al., 1998). L’activation de la caspase-8 va ensuite initier « la
cascade des caspases » en activant d’autres caspases dont la caspase-3. La formation du
complexe de mort (Fas, FADD et caspase-8) peut-étre inhibée par Bcl-2 (Kawahara et al.,
1998).
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Dans le cas du TNF-RI1, c’est une autre protéine adaptatrice, TRADD « TNF-Receptor
Associated Death Domain protein » qui est recrutée apres fixation du ligand. TRADD possede
aussi un domaine DD qui peut s’associer a FADD ou a la protéine kinase RIP « Receptor
Interacting Protein ». Dans ce dernier cas, la procaspase-2 s’associe alors par I’intermédiaire
de son domaine CARD (« Caspase Recruitment Domain ») au domaine CARD de la protéine
RAIDD (« RIPK1 Domain containing Adapter with DD ») qui interagit avec RIP; ces
différentes interactions aboutissent également a 1’activation en cascade d’autres caspases
(Figure 3). La protéine RIP intervient également dans une signalisation de survie générée par
TNF-R1 via I’activation du facteur NF-«xB.

Les récepteurs de mort TNF-R1 et DR3 ont le méme mode de transduction du signal que Fas
(interactions protéine-protéine). Alors que DR3 est constitutivement exprimé dans beaucoup
de tissus, TNF-R1 est synthétisé par les cellules T activées et les macrophages en réponse a
une infection. La liaison du TNF a son récepteur peut aussi bien conduire a I'activation des
facteurs de transcription NF-kB et AP-1 (anti-apoptotiques) qu'a I'apoptose (Hsu et al., 1995).
Le récepteur Fas et son ligand FasL sont surtout impliqués dans la réponse immunitaire a
médiation cellulaire. Le couple Fas/FasL, au méme titre que la paire granzyme B / perforine
joue un role trés important dans la cytotoxicité des lymphocytes T. Ces deux mécanismes
cooperent pour permettre 1’élimination de la cellule cible par un processus d’apoptose
(Golstein et al., 1991). Dans le cas du couple granzyme B / perforine, le granzyme B (GrB)
pénetre a ’intérieur de la cellule cible ou il clive et active les caspases, notamment la
procaspase-8 et par voie de conséquence, induit I’apoptose (Heusel et al., 1994 ; Medema et
al., 1997).

La libération du GrB par les lymphocytes cytotoxiques et sa pénétration a ’intérieur de la

cellule cible dépendent de la formation d’un canal qui est assurée par la perforine (Figure 4).

35



CORsC0%SL-mediated Parfarin-mediated

CTL Talmt cell CTL

Caspase-g E@
Ef “— @
e

g

Apoptosis

CDosL /”

~ I

Figure 4 : Comparaison entre les systemes CD95/CD95L (Fas/FasL) et
GranzymeB/Perforine (Krammer 2000).
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IV.1.4. Induction de I’apoptose par la mitochondrie ou voie intrinséque

(Figure 2)

La principale fonction de la mitochondrie était jusqu’alors limitée a la production d’énergie
via la chaine respiratoire. Cependant, il a été démontré, au cours de ces derniéres années, que
la mitochondrie est aussi un organite clé dans I’induction et le controle de 1’apoptose.
Plusieurs auteurs ont montré que la mitochondrie constitue le point commun d’intégration de
la plupart des voies d’initiation de I’apoptose (Petit et al., 1997 ; Susin et al., 1998 ; Kroemer
& Reed, 2000).
Dans un grand nombre de modeles cellulaires d’induction de 1’apoptose, la premiére
perturbation cellulaire détectable est la chute du potentiel mitochondrial membranaire (Aym),
avant les modifications nucléaires et/ou les modifications de la membrane plasmique.
L’intégrité mitochondriale dépend en partie du maintien du gradient électrique Aym dont la
chute intervient précocement et marque un point de non retour dans la cascade apoptotique
(Petit et al., 1997). Cette chute fait intervenir les pores de transition de perméabilité ou PTP,
« Permeability Transition Pores ».
Le PTP est un mégacanal oligoprotéique constitué, au niveau de la membrane externe par la
porine (ou VDAC : « Voltage Dependent Anion Channel »), au niveau de la membrane
interne par I’ANT (« Adenine Nucleotide Translocator ») et d’une protéine matricielle la
cyclophiline D (Kroemer & Reed, 2000). L’ouverture de ces pores entrainent entre autre, dans
le processus apoptotique, 1’augmentation de la concentration du calcium cytosolique,
I’oxydation du glutathion, la surproduction d’anions superoxydes et le relargage de molécules
apoptogenes situés dans 1’espace intermembranaire :
- Smac/DIABLO, « Second mitochondria-derived activator of caspase / direct IAP
binding protein with low pl», favorise 1’apoptose en liant les protéines IAPs,
(« Inhibitor of Apoptosis Proteins ») empéchant ainsi leur activité inhibitrice sur les
caspases (Du et al., 2000 ; Verhagen et al., 2000).
- le facteur AIF « Apoptosis Inducing Factor ». Apres libération, il est acheminé vers
le noyau.
- le cytochrome ¢ qui va ensuite interagir avec tout un ensemble de protéines pour

former 1’apoptosome (Figure 5).
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Néanmoins le processus de relargage du cytochrome c, ainsi que sa cinétique de libération
reste aujourd’hui encore sujet a débat. Il a ét¢ montré que les membres pro-apoptotiques Bax
ou Bak ajoutés a des mitochondries isolées, peuvent induire la perte de potentiel
mitochondrial membranaire Aym, ainsi que la fuite de cytochrome ¢ (Adams & Cory, 1998 ;
Gross et al., 1999 ; Antonsson & Martinou, 2000), et pourraient étre régulées par le PTP.
Deux hypothéses ont été alors proposées :

- Bax ou Bak induisent un changement conformationnel du canal VDAC,
le pore ainsi transformé permettrait le passage des différentes molécules
apoptogenes,

- Bax ou Bak interagissent directement (par association) avec le canal
VDAC et ainsi agrandissent le pore.

L’équipe de Doug Green a démontré que la libération du cytochrome c se faisait en une seule
fois (Goldstein et al., 2000). La mitochondrie intégre alors les différents signaux pro-
apoptotique et une fois le seuil atteint, la totalité du cytochrome c est relarguée, bien que, les
mitochondries d’une méme cellule ne répondent pas toutes en méme temps.

Ces auteurs ont alors identifi¢ un complexe multiprotéique indispensable a la maturation et a
I’activation de la caspase-9. Ce complexe est composé de trois sous-unités Apaf-1, Apaf-2 (le
cytochrome c) et Apaf-3 (la procaspase-9) (« Apoptosis Protein Activating Factor ») (Li et al.,
1997). Le facteur Apaf-1 contient a son extrémité N-terminale un domaine CARD, impliqué
dans les interactions protéines — protéines avec les caspases. Ce domaine est suivi d’une
région qui posséde un site de fixation nucléotidique et des répétitions dites « WD », connues
pour intervenir dans les interactions « protéines — protéines » des protéines régulatrices.
L’action d’Apaf-1 requiert absolument la présence du cytochrome ¢ et de dATP qui vont
permettre un changement de conformation d’Apaf-1 nécessaire a la liaison du cytochrome c
libéré par la mitochondrie (Li et al., 1997 ; Zou et al., 1997). Ce pré-complexe peut alors
recruter la procaspase-9 et convertir le précurseur en enzyme mature active. Ce complexe

multimoléculaire est appelé apoptosome (Zou et al., 1999) (Figure 5).
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IV.2. Phase de régulation

IV.2.1. L’apoptose : un processus génétiquement controlé

Nos connaissances actuelles sur les mécanismes biochimiques de I’apoptose, proviennent de
I’étude d’un petit ver nématode : le Caenorhabditis elegans (C. elegans). Au cours de son
développement embryonnaire, 131 des 1090 cellules somatiques qui le constituent, soit un
peu plus de 15%, vont s’autodétruire par apoptose et étre ingérées par les cellules
environnantes (Horvitz, 1999).
L’existence d’informations génétiques impliquées dans le contréle de I’apoptose a été
apportée par les études fondamentales menées par le groupe d’Horvitz, sur des mutants de ce
nématode. Onze genes sont impliqués dans la régulation de ce processus chez C. elegans.
Parmi ces geénes, 4 ont été identifiés comme des régulateurs clé¢ de I’apoptose dans toutes les
cellules somatiques du nématode, il s’agit de ced-3, ced-4, ced-9 (« Caenorhabditis elegans
death genes ») et egl-1 :

e ced-3 code pour une protéine Ced-3 qui est une cystéine protéase a

substrat aspartate ou caspase, synthétisée sous la forme d’un précurseur

inactif,

e ced-4 code une protéine Ced-4 qui en se fixant au précurseur inactif

Ced-3, favorise la maturation et la libération de la protéine Ced-3 active,

e ced-9 code une protéine Ced-9 qui séquestre Ced-4, empéchant ainsi

I’activation de Ced-3,

e ¢gl-1 code une protéine Egl-1 qui en se fixant a Ced-9 empéche la

séquestration de Ced-4 par Ced-9 et ainsi favorise I’activation de Ced-3.
Une mutation entrainant une perte de fonction au niveau d’un des trois genes ced-3, ced-4 ou
egl-1, provoque la survie des 131 cellules programmées pour mourir au cours du
développement embryonnaire du nématode (Hengartner & Horvitz, 1994 ; Horvitz et al.,
1994). De méme une mutation entralnant une augmentation de 1’activité du géne ced-9
provoque la survie des 131 cellules condamnées & mourir ; a I’inverse une mutation entrainant
une perte d’activité du géne ced-9 provoque une mort cellulaire massive (Hengartner et al.,

1992 ; Meier et al., 2000).
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Les autres geénes ced du nématode C. elegans sont impliqués dans la régulation du processus
apoptotique. Ainsi, les génes ced-6 et ced-7 interviennent dans la digestion des cellules
apoptotiques et controlent I’expression de certaines protéines membranaires permettant
I’adhésion intercellulaire des macrophages, qui participent a 1’¢élimination des cellules
apoptotiques par phagocytose (Liu & Hengartner, 1998 ; Wu & Horvitz, 1998).
Le clonage de ces différents génes a révélé que du nématode aux vertébrés, en passant par la
drosophile ou la souris, la structure des différentes grandes familles de protéines impliquées
dans I’apoptose étaient conservées :

e (Ced-3 est I’homologue de 1I’enzyme de conversion de I’interleukinelf3

ou ICE : « IL-1P Converting Enzyme », aussi appelée caspase-1,

e (Ced-4 présente des homologies avec la protéine Apaf-1,

e (Ced-9 est homologue a la protéine anti-apoptotique Bcl-2,

e Egl-1 présente des homologies avec la protéine Bax.

IV.2.2. Les membres de la famille Bcl-2 (Figure 6)

Bcl-2 est une protéine proto-oncogene retrouvée dans la plupart des lymphomes folliculaires
de type B (Tsujimoto & Croce, 1986). Depuis, plusieurs homologues ont été découverts et
constituent la famille Bcl-2.
Cette famille est divisée en trois groupes basés sur les similitudes structurelles et des criteres
fonctionnels :
e les membres du groupe I, tels que Bcl-2, Bel-xi..., sont caractérisés
généralement par quatre courts domaines conservés BH;-BH,-BH3;-BH4
(BH : «Bcl-2 Homology»). Ils présentent des activités anti-apoptotiques.
e les membres du groupe II, tels que Bax, Bad, Bak ont des activités pro-
apoptotiques et une structure trés proche des membres du groupe I, mais ils
ne possedent pas le domaine BH4 N-terminal.
e les membres du groupe III, tels que Bid ont tous une activité pro-
apoptotique, mais ils ne posseédent que le domaine BH3, soit environ 12-16

acides aminés.
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La plupart des membres de la famille Bcl-2 possédent un domaine C-terminal hydrophobe,
qui leur permet de s’ancrer au niveau des feuillets externes des membranes de la
mitochondrie, du réticulum endoplasmique ou du noyau (Akao et al., 1994). Toutefois
certains membres, comme Bad et Bid qui ne possédent pas cette région, se retrouvent dans le
cytosol mais peuvent migrer et s’associer, par leur domaine BH3, aux membres présents a la
surface des différents organites.

Bcel-xp, Bel-2 et Bax peuvent former des pores dans des organites tels que la mitochondrie
(Muchmore et al., 1996). Ce sont des canaux ioniques qui modifient la perméabilité
membranaire de certains ions. Par exemple, Bcl-2 forme un canal a cations monovalents
(comme K" et Na"), tandis que Bax est plutdt spécifique des anions (Schlesinger et al., 1997).
De plus, Bcl-2 est capable d’inhiber la formation des pores par Bax (Adams & Cory, 1998 ;
Reed et al., 1998).

Les pores formés par Bax dans le feuillet externe mitochondrial interviendraient dans la fuite
du cytochrome c vers le cytosol et les phénomeénes apoptotiques en découlant.

La régulation de I’activité¢ des membres de la famille Bcl-2 s’effectue soit par dimérisation,
soit par phosphorylation.

Les membres de la famille Bcl-2 ont la capacité de former des homo- ou des hétérodimeres.
Cette propriété explique la fonction des membres de la famille Bel-2. Bel-2 ou Bel-x;, forment
des homodimeéres par interaction de leurs domaines BH; et BH,. Bax ou Bak interagissent
avec Bcl-2 ou Bcel-xg, par I’intermédiaire de leur domaine BHj; (Zha, H. et al., 1996 ; Sattler et
al., 1997 ; Simonen et al., 1997). Les homodimeéres Bcl-2 ou Bcel-xp. sont anti-apoptotiques, les
hétérodimeres sont pro-apoptotiques. Ainsi, la survie cellulaire dépendrait de la proportion
des dimeres pro et anti-apoptotiques formés (Sedlak et al., 1995), donc des taux relatifs de
transcription des génes bax et bcl-2.

Bad ou Bid ne peuvent pas former d’homodimeéres parce qu’ils ne possédent pas de domaines
BH, et BH,. Toutefois, ils peuvent s’associer avec les membres anti-apoptotiques par leur
domaine BHj3, empéchant 1’homodimérisation de ceux-ci. Bad et Bid ont donc un rdle pro-
apoptotique indirect. La quantité relative des différentes protéines de la famille Bcl-2 est donc
cruciale pour la régulation de leur activité. La quantité de protéines est modulée au niveau
transcriptionnel par certaines cytokines et par le géne suppresseur de tumeur p53. Cependant,

une régulation post-traductionnelle peut aussi avoir lieu (Rich et al., 2000).
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SEQUENCE PROTEINE
CASPASES | SYNONYMES | ESPECE CIBLE PRODOMAINE ADAPTATRICE
Humain YVADIX
Caspase-1 ICE Slj)uris YEVDIX Long
WEHD{X
ICH-I Humain DVADIX
Caspase-2 | NEDD2 Souris DEHDI X Long RAIDD
Caspase-3 CPP32/Yama Humain DEVDI{X Court
p Apopain Souris DMQDI X "
Caspase-4 IC’IP;: . Humain LEVDIX Lon
P 1CHA (W/L)EHD{ X g
[CE o I11
Caspase-5 Ty Humain (W/L)EHD{ X Long
Caspase-6 Mch2 Humqm VEHD{X Court
Souris
Mch3 Humain
Caspase-7 CMH-1 Souri DEVD{ X Court
ICE-LAP3 ours
Mch5 .
Caspase-8 FLICE }g;mfilsn I{];:El';]f)i})(( Long FADD
MACH "
Mch6 .
Caspase-9 ICE-LAP6 Humain LEHD{ X Long APAF-1
Mch4 .
Caspase-10 FLICE-2 Humain IEADV X Long FADD
Souris
Caspase-11 ICH-3 ‘(homologue Long
a la caspase-
47
Caspase-12 Souris Long
Caspase-13 ERICE Humain Long
Caspase-14 MI.CE Souris Court
Viz

Budihardjo et al., 1999 ; Reed, 2000).

Tableau 3 : Famille des Caspases (Rathmell & Thompson, 1999 ;

Seules les caspases identifiées chez les mammiféres sont représentées.
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Dans les cellules hématopoiétiques stimulées par I’interleukine-3 (I1-3), Bad est phosphorylée
(Bad-P) puis est séquestrée dans le cytosol. Elle ne peut plus s’associer a Bel-2 ou Bel-x. qui
vont exercer donc leur activité anti-apoptotique en formant des homodimeres.

En cas de privation d’Il-3, Bad, n’étant plus phosphorylée, forme des hétérodimeres avec Bcl-
2 ou Bcl-xp et bloque ainsi leur action (Zha, J. et al., 1996). La phosphorylation de Bad
empéche son activité pro-apoptotique.

Pour les membres anti-apoptotiques, il existe différentes phosphorylations qui augmentent ou
diminuent leur activité. Bcl-xp est inactivée par phosphorylation (Chang et al., 1997). Pour
Bcl-2, la phosphorylation peut étre activatrice ou inhibitrice en fonction du résidu

phosphorylé (Haldar et al., 1995).

IV.2.3. Régulation de la mitochondrie

La mitochondrie est principalement sous controle des membres de la famille Bcl-2 : Bax, Bcl-
2 ou Bcl-x sont capables d’interagir avec les protéines composant le PTP. De plus, il a été
montré que Bax interagissait avec VDAC (Narita et al., 1998 ; Shimizu et al., 1999) et ’ANT
(Shimizu et al., 1999).

De fait, Bax (ou Bak) favoriserait la chute du Aym et la sortie du cytochrome c, alors que
Bcl-2 ou Bcl-x;, assurerait le maintien des fonctions du PTP et empécherait le relargage du
cytochrome c, favorisant ainsi la survie cellulaire (Adams & Cory, 1998 ; Gross et al., 1999 ;
Antonsson & Martinou, 2000).

Bcl-2 et ses partenaires interviendraient soit en controlant I’ouverture des pores et donc la
libération des facteurs mitochondriaux, soit en séquestrant a la membrane mitochondriale
Apaf-1 empéchant ainsi I’activation des caspases. Ainsi la protéine Bcl-2 inhiberait I’apoptose
en retenant le pré-complexe Apaf-1/Caspase a la membrane mitochondriale. Inversement,
I’accumulation de Bax entrainerait la libération par la mitochondrie des facteurs
mitochondriaux, libérant et permettant la formation de 1’apoptosome qui a son tour activerait

les caspases et induirait I’apoptose (Hengartner, 2000).
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IV.3. Phase d’exécution

La plupart des modifications morphologiques observées dans les cellules apoptotiques
résultent de 1’activation des caspases. Les caspases sont hautement conservées au cours de
I’évolution, elles sont retrouvées chez les hommes, les mammiferes, ainsi que les insectes et

les nématodes (Budihardjo et al., 1999 ; Earnshaw et al., 1999).

IV.3.1. Nomenclature et structure (Tableau 3)

Les caspases sont des protéases a cystéine (le site catalytique de I’enzyme contient un résidu
cystéine) qui possedent une spécificité stricte de clivage de leurs substrats apreés un résidu
aspartate (Margolin et al., 1997). Les seules protéases eucaryotes connues avec cette
spécificité de clivage sont les caspases et le granzyme B. En 1996, Alnemri et coll. proposent
une nouvelle nomenclature qui regroupe les protéases a cystéine sous le nom de CASPASE
(Alnemri et al., 1996), ou « C » désigne le résidu cystéine du centre catalytique (QACxG) et
« ASPASE » définit la spécificité stricte de clivage des substrats de cette famille de protéases
apres un résidu acide aspartique (Figure 7). La protéine ICE, premicre caspase de mammifere
caractérisée, a donc été rebaptisée caspase-1 (Tableau 3). A ce jour plusieurs caspases ont été
identifiées : 13 chez ’Homme, 2 spécifiques a la souris, 1 chez C. elegans, 1 chez D.
melanogaster et 1 chez S. frugiperda (Earnshaw et al., 1999).

Les caspases sont synthétisées sous la forme d’un zymogene (pro-enzyme de 30 a 50 kDa).
Elles ont une structure trés conservée. Le prodomaine N-terminal (23 a 219 acides aminés, en
fonction de la caspase considérée) est directement suivi par les séquences codant la grande
sous-unité p20 (17-21 kDa, qui porte le centre catalytique) puis la petite sous-unité p10 (10-
14 kDa). Chez certaines procaspases ces sous-unités peuvent étre séparées par des domaines
« spacer » qui sont éliminés lors de la maturation de I’enzyme (Figure 7).

Le prodomaine N-terminal semble jouer un rdle dans les interactions « protéines-protéines »
et donc dans la régulation de I’activation de ces enzymes (Thornberry et al., 1997a).

Les caspases avec un prodomaine court (-3, -6, -7 et -14) sont actuellement regroupées sous le
nom de caspases effectrices. Elles sont activées par des caspases initiatrices, ayant un

prodomaine long (-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -11, -12 et -13) (Tableau 3).
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Figure 8 : Les différents mécanismes d’activation des caspases
(Hengartner, 2000).

(a) Clivage protéolytique par une caspase amont
(b) Activation de la procaspase-8

(¢) Activation de la procaspase-9.
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On distingue deux sortes de motifs au niveau des prodomaines : les DEDs et les CARDs. Le
motif DED est présent au niveau des prodomaines des caspases -8 et -10 et semble impliqué
dans les interactions avec les DED des molécules adaptatrices telles que FADD ou TRADD.
Le motif CARD est retrouvé au niveau des prodomaines des caspases-1, -2, -4 et -9 et semble
étre important dans les interactions entre les caspases et des molécules adaptatrices ou

régulatrices.

IV.3.2. Activation et régulation

La maturation de chaque précurseur de caspase en enzyme fonctionnelle, nécessite au moins
b

deux clivages, le premier entre le prodomaine et la grande sous-unité, le deuxiéme entre la

grande sous-unité et la petite sous-unité. Ces clivages se font toujours au niveau d’une liaison

Asp-X. A la suite d’une coupure entre la grande et la petite sous-unité, le prodomaine est

libéré (Figure 8). Chaque caspase active provient du clivage de 2 zymogénes et de

I’association des deux grandes sous-unités et des deux petites sous-unités, ce qui aboutit a une
b

enzyme tétramérique (p20,/p10,). Les caspases peuvent s’auto-activer et/ou étre activées par

d’autres caspases. Ainsi, une fois les caspases initiatrices activées, elles vont pouvoir cliver

d’autres caspases, notamment les caspases effectrices encore a I’état de zymogénes, ce qui

b

entraine un type d’activation en cascade, une régulation et une amplification du signal (Figure

8).

e régulation transcriptionnelle des caspases :
Bien que I’apoptose puisse étre déclenchée dans un grand nombre de cellules, méme en
absence de transcription ou de synthése protéique, la régulation de I’expression des génes de
procaspases reste cruciale sous certaines conditions. Les ARNm des procaspases sont
facilement détectables dans un grand nombre de types cellulaires mais en quantité variable
(Thornberry et al., 1997b). Ainsi, I’ARNm de la procaspase-3 est fortement exprimé dans des
cellules lymphoides et myéloides matures, alors qu’il ne 1’est que faiblement dans

I’épithélium mammaire et dans les neurones normaux (Krajewska et al., 1997).
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Figure 9 : Les différents types de clivage par les caspases effectrices sur les
substrats (Hengartner, 2000).
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e régulation par phosphorylation :
Des études sur des lignées leucémiques ont montré que les caspases peuvent Etre
phosphorylées in vivo et que cela diminue leur activité enzymatique in vitro (Martins et al.,
1998). Toutefois, la modulation des activités caspases phosphorylées in vivo reste a
démontrer. Au cours d’une autre étude, Cardone et coll. ont montré que la kinase Akt peut
phosphoryler la procaspase-9 humaine et ainsi inhiber son activation (Cardone et al., 1998).
Cependant, il a ét¢ montré que Akt ne phosphoryle pas les caspases effectrices (-3, -6, -7).
Ainsi, I’identification des kinases responsables de la phosphorylation des caspases effectrices,
et le role physiologique de cette modification post-traductionnelle nécessitent des études plus

approfondies.

IV.3.3. Substrats des caspases

Les caspases sont des enzymes extrémement sélectives, elles peuvent cliver les protéines
cibles & un ou plusieurs endroits dans leurs séquences primaires. Toutes les caspases
possédent un site actif a cystéine, qui reconnait un motif de 4 acides aminés (P4-P3-P2-P1)
au niveau des substrats, et les clivent toujours apres un résidu aspartate (P1). La spécificité de
reconnaissance et de clivage d’un substrat par une caspase donnée est déterminé par la nature
des 4 acides aminés au niveau du site de clivage (Thornberry et al., 1997b). Dans la plupart
des cas, le clivage induit par les caspases inactive la protéine cible. Mais le clivage par les
caspases peut aussi activer le substrat cible, soit directement en éliminant un domaine
régulateur négatif, soit indirectement en inactivant une sous unité régulatrice (Figure 9).

Récemment, des études menées en parallele par deux équipes de chercheurs ont permis de
comprendre le mécanisme d’activation de la nucléase responsable des « ladder d’ADN »,
décrits pour la premiére fois par Wyllie (Wyllie, 1980). Cette nucléase va couper I’ADN
génomique entre les nucléosomes, générant ainsi des fragments d’ADN d’environ 180-200 pb
(et multiple) donnant aprés migration sur gel d’agarose un profil en échelle ou «ladder». Ce
sont les groupes de X. Wang (Liu et al., 1998) et S. Nagata (Enari et al., 1998 ; Sakahira et al.,
1998) qui ont montré que cette enzyme connue sous le nom de DFF («kDNA Fragmentation
Factor») ou CAD («Caspase-Activated DNase»), était présente au niveau des cellules sous la
forme d’un complexe inactif, associée a sa sous unité inhibitrice nommée ICAD («Inhibitor of
Caspase-Activated DNase») (Nagata, 2000). Le clivage de la sous unité inhibitrice I[CAD par
la caspase-3 aboutit a la libération et a 1’activation de la sous unité catalytique CAD (Liu et

al., 1998 ; Enari et al., 1998 ; Sakahira et al., 1998).
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Le clivage d’autres substrats spécifiques par des caspases explique aussi plusieurs autres traits
caractéristiques de I’apoptose. Par exemple le clivage des lamines nucléaires est responsable
du rétrécissement et du bourgeonnement cellulaire (Rao et al., 1996 ; Buendia et al., 1999). La
perte de la forme générale de la cellule est aussi probablement due au clivage de protéines du
cytosquelette comme la fodrine et la gelsoline (Kothakota et al., 1997). De méme le clivage
de PAK-2 (« P21 Activated Kinase-2», un membre de la famille des kinases activées par la
protéine p21 ras) par les caspases semble étre responsable du bourgeonnement observé dans
les cellules apoptotiques (Rudel & Bokoch, 1997). Dans ce dernier cas, le clivage entre la
sous-unité inhibitrice et la sous-unité catalytique entraine 1’activation constitutive de PAK?2.

Une centaine d’autres substrats des caspases ont été rapportés ces dernieres années : il
s’agit de protéines cytoplasmiques ou nucléaires, de protéines impliquées dans le métabolisme
et la réparation de I’ADN et des protéines kinases. De plus, des protéines de régulation de
I’apoptose et des protéines impliquées dans la transduction du signal, dans 1’expression de
genes, dans la régulation du cycle cellulaire ou dans la prolifération sont également des
substrats des caspases mais cette liste n’est pas exhaustive (Earnshaw et al., 1999 ; Nicholson,

1999).

IV.3.4. Inhibiteurs des caspases

A ce jour de nombreuses protéines virales, animales et végétales (Thatte et al., 2000), ont
été décrites comme ayant une activité inhibitrice de I’apoptose. Nous avons déja parlé des
membres de la famille Bcl-2 et de leur role dans D’inhibition de 1’apoptose. Dans ce
paragraphe nous développerons les inhibiteurs de synthése ainsi que les inhibiteurs cellulaires

naturels, les inhibiteurs viraux seront abordés dans le chapitre qui suit.

Les inhibiteurs de caspases de synthése, disponibles actuellement sont issus de la découverte
et de la connaissance des substrats naturels des caspases.

Les études portant sur la spécificité des caspases indiquent qu’il existe deux propriétés tres
conservées pour ces enzymes : un acide aspartique en position P1, et la présence de 4 résidus
d’acides aminés en amont du site de clivage. En déterminant les séquences tétrapeptidiques
reconnues pour une caspase considérée, il a été alors possible de déterminer des séquences
consensus et construire des substrats de synthése pour étudier I’activation d’une caspase
donnée. De petite taille, les peptides synthétiques miment les sites de clivage des caspases.

Pour identifier ou découvrir de nouvelles protéases, divers essais ont utilis¢ de nouveaux
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substrats peptidiques de synthése qui ont été construits pour s'adapter spécifiquement aux sites
actifs de I’enzyme. Ces substrats ont généralement une structure de type Ac-XXXD-AMC, et
en fonction de leur séquence ils sont efficacement reconnus et clivés par une caspase
déterminée. Par exemple, la séquence -LEHD- est reconnue par la caspase-9, tandis que la
séquence —IETD- est reconnue par la caspase-8. Mais certaines séquences ont des spécificités
plus ou moins grandes en fonction des activités caspases considérées. Le substrat le plus
utilisé est le Ac-DEVD-AMC, actuellement décrit comme spécifique de la caspase-3. La
séquence -DEVD- est issue des recherches faites sur la PARP (« Poly-ADP-Ribose
Polymerase ») et la DNA-PK (« DNA-Protein Kinase ») qui sont toutes deux des substrats de
la caspase-3 (Thornberry et al., 2000). Cependant, il semblerait que la séquence DEVD ne soit
pas uniquement reconnue par la caspase-3. C’est pourquoi cette séquence est parfois décrite
comme spécifique des caspases « caspase-3 like », la caspase-3 étant la plus affine (Stennicke
& Salvesen, 2000).
Les substrats contiennent aussi :
-en N-terminal un groupement « bloquant» qui empéche la digestion par les
aminopeptidases. Les groupements « bloquant » sont z (benzoxycarbonyl-) ou Ac
(acétyl-).
-en C-terminal un groupement « rapporteur », adjacent au peptide P1 qui est libéré
aprés clivage par la protéase active. Les groupements rapporteurs les plus
fréquemment utilisés sont le 7-amino-4-methylcoumarin (AMC, Aex 380 nm Ay, 460
nm) ou le 7-amino-4-trifluoromethylcoumarin (AFC, Ae 405 nm Agy 500 nm) en
fluorométrie et le p-nitroanilide (pNa, Abs : 405-410) en colorimétrie.
Puis sont apparus des inhibiteurs synthétiques de caspases. La premic¢re démarche a été de
remplacer au niveau des substrats existants le groupement « rapporteur » (-AMC...) par un
groupement -CHO (aldéhyde) qui réagit avec le site catalytique de la protéase et bloque
I’activité protéasique de I’enzyme. Les inhibiteurs Ac-XXXD-CHO ainsi obtenus, ont une
action inhibitrice réversible. Le blocage de I’apoptose via 1’inhibition des caspases avec ce
type de composé, est donc tres limité dans le temps.
Le groupement -CHO a alors ¢ét¢é remplacé par le groupement —FMK
(« fluoromethylketone »). En effet les inhibiteurs avec un groupement —-FMK forment des
liaisons covalentes. Les composés de type z-XXXD-FMK sont des inhibiteurs irréversibles
des caspases. En utilisant ce type d’inhibiteur on peut rechercher dans un systeme d’étude de

I’apoptose si une augmentation d’activité caspase enregistrée est la conséquence (i) soit d’une
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augmentation de D’activité protéasique intrinséque de 1’enzyme (ii) soit d’'une augmentation
du nombre d’enzymes activées (Stennicke & Salvesen, 2000).

Les inhibiteurs de type Ac-XXXD-CHO sont plutdt utilisés dans le dosage d’activité caspases
au niveau d’extraits cellulaires, tandis que le type z-XXXD-FMK est plutét utilis¢ pour
bloquer in situ 1’activation des caspases sur des cellules vivantes. Il existe actuellement un
inhibiteur de type z-XXXD-FMK pour chaque activité caspase de mammiféres décrite a ce
jour. Ainsi, il est maintenant possible d’inhiber spécifiquement une activité caspase, sur des
cellules en culture, sans avoir recours a des lignées génétiquement modifiées (Schlesinger et

al., 2000).

Il existe aussi des inhibiteurs naturels des caspases. Ces inhibiteurs sont présents au niveau
des cellules de mammifeéres. Ils sont regroupés dans la famille des protéines IAP (« Inhibitor
of Apoptosis Proteins »). Les produits des genes iap de mammiferes, cIAP-1 et cIAP-2,
interagissent avec le TNF-R et bloquent I’apoptose (Liston et al., 1996). Les protéines IAP
représentent la seule famille d’inhibiteurs de caspases endogénes connu chez les mammiferes.
Cinq protéines humaines apparentées a la famille IAP ont été identifices :

- NAIP

- cIAP-1 ou HIAP-2

- cIAP-2 ou HIAP-1

- XIAP ou hILP

- Survivine
Les protéines XIAP, cIAP-1 et cIAP-2 peuvent lier et inhiber efficacement des caspases
spécifiques. Ces 3 protéines montrent une haute spécificité pour les caspases 3-, -7 et -9 mais
aucune pour les caspases -1, -6, -8 et -10 ou CED-3 de C. elegans (Deveraux et al., 1998).
Dans la voie mitochondriale, les IAP cellulaires se lient directement a la procaspase-9,
empéchant son activation et la formation de I’apoptosome avec le cytochrome c et I’ Apaf-1.
Par ailleurs, ces protéines ont été décrites comme des inducteurs de 1’activation de NF-«xB.
Ceci pourrait notamment contribuer a I’effet protecteur de NF-kB sur I’apoptose induite par le

TNF (Chu et al., 1997 ; Wang et al., 1998).
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IV.4. Apoptose caspase indépendante

Ces derniéres années, sont apparus plusieurs mécanismes de mort cellulaire autres que celui
dépendant de la voie des caspases, et ainsi des voies annexes. La surexpression de Bax qui
conduit & I’activation des caspases et a la mort cellulaire n’est pas inhibée par 1’ajout de
I’inhibiteur des caspases z-VAD-FMK (Xiang et al., 1996). D’autres stimuli (culture sans
sérum, surexpression d’oncogénes c-myc, E1A ou de Bak, dommages de I’ADN...) peuvent
¢galement induire une mort cellulaire qui n’est pas bloquée par les inhibiteurs de caspases.
Cette voie indépendante des caspases est cependant spéciale car elle présente des
caractéristiques a la fois nécrotiques et apoptotiques ; elle se manifeste par une chute du
potentiel mitochondrial sans dégradation de I’ADN et la cellule perd son intégrité
membranaire tout en conservant I’étape de bourgeonnement de la membrane plasmique
(Xiang et al., 1996 ; Hirsch et al., 1997).

Une équipe frangaise a mis en évidence d’un nouveau facteur : I’AIF. L’équipe de Kroemer a
montré que 1'AIF est une molécule apoptogene libérée par la mitochondrie. Son clonage est
récent (Susin et al., 1999). L’AIF a une double fonction d’oxydoréductase et de facteur
apoptogene. Il est séquestré au niveau de 1’espace intermembranaire mitochondrial, puis sous
I’influence d’un stimulus apoptotique, il est relargué dans le cytosol. Il est ensuite acheminé
vers le noyau ou il est capable d’induire, a lui seul, les modifications morphologiques
caractéristiques de 1’apoptose (condensation cytoplasmique et nucléaire, fragmentation
nucléaire de haut poids moléculaire...) sans qu’il y ait activation de caspases (Susin et al.,
1999). Cependant ces auteurs ont montré que les deux voies, celle dépendante de I’activation

des caspases et celle de I’ AIF peuvent coexister dans certains modeles cellulaires.
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CHAPITRE II : VIRUS ET APOPTOSE

La réplication d’un virus dans une cellule cible a généralement pour conséquence la
production d’un grand nombre de virions, qui vont disséminer et initier a leur tour de
nouveaux cycles d’infection (pour la plupart des virus). Les virus codent des protéines
hautement efficaces pour optimiser cette réplication. Cependant, 1’organisme poss¢de des
systtmes de défense pour limiter I’infection virale en tuant les cellules infectées. Une
réplication virale réussie nécessite donc, non seulement une production et une dissémination
des virions efficaces, mais aussi un « échappement » des virus a ces mécanismes de défense
de I’hdte. Ces mécanismes de défense font le plus souvent intervenir les réponses
immunitaires et inflammatoires de I’hote. La plupart des virus, que ce soit des virus 2 ARN ou
a ADN, déclenchent au cours de D’infection, un autre systéeme de défense de 1’hote :
I’apoptose. L’apoptose est un événement génétiquement programmé et placé sous la
dépendance d’effecteurs cellulaires. Elle peut étre réprimée par des génes de survie ou activée
par des génes de mort cellulaire. Mais, face a de tels systémes de défense, de nombreux virus
développent tout un arsenal de protéines qui interférent avec ces génes de régulation pour
inhiber ou retarder ces actions protectrices permettant la production d’un nombre suffisant de
virions. Ces protéines virales agissent sur un grand nombre de points stratégiques dans le
processus d’apoptose par liaison directe, mimétisme fonctionnel ou homologie structurale.
Ces interactions sont particuliérement bien illustrées dans certains modéeles : Adénovirus,
virus Epstein-Barr, VIH, virus de I’hépatite C.... L’action de ces protéines virales peut avoir
lieu : (i) au niveau des récepteurs du signal initial membranaire (Fas), (ii) au niveau de la
transduction du signal aux génes de régulation (p53, pRb, bcl-2) ou par transactivation des
protooncogénes (c-myc, c-fos, c-jun), (iii) au niveau de la phase effectrice mettant en jeu les

caspases (Roulston et al., 1999).

Cette apoptose peut étre le résultat d’une réponse cellulaire a ’infection, mais elle peut aussi
étre la conséquence inévitable de 1’action de certaines protéines virales. De plus, il semble que
certains virus codent des protéines qui induisent et se servent de I’apoptose comme moyen
pour tuer et sortir des cellules, tout en favorisant la dissémination des virions. Dans ce cas,
une trés fine régulation entre 1’inhibition et I’induction de 1’apoptose est mise en place par

I’expression séquentielle de protéines virales.
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Il est maintenant bien établi qu'un grand nombre de virus responsables de pathologies
agissent sur les mécanismes moléculaires impliqués dans les processus apoptotiques. Dans ce
chapitre, nous choisirons quelques exemples de protéines virales et leurs différentes
stratégies, parmi la nombreuse bibliographie déja publiée. Une liste, non exhaustive, de ces

exemples sont cités dans les Tableaux 4 et 5.

I. Stratégies virales de régulation de la voie des récepteurs de mort

I.1. Inhibition de la voie des récepteurs de mort

Les protéines E3-10.4K et E3-14.5K des Adénovirus dégradent le récepteur Fas et
diminuent ainsi son exposition a la surface des cellules (Tollefson et al., 1998). Le manque en
récepteur Fas provoque une résistance aux voies apoptotiques médiées par le FasL.

Le virus Epstein-Barr (EBV) a fait I'objet de trés nombreuses études sur I'apoptose. Il code
une protéine, LMP-1, qui contient plusieurs domaines capables d’interagir avec les molécules
adaptatrices du récepteur au TNF, notamment TRAF et TRADD (Sandberg et al., 1997). Ces
interactions empéchent le recrutement des caspases donc la transduction du signal apoptotique
initiée par la liaison du ligand au TNF-R. Le domaine cytosolique de LMP-1 est aussi capable
d’activer le facteur de transcription NF-kB qui controle 1’expression de facteurs de survie
(Knecht et al., 1999 ; Miller et al., 1998).

La protéine de capside du virus de I’hépatite C (VHC) bloque I’effet pro-apoptotique du
TNFa en empéchant 1’activation de la procaspase-8 (Marusawa et al., 1999 ; Ray et al.,
1998).

La protéine M-T2 du Myxomavirus est une protéine homologue au récepteur TNF-R
cellulaire mais qui est non fonctionnelle. Cette protéine, quand elle est exprimée a la surface
des cellules infectées, entre en compétition avec les TNF-R cellulaires pour la liaison du
TNFa. Ainsi, M-T2 diminue voire empéche 1’activation de la voie apoptotique induite par le
TNFa (Xu et al.,, 2000). La protéine M-T2 est aussi un homologue 4 CrmB et CrmD
(Cunnion, 1999).
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Le virus de la variole bovine (Cowpox virus) produit trois protéines distinctes qui inhibent
les voies de signalisation dépendantes de Fas ou du TNF-R : CrmB, CrmC et CrmD. CrmB et
CrmD sont des homologues structuraux au TNF-R ; CrmC qui est soluble, lie avec une grande
affinité le TNFa et ainsi empéche sa liaison au TNF-R. Le blocage de la voie apoptotique
induite par le TNFa se fait donc a deux niveaux (Cunnion, 1999).

La protéine AS53R du virus de la vaccine présente des similitudes structurales avec la
protéine CmrC (Alcami et al., 1999).

Plusieurs virus Herpes codent des protéines nommées FLIP pour « FLICE Inhibitory
Proteins » qui inhibent I’activation de la caspase-8. Les FLIP virales (VFLIPs) sont des
isoformes de la caspase-8 ; elles contiennent deux DED mais pas de site catalytique actif. Ces
vFLIPs se lient séparément a FADD et la caspase-8 et ainsi bloquent la formation du DISC.
Les vFLIPs bloquent I’apoptose induite par les récepteurs de mort CD95, TNF-RI,
TRAMP/DR3 et TRAIL-RI, ce qui laisse supposer que ces récepteurs utilisent la méme voie
de signalisation pour induire I’apoptose. Les VFLIPs sont codées par différents herpes virus
tels que le HHVS (KSHV) (K13, Djerbi et al., 1999), EHV2 équin (ES8, Bertin et al., 1997),
BHV4 bovin (BORFE2, Wang et al., 1997) et le virus herpés de saimiri (Orf71, Wang et al.,
1997).

Des vFLIPs ont aussi été identifiées chez un poxvirus le virus du molluscum contagiosum

(MCV) (MC159/MC160, Shisler & Moss, 2001).

I.2. Induction de la voie des récepteurs de mort

La protéine E1A des Adénovirus augmente la sensibilité des cellules infectées au
TNFa et au FasL, par un mécanisme qui dépendrait de la liaison de p300, une
acétylfransférase impliquée dans la régulation de I’expression de nombreux génes cellulaires.
Toutefois le mécanisme d’action de E1A n’est pas complétement €lucidé (Shisler et al.,
1996).

La protéine moyenne T (« middle-T antigen ») du polyomavirus induit aussi une grande
sensibilité des cellules infectées au TNF, mais uniquement en absence de la petite protéine T
(« small-T antigen ») (Bergqvist et al., 1997).

L’infection par le virus herpes humain HHV-6 provoque une augmentation de 1’expression
du TNF-R, facilitant la mort cellulaire induite par la liaison du TNF aussi bien au niveau des

cellules infectées que les cellules non-infectées (Inoue et al., 1997).
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La protéine X du VHB semble responsable d’une augmentation de la sensibilité des cellules a
I’apoptose induite par le TNF (Su & Schneider, 1997).

Zhu et coll. (1998) ont montré que la liaison de la protéine du core du VHC au domaine
cytoplasmique du TNF-R1 augmente I’apoptose induite par le TNFa et apparait alors comme

responsable en partie des 1ésions hépatocellulaires.

I1. Les molécules virales homologues de la protéine anti-apoptotique Bcl-2

Un certain nombre de virus codent des protéines homologues de Bcl-2 ; ces protéines
ont des propriétés fonctionnelles similaires mais peu d’homologie structurale. Ces molécules
Bcl-2 virales interviendraient au niveau de la formation des homodiméres et des
hétérodimeres.

C’est le cas de la protéine E1B-19K des Adénovirus (Farrow et al., 1995). Elle est capable de
se lier a certains membres pro-apoptotiques tels que Bax, Bik et Bak et inhibe I’apoptose
(Perez & White, 2000). Cette protéine interagit aussi avec les lamines nucléaires et cette
liaison est nécessaire pour son activité inhibitrice (Rao et al., 1997).

Les virus herpés lymphotropes qui codent des v-Bcl-2 sont potentiellement oncogenes.
L’expression de KS-Bcl2 est détectée dans les cellules de sarcome de Kaposi et dans les
lignées B de lymphome de BCBL (« Body Cavity-Based Lymphoma ») contenant le virus
HHV-8. De méme, chez le virus herpés de Saimiri on retrouve 1’expression de ORF16 un
autre v-Bcl-2 (Nava et al., 1997), mais qui n’est pas retrouvée dans les cellules T humaines
transformées ne répliquant pas le virus de fagon lytique (Kraft et al., 1998).

Le virus Epstein-Barr a développé différentes stratégies pour prolonger la survie de la cellule
hote. Il code un v-Bcl-2 et induit ’expression de c-Bcl-2 et de la protéine anti-apoptotique
Ajo. La protéine virale EBNA-4 est responsable de la surexpression de la protéine anti-
apoptotique Bcl-2 (Silins & Sculley, 1995). Les protéines virales BHRF1 et BALF1 sont des
homologues structuraux de Bcl-2 et ont les mémes propriétés protectrices (Kawanishi, 1997 ).
La protéine virale BALF1 empéche le déclenchement de 1’apoptose en interagissant avec les

protéines pro-apoptotiques Bax et Bak (Marshall et al., 1999).

62



©3so)dode,| JueAnde NQV SNIIA 'S NBI[(RE ],

ZE) U SNEN]|5D S|2fid NP 1IE,| INPUL O, P SUIQ ENE S8INSSED SAD GSNED ZEM LS [EIEAR] SN SOUIL &ULn|s) FRAEDEIE S
281 ua aneln)|22 2j2fa np 1340e | INPUL WO, P SUIG NE S3INS5ED Sap 25NE] 150
sallenjas sauayoid ap uonefioydsoyd e 18 asayiufis B| a1aye WO E 31 &3 ARS[ONU SUISI0LY 45N g5 Oy =) sniiA g1g TR EPLIAOAIDS
SlEn)|E2 #1200 NP UORENWRE §] S1e0E & cgd snbaing SNENAND
qgd & uosier 1 afieq qp MO OkhsS OF SnitA UEILIS
AL nE guqisuss sadfiy, anpu) Lalppiy
aliE|n||a2 aj2ho Np wonE|NWNS & s1enel § £gd anbar-ng 1 abue SO SnnEWoh|og f LT T PSRRI f
uofjoagul] P SINCD NE 93 ap uolssaidia | aunddng 73
alE(n||a3 3120 NP LORERWNE B S1aaEl & gd anbal-ing A3 AdH snnnewoded uewnH TR ORI o PO FE LI e o
nuuoay juepuadapui-egd susiuesaw aNENaND
*zgd sind ofiw-o anBas-ans inb e 2R00E KL NE 21(IGIEUSS B INPU]| #gH qp MO AaH snna g snreday oy Pl T Pt T ] aepriABRpEd
S2)USE| FaUIE0Id SHp S0USSQE U JusWanbiun SEwWw '; Q=] Snuln JEg-ueasd3
SIINOUSPY,| 9P 713 § 2|qeiedwod 'anen)j@0 apaho np uoissaiboud B asuongy 18 Q4 £ 2l 25 asgng3a Ag3 -snnasadiay uewny swarrFrdiraoydek
SAUISION |3 SH338JUL SAN|ED 58] SUERD |- 40 1 I UolEnBal-ng i HAiHH 213 snain adlay ueLwing FRAFIFIIFIS
Z-123 #p uoissaudiains g 1ed 291088 uou ssoadode | ap uolanpy| i MZi f-snnnsadiay uEWInH FRLFDf P IELE
asoydode,| aunpul inod juessiyns ajes anonied B ap uawayaeE e R aUl8300d aunp uokEsdu) i 1-hSH |-snuhsadialy UELInH By P N
esodode | aunpuninod Juessiyns jedn anonied g 2p juswayorE '2jgna 3ul2i0ud aun,p uonesdw) i qp WOy AHg snuin sadiay aumog FRAEIISe s aopritAsadiap
SAWI0YSURT) S4|N||90 53] SURP JUSILS[NGS urpdode g 4,
alE[InU aulay0ad updode sz g, ANENDID
i i 9= MO l3-Ju] SNUlA ENLSUE US4 FRAGIINTF BELLIAGIID
i -3l M snna sisoupayfijod 1eajanu eainoges eydeGogng f LR LR L R Tl P
SNENAND
uoldiasuE ap InagoE 4 131 qp MOy SnUNCIN2ES cEpLAOIRIEG
asoydode | pnpun 1@ yz-asedyoydsoyd ) asgay
£5d ap aauaasqe ua asoydode | Inpu) +3
s3g1A S3N2ued Sap UOREISQ) Ap guoENya | Nod aNEssa0any
() Agl-213 ap gnanoe, anbojg
nEfiou np UonEao|sIg d0%E3
2ulEin)E2 2)2f9 NP UoREIMUNS &) 13880 & £5d 2NB2U-INS 'R L NE J1IGISULS B NPy
auepuadgp-pgd asoydode | 12 £5d ap uonE|MWNDDE | INpU|
allen||aa ajofia ) ynpul 'qgd e Al g
& BIEIN)|&a 813fia np uonEnBalen w3 qp WO UIELLINY SnIACoUapy IEDLIAONIDY
SHOILOHOS SIHITLOHd JHOHID SdlA TdHID ERRTEE]

63



III. Les inhibiteurs viraux des caspases

Plusieurs inhibiteurs viraux des caspases sont décrits :
e la protéine CrmA « Cytokine response modifier A » est une protéine de

38 kDa, codée par le géne précoce cmrA du virus de la variole bovine (Tewari & Dixit,
1995). Elle présente des homologies avec les serpines (serpin : «serine protease inhibitory),
une famille d’inhibiteurs de protéases a sérine. Identifiée au départ comme un inhibiteur de
I’activation de IL-1f3 par la caspase-1, la protéine CrmA s’est révélée €tre un inhibiteur fort de
I’apoptose induite par certains stimuli de mort (Salvesen & Dixit, 1997), comme :

- la surexpression de la caspase-1

- la privation de sérum

- la carence en NGF

- la ligation a certains récepteurs de mort

- le détachement de la matrice extracellulaire.
La protéine CmrA inhibe aussi la caspase-8 et dans une moindre mesure la caspase-6 (Zhou et
al., 1997). La spécificité variable de la protéine CrmA pour les caspases peut &tre utile pour
déterminer quelle caspase est impliquée en fonction de la voie induite. La protéine CrmA peut
aussi potentiellement inhiber le granzyme B, une sérine protéase qui montre la méme
spécificit¢ pour I’acide aspartique que les caspases (Froelich et al. 1998). Des genes
homologues a crmA ont été retrouvés chez le virus de la vaccine (SPI-2, Dobbelstein &
Shenk, 1996).

e la protéine P35 du baculovirus est une protéine de 35 kDa qui inhibe

I’apoptose induite dans des cellules d’insecte infectées. De plus, 1’expression ectopique de
P35 prévient ’apoptose chez C. elegans, D. melanogaster et dans des cellules de mammiferes
(Clem et al., 1991). La capacité de la protéine P35 a empécher 1’apoptose, a été attribuée a
une inhibition directe des caspases. Les caspases 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 et CED-3 de C.
elegans, mais pas le granzyme B, sont efficacement inhibées par P35. Aucune inhibition
significative n’est observée avec les membres représentatifs des autres familles de protéases.
L’inhibition par P35 nécessite un site actif accessible sur la caspase. P35 est un inhibiteur des
caspases, trés utile pour démontrer 1’implication des caspases dans différents systémes
expérimentaux (Stennicke et al., 2002). Cependant, 1’inhibition des caspases par P35 étant
aspécifique, il est alors difficile de déterminer quelle caspase est inhibée et par conséquent

quelle voie de transduction du signal est activée.

64



asojdode [ yueAndE NV SNIIA & 7'S NEI[qE].

(& @=04a9n) ankwse suzgwaw g ap sgeusEd 2] 3p apag Fdsh SNAAEI0Y ERHNABIOH
auedieD g ap snapguyul sap Jed ssoqyu esojdody i W UIEdlS Snuanay
7-128 Jed aacuu azopady i Q] Ul ShlA0Ey
A ] awhas
BN Bl 8p LN g & 91 a2 'apiEde sugoud] (apEded) 1o (-i+] 60 [T L Shdlsoay BEDLIADRY
il WE azealg
A oo esesiong S0
M-I AT Jed Seouu esojdody i CH SNAASIEEX0T SRHACIINT
i i ATH ShAA, y Specay sRuAorEdeEy
i i +0S pyT AJWL hl, SEswopeydanug auunpy S Je)ay L SRHADIPIED AEPLNABNIONS
|-aEEdSED B 8 18 UDUSLIaIUL SR UDahpU)| i - 0% N Ay ShALA, [EIADLAS AJ0pEdEay Lellh SRHAGIRINS
L= 0 ankicu ink asopdode aun gnpg) i - 0= MYY SNAIA S3EEIN ERIANIGIONT
' AL FiE 38 U0US S| S UOIangU| i - OE N AN ShlA SEESSID SJSE0ANEN UBIAY SRHABIRGQRY
U4z 42Uy 2R uoanpuy) senkbhcuy pogl wobag sepean
g- 18 c-sasedsen sep UoeAloe| e agl) asojdody| waoud o - 0% MY =l [EpUas SRIAO dSAY REPLNAOXAEIES
o128 Jed ajgepciyu "yMd Jed (ada-ihad) aipaw 'se 4 ap uoiEsaldxa) ap uoenEal-ang i - 0= WYY ShAIA B BTUSR|U| gy snna czuaniiy |eepriaoxim oy
B A 2w Ao uenkgdw) asojdody JEW + 0F M shJdla anbuac]
sANE0 SauUeMaD suep 208 ded asnbop s uoeddad ) g a9 asojdody i + 05 MY Aar Shals, Sipeydaou] asaueder SRINAIAEIS
P 41 2P UONpEAR0E] Soiyul ' LY 4L NP enbiusedolio suewop ne o as] wepoud auon +0S pyT ATH ha, 7 Sppeday sRuAMEdapy AEPLNAIALIS
Sleds uoeEdad gl ans Jaga R sed g0 ssopdode | Sp umpgigu, i + 03 M AJEil SPUAELOIOD SISIUR0EEE S|ISSIEUER |
i i + 03 NYT £-mHI £ UEd)E Shas Slleday asnopy SRHABHOIOD REPIHIAZNOIO)
Z-128 9p [eae Ua Uoljoe 'sojeis sanoled Sop SuslgLEW B e agoosse augjoudoodio]  sEdisdu0 +0S pyT Asysd | awoipuis Saojeadsay pue asponpoiday auoaog SRHALIGLIY FEPLNALIRLIY
7-128 Jed aacuu azopady Zdh aafas
i M R Mg Ad8l Shdl, SEREI] 224N SN00SL| SRNALRIGIAY SEDLIALNIIG
i U - 0E N ol ] LA, SPAUSWOLOYD JRAD0UdWLAT SRHARNBIY BEDLNABNBIY
SHOILDNOS S3HIL0Hd] 3JWOHID SNHIA JHHI9 ERRI L

65



Récemment, la premicre caspase résistante a P35 a été décrite, il s’agit de la caspase de
drosophile DRONC, homologue a la caspase-9 (Meier et al., 2000b). L’action de cette
caspase ayant lieu en amont du processus apoptotique, cela indique que I’effet inhibiteur de
P35 ne s’exerce pas au niveau des étapes initiales de 1’apoptose mais plutot a la fin du
processus en bloquant les caspases activatrices.

e les protéines de la famille IAP, dont les membres ne présentent pas
d’homologies de séquences avec P35 (Duckett et al., 1996), ont ét¢ découvertes pour la
premiére fois chez un baculovirus d’insecte (Clem et al., 1991). Ces auteurs ont montré
I’importance de ces protéines pour la suppression de la mort cellulaire dans les cellules
infectées de I’insecte hote. La aussi, il a ét¢é montré que I’expression ectopique de certains
membres de la famille IAP pouvait bloquer la mort cellulaire induite par un grand nombre de

stimuli sur des cellules en culture (Deveraux et al., 1998).

IV. Stratégies virales de régulation du cycle cellulaire

La régulation du cycle cellulaire est sous le controle d’un grand nombre de facteurs
cellulaires, parmi lesquelles pRb (« retinoblastoma tumour suppressor protein »), p21 et p53.
La protéine p53 joue un rdle central dans le maintien de la stabilité et de I’intégrité du génome
cellulaire (Agarwal et al., 1998). La protéine p53 intervient de 2 facons : (i) elle a la propriété
de bloquer la transition G1/S du cycle cellulaire, (ii) elle est au centre de la décision entre
apoptose et survie cellulaire. En effet, des altérations dans I’ADN, la déplétion en facteurs de
croissance et les infection virales peuvent activer la voie apoptotique dépendante de la

protéine p53 (Agarwal et al., 1998 ; Evan & Littlewood, 1998).

IV.1. Inhibition de ’apoptose dépendante du cycle cellulaire

Les virus a ADN, tels que les adénovirus humains, le virus simien SV40 ou les
papillomavirus humains (HPV), sont capables de se répliquer dans les cellules quiescentes de
I’hote.

L’antigéne T du SV40 est capable de lier p53 (Barry & McFadden, 1998). Cette liaison inhibe
I’induction de I’apoptose par la caspase-1 (Jung & Yuan, 1997).

Les protéines E1B-55K et E4orf6 d’ Adénovirus inhiberaient I’apoptose en réduisant le niveau

d’expression de p53 (Teodoro & Branton, 1997).
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Les papillomavirus humains ont développé d’autres mécanismes : 1’interaction de la protéine
E7 de HPV avec pRb va I’inactiver, tandis que I’inhibition de I’apoptose induite par p53 sera
assurée par la protéine E6 de HPV qui induit I’ubiquination de p53, puis sa dégradation par
les protéasomes (Miinger et al., 1989 ; Seavey et al., 1999).

Récemment, il a été¢ découvert que HHV8 code un inhibiteur de p53, nommé LANA (Sarid et
al., 1999).

L’activité de la protéine X, du virus de I’hépatite B (VHB) est plus complexe. Elle est
capable de séquestrer p53, de réguler le cycle cellulaire et de moduler 1’apoptose dépendante
de p53. Des niveaux ¢élevés d’expression de la protéine X induisent 1I’apoptose, tandis qu’une
faible expression de pX inhibe I’apoptose. Cependant, en absence de p53, la protéine X s’y
substitue et favorise la prolifération cellulaire au lieu d’induire 1’apoptose (Barnabas et al.,
1997 ; Barry & McFadden, 1998 ; Chirillo et al., 1997 ; Elmore et al., 1997 ; Lin et al., 1997 ;
Su & Schneider, 1997 ; Takada et al., 1997). La protéine X du VHB joue un rdle important
dans I’induction d’hépatocarcinome en diminuant la liaison a I’ADN et la transactivation de
p53, inhibant ainsi son activité pro-apoptotique. Cette protéine peut aussi exercer un effet
anti-apoptotique indépendamment de p53, en bloquant la division cellulaire en phase G1/S.
Enfin, les protéines X extraites de carcinomes hépatocellulaires ont perdu leur capacité
d’induire 1’apoptose, ce qui suggere que le pouvoir carcinogéne du VHB serait corrélé a
I’inactivation de cette protéine (Sirma et al., 1999).

Le virus Epstein-Barr code deux protéines qui se lient a p53. La protéine EBNA-5 (EBNA-
LP) interagit avec pRb et p53 et perturbe le cycle cellulaire (Szekely et al., 1993). La protéine
BZLF1 se lie a la partie C-terminale de p53 et bloque la transactivation (Dreyfus et al., 2000).
BZLF1 contrdlerait le passage de I’infection latente a 1’infection lytique qui serait bloquée par

I’expression ¢levée de p53.

IV.2. Induction de I’apoptose dépendante du cycle cellulaire

L’antigene T du SV40 est capable de lier pRB (Barry & McFadden, 1998), et ainsi déclenche
I’apoptose (Kolzau et al., 1999).

La protéine E1IA des Adénovirus augmente 1’expression de p53 ce qui induit I’apoptose
(Lowe & Ruley, 1993).

La protéine E2 de HPV stimule la transcription de p53 tout en exer¢ant un contréle négatif
sur I’expression de E6 et E7 (Desaintes et al., 1997) ; la délétion du géne viral codant E2

contribuerait a I’oncogénicité des protéines E6 et E7.
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L’infection par le virus de la rubéole induit la surproduction de la protéine p53 qui va ensuite
activer I’expression de la protéine inhibitrice du cycle cellulaire, p21 (Megyeri et al., 1999).
Cette activation serait responsable de 1’activation des voies apoptotiques liées aux caspases
(Duncan et al., 1999). Lors d’une rubéole congénitale, le retard de croissance intra-utérin et
les malformations du feetus pourraient étre la conséquence d’une destruction des tissus par

une apoptose non contrélée (Megyeri et al., 1999).

V. Stratégies virales de modulation du « systeme IFN »

Les IFNs sont généralement regroupés en deux groupes (Samuel, 1991) :

- les IFNs de type I ou « IFNs viraux » (IFN-a, IFN-B et IFN-®) sont produits

suite a une infection virale.
- Les IFNs de type II ou « [FNs immuns » sont induits par des stimuli mitogéniques
ou antigéniques.

Le «systéme IFN » qui met en jeu les IFNs de type I (IFN I), représente un mécanisme
précoce de défense de 1’hote, avant le début de la réponse immunitaire. Il comprend (i) les
cellules qui synthétisent des interférons en réponse a un stimulus externe, tel que 1’infection
par un virus, et (ii) les cellules qui répondent aux IFN I en maintenant un « état antiviral »,
par la production de protéines régulées qui inhibent la multiplication virale (Pestka et al.,
1987). La plupart des cellules infectées sont capables de synthétiser les IFN—o/f3, I'IFN-3
étant essentiel a une réponse antivirale efficace. Ils jouent donc un role important dans le
réponse de I’héte suite a une infection.
Les IFN I sont aussi capables d’induire 1’apoptose, en agissant sur de nombreux geénes
cellulaires, notamment le géne de la PKR « dsRNA-dependent serine/threonine protein
kinase » (Samuel, 1993). La PKR est présente sous une forme latente dans le cytoplasme de la
plupart des cellules. Au cours de la réplication virale, la production d’ARN double-brin peut
aussi stimuler la PKR et provoquer son auto-phosphorylation. La PKR ainsi activée,
phosphoryle a son tour le facteur d’initiation de la traduction, el F-2a (Everett & Mc Fadden,
1999 ; Katze, 1995). La forme phosphorylée du facteur elF-2a est inefficace pour la
traduction des ARNm. Il y a donc progressivement un arrét des synthéses protéiques ce qui
induit I’entrée en apoptose des cellules infectées. La PKR phosphorylée a aussi la capacité de
déclencher directement 1’apoptose en activant la voie des récepteurs (Balachandran et al.,

1998) en passant par la voie de signalisation FADD/caspase-8 puisque la mort induite par les
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IFNs est inhibée par des variants négatifs de FADD, des inhibiteurs de la caspase-8 ou dans
des cellules déficientes en FADD, mais pas dans des cellules déficientes en Apaf-1.

Une autre conséquence de l’infection virale, est I’activation de la transcription d’un trés
grand nombre de génes cellulaires tels que IRF-3 (« IFN regulatory factor »). IRF-3 est une
sous-unit¢ de DRAF (« double-stranded RNA-activited transcription factor complex ») qui
agit directement sur 1’activation de la transcription au niveau des promoteurs de IFN-a et
IFN-B.

Plusieurs virus ont donc développé des stratégies pour se protéger contre les mécanismes de
défense de 1I’hote pro-apoptotiques et contre les antiviraux faisant intervenir les IFN L.

Les protéines E3L du virus de la vaccine (Chang et al., 1992) et 63 du réovirus (Denzler &
Jacobs, 1994) inhibent 1’action de la PKR en se liant a I’ARN bicaténaire, empéchant ainsi
I’interaction de PKR avec ’ARN viral. La protéine K3L du virus de la vaccine (Davies et al.,
1993), qui ressemble a el F2a, agirait en interférant dans I’interaction entre PKR et el F2a. La
protéine NS1 du virus influenza A se lie a PKR et empéche la phosphorylation et
I’inactivation de e1F2a (Lu et al., 1995).

La protéine virale y;34.5 de PHSV-1 a la capacité de bloquer la voie apoptotique médiée par
la PKR (Chou & Roizman, 1992). Elle préserve [’activit¢ du facteur d’initiation de la
traduction elF-2a en recrutant la phosphatase 1o cellulaire et le complexe hétéro-dimérique
v134.5/phosphatase 1o maintiendrait le facteur elF-2a sous sa forme active déphosphorylée

(He et al., 1997).

VI. Stratégies virales sur le controle du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) est principalement impliqué dans 1’acheminement des
protéines vers les voies de sécrétion. Au cours d’infection virale, la synthése protéique
augmente en fonction de I’avancée dans 1’expression génétique du virus. Une accumulation
de protéines virales dans le RE pourrait alors contribuer a la perte de D’intégrité
fonctionnelle de ce compartiment. En réponse a ce flux de protéines virales, le RE induit un
grand nombre de voies de transduction signal (Pahl & Baeuerle, 1997), qui peuvent
directement induire 1’apoptose (Ng & Shore, 1998 ; Granville et al., 1998 ; Zinszner et al.,
1998). Toutefois, le role du RE ainsi que les mécanismes induits en réponse a une infection

virale, ne sont pas encore clairement connus (Everett & Mc Fadden, 1999).
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L’infection par le virus dengue (DEN) provoque 1’apoptose dans différents types cellulaires :
neurones murins, hépatocytes humains et cellules de Kiipffer (Despres et al., 1996 ; Despres
et al., 1998 ; Duarte Nunes dos Santos et al., 2000 ; Marianneau et al., 1999). Il semble que
I’accumulation des glycoprotéines d’enveloppe prM et E de ce virus, dans la lumiére du RE,
soit a I’origine d’un stress induisant le processus apoptotique (Marianneau et al., 1998a ;
Marianneau et al., 1998b). En outre, il a ét¢ démontré que 1’expression des glycoprotéines
prM et E du virus DEN était a elles seules, suffisante pour induire 1’apoptose dans des cellules
de neuroblastome murin. Dans le cas d’une infection par le virus DEN sur des hépatocytes, le
déclenchement du processus apoptotique nécessiterait I’activation du facteur de transcription
NF-«B (Marianneau et al., 1997), mais les geénes impliqués dans ce processus apoptotique
n’ont pas été identifiés.

Pour le virus de la rage, I’induction du processus apoptotique dans des neurones murins est
liée a la réplication du virus (Theerasurakarn & Ubol, 1998). Il semble que I’accumulation de
la glycoprotéine d’enveloppe G du virus rabique soit, 1a aussi, I’événement déclenchant

I’apoptose (Morimoto et al., 1999 ; Thoulouze et al., 1997).

Le RE est aussi un des compartiments impliqués dans la rétention du calcium
intracellulaire et le maitient de I’homéostase calcique. Méme si le mécanisme déclencheur de
I’apoptose dépendante du RE n’est pas clairement identifié, il semble impliquer la régulation
de ’homéostase calcique (Bratton & Cohen, 2001). Dans le cas d’une infection par le virus
DEN, la perte progressive de 1’intégrité fonctionnelle du RE serait a I’origine d’une fuite de
calcium du RE vers le cytosol, les ions Ca®" ainsi libérés pouvant activer de la cascade
apoptotique via une stimulation des mitochondries (Despres et al., 1996 ; Marianneau et al.,
1998a ; Marianneau et al., 1998b).

Les protéines qui fixent les ions calciques, comme la calmoduline, interviennent dans la
régulation de la concentration en Ca®". Ainsi, I’interaction de la gp160 avec la calmoduline et
la perturbation de la régulation de I’homéostase calcique qui en résulte, serait 'un des
mécanismes initiateurs du processus apoptotique au cours de I’infection par le VIH-1 (Micoli
et al., 2000 ; Sasaki et al., 1996).

L’importance du RE en tant qu’organel capable de réagir a une infection en induisant un
processus apoptotique, comme la mitochondrie, n’est pas encore clairement démontré.
Toutefois, il semble que certains virus trouvent un intérét stratégique a controler le RE. La

caractérisation de la protéine M-T4 du myxoma virus qui empéche 1’induction de 1’apoptose

71



dans les lymphocytes infectées en interagissant avec le RE (Barry et al., 1997), va dans ce

sens.

VII. Le virus de 'immunodéficience humaine (VIH)

Volontairement dans ce paragraphe, nous ne citerons que quelques exemples de protéines
virales et leur implication dans l'apoptose induite par le VIH.

Le syndrome d’immunodéficience associ¢ a l’infection par le VIH est caractérisé par la
diminution progressive dans le sang du nombre de lymphocytes T exprimant le récepteur
CD4. Les lymphocytes T CD4 constituent une population importante du systéme immunitaire,
avec un role auxilliaire indispensable au développement d’une immunité cellulaire et
humorale en réponse a une infection virale. La réponse initiale induite en réponse a 1’infection
par le VIH pendant la phase aigué¢ est généralement intense et met en jeu d’une part, des
lymphocytes T CD4 auxiliaires qui produisent des cytokines, régulent la réponse cytotoxique
et la production d’anticorps spécifiques du VIH, et d’autre part, des lymphocytes T CDS8
cytotoxiques (CTL) qui détruisent les cellules infectées. Toutefois, elle ne permet pas
I’¢élimination du virus ni méme le contrdle de sa réplication. Cette incapacité conduit a la
destruction des tissus lymphoides ou sont générés les effecteurs de I’immunité et ou a lieu la
réponse immunitaire. La disparition réguliere de clones lymphocytes T CD4 qui en résulte,
donne naissance a un systéme immunitaire déficient dans sa capacité a reconnaitre des
antigénes microbiens, avec le développement ultérieur d’infections opportunistes.

L’infection par le VIH de lymphocytes T CD4 conduit rapidement a leur destruction par un
processus d’apoptose. Dans les cellules infectées, 1’apoptose est déclenchée par la liaison de
la protéine d’enveloppe du VIH (gp120) au récepteur CD4. Des expériences effectuées en
présence d’AZT ont indiqué que I’induction du programme de mort cellulaire programmée
nécessite la réplication du virus. Par ailleurs, des cellules chroniquement infectées par le
VIH peuvent aussi servir d’inducteur d’apoptose in vitro dans des cellules non infectées. Ce
processus est déclenché au cours de la formation de syncytia, issus de la fusion entre une
cellule infectée exprimant la protéine gp120 et une cellule non infectée exprimant le récepteur
CD4.

Le tropisme du VIH-1 pour le lymphocyte T4 et le macrophage est di a I’affinité de la gp120
pour la protéine CD4, dont la fonction normale est de reconnaitre le complexe majeur

d’histocompatibilité de classe II, présente a la surface des cellules présentatrices d’antigeéne, et
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que le virus utilise comme récepteur. Récemment identifiés, les co-récepteurs CCRS et
CXCR4 coopérent avec la molécule CD4 pour permettre 1’entrée du virus dans la cellule
(Barré-Sinnoussi, 1997). On sait ainsi que le tropisme préférentiel des virus est largement
déterminé selon que les cellules expriment le récepteur CD4 et :
- le co-récepteur CCRS, les cellules sont alors infectables par le virus de tropisme
M (pour monocytes/macrophages) et aussi par les formes virales a double tropisme
M et T (pour les lymphocytes T CD4) capables d’utiliser les deux co-récepteurs
CCRS et CXCRA4.
- le co-récepteur CXCR4, les cellules sont infectables par les seuls virus a tropisme
T.
Cette notion d’utilisation préférentielle de co-récepteurs cellulaires est liée a la diversité des
formes virales qui coexistent chez un individu infecté.
Il a été décrit par des auteurs des possibilités d’infection de cellules ne passant pas par la
fixation au CD4 (Harouse et al., 1989). La gp120 a en effet la propriété de se fixer sur
d’autres récepteurs. On a ainsi décrit sa fixation sur le récepteur nicotinique (Bhat et al.,
1992 ; Bracci et al., 1992) ; le galactosyl céramide (GalC), un glycosphingolopide retrouvé
sur la surface des oligodendrocytes (Esiri et al., 1991 ; Bhat et al., 1992)...

VIIL.1. Les protéines du VIH autres que gpl20 qui ont des effets pro-
apoptotiques
La protéine trans-activatrice Tat est un des produits des geénes précoces du VIH: elle
sensibilise certains types cellulaires a la mort apoptotique en interagissant avec les voies du
Fas ou TNF-a (Bartz & Emerman, 1999 ; Westendorp et al., 1995). Elle augmente la
sensibilité a I’apoptose via Fas en sur-régulant la caspase-8 (Bartz & Emerman, 1999). La
forme sécrétée de la protéine Tat est capable d’induire 1’apoptose des cellules non-infectées
(Westendorp et al., 1995). Ce phénoméene de déplétion cellulaire médiée par Tat contribue en
partie a I’immunodéficience liée a 1’infection par le VIH-1. La conséquence de cet exces
d’apoptose prématurée est la destruction des effecteurs antiviraux, et notamment les
lymphocytes T « helper » producteurs de cytokines de type I (IL2, IFNy), essentiels au
maintien d’une réponse cytotoxique CDS8 antivirale. De plus, Tat induirait la production de
ROI («Reactive Oxygen Intermediates» : intermédiaires réactifs de 1’oxygene), 1’activation de
caspases, et 1’activation du NF-kB, de AP-1, et de JNK sous dépendance de p56'* (Manna &
Aggarwal, 2000). Ces auteurs suggerent que la liaison du VIH au récepteur CD4 active la

protéine p56'* et d’autres événements de signalisation qui préparent la cellule pour la
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production de virions VIH (dans le cas de I’activation de NF-xB), mais aussi qui induisent
I’apoptose. Tat diminuerait également 1’expression de Bcl-2, une protéine cellulaire anti-
apoptotique. En outre, la protéase du VIH cliverait Bcl-2 (Strack et al., 1996 ; Korant et al.,
1998).

Des études in vitro ont montré que les cellules infectées par le VIH sont plus sensibles a
I’apoptose induite par Fas (Casella et al., 1999). Les auteurs ont montré que 1’augmentation
de sensibilité des cellules infectées par le VIH a la voie Fas est associée au produit du geéne
vpu du VIH.

D’autre part, il a ét€ montré que Nef, une autre protéine virale, augmente 1’expression a la fois
de Fas et de FasL, a la surface des cellules, et que la capacité¢ de Nef a interagir avec des
kinases cellulaires était requise pour 1’augmentation de ces expressions et pour 1’apoptose
(Zauli et al., 1999).

Enfin, une des protéines accessoires du VIH, Vpr, induit aussi I’apoptose de cellules T non
infectées. En effet ’ajout de protéine synthétique Vpr sur des cellules T intactes, provoque
une chute rapide du potentiel mitochondrial membranaire, ainsi que la libération du
cytochrome c et une apoptose cellulaire (Jacotot et al., 2000). Ces données sont accord avec
celles de Macho et coll. qui ont montré que les cellules T provenant d’individus VIH" avaient
des mitochondries non fonctionnelles, un potentiel mitochondrial membranaire réduit et une
production accrue d’anion superoxyde (Macho et al. 1995). Une autre fonction de Vpr est
I’arrét du cycle cellulaire aussi bien dans les cellules infectées que dans les cellules non-
infectées (Poon et al., 1998). La protéine Vpr bloque les cellules en phase G2 du cycle

4°2 5y cycline B dont Pactivité est critique

cellulaire en inhibant 1’activation de la protéine p3
pour I’entrée en mitose (He et al.,, 1995 ; Re et al., 1995). Dans les cellules exprimant la
protéine Vpr, la phosphatase cdc25C qui responsable de ’activation par déphosphorylation de
la cycline B, est inactivée, suggérant que la cible de Vpr soit la protéine cdc25C ou un
régulateur en amont de cdc25C. L’arrét du cycle cellulaire en phase G2 induit par Vpr permet
la production d’un plus grand nombre de virions, malgré I’induction de I’apoptose (He et al.,
1995 ; Re et al., 1995). De fagon intéressante, Nishizawa et coll. ont montré que la partie C-
terminal tronquée de Vpr induit ’apoptose par un arrét du cycle en Gl (Nishizawa et al.,
2000). Une autre étude a montré que ’apoptose induite par Vpr nécessitait 1’activation des
caspases (Stewart et al., 2000). L’ensemble de ces données améne a penser que Vpr puisse

réguler un grand nombre de fonctions cellulaires, comme le cycle cellulaire, et induire

I’apoptose grace a des voies de signalisation nombreuses et complexes.
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D’autres lentivirus servent de modéle pour des études, plus ou moins approfondies, sur
I’apoptose viro-induite. Ainsi, il a ét¢é montré que le CAEV (Gendelman et al., 1997), le FIV
(Bishop et al., 1993) et le SIV (del Llano et al., 1993) induisent I’apoptose sur des cellules en
culture, le SIV étant souvent utilisé a titre de comparaison avec le VIH. Toutefois aucun

travaux n’avaient été effectués sur le virus Visna-Maedi.
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CHAPITRE III : LE VIRUS VISNA-MAEDI

Le virus Visna-Maedi appartient au genre Lentivirus de la famille des Retroviridae
(Pépin et al., 1998) (Tableau 6). Il est responsable de deux infections contagieuses chez les
ovins et les caprins. Les maladies se caractérisent :

- soit par une pneumopathie interstitielle d’évolution lente et progressive appelée
Maedi qui signifie « dyspnée » en islandais,
- soit par une encéphalopathie d’évolution également lente, appelée Visna qui

signifie « dépérissement » en islandais (Palsson, 1976).

I. Historique

En 1923, furent décrits pour la premiere fois les symptomes d’une pneumopathie interstitielle
chronique sévere chez des moutons du Montana (USA) qui aboutissaient a 1’épuisement puis
généralement a la mort des animaux atteints (Marsh, 1923). Prés de trente ans plus tard, une
nouvelle forme de pneumonie progressive appelée Maedi fut identifiée chez des moutons
islandais par Sigurdsson (Sigurdsson et al., 1952). On observa également, dans les troupeaux
islandais déja atteints par la maladie Maedi, les signes neurologiques d’une encéphalite
chronique caractérisée par une paralysie de I’arricre train et un dépérissement de I’animal. Ces
troubles furent nommés Visna (Sigurdsson et al.,, 1957). A la suite d’importantes études
épidémiologiques, il apparut que 1’émergence des maladies Maedi et Visna, en Islande, ont
été la conséquence de I’importation, en 1933, d’une vingtaine de moutons de race Karakul en
provenance d'Allemagne, ou ces maladies €taient inconnues (Zinck & Johnson, 1994).

Les maladies Maedi et Visna deviennent alors, en Islande le sujet d’études épidémiologique,
pathologique et virologique trés intenses. Les travaux de Bjorn Sigurdsson, publiés a partir de
1952, montrent que ces deux maladies sont dues a des virus qui, a la différence de virus plus
conventionnels, entrainent des pathologies au bout d’une période d’incubation bien plus
longue. Cette définition aboutira a une premiére classification des lentivirus et au concept
de « maladies a virus lents ». Ces maladies se caractérisent en effet par une trés longue
période d’incubation initiale s’étalant sur plusieurs mois voire plusieurs années, un

développement progressif et régulier des signes cliniques évoluant irrémédiablement vers la

76



Principales Manifestations
Lentivirus Hote
Cellules Cibles cliniques
pneumonie,
Virus Visna-Maedi ] ) )
Ovins monocyte/macrophage encéphalite, mammite,
VMV ‘
arthrite
Virus de I’ Arthrite Encéphalite pneumonie,
Caprine Caprins monocyte/macrophage encéphalite, mammite,
CAEV arthrite
Virus de I’ Anémie Infectieuse
Equine Equins monocyte/macrophage fievre, anémie
EIAV
déficit immunitaire,
Virus de I’Immunodéficience . ‘
] ) lymphocytes CD4 encéphalopathie,
Humaine Humains o )
monocyte/macrophage my¢lopathie, infections
HIV-1, -2 .
opprtunistes (SIDA)
Virus de I’Immunodéficience o o
o ‘ lymphocytes déficit immunitaire,
Simienne Singes ) ) )
monocyte/macrophage infections opprtunistes
SIV-1, -2
Virus de I'Immunodéficience lymphocytes CD4" et CD8" o o
_ ‘ déficit immunitaire,
Féline Félins lymhphocytes B . . .
infections opprtunistes
FIV monocyte/macrophage
lymphocytes T
Virus de I’Immunodéficience o o
‘ _ lymphocytes B déficit immunitaire,
Bovine Bovins ) ) o
BIV cellules Ty, o infection sous cliniques

monocyte/macrophage

Tableau 6 : Le genre Lentivirus (Pépin et al., 1998).
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mort. Elles ont une spécificité limitée généralement a une seule espece hote et un tropisme lié
a un organe ou a un systeme tissulaire. Rétrospectivement il a ét¢ montré chez les chevaux
que I’anémie infectieuse équine, mise en évidence antérieurement, était due aussi a une
infection a lentivirus.

L’¢épizootie islandaise s’est alors développée avec une telle ampleur et la perte des animaux a
été si importante, que [’assainissement de tout le cheptel islandais a été décidé par le
gouvernement. L.’éradication de la maladie s’est étalée sur dix ans de 1944 a 1954, au cours
desquels 650.000 moutons ont été abattus (Palsson, 1978). Par la suite la maladie fut
identifiée dans de nombreux autres pays (Bouchard et al., 1980).

La méthode d’éradication de la maladie Visna-Maedi appliquée en Islande au cours de la
premiére moitié du 20°™ siécle n’est pas sans rappeler les mesures drastiques prises au début
du 21°™ siécle pour stopper 1’extension de 1’encéphalopathie spongiforme bovine (ESB).
Pendant longtemps le concept des « maladies progressives lentes » est resté étendu a d’autres
maladies connues a cette époque comme la Scrapie ou tremblante du mouton. Ce n’est que
beaucoup plus tard qu’ont été identifiés deux types d’agents pathogénes différents, d’une part
les lentivirus d’autre part les prions.

Le genre Lentivirus comprend également les virus CAEV chez les caprins (CAEV : «Caprine
Arthritis-Encephalitis Virus»), BIV chez les bovins (BIV : «Bovine Immunodeficiency
Virus»), FIV chez les félins (FIV : «Feline Immunodeficiency Virus»), SIV chez les singes
(SIV: «Simian Immunodeficiency Virus»), HIV chez I’'Homme (HIV: «Human
Immunodeficiency Virus»), et EIAV chez les équins (EIAV : «Equine Infectious Anemia

Virusy) (Tableau 6).

I1. Structure et génome du Visna-Maedi

En 1960 le virus Visna a été isolé pour la premiere fois en culture cellulaire, par
SIGURDSSON et ses collaborateurs, a partir d’un cerveau de mouton atteint par la maladie
(Sigurdsson et al., 1960). Quelques années plus tard, en 1964, SIGURDARDOTTIR isole un
virus d’un poumon ovin atteint par la maladie Maedi (Sigurdardottir & Thormar, 1964).

Les virus Visna et Maedi ne sont en fait qu’un seul et méme virus qui selon son tropisme
différentiel entraine soit une encéphalopathie progressive démyélinisante (forme Visna) soit

une pneumopathie progressive (forme Maedi) (De Boer, 1975 ; Harter et al., 1973).
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HIV-1

vpr vpu
[5'LTR | | 2ol HZRA enw | [3LTR ]
gag EdR tat —) [Lnef |
«—rr —>
SIvV .
[5'LTR | | pol | | | [3LTR ]
gag vi tar —> Lnef |
€ rev —>
vpx
VISNA VIRUS
| | env |
[5'LTR] pol -E [3LTR |
£ Ty > o —>
™
env I
[5'LTR] | pol | [3LTR ]
Iz [oF ™ (\m’ﬂ_
| | I T I | | | | I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
kilobases

Figure 10 : Organisation génomique de quelques Lentivirus (Clements &
Zinck, 1996).
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La morphologie du virus Visna-Maedi observé au microscope électronique se présente sous la
forme de particules sphériques de 80 a 140 nm de diameétre. En coupes ultra fines, les
particules virales sont caractérisées par :
- une enveloppe externe, hérissée de spicules (glycoprotéines virales) se projetant
vers I’extérieur
- une membrane interne qui enveloppe le nucléoide central (ARN + protéines)
- un nucléoide central ou «core », dense aux électrons, qui a la forme d’un batonnet

ou d’un cone tronqué chez les lentivirus.

I1.1. Le génome (Weiland & Bruns, 1980)

Le virus Visna est constitué¢ de deux molécules d’ARN simple brin, de méme polarité¢ que les
ARNmMm, soit (+). L’ARN génomique obtenu apres extraction et purification a un coefficient de
sédimentation compris entre 60 et 70 S.

Cet ARN 60-70 S est constitué de deux sous-unités de 36 S, de séquences identiques et de
poids moléculaire 3.10° daltons, associées par des liaisons non covalentes au niveau des
extrémités 5°. L’extrémité 5’ est coiffée. L extrémité 3’ est polyadénylée. Chaque molécule
d’ARN servira de matrice lors de la réplication virale, pour la synthése de ’ADN proviral.
Le génome viral sous la forme ADN a une longueur de 9,2 Kb (Pépin et al., 1998) (Figure
10).

Comme tous les rétrovirus, le génome du virus Visna-Maedi contient les trois séquences
majeures : gag, pol et env. A coté de ces génes essentiels, le génome présente aussi des cadres
de lecture supplémentaires, vif, tat et rev, qui régulent I’expression génétique virale, la
maturation des ARN et I’infectivité (Pépin et al., 1998) (Figure 10).

Les trois génes principaux : gag, pol et env codent des précurseurs qui sont ensuite clivés pour
donner les protéines structurales et enzymatiques du virus (Tableau 7). Ainsi :

- le géne gag (« group-specific antigen ») code pour un précurseur Pr55%*¢ qui sera
scindé en trois protéines: p25, pl4 et pl7 correspondantes aux protéines
structurales internes de la nucléocapside.

- le gene pol (« polymerase ») code les enzymes virales, essentielles a la réplication

et a la maturation : transcriptase inverse, endonucléase / intégrase et protéase.
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PRODUITS
GENES
PRECURSEURS PRODUITS FINAUX
matrice (MA) : p17
gag Pr55gag capside (CA) : p25
nucléocapside (NC) : p14
reverse transcriptase (RT)
intégrase (IN)
pol Pr gag-pol protéase (PR)
Rnase H
dUTPase
vif Vif
tat Tat
rev Rev
Glycoprotéine de surface (SU) : gp135
env Env : gpl60 ' .
Glycoprotéine transmembranaire (TM) : gp44

Tableau 7 : Produits des génes du Visna-Maedi (Pépin et al., 1998).
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le géne env (« envelope ») constitue un troisiéme cadre de lecture. Ce géne code
une glycoprotéine précurseur gpl60 clivée par la protéase virale en deux sous-
unités : la glycoprotéine de surface (SU, gpl35) et la glycoprotéine
transmembranaire (TM, gp44).

A coté de ces cadres majeurs de lecture, le génome du virus Visna-Maedi renferme trois petits

genes, codant pour des protéines régulatrices de la transcription (Pépin et al., 1998) :

le géne vif («viral infectivity factor ») code une protéine de 29 KDa. Elle est
présente chez tous les lentivirus excepté I’EIAV (Camaur & Trono, 1996),

le géne régulateur tat (« trans activator of transcription ») est situé¢ immédiatement
apres vif. Il est aussi présent chez tous les lentivirus,

enfin, le géne rev («regulator of virion protein expression ») comprend deux
séquences : 1’'une située en 3’ du gene env et ’autre en 5’ de ce méme gene. Ce

gene est également retrouvé chez tous les lentivirus.

A chaque extrémité du génome, on trouve les séquences répétées ou LTR (long terminal

repeat). Elles assurent I’initiation en cis de la transcription et 1’intégration de I’ADN viral

dans le génome cellulaire. Elles contiennent aussi les signaux nécessaires a la régulation des

ARNm et a ’encapsidation des ARN viraux.

A la différence des virus HIV et SIV, le virus Visna, ainsi que le CAEV, ne posséde pas les

genes codant les protéines Nef, VpU, VpR ou VpX (Figure 10).

I1.2. Protéines et enzymes virales (Narayan & Clements, 1989) (Tableau 7)

11.2.1. Protéines virales

Le virus est constitu¢ de deux protéines d’enveloppe :

une glycoprotéine de surface, gp135 SU (de poids moléculaire 135000), qui
détermine le tropisme cellulaire du virus. Elle porte les déterminants antigéniques
qui seront les cibles des anticorps neutralisants et des cellules T cytotoxiques dans
la réponse immunitaire dirigée contre le virus,

une glycoprotéine transmembranaire, gp44 TM, qui participerait au processus de

fusion et de pénétration du virus dans la cellule hote.

La sous-unit¢ TM de la glycoprotéine d’enveloppe du virus est ancrée a la bicouche lipidique.

La glycoprotéine SU est liée de fagon non covalente a TM. Les glycoprotéines d’enveloppe
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des lentivirus ont des fonctions biologiques importantes et contiennent les épitopes
responsables a la fois de I’induction d’anticorps neutralisants et de I’interaction des virus avec
le ou les récepteur(s) a la surface des cellules hotes. Ainsi la distinction qui existe entre le
virus Visna-Maedi et le CAEV, deux lentivirus trés proches de part leur structure et la
séquence de leur génome, peut s’expliquer par des épitopes de nature différente contenus dans

leur glycoprotéine d’enveloppe respective (Chebloune et al., 1996).

Les protéines de capside sont les protéines de structure codées par le geéne gag : p25, pl4 et
pl7. La protéine de matrice (MA ou pl7) est responsable de I’association du précurseur
Pr55% avec la membrane cellulaire. MA est localisée entre I’enveloppe virale et la protéine
de capside (CA ou p25) du virus. CA est la protéine majeure, elle forme le core hydrophobe.
CA qui correspond au déterminant antigénique de chaque lentivirus, provoque une forte
réponse anticorps, utilisée pour des tests de dépistage. La nucléoprotéine (NC ou pl4)

recouvre le génome ARN viral.

Les autres polypeptides correspondent aux protéines issues des geénes vif, tat et rev. Ils jouent
un role essentiel dans la régulation de I’infectiosité du virus et de 1’expression génétique
virale :

- la protéine Vif induit, chez les animaux naturellement infectés, une faible réponse
immunitaire qui peut étre détectée par Western Blot. L’importance de Vif pour la
réplication du virus Visna-Maedi n’est pas clairement déterminée, mais chez le
CAEYV ou le VIH, il semble que Vif joue un rdle crucial dans les stades tardifs du
cycle viral, notamment au cours de la morphogenése du core (Harmache et al.,
1995 ; 1996). Vif serait aussi capable d’augmenter ’infectivité des particules
virales, mais cette fonction est dépendante du type cellulaire infecté (Camaur &
Trono, 1996).

- Tat, une protéine de 10 KDa, induit I’accumulation d’ARNm viraux via les sites
de liaison AP-1 et AP-4 présents au niveau de la séquence U3 des LTR (Gdovin &
Clements, 1992 ; Saltarelli et al., 1993), ou via les facteurs cellulaires tels que c-
Fos et c-Jun (Neuveut et al., 1993). Récemment, il a ét¢ montré que la protéine Tat
du virus Visna-Maedi appartient au groupe des protéines Tat caractérisées par un
faible potentiel de transactivation. La protéine Tat du virus Visna-Maedi
contribuerait elle-méme a la pathogencse virale en induisant des désordres

lymphoprolifératifs folliculaires dans de nombreux organes (Hayman et al., 1993 ;
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Vellutini et al., 1994). L’action de Tat pourrait étre médiée par la stimulation de
genes cellulaires, tels que les génes de cytokines (Philippon et al., 1994).

- la protéine Rev, 19 KDa, joue un role majeur dans le transport des ARNm non
épissés du noyau vers le cytoplasme (Mazarin et al.,, 1990). La protéine Rev
contient les signaux d’exportation nucléaire qui permettent a la protéine de franchir
la membrane nucléaire et d’exercer son role de régulateur via les éléments de
réponse RRE (« rev responsive element ») localisés au niveau du géne env. Ainsi il

a été montré que les virus mutants rev’ sont non infectieux (Pépin et al., 1998).

11.2.2. Enzymes virales

Elles sont codées par la polyprotéine précurseur Pr ¢7°! (Pépin et al., 1998).

La premicre enzyme est une ADN polymérase ARN dépendante ou transcriptase inverse.
Cette enzyme joue un role clé dans le cycle de réplication des rétrovirus. Elle transcrit I’ARN
en ADN monocaténaire puis bicaténaire, formant ainsi le provirus, susceptible de s’intégrer
dans le génome de la cellule hote. Les propriétés de cette enzyme font du virus Visna-Maedi
un lentivirus typique : son activité dépend strictement de la présence dans le milieu d’un
cation métallique divalent, avec une nette supériorité de 1’ion Mg > par rapport & I’ion Mn >,
ce dernier étant nécessaire a 1’activité de certains oncovirus. La transcriptase inverse a aussi
une activité RNase H qui ¢limine I’ARN matrice.

La deuxiéme enzyme posséde une activit¢ endonucléase / intégrase. Elle est capable
d’introduire des coupures sur la chailne d’ADN circulaire et participe également au
mécanisme d’intégration du génome viral avec celui de la cellule hote.

La troisiéme enzyme est une protéase : son activité protéolytique est essentielle pour la
maturation des virions infectieux. Elle est responsable du clivage des polyprotéines
précurseurs gag-pol et Pr55%°¢ en enzymes virales et protéines de structure. La protéase virale
par sa structure tridimensionnelle, ressemble aux protéases cellulaires a acide aspartique.
Enfin, la derniére enzyme est une dUTPase que I’on ne retrouve pas chez lentivirus de
primates (Pépin et al., 1998). Cette enzyme semble diminuer la fréquence des mutations
G—A. Cependant une souche de virus Visna-Maedi déficiente en dUTPase semble étre tout

aussi pathogene in vivo que la souche sauvage (Petursson et al., 1998).
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Figure 11 : Cycle de réplication des Lentivirus (Gonda & Oberste, 1992).
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III. Tropisme cellulaire et cycle de réplication (Zinck & Johnson, 1994 ;
Clements et al., 1994)

Les cellules cibles du virus Visna-Maedi sont essentiellement les cellules de la lignée
monocytes / macrophages. Au départ, seuls quelques monocytes et promonocytes issus de la
moelle sont infectés ; la réplication virale est limitée et le virus reste sous la forme d’ADN
proviral. Au cours de la maturation et de la différenciation des monocytes en macrophages, la
sensibilité a I’infection est augmentée par augmentation du nombre de récepteurs viraux et la
production de certains facteurs cellulaires stimulent la transcription virale.
Certaines cellules du systéme nerveux central sont également la cible du VMV : les cellules
épithéliales et les fibroblastes de plexus choroide (PC), ainsi que les astrocytes et les
oligodendrocytes de la substance gliale. Cependant, s’il est clairement établi aujourd’hui que
la principale cible du lentivirus ovin est bien la lignée monocytaire, d’autres cellules peuvent
¢galement étre infectées in vivo, comme des lymphocytes. Le pourcentage de lymphocytes
infectés reste malgré tout assez faible et la réplication virale au sein de ces cellules semble
non productive. In vitro le cycle de réplication du virus Visna-Maedi a surtout été étudié sur
cellules de plexus choroide de mouton.
Ce cycle présente les mémes phases de réplication que les lentivirus et en particulier le HIV
(Gonda & Oberste, 1992) (Figure 11). Il se divise en trois grandes étapes :

- une phase de reconnaissance, de fixation et de pénétration

- une phase d’éclipse,

- une phase de production virale.
Le virus Visna-Maedi reconnait des récepteurs spécifiques a la surface de la cellule cible, se
fixe a la surface de cette cellule par interaction entre sa glycoprotéine d’enveloppe gp135 et le
récepteur cellulaire. Puis, apres fusion, le virus pénétre dans la cellule par un phénomene de
pinocytose : sa capside est dégradée, libérant ainsi le nucléoide dans le cytoplasme.
Le ou les récepteurs d’entrée du virus dans ces cellules étaient jusqu’alors inconnus.
Cependant, la capacité du virus a se répliquer dans une large gamme de cellules suggere qu’il
utilise, soit une molécule trés commune, soit différents récepteurs. Récemment, I’équipe de
J.E. Clements (Bruett et al., 2000 ; Barber et al., 2000) a identifi¢ un récepteur cellulaire du

virus Visna-Maedi.
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Lors de la phase d’éclipse, au niveau du cytoplasme, aprés décapsidation, I’ARN
parental est rétro-transcrit en ADN grace a ’ADN polymérase ARN dépendante. Il y a
formation d’un hybride ARN-ADN qui sert de modele a la synthése d’un ADN bicaténaire,
transporté dans le noyau. Cet ADN linéaire va alors s’intégrer au génome de la cellule hote
par I’intermédiaire de son endonucléase : ’ADN cellulaire est transmis aux cellules filles,
permettant ainsi la propagation du virus a I’abri des défenses de I’hote. On parle alors de
provirus et cette phase de latence peut se poursuivre jusqu’a ce que des facteurs extérieurs ou
des signaux physiologiques induisent la reprise de la transcription.

A la faveur d’une activation, la transcription peut commencer, donnant d’une part un ARN
viral monocaténaire et d’autre part des ARNm qui, liés aux polyribosomes cytoplasmiques,

seront traduits en différentes protéines virales.

La derniére étape est la phase de production virale. A la fin de la synthése protéique,
les différents constituants viraux s’assemblent avec des molécules d’ARN génomique.
L’ensemble migre vers la membrane cytoplasmique, et le virion est expulsé¢ par

bourgeonnement, hors de la cellule ou il va subir des processus de maturation (Figure 11).

IV. La maladie

Sur le plan clinique, trois caractéristiques de la maladie sont essentielles :

- Dlincubation est trés longue ; les signes cliniques ne se manifestent pas chez
I’animal trés jeune et pas avant 1’age de 2 ou 3 ans. La maladie Maedi a une
période d’incubation comprise entre 2 a 5 ans, la maladie Visna de 9 mois a 5 ans,

- parmi les animaux infectés, peu développent des signes cliniques,

- les animaux qui extériorisent la maladie évoluent inexorablement vers la mort.

Dans la forme Maedi (Zinck & Johnson, 1994 ; Savey et al., 1982 ; Pekelder et al., 1994), les
premiers signes sont d’abord discrets et peu évocateurs. L’éleveur constate une altération de
I’état général, I’animal manque de vigueur et il présente une toison en mauvais ¢tat. Apparait
ensuite une géne respiratoire a 1’effort ; la fréquence respiratoire est anormalement ¢€levée et
I’évolution se fait progressivement vers une polypnée permanente, observée méme au repos.

Cette évolution est apyrétique. Le jetage est absent et la toux séche inconstante. Malgré un
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bon appétit, ’animal devenu cachectique ne se léve plus et succombe en anoxie,
généralement a la suite de surinfections bactériennes ou parasitaires.

La phase clinique peut durer plusieurs mois, parfois plus d’une année. L’évolution fatale est
notablement accélérée en cas de gestation, d’allaitement ou de maladies intercurrentes
microbiennes ou parasitaires.

Une lymphocytose est surtout décelée au début de la maladie ; a 1’autopsie le volume et la
poids des poumons est multiplié par 2 ou 3. Les ganglions lymphatiques trachéo-bronchiques
et médiastinaux sont hypertrophiés et cedémateux. L’examen histologique révele une

pneumopathie interstitielle avec hyperplasie lymphoide péribronchique et périvasculaire.

La forme Visna (Pépin et al., 1998) est définie comme une leucoencéphalomyélite
enzootique ovine, maladie démy¢élinisante lente, a évolution toujours fatale. Comme pour la
forme Maedi, on note au départ une altération de 1’état général. Le mouton traine a 1’arriére
du troupeau et tombe parfois sans raison au début. Une anomalie de la démarche s’observe
au niveau du train postérieur, lorsque 1’animal est amené a trotter. La parésie des muscles
postérieurs évolue lentement vers la paraplégie et I’animal perd du poids. On observe parfois
un tremblement au niveau des lévres et des muscles faciaux, et les mammites sont des
complications observées quelquefois chez les brebis. La parésie progresse lentement vers une
paralysie compléte. L’¢état général de 1’animal se détériore inéluctablement. L’évolution
clinique, 1a aussi apyrétique, dure quelques semaines a plus d’un an. La mort survient apres
une période de coma. Le LCR présente une pléiocytose mononuclée.

Les lésions histologiques sont celles d’une réaction inflammatoire puis plus tardivement
d’une démyélinisation et d’une destruction de la substance blanche dans le cerveau, le

cervelet et la moelle épiniére.

Il n’existe pour le moment aucun traitement spécifique de ces deux maladies.
Plusieurs études in vitro ayant pour but de cribler un certain nombre de molécules pouvant
présenter une activité antirétrovirale ont été réalisées. Cependant, si ces travaux font I’objet de
recherches et si des activités antirétrovirales potentielles sont testées sur des lentivirus
animaux, et notamment sur le virus Visna-Maedi, c’est avant tout en vue d’une application
au traitement du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) humain induit par le

VIH.
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La prophylaxie médicale est pour I’instant inexistante. Les tentatives de vaccination
menées jusqu’ici ont échoué. Les seules mesures prophylactiques prises sont 1’éradication des

animaux, a I’exportation, séropositifs en immunodiffusion ou ELISA.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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MATERIELS ET METHODES
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I. Culture cellulaire

Les cellules utilisées comme support pour la culture du virus Visna-Maedi sont des cellules
primaires ; elles sont issues de plexus choroide (PC) prélevés sur de jeunes ovins de moins
de 2 ans, provenant de I’abattoir de Limoges. Les cultures primaires sont obtenues a partir de
la technique des explants de PC de mouton. Elle est trés proche de celle que Sigurdsson a
décrite pour isoler le virus (Sigurdsson et al., 1960). Les cellules de PC se présentent sous la
forme de membranes richement vascularisées situées au niveau des deux ventricules
cérébraux. Ceux ci sont récupérés a la pince et mis en suspension dans une boite de pétri
contenant du milieu de culture sans sérum de veau feetal (SVF, Gibco-BRL), additionné
d’antibiotiques (100 UI/mL de pénicilline, et 0,2 mg/mL de streptomycine).

Le milieu de culture est le DMEM, milieu nutritif de base, reconstitué a partir des produits

suivants :
MEM (Sigma) 9,6 g
Eau distillée 890 mL
HEPES (Sigma) 4,76 g
Bicarbonate de Sodium (Sigma) lg
Acides aminés non essentiels (Sigma) 10 mL

La solution obtenue, ajustée a pH 7,4, est filtrée stérilement (Sterivex-GV, Millipore) puis
répartie dans des flacons stériles. Le pH de la préparation finale est de 7,2 et le DMEM est
conserve au réfrigérateur a +4°C.

Les plexus choroides sont découpés en petits fragments et lavés plusieurs fois dans le milieu.
Les explants ainsi obtenus, sont disposé€s a raison d’une dizaine dans des flasques de culture
de 25 cm” (Corning). Dans chacunes des flasques on a préalablement introduit 200uL de
plasma de poulet (Sigma) réhydraté avec de I’eau distillée stérile. Les flasques sont placées a
I’étuve a 37°C pendant 1 heure, puis on ajoute 5 mL de milieu de culture a 20% de SVF,
additionné d’antibiotiques. Les cellules de PC sont mises a incuber a 37°C, sous 5% de CO,
en atmosphére humide (1’étuve Jouan 1G150).

Au bout de 4 a 5 jours, les cellules fibroblastiques commencent a se développer a partir des
extrémités de chaque explant, adherent et proliférent sur la paroi du flacon.

Une semaine aprés I’explantation, le milieu de culture est remplacé par du milieu de culture a

10% de SVF additionné d’antibiotiques. L’obtention d’un tapis cellulaire a confluence
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nécessite environ 15 jours d’incubation au total a 37°C. A confluence les cellules subissent
I’inhibition de contact, elles ne se multiplient plus.

Les cellules fibroblastiques de PC, sont des cellules adhérentes, qui s’étalent en monocouche
sur la paroi du flacon de culture. Lorsque les cellules sont a confluence elles sont trypsinées et
repiquées dans de nouvelles flasques de culture ou tout autre support (microplaques,
Slideflask...).

Apres avoir retiré le milieu de culture, les cellules sont rincées une premicre fois avec du PBS
(« phosphate buffer saline »), puis une deuxiéme fois avec de la trypsine (solution saline de
trypsine a 0,05% (p/v) et d’EDTA disodique a 0,02%, Sigma). Ensuite, 1 mL de
trypsine/EDTA est ajouté sur les cellules ; la flasque est placée a 1I’étuve pour environ 5 mn.
Lorsque le tapis cellulaire est détaché, on ajoute 5 mL de milieu de culture, et les cellules sont
dispersées par flux et reflux successifs. A ce stade les cellules sont dénombrées sur cellule de
Malassez (Preciss). La suspension est alors ajustée a la concentration cellulaire désirée.

Le repiquage se fait en moyenne tous les 4 jours. Les cellules de PC peuvent en théorie subir
une vingtaine de passage, mais ce nombre peut varier en fonction des lots cellulaires. Pour
que les conditions de viabilité cellulaires soient maximales, nous nous limitons au maximum a
10 générations de sous-culture parce qu’en vieillissant les cellules sont moins résistantes.

A la troisieme sous-culture, les cellules peuvent étre congelées et constituent une réserve de
cellules primaires. Les cellules, sont mises en suspension dans du milieu de culture contenant
10% de SVF et 10% de DMSO. La concentration cellulaire doit étre de 1 a 1,5.106
cellules/mL. Cette suspension cellulaire est ensuite répartie dans des cryotubes (environ 1,5
mL par tube). Ceux—ci sont alors placés a —80°C dans un récipient permettant une chute de
température progressive, avant d’étre conservés dans 1’azote liquide.

La suspension cellulaire est décongelée rapidement au bain-marie, puis mise en culture dans
des flasques de 25 cm” de surface (ou 2 cryotubes pour une flasque de 75 cm?). Un volume
adéquat de milieu standard (milieu de culture a 10% de SVF) est ajouté. Le milieu de
culture est changé 12 h plus tard afin d’éliminer les cellules mortes et le DMSO

potentiellement cytotoxique.

II. Le virus Visna et son titrage

Au cours de nos expériences nous avons utilisé une souche virale : la souche Visna K1514
(Laboratoire Pourquier, Montpellier, France) souche de référence isolée par Sigurdsson

(Sigurdsson et al., 1960) et séquencée par Sonigo (Sonigo et al., 1985). Cette souche est
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conservée au congélateur a —80°C, sous forme d’aliquots de surnageants de cultures
cellulaires infectées. Les virus contenus dans le surnageant des cultures cellulaires infectées
servent d’inoculum pour infecter de nouvelles cultures cellulaires et pour le titrage de la
souche virale.

La constitution d’un pool viral se fait a partir d’une culture cellulaire présentant un tapis a
80% de confluence. Dans un premier temps, le milieu de culture est retiré, puis le flacon de
culture est rincé avec du DMEM afin d’éliminer toute trace de sérum de veau feetal qui inhibe
le développement du virus. On inocule alors 2 mL de surnageant de culture infectée sur le
tapis cellulaire, pour un flacon de 75 cm® de surface. Aprés 1 h d’incubation a + 37°C, le
surnageant est retiré et remplacé par 10 mL de milieu de survie c’est a dire le milieu de base
additionné de 2% de SVF. Le flacon de culture est replacé a 1’étuve jusqu’a 1’apparition des
premiers effets cytopathologiques (ECP). Le surnageant est alors récolté, et remplacé par un
volume égal de milieu de survie. Le flacon de culture est a nouveau replacé a 1’étuve. Cette
opération est répétée toutes les 24 h jusqu’a épuisement du tapis cellulaire. A chaque recueil,
les surnageants sont centrifugés pendant 10 mn, a 2000 g et +4°C (Jouan CR312). Ainsi

débarrassé des débris cellulaires en suspension les surnageants sont congelés a — 80°C.

Déterminer le titre infectieux d’une suspension virale signifie dénombrer, par unité¢ de
volume, les particules virales capables d’infecter des cellules permissives. Le virus est titré
selon la micro méthode du laboratoire (Larrouturou, 1993), basée sur 1’apparition des effets
cytopathologiques caractéristiques du virus Visna-Maedi (formation de syncytia et lyse
cellulaire).

Apres trypsination d’un tapis cellulaire a confluence, les cellules sont dénombrées sur cellule
de Malassez ; la suspension cellulaire est ajustée a 2.10° cellules/mL avec du DMEM a 5% de
SVF. 50 uL de la suspension cellulaire finale sont distribués dans les cupules d’une plaque 96
puits a fond plat (Nunc). Par ailleurs 50 pL de dix séries de dilution décimale, préparées a
partir de la suspension virale initiale, sont distribués dans une colonne de 8 cupules, contenant
déja les cellules. Deux colonnes de 8 puits sont réservées : ’'une au « témoin cellule »
(cellules non infectées additionnées de 50 pL de milieu DMEM avec 5% de SVF), I’autre au
« témoin virus » (cellules infectées par 50 uL de suspension virale non diluée).

La plaque 96 puits est alors incubée 6 jours a 37°C.

Ensuite, les différents surnageants sont éliminés sans décoller les cellules, qui sont observées

apres coloration au May-Griinwald Giemsa (MGGQG).
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Apres coloration la plaque est observée au microscope inversé (Nikon). Le nombre de cupules
positives (+) c’est a dire présentant une lyse cellulaire ou au moins un syncytium, est évalué,

en prenant comme référence négative le t¢émoin cellule.

Dilutions du virus 10"
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Tc : Témoin Cellule Tv : Témoin Virus

Le titre infectieux du virus est ensuite calculé selon la méthode de Reed & Muench (1938).
Il est exprimé en dose infectant a 50% les cellules en culture (DICCsy ou « CCIDsg ») par
millilitre. Cette DICCsy est calculée selon une formule statistique, apreés avoir déterminé les

dilutions encadrant le point d’infection 50% :

DICC _ 10-(Dilution supérieure a 50% + X)
50 -

ou

% Dilution supérieure a 50% - 50%

% Dilution supérieure a 50% - % Dilution inférieure a 50%

A partir d’un calcul de DICCsy on déterminera la multiplicité d’infection (MOI) en fonction
du nombre de cellules utilisées. Toutes les infections, in vitro, par le virus Visna seront

réalisées avec une MOI =0,1.
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I11. Induction de I'apoptose sur les cellules de PC

II1.1. Réactifs :

e Tampon de ringage PBS « phosphate buffer saline »,

NaCl (Prolabo) 40 g
KCI (Prolabo) lg
Na,HPO4.12H,0 (Prolabo) 145¢g
KH,POy4 (Prolabo) lg
H,O0 distillée gsp SL

ajusté a pH 7.4, stérilisé a 1’autoclave et conservé a +4°C,

Solution de fixation au paraformaldéhyde (PAF, Sigma) a 4% (p/v) dans du PBS
en chauffant (100°C). La solution est conservée a +4°C pour utilisation immédiate
ou stockée a —20°C,

DAPI (4’,6-diamidino-2-phénylindole, Sigma) 1 mg/mL dans du DMSO,
conservé a I’obscurité,

Gélatine/Glycérol (Sigma) portée extemporanément a fusion avant utilisation.

II1.2. Nature des différents stress :

Privation en sérum de veau foetal,

Déxaméthasone (Sigma), solution mere a 10~ M dans 1’éthanol,
Tamoxiféne (Sigma), solution mere a 10° M dans du DMSO,
Cycloheximide (Sigma), solution mére a 10 M dans I’éthanol,
Génistéine (Sigma), solution mére & 10~ M dans I’éthanol,
Camptothecine (Sigma), solution mére & 10> M dans du DMSO,
Staurosporine (Sigma), solution mére a 10> M dans le méthanol,

Irradiation Gamma (Source Cobalt 60, débit de dose : 800 gray/heure).

II1.3. Mode opératoire :

Les cellules sont ensemencées a une densité de 2,5-3.10° cellules/cm®. Pour les drogues et la

privation en sérum, les cellules sont cultivées en « plaques 6 puits » (Nunc). Au bout de 24 h
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d’adhésion, les cellules sont privées en sérum ou traitées avec les différentes drogues selon
une gamme de concentration de 10 a 10 M final.

Pour I'irradiation gamma, les cellules sont ensemencées sur des supports Slideflask (Nunc).
Au bout de 4 jours d’adhésion, les cellules sont irradiées suivant une gamme de 1 a 20 Gray.
Apres traitement, les colorations au DAPI sont effectuées toutes les 6 h pendant 6 jours. La

technique de coloration au DAPI est décrite ci-apres.

IV. Analyse des modifications nucléaires apoptotiques

IV.1. Marquage nucléaire par le DAPI :
IV.1.1. Réactifs :

° PBS,
° PAF 4%,
° DAPI,

o Gélatine/Glycérol.

1V.1.2 Mode opératoire :

Le DAPI est un agent spécifique intercalant de ’ADN au niveau des bases A=T. Il est
couramment utilisé pour I’observation des noyaux de cellules en apoptose.

Les cellules sont ensemencées, puis infectées ou traitées a la staurosporine (1 uM final). A
différents temps, les surnageants sont prélevés et les cellules sont fixées au PAF 4% pendant
30 mn a température ambiante.

Les cellules sont ensuite lavées puis colorées avec une solution de DAPI a 0,5 ug/mL,
pendant 1 mn a température ambiante.

Apres lavage, les lames sont séchées puis montées avec de la gélatine/glycérol. L observation
s’effectue au microscope a fluorescence (Microscope Leica). Les noyaux présentent une
fluorescence bleue (BP 340-380 nm). Les photos sont réalisées au grossissement x200 ou

x400 sur une pellicule de 200 ASA.

IV.2. Technique TUNEL
IV.2.1 Réactifs :
° PBS,
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o PAF 4%,
. Kit « In situ Cell Death Detection Kit, POD » (Roche Molecular Biochemicals),
conserveé a —20°C. 1l est constitué :
- d’une solution enzymatique (TdT)
- d’une solution de marquage (FITC-dUTP)
- du convertisseur (I’anticorps anti-FITC couplé a la péroxydase), prét a

I’emploi,

Solution de blocage des peroxydases endogenes a 0,3% (v/v) a partir d’une
solution de peroxyde d’hydrogéne (H,0O,), dans du PBS, conservée a —20°C,
. Tampon citrate est préparé a 0,1% (p/v) dans du PBS,

Solution détergente de Triton-X100 (Sigma) a 0,1% (v/v) dans du tampon citrate a
0,1%,

DAB (« Sigma Fast 3,3’-diamidinobenzidine tablet sets », Sigma), substrat de la
peroxydase conservé a —20°C, préparé extemporanément dans de 1’eau distillée

stérile,

Gélatine/Glycérol.

IV.2.2 Mode opératoire :
La technique TUNEL (« TdT-mediated dUTP-X nick end labelling ») est réalisée avec un kit

qui permet « la détection et la quantification de 1’apoptose au niveau cellulaire » (Roche
Molecular Biochemicals). Au cours de ce test nous utilisons 1’enzyme TdT (« Terminal
deoxynucleotidyl transferase ») qui va marquer spécifiquement les extrémités 3’-OH générées
lors de la fragmentation de I’ADN. En fait, la TdT rajoute a ces extrémités des nucléotides
dUTP couplés a la fluorescéine (fluorescéine-dUTP).

Les cellules sont infectées aux méme temps que ceux utilisés pour le marquage DAPI et
fixées au PAF.

Apres lavage, elles sont immergées dans une solution a 0,3% de peroxyde d’hydrogéne
(H20,) 30 mn a température ambiante pour bloquer les peroxydases endogenes.

Les membranes cellulaires sont ensuite perméabilisées a 1’aide d’une solution détergente de
Triton X-100, pendant 2 mn sur de la glace.

Les cellules sont lavées, puis incubées avec 50 uL. de mélange réactionnel contenant 1’enzyme
(TdT, 1 volume) et les marqueurs dUTP-FITC (9 volumes), pendant 60 mn a 37°C. Apres

lavage, les lames sont montées avec de la gélatine/glycérol.
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L’observation et les photos des lames se font au microscope a fluorescence. Les noyaux
présentent une fluorescence verte (BP 450-490 nm).

Le kit permet aussi de visualiser la fragmentation chromatinienne, en microscopie
photonique : la sensibilit¢ du marquage FITC est amplifiée en utilisant un anti-corps
«convertisseur» dirigé contre la FITC et couplé a la peroxydase (HRP, « Horse Radish
Perodydase »). Aprés le marquage, les cellules sont lavées, puis incubées avec ’anticorps
couplé a la peroxydase, dirigé contre le fluorochrome FITC, pendant 30 mn a 37°C. Apres
rincage, une nouvelle incubation est réalisée avec un substrat de la peroxydase: la 3,3’-
diamidinobenzidine (DAB, Sigma) a température ambiante. Les lames sont lavées, séchées

puis montées. Les noyaux apparaissent colorés en marron foncé.

IV.3. Technique de double marquage DAPI/TUNEL
IV.3.1.Réactifs :
° PBS,
° PAF 4%,
. Kit « In situ Cell Death Detection Kit, POD » (Roche Molecular Biochemicals),

. Solution de blocage des peroxydases endogenes a 0,3% (v/v) HxOa,
° Solution détergente a 0,1% Triton-X100 dans 0,1% citrate,
o DAPI,

o Gélatine/Glycérol.

1V.3.2 Mode opératoire :

Pour réaliser ce double marquage il est nécessaire d’effectuer en premier le marquage
TUNEL, puis en second la coloration DAPI. De plus, il faut arréter la technique TUNEL a
I’étape du marquage enzymatique avec la TdT, et ne pas réaliser 1’étape de conversion du
signal avec I’anticorps couplé a la peroxydase. La coloration avec le substrat DAB masque
tout marquage ultérieur en fluorescence.

Le protocole reprend les mémes étapes décrites précédemment. L’observation s’effectue au
microscope a fluorescence, en utilisant successivement le filtre pour le marquage FITC puis le

filtre pour le DAPI. Nous prenons la précaution de ne pas changer le champ d’observation.
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IV.4. Migration électrophorétique sur gel d’agarose
IV.4.1. Réactifs :

PBS,

Tris—HCI (Sigma) a 1 M, pH 8,

EDTA.2H,0 (Sigma) a 0,5 M, pH 8,

SDS (Sigma) a 10%, pH 7,2 (chauffer a 68°C pendant quelques minutes pour
favoriser la dissolution),
NacCl (Sigma) a 6 M,
Protéinase K (50 unités /mL Roche Molecular Biochemical), a 20 mg /mL,
conservée a —20°C,
Tampon de lyse :
- 50 mM dans Tris-HCI
- 0,1 Mdans EDTA.2H,0O
0,5% SDS
- 50 mM NaCl,

Acétate de sodium.3H,O (Sigma) a 3 M, pH 5,2 ajusté avec de 1’acide acétique
(Sigma) « glacial »,

RNase A (20 unités /mL, Roche Molecular Biochemical), a 10 mg/mL dans de
I’acétate de sodium a 0,01 M, pH 5,2. L’enzyme est chauffée a 100°C pendant 15
mn, puis refroidie a température ambiante. Le pH est ajusté a pH 7,4 en ajoutant
0,1 volume de tampon Tris-HCI IM. L’enzyme est aliquotée et conservée a —
20°C,

Phénol (Sigma),

Chloroforme (Sigma),

Isopropanol (Sigma),

Acétate d’ammonium (Sigma) a 10 M. La solution est stérilisée par filtration
(Sartorius Minisart NML),

Ethanol 70%,

TBE 10X (Sigma) dilué a 0,5X,

Agarose (Roche Molecular Biochemicals),

Tampon de charge (Sigma),

BET (Sigma) 10 mg/mL.
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1V.4.2. Mode opératoire :

Les cellules sont ensemencées et infectées dans des flacons de culture de 150 cm® (Nunc) ou

traitées a la staurosporine. A différents temps d’incubation, les cellules sont trypsinées, puis

centrifugées a 1000 g, pendant 15 mn, a 4°C. Le surnageant est ¢liminé.

Lyse des cellules :

sur les culots sont ajoutés directement 500 puLL de tampon de lyse,
les tubes sont agités,
on ajoute la protéinase K (0,5 unités enzymatiques/mL, final),

apres agitation les tubes sont placés au bain-marie une nuit sous agitation a 50°C.

Extraction de I’acide nucléique :

aprés une nuit, on ajoute directement sur les lysats 1 volume de phénol (v/v),

les tubes sont agités, puis centrifugés 5 mn a 20000 g 4°C,

la phase aqueuse supérieure est récupérée dans un tube propre et on ajoute un
volume de chloroforme,

apres centrifugation, la phase aqueuse supérieure est récupérée.

Précipitation de I’acide nucléique :

sur la phase aqueuse on ajoute 1 volume d’isopropanol glacial et 1/10 volume
d’acétate d’ammonium,
les tubes sont placés a -20°C pour la nuit,

apres agitation par retournement on centrifuge 15 mn a 20000g a +4°C.

Préparation de I’acide nucléique :

les culots sont resuspendus dans 500 pL d’éthanol a 70% et agités,

ils sont centrifugés 10 mn a 20000 g a +4°C,

le surnageant est ¢liminé et les tubes sont recentrifugés 2 mn a 20000g a +4°C,

le surnageant est retiré avec précaution, et on ajoute 10 pL de tampon Tris-EDTA
et 5 uL de RNaseA (4 unités enzymatiques /mL) sur les culots,

les tubes sont placés au bain-marie pendant 1 h a 50°C, sous agitation, puis 1 h a
68°C,

les tubes sont placés une nuit a +4°C.

Dépot de I’acide nucléique :

apres une nuit, les lysats sont dosés en spectrométrie U.V. a 260 et 280 nm,
pour vérifier si la technique d’extraction est correcte il faut effectuer le calcul
suivant :

A/ A= 1,75
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A : absorbance de I’échantillon a 260 nm (longueur d’onde de I’ADN)
A\, : absorbance de I’échantillon a 280 nm (longueur d’onde de I’ARN)
- la quantité¢ d’ADN est calculée de la fagon suivante :
Q=21 x eapn X facteur de dilution (vol. de la cuve / vol. d’échantillon)
Q : quantité en ADN (pg/mL)

eapn : coefficient d’extinction molaire de I’ADN double brin = 50 pg/mL,

- la quantit¢ de matériel déposé sur le gel d’agarose est de 10 ug d’ADN par
échantillon et par puit,

- le gel est préparé a 1% d’agarose (p/v) dans du TBE, puis on ajoute 1 uL de BET
pour 100 mL d’agarose, quand le mélange a refroidit,

- le gel est placé dans une cuve d’¢électrophorese remplie de TBE 0,5X,

- I’ADN est homogénéisé avec quelques gouttes de tampon de charge puis déposé,

- la migration s’effectue sous un champ a 50 V. Le temps de migration dépend du

pourcentage d’agarose et du voltage appliqué.

V. Dosage de I’activité Lactate Déshydrogénase (LDH)
V.1. Réactifs :
o Kit « Cytotoxicity Detection kit » (Roche Molecular Biochemicals),

o Solution de lyse : 10% de Triton-X100 (v/v) dans du PBS.

V.2. Mode opératoire :

Cette technique permet de mesurer la libération de la LDH dans le milieu de culture et par
conséquent I’intégrité membranaire. Le principe du kit est basé sur une réaction enzymatique
entre la LDH et son substrat le lactate qui une fois métabolisé (réaction de réduction), libére
des protons H' qui réduisent le colorant et modifient sa coloration. La réaction est
colorimétrique : plus on a de LDH libérée dans le milieu extracellulaire plus la coloration

devient marron pourpre.
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Les cellules sont ensemencées sur des plaques 96 puits et infectées. A différents temps post-
infection, les surnageants de cultures infectées ou non, sont récupérés. Aprés centrifugation
3000 g 10 mn a 4°C, 100 pL de chaque échantillon sont alors répartis dans une nouvelle
plaque 96 puits.

Le mélange réactionnel contenant du lactate (substrat de la LDH), un colorant
(I’iodotétrazolium, indicateur coloré de la réaction) et un catalyseur (la diaphorase/NAD") est
préparé extemporanément. 100 pL. du mélange sont ajoutés a chaque puits. Aprés 30 mn
d’incubation a température ambiante et a 1’abri de la lumiere, I’absorbance (Abs) est mesurée

2490 nm a I’aide d’un lecteur ELISA (MRX, Dynatech).

Pour exprimer les résultats en terme de cytotoxicité, deux contrdles sont réalisés :
- un contrdle témoin (CT), ou les cellules sont cultivées sans virus,
- un contrdle positif (CP) qui correspond a 100% de cytotoxicité, réalisé en lysant

les cellules avec une solution de Triton X-100, pendant 15 mn a 37°C.
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Le pourcentage de cytotoxicité est évalué en calculant le rapport suivant :

AbSmes - AbSCT
Cytotoxicité (%) = x 100
AbSCp - AbSCT

ou:
Abses €st 1’absorbance de I’échantillon testé
Abscr est ’absorbance du controle témoin

Abscp est I’absorbance du contrdle positif.

VI. Etude du clivage de la PARP

VI.1 Réactifs :

o PBS,

o PAF 4%,

o Anticorps polyclonal (IgG) anti-PARP produit chez le lapin (anti-PARP p85
fragment pAb, Proméga),

o Anticorps secondaire polyclonal (IgG) anti-lapin couplé a la peroxydase, produit
chez le singe (anti-rabbit [gG-HRP conjugate, Proméga),

. Solution de blocage des peroxydases endogenes a 0,3% H,0,,

° Solution détergente : 0,1% Triton-X100 dans 0,1% citrate,

o Solution de saturation préparée a 0,1% de BSA («bovine serum albuminey,
Sigma) dans du PBS stérile,

° DAB,

o Hématoxyline,

o Gélatine/Glycérol.

VI.2 Mode opératoire :

La PARP (Poly-ADP-Ribose Polymérase) est une enzyme intervenant dans les mécanismes
de réparation transitoire de I’ADN. Elle est efficacement inactivée suite a un clivage

protéolytique lors de I’induction d’une mort cellulaire par apoptose. Pour visualiser ce clivage
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nous utilisons un anticorps, I’anticorps p85, qui reconnait la PARP clivée et qui ne peut pas
reconnaitre la PARP intégre.

Les cellules sont ensemencées sur des supports Slideflask et infectées ou traitées a la
staurosporine. A différents temps, les cellules sont fixées, lavées, puis immergées dans la
solution de blocage des peroxydases endogenes, 30 mn, température ambiante.

Les membranes cellulaires sont perméabilisées, 2 mn sur glace.

Les cellules sont lavées, traitées par la solution de saturation 45 mn, relavées, puis incubées
avec 100 pL d’anticorps anti-PARP, pendant 60 mn a température ambiante ou 12 h a +4°C.
Apres marquage, les cellules sont rincées et incubées avec 1’anticorps secondaire couplé a la
peroxydase, dirigé contre 1’anticorps anti-PARP, pendant 30 mn a 37°C.

Apres lavage, les cellules sont incubées avec un substrat de la peroxydase : la DAB, et contre
colorées a I'hématoxyline.

Les lames sont rincées, séchées et montées. L observation des lames se fait au microscope
optique. Les cellules présentant une PARP clivée, apparaissent colorées en marron foncé. Les

cellules qui ne présentent pas de PARP clivée, sont colorées en violet par I’hématoxyline.

VII. Etude de la libération du cytochrome c

VIIL.1. Réactifs :

° PBS,

° PAF 4%,

. Anticorps monoclonal (IgG) anti-cytochrome c, produit chez la souris (Anti-
Cytochrome ¢ mAb, Proméga),

. Anticorps secondaire polyclonal (IgG) anti-souris, produit chez le lapin, couplé a
la biotine (Dako),

. Anticorps tertiaire polyclonal (IgG) anti-lapin, produit chez le porc, streptavidine
anti-biotine, couplé au FITC (Dako),

o Solution de blocage des peroxydases endogenes a 0,3%,

° Solution détergente : 0,1% Triton-X100 dans 0,1% citrate,

° Solution de saturation a 0,1% de BSA,

o Gélatine/Glycérol.
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VIIL.2. Mode opératoire :

Le cytochrome c est libéré dans le cytosol suite a une stimulation de type pro-apoptotique de
la mitochondrie. Sa libération est une des étapes clés de I’activation des caspases.

Les cellules sont ensemencées, infectées, et fixées au PAF.

Les membranes cellulaires sont perméabilisées 2 mn sur la glace, puis incubées avec la
solution de saturation 45 mn, a température ambiante.

Apres lavage, 100 puLL d’anticorps anti-cytochrome ¢ sont rajoutés, et incubés pendant 60 mn a
température ambiante ou 12 h a +4°C.

Les cellules sont rincées, puis incubées avec 1’anticorps couplé a la biotine, dirigé contre
I’anticorps secondaire pendant 1 h. Aprés ringage, une troisiéme incubation est réalisée avec
I’anticorps streptavidine anti-biotine couplé au FITC, pendant 1 h a température ambiante.

Les lames sont rincées, séchées puis montées. L’observation des lames se fait au microscope a
fluorescence (filtre FITC). Les cellules avec un cytochrome c cytoplasmique, présentent une

fluorescence verte.

VIII. Marquage du relargage de I’AIF

VIIIL.1. Réactifs :

o PBS,

o PAF 4%,

o Anticorps anti-AIF polyclonal (IgG) produit chez le lapin, conservé a +4°C.
L’anticorps anti-AIF, nous a été fourni par le Dr N. Zamzami de ’équipe G.
Kroemer,

. Anticorps secondaire polyclonal (IgG) anti-lapin, produit chez le porc, couplé au
FITC (Dako),

° Solution détergent : 0,1% Triton-X100 dans 0,1% citrate,

° Solution de saturation a 0,1% de BSA,

o Gélatine/Glycérol.

VIII.2. Mode opératoire :

Le facteur AIF est une autre protéine libérée suite a une stimulation pro-apoptotique de la

mitochondrie.
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Les cellules sont ensemencées sur des supports « Chambre 4 puits Sonic Seal Well » (Nunc),
et infectée. A différents temps, les cellules sont fixées, perméabilisées, rincées, puis trempées
dans la solution de saturation comme décrit précédemment. Les cellules sont lavées, puis
incubées avec 100 L d’anticorps anti-AIF, 12 h a 4°C.

Apres lavage, les cellules sont incubées avec ’anticorps secondaire pendant 1 h.

Les cellules avec un AIF cytoplasmique présentent une fluorescence verte au microscope a

fluorescence.

IX. Etude de la translocation de la phosphatidylsérine

IX.1. Réactifs :
° PBS,

. Kit « Annexin-V-Biotin » (Roche Molecular Biochemicals), conservé a —20°C,
. Anticorps streptavidine anti-biotine, couplé au FITC (« SA-FLUOS », Roche
Molecular Biochemicals),
. Tampon d’incubation :
- 10 mM Hepes pH 7,4 (Sigma)
- 140 mM NaCl
- 5mM CaCl,.

I1X.2. Mode opératoire :

La translocation des résidus phosphatidylsérine (PS) est une des premieres modifications
biochimiques observables chez la cellule entrant en apoptose. L'« Annexin-V » est une
protéine qui lie efficacement les résidus PS. Son utilisation permet de visualiser cet
événement précoce de la mort cellulaire programmée.

Les cellules sont ensemencées sur des plaques 96 puits a fond plats et infectées.

A différents temps post-infection, les surnageants de cellules infectées ou non, sont éliminés.
Les cellules sont lavées, recouvertes avec S0uL de solution de marquage diluée au 1/50, et
incubées 15 mn a température ambiante. Apres lavage, 50 uLL de solution d’amplification sont
rajoutés, et incubés a +4°C pendant 20 mn, sous légére agitation.

Les cellules sont lavées avec du tampon d’incubation. La mesure se fait au lecteur de plaque a
fluorescence (Fluorolite 1000, Dynatech Laboratories, Dynex Technologies, Labsystems ;

Aex : 450-500nm, A¢p @ S15-565nm).
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X. Dosage des activités caspases

X.1. Réactifs :
Solution de lyse, a 10% de Triton X-100,
Tampon d’équilibre a 0,1% de sodium citrate dans du PBS stérile et conservé a
+4°C,
Kit «Bio-Rad Protein Assay» (BIO-RAD), contenant :
- le réactif de Bradford
- le standard de protéines («Bio-Rad Protein Assay Standard I», BSA
lyophilisée),
Kit «CaspACE Assay System, Fluorometric» (Promega), contenant :
- le tampon caspase,
- un standard d’AMC (7-amino-4-méthyl coumarine),
- le substrat de la caspase-3 (Ac-DEVD-AMC),
- I’inhibiteur de la caspase-3 (Ac-DEVD-CHO),
- le substrat de la caspase-1 (Ac-YVAD-AMC),
- I’inhibiteur de la caspase-1 (Ac-YVAD-CHO),
Eau distillée stérile,
DMSO (dyméthyl sulfoxide, Sigma),
DTT (Dithiothreitol, Sigma) 1 M, aliquoté et conservé a —20°C,
Staurosporine (10°M),
Substrat de la caspase-8 (Ac-IETD-AMC) (Bachem Biochimie),
Inhibiteur de la caspase-8 (Ac-IETD-CHO) (Bachem Biochimie),
Substrat de la caspase-9 (Ac-LEHD-AMC) (Bachem Biochimie),
Inhibiteur de la caspase-9 (Ac-LEHD-CHO) (Bachem Biochimie).

Tous les substrats et les inhibiteurs de caspases provenant de Bachem Biochimie sont d’abord

dissous dans du DMSO (10?2 M), puis dilués dans de I’eau distillée stérile 4 2,5 mM final. Ils

sont aliquotés et conservés a —20°C jusqu’a utilisation.

Les substrats ou les inhibiteurs, qu’ils proviennent de Promega ou de Bachem, sont préparés a

la méme concentration : 2,5 mM.
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X.2. Mode opératoire :

Dans un premier temps nous avons utilisé le kit de Promega pour mettre en évidence selon les
différentes conditions expérimentales (infection ou traitement a la staurosporine), les activités
caspase-3 et -1. Dans un deuxiéme temps nous avons adapté ce principe de dosage
enzymatique a d’autres activités caspases telles que la caspase-8 et la caspase-9.
Les cellules sont ensemencées dans des flacons de culture de 150 cm? (Nunc) et infectées ou
traitées a la staurosporine. Apres différents temps d’incubation, les cellules sont trypsinées,
centrifugées 1000 g, pendant 5 mn a 4°C. Les culots cellulaires sont congelés a —80°C jusqu’a
leur utilisation.
Chaque dosage est réalisé en plusieurs étapes selon le protocole suivant :

- apres décongélation, on ajoute sur chacun des culots cellulaires 20 pL de tampon

de lyse,
- apres agitation, on ajoute 200uL de tampon citrate,

- les lysats doivent étre bien homogénéisés et sont conservés a +4°C.

X.2.1. Calibrage du spectrophotometre

La poudre de BSA est réhydratée avec 20 mL d’eau distillée stérile. La solution ainsi obtenue
est alors a 1,41 mg de protéines /mL. On effectue alors une gamme de dilutions de fagon a
obtenir les quantités de protéines suivantes: 1,41 ; 0,282 ; 0,24675; 0,2115; 0,17625 ;
0,141 ;0,10575 ; 0,0705 ; 0,03525 ; 0,0282 et 0,0141 mg.

Les absorbances sont mesurées sur spectrophotometre a A = 595 nm (Jasco, V-560).

X.2.2. Dosage des protéines selon la méthode de Bradford (1976)

- SuL de chacun des lysats sont prélevés dans des tubes a hémolyse et placés sur
glace pendant toute la durée du dosage,

- la solution de coloration est préparée en ajoutant 4 volumes d’eau distillée stérile
a 1 volume de réactif de Bradford. 5 mL de mélange réactionnel homogénéisés,
sont ajoutés dans chaque tube, on laisse incuber pendant 5 mn,

- les absorbances de chaque échantillon sont mesurées a 595 nm, par rapport au
«blancy, obtenu avec SuL. de tampon citrate,

- les valeurs ainsi obtenues sont reportées sur la droite étalon. La quantité de

protéines totales est exprimée en mg, pour 5 pL. d’échantillon.
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Pour réaliser le dosage des activités caspases a 1’aide du kit, et dans des conditions optimales
le volume de lysat ne doit pas dépasser 10 pL et la concentration en protéines totales doit étre
de I’ordre de 7,5 pg pour 1 uL de lysat ; si la concentration est inférieure, il faut concentrer le
lysat en utilisant des unités de concentration par centrifugation “Ultrafree® MC” (Millipore) ;
si la concentration est supérieure il peut étre nécessaire de diluer le lysat avec le tampon
citrate.

Cette quantité de protéines totales (7,5 pg/uL) est donnée comme concentration limite de base
par le distributeur du kit pour le dosage des activités caspases. De méme il est spécifi¢ que la

concentration en protéines totales ne doit pas excéder 10 pg/uL.

X.2.3. Etalonnage du spectrofluorimétre

Les longueurs d’ondes d’excitation et d’émission de I’AMC sont respectivement 360-380 nm
et 460-480 nm. Compte tenu des filtres dont nous disposions et du spectre d’émission de
I’AMC (voir ci-apres), nous avons utilisé un filtre d’excitation de 365 (£ 25) nm et un filtre

d’émission de 510 (£ 30) nm.

Absorbance
Fluorescence emission

250 300 350 400 450 500 550 600
Wavelength (nm)

Figure 12 : Spectres d’Absorbance et d’Emission de la 7-amino-4-

methylcoumarine, dans un tampon pH 7,4 (Molecular Probes).
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Nous avons ensuite préparé «une solution stock» de ’AMC a 10mM avec du DMSO. Pour

confirmer la concentration de la « solution stock » de I’AMC, elle est diluée au 1/400 dans de

I’eau. L’absorbance est mesurée a 354 nm. En fonction de 1’équation suivante, nous pouvons

déterminer la concentration exacte de la solution stock de ’AMC :

Concentration (mM) = (Abssss x 400) / eAMC
eAMC = 16.10-3 M cm™

A partir de la solution d’AMC, nous réalisons des séries de dilutions d’un facteur 10 dans le

DMSO (1 mM, 100 puM, 10 uM, 1T uM et 200 uM, 100 uM, 10 uM, 2 uM, 1 uM, 0.2 uM).

Les différents standards d’AMC servant a 1’étalonnage du spectrofluorimétre sont préparés en

duplicate, comme suit :

Picomoles Solution stock d> AMC Eau
Standard Tampon
d’AMC/ DMSO distillée
AMC 02uM| 2uM 10 uM | 200 uM Caspase .
100ul stérile
0 0 10 pl 32 ul 58 ul
10 nM 1 Sul Sul 32 ul 58 ul
100 nM 10 Sul S5ul 32 ul 58 ul
200 nM 20 10 pl 32 ul 58 ul
500 nM 50 Sul 5ul 32 ul 58 ul
1 uM 100 10 pl 32 ul 58 ul
10 uM 1.000 Sul 5ul 32 ul 58 ul
20 uM 2000 10 pl 32 ul 58 ul

Tableau 8 : Obtention des standards d’AMC.

La plaque 96 puits est lue avec le lecteur de plaque a fluorescence.

X.2.4. Préparation des échantillons pour le dosage des activités

enzymatiques
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Une fois le dosage en protéines effectué, les différents échantillons a tester sont disposés dans

une plaque 96 puits «blanches» a fond plat (Nunc), avec les différents réactifs selon le tableau

ci-dessous :
Substrat / Inhibiteur Substrat Blanc
Tampon
32 uL 32 uL 32 uL
Caspase
DMSO 2 uL 2 uL 2 uL
DTT (1mM) 10 uL 10 uL 10 uL
Lysat Cellulaire * * /
Inhibiteur
Caspase 2 uL / /
(2,5 mM)
H,0 qsp 98 uL qsp 98uL 54 uL
Incuber 30 mn a 37°C
HzO / / 2 ],lL
Substrat
Caspase 2 uL 2 uL /
(2,5 mM)
Incuber 2 h a 37°C

Tableau 9 : Distribution des réactifs pour le dosage des activités caspases

Remarque :

*: le volume de chaque échantillon est toujours ajusté pour avoir une quantité de protéines

totales égale a 75 pg. Idéalement ce volume ne doit pas dépasser 10 pL.

Au bout de 2 heures d’incubation la fluorescence est mesurée avec un lecteur de plaque a

fluorescence. La fluorescence mesurée, traduit la libération du fluorochrome (AMC) suite au

clivage du substrat par la caspase étudice.
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Ainsi, les activités de 4 caspases a différents temps d’infection ou de traitement par la

staurosporine ont été recherchées respectivement a partir d’'un méme lysat cellulaire.

XI. Effets des inhibiteurs synthétiques de caspases sur D’activation des

caspases au cours de I’apoptose Visna induite

XI.1. Réactifs :
o Solution de lyse (10% Triton X-100),

o Tampon d’équilibre (0,1% de sodium citrate),
o Kit « Bio-Rad Protein Assay »,
o Kit « CaspACE Assay System, Fluorometric », contenant :
- le tampon caspase,
- le substrat de la caspase-3 (Ac-DEVD-AMC),
- le substrat de la caspase-1 (Ac-YVAD-AMC),
. Eau distillée stérile,
° DMSO,
o DTT,
. Substrat de la caspase-8 (Ac-IETD-AMC),
. Substrat de la caspase-9 (Ac-LEHD-AMC),
. z-DEVD-FMK, [benzyloxycarbonyl-Asp-Glu-Val-Asp(Ome)-fluromethylketone],
inhibiteur irréversible de la caspase-3 (Bachem Biochimie),
. z-VAD-FMK, [benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(Ome)-fluromethylketone], inhi-
biteur irréversible a large spectre des caspases (Bachem Biochimie),
o z-YVAD-FMK, [benzyloxycarbonyl-Tyr-Val-Ala-Asp(Ome)-fluromethylketone],
inhibiteur irréversible des caspases de type inflammatoire (Bachem Biochimie).
Les inhibiteurs : z-DEVD-FMK, z-VAD-FMK et z-YVAD-FMK, sont dissous dans du
DMSO (107 M final), et conservés a —20°C jusqu’a leur utilisation.

X1.2. Mode opératoire :

Trois inhibiteurs synthétiques, irréversibles et ayant la propriété de pénétrer dans la cellule :

z-DEVD-FMK, z-VAD-FMK et z-YVAD-FMK, ont ét¢ utilisés en remplacement des trois
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inhibiteurs réversibles spécifiques de type Ac-XXXX-CHO normalement employés dans le
kit (Ac-DEVD-CHO, Ac-LEHD-CHO ou Ac-IETD-CHO).

z-DEVD-FMK, z-VAD-FMK et z-YVAD-FMK sont employés aux mémes concentrations
(5x10™ M final) que celles recommandées par le fournisseur du kit «CaspACE Assay System,
Fluorometricy.

Les cellules sont ensemencées dans des flacons de culture de 150 cm? (Nunc) et infectées.

A différents temps post-incubation, les cellules sont trypsinées, puis centrifugées a 1000 g,
pendant 5 mn a 4°C.

Les culots cellulaires sont congelés a —80°C jusqu’a leur utilisation.

Chaque dosage est réalisé en plusieurs étapes selon le protocole décrit précédemment dans le

paragraphe X.2. : lyse des cellules, dosage des protéines et préparation des échantillons.

XII. Effets des inhibiteurs irréversibles de caspases sur ’ECP Visna induit

X1I.1. Réactifs :

o «Cytotoxicity Detection kit»,

o Solution de lyse : 10% Triton-X100,

o z-DEVD-FMK, a 10 M dans DMSO,
e  z-VAD-FMK, 4 10” M dans DMSO,

e 7z YVAD-FMK, a 107 M dans DMSO.

XI1.2. Mode opératoire :

Les cellules, en plaque 96 puits, sont infectées ou non, et dans le méme temps, traitées ou non
par les inhibiteurs irréversibles de caspases (z-DEVD-FMK, z-VAD-FMK et z-YVAD-FMK)
testés chacun a 3 concentrations : 2,5x10°, 5x107 et 1x10™ M final.

Les microplaques sont ensuite placées a 37°C.

A différents temps apres incubation (12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h, 168 h et 192 h)
les surnageants sont prélevés, fractionnés en deux échantillons placés respectivement a +4°C
et —80°C. Apres chaque prélévement de surnageants, du milieu de culture (milieu de survie),
sans inhibiteurs, est rajouté dans tous les puits. La microplaque est replacée a 37°C.

Les échantillons a +4°C sont utilisés ultérieurement pour suivre la libération de LDH, donc la
lyse cellulaire, au cours du temps. Les échantillons a -80°C quant a eux, serviront a

déterminer le titre viral (DICCs) aux différents temps d’infection.
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XIII. Marquage in situ avec le FITC-VAD-FMK

XII.1. Réactifs :
o « CaspACE FITC-VAD-FMK In Situ Marker » (Promega),
° PBS,
o PAF 4%,

. Gélatine/Glycérol.

XII1.2. Mode opératoire :
Le FITC-VAD-FMK est synthétisé¢ sur la méme base que le z-VAD-FMK, il fonctionne donc

comme un inhibiteur. Il pénétre naturellement les membranes cellulaires sans qu’il y ait
perméabilisation préalable. Ce composé permet un marquage in situ sur cellules vivantes,
donc une discrimination de I’activation des caspases d’une cellule a 1’autre.

Les cellules sont ensemencées sur des supports «Chambre 4 puits Sonic Seal Well», et
infectées. A différents temps, les surnageants de culture sont remplacés par du milieu de
survie contenant le FITC-VAD-FMK a 10™* M final.

Aprés 8 h a 37°C, le surnageant est retiré, les cellules sont fixées, séchées puis montées. Les

cellules contenant des caspases actives, présentent une fluorescence verte.

XIV. Technique de double marquage DAPI/ FITC-VAD-FMK

XIV.1. Réactifs :

o PBS,

° PAF 4%,

. « CaspACE FITC-VAD-FMK In Situ Marker »,
o DAPI,

o Gélatine/Glycérol.
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X1V.2. Mode opératoire :

I1 faut d’abord mettre en place la technique avec le FITC-VAD-FMK, décrite précédemment,
puis dans deuxiéme temps, toujours sur les mémes échantillons, on réalise une coloration au
DAPI (paragraphe IV.1.).

L’observation s’effectue au microscope a fluorescence, en utilisant successivement le filtre
pour le marquage FITC puis le filtre pour le DAPI. Nous prenons la précaution de ne pas
changer le champ d’observation. Les noyaux présentent une fluorescence verte et une

fluorescence bleue.

XV. Tests statistiques

Les données exprimées sont les moyennes de trois expériences séparées ou plus, + 1’écart
type.

Les analyses statistiques des données sont réalisées a 1’aide du programme StatView (SAS
Institute Inc., Cary, NC) et comprennent une ANOVA suivie par un test de Fisher (Post-Hoc
PLSD), avec un niveau de significativité a 5%.

Une valeur de P< 0.05 (*) est considérée comme significative, P< 0,01 (**) et P< 0,001 (**%*)

sont considérées comme tres significatives.

116



RESULTATS
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I. Recherche d’un témoin positif d’apoptose

Afin de valider nos conditions expérimentales d’étude de ’apoptose induite lors d’une
infection par le virus Visna, il nous est apparu nécessaire de rechercher des conditions
d’apoptose de référence et donc de trouver un stimulus capable d’induire 1’entrée en apoptose
des cellules de PC. Nous avons test¢ différents types de stress physique, chimique ou
biochimique.

La carence en sérum de veau fcetal n’a induit aucune apoptose sur les cellules de plexus
choroide. Nous n’avons révélé aucune modification morphologique par la coloration au
DAPI, et ce pour des périodes allant jusqu’a 2 semaines de culture.

L'exposition aux radiations gamma, n’a pas induit I'entrée des cellules de PC en
apoptose, quelle que soit la dose testée, comprise entre 1 et 20 grays.

Nous avons étudié, sur les cellules de PC, les effets de plusieurs molécules chimiques
décrites comme induisant l'apoptose sur d’autres types cellulaires. Les différentes
concentrations d’utilisation de ces substances figurent sur le Tableau 10.

Aucunes de ces molécules, exception faite de la staurosporine, n’induisent I’apoptose sur nos
cellules primaires.

A la concentration 10° M, et plus, la staurosporine induit une apoptose observable par la
technique DAPI dés 4 h de traitement : les cellules s’arrondissent et le cytoplasme se réduit
fortement et forme de longs filaments. Au bout de 6 h de traitement, 100% des cellules sont
en apoptose : elles présentent toutes un noyau condensé avec une fluorescence accrue (Figure
13). Nous avons donc retenu et utilis¢ comme témoin positif d’apoptose le traitement par la

staurosporine a 1 uM final pendant 6 h.
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Figure 13 : Marquage nucléaire par le DAPI.

(A) Cellules de PC en culture. Les noyaux présentent une faible fluorecence bleue,
résiduelle.

(B) Les cellules de PC sont incubées avec la staurosporine (1 pM) pendant 6h. Les
noyaux présentent une fluorescence bleue intense et une morphologie condensée.

Grossissement x 200.
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I1. Modifications morphologiques observées au cours de I’infection par le

virus Visna

I1.1. Condensation et fragmentation cytoplasmique

Pour déterminer si D’infection par le virus Visna est associée, in vitro, a I’induction de
I’apoptose, nous avons réalisé plusieurs cinétiques d’infection et recherché les temps pour
lesquels les noyaux marqués au DAPI montrent des modifications morphologiques
caractéristiques et une organisation chromatinienne aberrante.

Aprés 72 h d’infection, 3% des cellules en moyenne entrent en apoptose (Tableau 11). Aprés
82 h, l'infection par le virus Visna est associée a |’apparition de cellules avec des
modifications caractéristiques de I’apoptose : condensation chromatinienne, rétrécissement
cellulaire (Figure 14B) et formation de corps apoptotiques (Figure 14C). Les noyaux sont
déformés, parfois en forme de «haricot», et présentent toujours une fluorescence bleue plus
intense, par rapport aux noyaux témoins (Figure 14A). Ainsi la caractérisation de noyaux
apoptotiques, en utilisant la technique de coloration au DAPI, tient compte a la fois d’une
modification de la morphologie des noyaux associée a une fluorescence accrue. A la phase
ultime (90 h d’infection), la fragmentation nucléaire se traduit par I’apparition de bourgeons
apoptotiques a la surface des cellules, puis leur individualisation en corps apoptotiques
(Figure 14D).

Les cellules non infectées ne présentent aucune modifications morphologiques, et montrent
une faible fluorescence bleue résiduelle. Le comptage des cellules apoptotiques (Tableau 11)
révele 40% d’apoptose a 82 h, et ce taux augmente en fonction du temps d’infection (60% a
90 h). En raison de la lyse cellulaire qui apparait pour des temps d’infection prolongés, en
général apres 92 h et plus, ce taux d’apoptose devient moins significatif : a 96 h post-
infection, la lyse cellulaire est si importante que le comptage des noyaux apoptotiques devient
impossible a dénombrer (Tableau 11). Il est donc nécessaire, dans notre systéme, de se placer
entre 72 h et 90 h post-infection pour observer les caractéristiques apoptotiques mise en
évidence par la coloration au DAPI. Nous avons donc retenu 82 h comme temps de référence

pour I’observation des modifications morphologiques.
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T A S i
d’ineflenclt)ison PICCs p((::[)()se apoptzrif::: (%)

<72 h 33000 - -

72 h 464000 3 -

82 h 2300000 40 15

90 h 1940000 60 18

96 h 547000 ND ND

>96 h ND ND ND

Tableau 11 : Evolution de ’apoptose et du titre viral au cours de ’infection.

Les cellules de PC sont infectées par le virus Visna. A différents temps les cellules sont
marquées au DAPI et le titre viral (DICCsp) est déterminé dans les surnageants de
culture.

L’ apoptose est estimée en comptant les noyaux (300 en moyenne) et les syncytia (100
en moyenne) présentant les modifications morphologiques caractéristiques de
I’apoptose observables au DAPIL.

ND : non déterminé.

122




Figure 14 : Marquage nucléaire par le DAPI.

(A) Cellules de PC non-infectées.

(B, C, D, E et F) Cellules de PC infectées par le virus Visna.

(B, C) A 82 h post-infection, certains noyaux présentent les modifications
morphologiques caractéristiques de I’apoptose (fleches).

(D) A 90 h post-infection, le tapis cellulaire commence a étre lysé par endroit, de
nombreux corps apoptotiques sont visibles.

(E) Syncytia non apoptotique a 82 h post-infection.

(F) Syncytia apoptotique a 82 h post-infection.

Grossissement x 400.
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Une des principales caractéristiques de 1’effet cytopathologique (ECP) induit par le virus
Visna est la formation de syncytia (Figure 14E). Nous avons alors recherché le devenir de ces
syncytia au cours de I'infection. Nos résultats montrent qu’avant méme la formation des
syncytia, les cellules individualisées présentent un noyau apoptotique (Tableau 11). Puis, en
fonction de la durée d’infection, les syncytia apparaissent et deviennent apoptotiques (Figure

14F), mais le pourcentage n’exceéde jamais 20%, et ce quel que soit le temps d’infection.

I1.2. Fragmentation chromatinienne

La phase de fragmentation nucléaire suit la phase de condensation cytoplasmique et nucléaire,
et précéde I’étape de bourgeonnement et la formation des corps apoptotiques. Nous nous
sommes donc placés aux mémes temps d’infection que pour la coloration au DAPI.

Pour détecter I’ADN fragmenté dans des cellules PC infectées, nous avons utilisé la technique
TUNEL qui permet de visualiser spécifiquement par marquage in situ, les extrémités 3’-OH.
Les cellules non-infectées n’incorporent pas le fluorochrome, aucune fluorescence verte n’est
émise : il n’y a pas fragmentation de la chromatine (Figure 15A).

Quand nos cellules de PC sont infectées, de nombreuses cellules individuelles émettent une
fluorescence verte, due au marquage par le FITC, leurs noyaux présentent une chromatine
fragmentée (Figure 15B).

Comme pour le DAPI, les syncytia sont également marqués (Figure 15C).

Pour visualiser 1'ensemble du tapis cellulaire, nous avons réalisé une conversion du signal
permettant I'observation des cellules dans le visible. Les cellules avec une chromatine
fragmentée sont alors marquées et colorées en marron (Figure 15D). De la méme facon que
précédemment, les cellules marquées sont aussi bien des cellules individualisées que des
syncytia (Figures 15D et 15E).

Au cours de I'infection par le virus Visna, les cellules individuelles ainsi que les syncytia
présentent une fragmentation de la chromatine.

Cependant compte tenu des conditions expérimentales trés détergentes mises en ceuvre lors de
la technique TUNEL, aucune quantification des cellules positives en TUNEL n’a pu étre

effectuée, le tapis cellulaire étant trop endommagé.
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Figure 15 : Fragmentation chromatinienne, Technique TUNEL.
(A) Les cellules non infectées ne sont pas marquées par la technique TUNEL.
(B, C, D, E) Cellules infectées avec le virus Visna. A 82 h post-infection, la technique
TUNEL révele des cellules individuelles marquées (B, D) et des syncytia (C, E), a
chromatine fragmentée.
Noyaux marqués au FITC (B, C) ou avec la DAB (D, E) aprés conversion du signal.
Grossissement : B et C x400, D et E x200.
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I1.3. Technique de double marquage DAPI/TUNEL

Pour déterminer si les noyaux avec une condensation nucléaire (positif au DAPI) présentent
aussi une fragmentation nucléaire (positif en TUNEL), une technique de double marquage
DAPI/TUNEL a été adaptée.

Les figures 16A et 16B montrent le méme champ optique a 90 h post-infection, observé soit
avec le filtre DAPI (16A) soit avec le filtre FITC (16B). En comparant ces deux figures, nous
montrons qu’il y a bien corrélation entre la condensation chromatinienne et la fragmentation

de I’ADN nucléaire.

I1.4. Electrophorése d’ADN

Afin de confirmer nos résultats obtenus en TUNEL, nous avons alors voulu réaliser un profil
de migration sur gel d’agarose de I’ADN de cellules infectées pour mettre en évidence la
fragmentation internucléosomale de I’ADN.

Dans le cas de cellules traitées a la staurosporine (1 pM), nous obtenons un profil de
migration en échelle avec des bandes comprises entre 200 et 600 pb (Figure 17, colonne 4).
L'ADN extrait de cellules non-infectées et non traitées, ne présente aucune migration (colonne
3).

Nous n’avons obtenu aucun profil de migration en échelle dans le cas des cellules infectées, et

ce quel que soit le temps d’infection (colonne 2).
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Figure 16 : Double marquage DAPI-TUNEL.

Les photos A et B montre le méme champ optique.
Apres 90 h d’infection les cellules sont marquées par la technique TUNEL (B), puis
colorées au DAPI (A). Il y a corrélation entre les deux marquages.

Grossissement x400.
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1000 pb

500 pb

100 pb

Figure 17 : Fragmentation chromatinienne, migration électrophorétique

sur gel d’agarose.

(1) : marqueur de poids moléculaire (Lambda Hind III, Sigma).

(2) :cellules infectées.

(3) : cellules non-infectées.

(4) : cellules traitées a la staurosporine.

(5) : maqueurs de poids moléculaire (DNA Molecular Weight Marker XIV, Roche

Biochemicals).
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II1. Etude de ’intégrité membranaire des cellules PC infectées

Le maintien de I’intégrit¢ membranaire est un des traits caractéristiques du processus de mort
cellulaire apoptotique. Dans le cas de I’infection par le virus Visna, I’ECP se traduit a terme
par une phase de lyse cellulaire massive. Pour suivre 1’évolution de I’intégrité cellulaire nous
avons dosé la libération de I’enzyme LDH dans le surnageant de cellules infectées ou non.

La figure 18 montre qu’il n’y a pas de libération spontanée de la LDH dans le surnageant de
cellules en culture non infectées.

Lorsque les cellules sont infectées, il n’y a pas de LDH libérée jusqu’a 90 h post-infection
(Figure 18). Nous constatons qu’il n’y a pas de différences entre les taux de LDH décelés au
niveau des surnageants de cellules infectées ou non. A partir de 100 h post-infection, nous
observons une augmentation de la LDH. Cela correspondrait a 1’apparition du phénomeéne de

lyse cellulaire, caractéristique de I’ECP Visna-induit in vitro.

IV. Recherche de la translocation de la phosphatidylsérine

La modification de polarit¢ membranaire est un marqueur précoce des cellules entrant en
apoptose. L’exposition accrue de résidus phosphatidyl sérines intervient dans le processus
reconnaissance puis de phagocytose des cellules apoptotiques par les macrophages. Pour cela
nous avons essay¢ d’adapter la technique de marquage a I’Annexine V sur nos cellules
adhérentes infectées, en utilisant un lecteur de plaque a fluorescence froide. Cette technique
devait nous permettre de ne pas détacher les cellules de leur support, étape indispensable pour
une ¢tude en cytométrie de flux.

Nous n’avons pas pu mettre en évidence une augmentation de I’exposition des résidus
phosphatidyl sérines marqués par 1'Annexine V, comparativement aux cellules «Témoin »
non-infectées. Cela peut s’expliquer par le fait que cette technique est normalement utilisée en

cytométrie de flux sur des cellules en suspension.
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Figure 18 : Cinétique de libération de la LDH.

différents temps post-infection, ’activit¢ LDH est mesurée dans les surnageants de

culture :

Cellules infectées : cellules de PC infectées par le virus Visna, suivi de 1’intégrité
membranaire au cours de I’infection.

Témoin cellule : cellules non-infectées, estimation de la libération spontanée de
LDH par les cellules en culture.

Controle positif: cellules lysées avec la solution détergente, détermination de
I’activité LDH maximale.

Témoin milieu: évaluation de I’absorbance du milieu de culture et de son

incidence sur les autres valeurs expérimentales mesurées au cours de 1’infection.

130



V. Clivage de la PARP

Au cours de I’apoptose la PARP (« Poly-ADP-ribose polymerase ») est inactivée suite & un
clivage protéolytique effectué par la caspase-3. Ce clivage libére deux sous-unités de 85 kDa
et 25 kDa. Nous avons utilis€¢ un anticorps dirigé spécifiquement contre la sous-unité¢ de 85
kDa libérée apres clivage.

Les cellules non infectées sont colorées par I’hématoxyline, elles ne sont pas colorées en
marron par la DAB (Figure 19A), elles ne présentent donc pas de PARP clivée.

Dans le cas de cellules infectées, quelle que soit la durée d’infection, les cellules sont colorées
par I’hématoxyline (Figure 19B) : il n’y a pas de clivage de 1'enzyme PARP dans les cellules
infectées.

Dans le cas d’un traitement par la staurosporine (1 uM), les cellules sont colorées en marron

(Figure 19C) : le fragment de 85 kDa est libér¢, la PARP est clivée.

VI. Mise en évidence de I'activation des caspases apoptotiques

VI.1. Calibrage du spectrophotométre : obtention de la droite étalon pour le

dosage de Bradford

Les valeurs d’absorbance obtenues avec la BSA sont les suivantes :
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Figure 19 : Etude du clivage de la PARP.

(A) cellules de PC non-infectées, colorées par I'hématoxyline.
(B) cellules infectées par le virus Visna a 90 h post-infection, colorées par
I'hématoxyline.

(C) cellules traitées avec la staurosporine (6 h), colorées en marron par la DAB.
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Volume (uL) Quantité de protéines (mg) Absorbance (550nm)

1000 1,41

200 0,282 1,181
175 0,24675 1,104
150 0,2115 0,992
125 0,17625 0,834
100 0,141 0,767
75 0,10575 0,583
50 0,0705 0,428
25 0,03525 0,228
20 0,0282 0,182
10 0,0141 0,109

Nous obtenons la courbe correspondante (Figure 20).
Si nous effectuons une régression linéaire, nous obtenons une droite de type :
y =ax +b
ou :
- a (la pente) = 5,1685
- b (I’origine) = 0,0427

avec un coefficient de régression (R?) égal 4 0,9982.

VI1.2. Etalonnage du spectrofluorimétre

Aprés avoir préparé la solution d’AMC a 10mM, nous avons mesuré I’absorbance de la
solution a 354nm, et ainsi déterminé la concentration réelle en AMC de la solution (Figure
21).
Concentration (AMC) = (Abs3s4 X 400) / eamc
Concentration (AMC) = (0.3733 x 400) / 16.107
Concentration (AMC) = 9.33 mM
Tenant compte de la concentration réelle en AMC nous faisons les différentes dilutions, et la

plaque 96 puits est remplie comme décrit dans le matériel et méthodes.
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Abs (595 nm)

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

DOSAGE DE BRADFORD

y = 5,1685x + 0,0427
R%=0,9982

0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
mg de protéines

Figure 20 : Calibrage du Spectrophotométre, a I’aide d’une solution de BSA

a 1,41 mg/mL.

Une absorbance de 0,45 correspond environ a 75 pg de protéines.
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Les différentes valeurs de fluorescence sont portées sur un graphique avec en abscisse la
quantité en AMC et en ordonnée les URF (Unité Relative de Fluorescence). Nous obtenons
une droite (Figure 22A et 22B). La régression linéaire nous donne la formule :
y=ax +b
ou:
- a (la pente) = 172.22
- b (I’origine) = 23.508

avec un coefficient de régression (R?) égal 4 0,9997.

VI1.3. Dosage des activités caspase-3 et caspase-1

Pour chacune des activités caspases testées, nous observons une émission de fluorescence
résiduelle dans les conditions témoins (T), a savoir lysats de cellules non-infectées et non-

traitées, en présence uniquement du substrat spécifique de chacune (Figures 23 et 24).

Pour I’activité caspase-3 le couple utilisé est :

- le Ac-DEVD-CHO, inhibiteur réversible

- le Ac-DEVD-AMC, substrat spécifique.
Dans le cas de cellules infectées (Figure 23), en présence du substrat, la caspase-3 est activée
et significative dés 54 h post-infection, soit 342 URF contre 176,5 URF pour le témoin.
L’activité augmente jusqu’a un maximum a 68 h post-infection, a 1049 URF, puis diminue
aprés 74 h (720 URF). Parallelement, la fluorescence mesurée avec le couple « substrat +
inhibiteur » n’augmente pas. Ce niveau de fluorescence basale est constant et nous permet de
confirmer la spécificité du couple substrat/inhibiteur utilisé pour la caspase-3.
Dans le cas des cellules traitées par la staurosporine (Figure 23), I’activité caspase-3 est
significative aprés 3 h de traitement, avec 444,5 URF contre 346,5 URF pour le témoin. Puis
elle augmente, passe par maximum apres 18 h de traitement, a 3767,5 URF, puis décroit apres
24 h (3614 URF a 24 h puis 1903,5 URF a 30 h). Comme précédemment le seuil de
fluorescence ne varie pas (condition substrat + inhibiteur), le couple utilisé est adapté a notre

étude.

136



4000 -

A 3476,5
3000 - y =172,22x + 23,508
R? = 0,9997
0 ‘ | | | |
0 5 10 15 20 25
AMC Standard (uM)
300 -
B
232,5
y = 230,59x + 4,9247
R? = 0,9983
L.
(14
D
0 | ‘ ‘ ‘ T T ]
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 12

AMC Standard (M)

Figure 22 : Calibrage du Spectrofluorimétre.
Amplitude des intensités de fluorescence comprises entre 6 (B) et 3476,5 URF (A)

déterminé a partir des différents standard d’AMC.
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Figure 23 : Dosage de ’activité Caspase-3.

. Inhibiteur + Substrat Substrat

Les valeurs d’activités sont exprimées en unité relative de fluorescence (URF).

(*) : P<0,05 et (***) : P< 0,001.
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Si dans les deux cas : (i) infection par le virus Visna et (ii) traitement par la staurosporine,
nous avons une activation significative de la caspase-3, nous constatons que :

- la cinétique d’activation de la caspase-3 n’est pas la méme en fonction du stimulus
considére : 3 jours dans le cas des cellules infectées et 24 h pour un traitement a la
staurosporine.

- au maximum de la réponse, 1’activation de la caspase-3 est beaucoup plus forte dans
le cas de cellules traitées avec la staurosporine (3767,5 URF a 18 h) que dans le cas

de cellules infectées (1049 URF a 68 h post-infection).

L’activité caspase-1 est décrite comme étant impliquée dans le processus inflammatoire ; elle
n’intervient pas dans la mort cellulaire programmée. Nous avons alors recherché 1’activité
caspase-1 dans notre modele d’étude.
Pour doser I’activité caspase-1, nous avons utilisé le couple :

- Ac-YVAD-CHO, inhibiteur réversible

- Ac-YVAD-AMC, substrat spécifique.
Nous avons réalis¢ un dosage sur les mémes lysats cellulaires que pour la caspase-3. Dans les
mémes conditions expérimentales, infection par le virus Visna (Figure 24) ou traitement par la
staurosporine (Figure 24), aucune activation significative de la caspase-1 n’est mise en

¢évidence.

VII. Mise en évidence des différentes voies de transduction du signal

induites

VII.1. Voies dépendantes des caspases : la voie de la mitochondrie

VIIL.1.1. Etude de la libération du cytochrome c :
Dans le cas de cellules infectées ou traitées par la staurosporine, aucune fluorescence n’a été
observée. L'anticorps utilisé ne nous a pas permis de mettre en évidence une libération du

cytochrome ¢ de la mitochondrie.
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Figure 24 : Dosage de I’activité Caspase-1.

. Inhibiteur + Substrat Substrat

Les valeurs d’activités sont exprimées en unité relative de fluorescence (URF).
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VII.1.2. Dosage de I’activité caspase-9 :

L'activation de la caspase-9 apparait suite a la formation de I’apoptosome. Le cytochrome c
est une des protéines indispensables a la réalisation de ce complexe.
Pour cela nous avons utilisé le méme kit de dosage que celui des activités caspases-3 et -1,
mais en substituant le couple substrat-inhibiteur, par celui spécifique de la caspase-9 :

- Ac-LEHD-CHO, inhibiteur réversible

- Ac-LEHD-AMC, substrat spécifique.
L’activation de la caspase-9 a été recherchée sur les mémes lysats cellulaires utilisés que pour
les caspases -3 et -1.
Dans le cas de cellules infectées, 1’activité caspase-9 augmente en fonction du temps
d’infection. Elle est significative dés 54 h de traitement, avec 219 URF, passe par un
maximum a 68 h post-infection, 299,5 URF, puis diminue apres 74 h, 225 URF (Figure 25).
Dans le cas de cellules traitées par la staurosporine, I’activité caspase-9 augmente en fonction
du temps de traitement. Elle est significative dés 3 h de traitement avec 300 URF, atteint un
maximum a 18 h, 638 URF, puis diminue apres 24 h, 597 URF a 24 h et 490,5 URF a 30 h
(Figure 25).
Quelles que soient les conditions, cellules infectées par le virus Visna ou traitées avec la
staurosporine, 1’évolution de 1’activation de la caspase-9 est comparable a celui de la caspase-
3. Cependant, les intensités de fluorescence sont plus faibles avec la caspase-9, par rapport a

celles de la caspase-3.

VII.2. Voies dépendantes des caspases : la voie des récepteurs

VIL.2.1. Dosage de I’activité caspase-8
Nous avons recherché si I'autre voie dépendante des caspases, celle qui implique 1’activation
de la caspase-8, est induite dans notre systeme. Comme précédemment pour la caspase-9,
nous avons adapté le méme protocole, les mémes lysats, mais en choisissant un couple
substrat-inhibiteur spécifique de la caspase-8 :
- Ac-IETD-CHO, inhibiteur réversible
- Ac-IETD-AMC, substrat spécifique.
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Figure 25 : Dosage de ’activité Caspase-9.

. Inhibiteur + Substrat

Substrat

Les valeurs d’activités sont exprimées en unité relative de fluorescence (URF).

(*) : P< 0,05 ; (**), P<0,01 et (***) : P<0,001.
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Figure 26 : Dosage de I’activité Caspase-8.
. Inhibiteur + Substrat Substrat

Les valeurs d’activités sont exprimées en unité relative de fluorescence (URF).

P< 0,001 (***).
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Dans le cas de cellules infectées, 1’activité caspase-8 augmente en fonction du temps
d’infection. Elle est significative dés 54 h d’infection, avec 189 URF, passe par un maximum
a 68 h post-infection, 318,5 URF, puis diminue avec 223 URF a 74 h (Figure 26).

Dans le cas de cellules traitées par la staurosporine, 1’activité caspase-8 augmente en fonction
du temps. Elle est significative a partir de 6 h de traitement avec 607 URF, atteint un
maximum a 18 h de traitement, 819 URF, puis diminue avec respectivement 759 URF et
545,5 URF a 24 h et 30 h (Figure 26).

La aussi, nous constatons que le profil d’activation de la caspase-8 suit celui de la caspase-3.
Et de la méme facon les intensités de fluorescence obtenues sont plus faibles dans le cas de
I’activité caspase-8, comparé¢ a celles de I’activité caspase-3. Nous observons aussi que les
profils d’activation des caspases-9 et -8 ne sont pas tout a fait identiques : 1’activité caspase-8
est significative a partir de 6 heures de traitement, I’activité caspase-9 est significative dés 3

heures de traitement.

VIL.3. Voie indépendante des caspases : la voie de I’AIF

Lors de la stimulation de la mitochondrie plusieurs molécules apoptogénes sont libérées dans
le cytosol. Parmi celles-ci, I'AIF est impliqué dans un processus indépendant de l'activation
des caspases. Nous avons révélé la libération de 1'AIF par un marquage in situ a l'aide d’un
anticorps anti-AlF.

Les cellules non infectées ne présentent aucune fluorescence (Figure 27A).

Dans le cas de cellules infectées, a différents temps d’infection, la libération de I'AIF est mise
en évidence par I'observation d’une fluorescence. Cellules individuelles (Figure 27C et 27D)
et syncytia sont marqués et témoignent d’une libération d’ AIF(Figure 27E).

Dans le cas du traitement par la staurosporine, l'intensité de fluorescence est plus importante

(Figure 27B).
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C

D E

Figure 27 : Etude de la libération de I’AIF.

(A) Les cellules non infectées ne sont pas marquées.
(B) Les cellules, traitées par la staurosporine fluorescent, I’ AIF est libéré.
A 52 h post-infection, les cellules individuelles (C, D) et les syncytia (E) sont marqués.

Grossissement : B, D et E x 400 ; C x 200.
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VIII. Implication des caspases au cours de ’infection par le virus Visna

Aprées avoir décelé 1'activation de plusieurs caspases au cours du processus apoptotique Visna-
induit, nous avons voulu déterminer I’implication de ces activités lors du cycle infectieux sur
des cellules en culture. En effet, précédemment pour dépister les activités caspases sur des
lysats cellulaires, nous avons utilisé¢ des inhibiteurs réversibles en présence de leur substrat
respectif.

Maintenant nous employons des inhibiteurs irréversibles de caspases, c’est a dire qu’ils
pénétrent naturellement les membranes cellulaires et complexent les caspases actives en
formant des liaisons irréversibles avec le site catalytique de chaque caspase. L'utilisation de
ces inhibiteurs irréversibles doit nous permettre de rechercher l'impact des caspases au cours
de I'ECP Visna-induit.

Dans un premier temps, nous avons testé la spécificité de chaque inhibiteur irréversible, dans
des lysats cellulaires recueillis. Puis dans un deuxiéme temps, nous avons recherché 1'impact

de ces inhibiteurs sur I'ECP, dans les cellules en culture.

VIII.1. Le z-DEVD-FMK et le z-VAD-FMK inhibent les activités caspases

Trois inhibiteurs irréversibles :

- z-DEVD-FMK,

- z-VAD-FMK,

- z-YVAD-FMK
ont été testés respectivement, sur chaque activité caspase, -3, -8 et -9, pour déterminer leur
spectre d’inhibition respectif sur lysats cellulaires. Pour ce faire nous nous sommes servis du
méme kit de dosage «CaspACE Assay System, Fluorometric», en 1’adaptant a notre
recherche. Ainsi nous avons employé les mémes substrats déja utilisés précédemment :

- Ac-DEVD-AMC, pour la caspase-3,

- Ac-IETD-AMC, pour la caspase-8,

- Ac-LEHD-AMC, pour la caspase-9.
Les inhibiteurs réversibles de type Ac-XXXD-CHO sont remplacés par les inhibiteurs
irréversibles de type z-XXXD-FMK parmi lesquels le z-VAD-FMK, un motif peptidique
nouvellement testé. C’est le groupement -FMK qui est responsable de la liaison irréversible

de ces inhibiteurs au site catalytique des caspases.
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Dans les lysats de cellules non-infectées (T), quel que soit I'inhibiteur ou le substrat considéré
nous décelons une intensité résiduelle de fluorescence (Figures 28.1, 28.2 et 28.3).

Dans le cas de cellules infectées, en présence des substrats spécifiques, a nouveau nous
montrons que les trois activités caspases (-3, -8 et -9) sont significatives (Figures 28.1, 28.2 et
28.3). Ces activités sont détectées dés 54 h post-infection, (310,5 URF pour la caspase-3 ; 201
URF pour la caspase-8 ; 215 URF pour la caspase-9), augmentent jusqu’a un maximum a 68 h
(1018,5 URF pour la caspase-3 ; 232,5 URF pour la caspase-8 ; 236 URF pour la caspase-9),
puis diminuent apres 74 h (479,5 URF pour la caspase-3 ; 195 URF pour la caspase-8 ; 202
UREF pour la caspase-9).

En présence de l'inhibiteur z-DEVD-FMK, l'activité caspase-3 est efficacement inhibée
(Figure 28.1) ; mais nous constatons que les activités caspase-8 et -9 le sont également, avec
des intensités de fluorescence similaires et inférieures a 200 URF.

En présence de l'inhibiteur a large spectre z-VAD-FMK, les trois activités caspases (-3, -8 et -
9) sont efficacement inhibées (Figure 28.2), avec des intensités de fluorescence similaires et
inférieures a 200 URF.

En présence de l'inhibiteur z-YVAD-FMK, aucune des trois activités caspases (-3, -8 et -9)
n’est réprimée (Figure 28.3), les intensités de fluorescences sont similaires quelle que soit la
condition «substrat» ou «inhibiteur + substrat.

Nous sommes donc en présence de deux types distincts d’inhibiteurs : le premier, tels que le
z-DEVD-FMK et le z-VAD-FMK bloquent les trois caspases apoptotiques testées ; et le

second, z-YVAD-FMK, n’a aucun effet sur ces trois caspases.

VIIL.2. Le z-DEVD-FMK et le z-VAD-FMK retardent ’ECP induit par le
virus Visna sur les cellules de PC infectées
Ici, nous voulons déterminer si l'activation des caspases joue un role dans 'ECP Visna-induit.
Pour cela nous avons traité des cultures de cellules infectées avec les inhibiteurs irréversibles,

et suivi I'évolution de la libération de la LDH, témoin de la lyse cellulaire.
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Inhibiteur + Substrat Substrat

(**) : P< 0,01 ; (***) : P<0,001.
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Les cellules sont infectées ou non, et traitées dans le méme temps avec le z-DEVD-FMK, le
z-VAD-FMK ou le z-YVAD-FMK. Considérons tout d’abord les résultats obtenus a la
concentration en inhibiteur retenue dés le départ, a savoir 5.10°M. La cinétique de libération
de la LDH est mesurée dans les différents surnageants de culture (Figures 29.1, 29.2 et 29.3)
et nous permet de calculer les valeurs de cytotoxicité correspondantes (Tableau 12).
Premi¢rement, aucune libération spontanée significative de LDH n’apparait dans les
surnageants de cellules non infectées (A) tout au long de l'expérience (Figures 29.1, 29.2 et
29.3) : les taux de cytotoxicité n’excédent jamais 5,5% (Tableau 12).

Deuxiemement, quel que soit ’inhibiteur considéré, z-DEVD-FMK, le z-VAD-FMK ou le z-
YVAD-FMK, il n’y a pas de différence entre les taux de LDH détectés dans les surnageants
de cellules non infectées (1), et ceux de cellules non-infectées et traitées avec les inhibiteurs
(o) (Figures 29.1, 29.2 et 29.3). Quel que soit l'inhibiteur considéré, les allures des courbes
(M) et (o) sont superposables, montrant que les inhibiteurs n’induisent pas de libération de
LDH.

Troisiemement, la libération de LDH dans les surnageants de cellules infectées et non traitées
(v), atteint un maximum a 120 h (Figures 29.1 et 29.2) ou 144 h post-infection (Figure 29.3).
Quatriemement, dans le cas de cellules infectées et traitées par le z-DEVD-FMK ou le z-
VAD-FMK (v), la libération de LDH atteint un maximum entre 144 et 168 h post-infection,
avec une cytotoxicité maximale de 89,4% pour les cellules traitées avec le z-DEVD-FMK
(Figure 29.1, Tableau 13) et 71,5% pour les cellules traitées avec le z-VAD-FMK (Figure
29.2, Tableau 12).

Cinquiémement, dans le cas des cellules infectées et traitées avec un inhibiteur, [z-DEVD-
FMK ou z-VAD-FMK (v)], la libération maximale de LDH est retardée dans les deux cas,
comparativement aux profils obtenus avec les cellules infectées non traitées (v) (Figures 29.1
et 29.2). Ce décalage dans le temps se traduit par une diminution de la cytotoxicité a 120 h, (i)
de 98,1 % a 64,7% (Tableau 12) dans le cas du traitement avec le z-DEVD-FMK (Figure
29.1), (i1) de 76,3% a 47 % (Tableau 12) dans le cas du traitement avec le z-VAD-FMK
(Figure 29.2).
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Sixiemement, dans le cas de cellules infectées et traitées avec le z-YVAD-FMK (v), la
libération de LDH n’est pas retardée (Figure 29.3). Il n’y a pas de décalage dans le temps : les
profils des deux courbes : (v) et (v), sont similaires (Figure 29.3). Le z-YVAD-FMK n’a
aucun effet sur la cinétique de libération de la LDH, ni sur les valeurs de cytotoxicité (Tableau
12).

Par conséquent, seuls les inhibiteurs de caspases apoptotiques : le z-DEVD-FMK et le z-

VAD-FMK, retardent le pic de libération de la LDH.

Nous avons comparé ’influence de la concentration en inhibiteur sur la cytotoxicité dans
toutes les conditions expérimentales (Tableau 12).

Tout d’abord, quelle que soit la concentration en z-YVAD-FMK testée (10 M a 2,5x10™ M),
il n’y a pas de variation notable de la cytotoxicité, quel que soit le temps de traitement testé.

A 1x10* M, le z-DEVD-FMK entraine une libération trés rapide de la LDH, avec une
augmentation de la cytotoxicité a 79,8% dés 12 h de traitement, ce qui ne nous a pas permis
de poursuivre la cinétique, le tapis cellulaire étant lysé. A 1x107* M, le z-VAD-FMK entraine
une légere cytotoxicité égale 16,1% des 12 h de traitement.

Pour les inhibiteurs z-DEVD-FMK et z-VAD-FMK, il n’y a pas de réelles différences de
valeurs de cytotoxicité entre les deux concentrations 2,5x10°M et 5x107” M.

Aux vues de ces résultats, nous avons conservé les deux inhibiteurs actifs z-DEVD-FMK et z-

VAD-FMK, 4 la concentration de 5x10° M.

VIII.3. Le z-DEVD-FMK et le z-VAD-FMK diminuent le nombre de

particules virales libérées au cours de I’infection par le Visna

Nous avons alors voulu déterminer si I’inhibition des caspases par le z-DEVD-FMK ou le z-
VAD-FMK, a un effet sur la libération des particules virales. Pour cela, a partir des mémes
surnageants ayant servi au dosage de la libération de la LDH, nous avons titré le virus au
cours de la cinétique.

Nous observons sur la figure 30A, un pic de libération de particules virales a 120 h (v). Le
traitement par le z-DEVD-FMK (v) abaisse la DICCs, de 6,4.10" 4 2,2.10, correspondant a

une diminution de 65,6% du titre infectieux.
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Figure 30 : Effet des inhibiteurs de caspases sur le titre viral (DICCs).
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Sur la figure 30B, le pic de libération des particules virales (v) se situe a 144 h post-infection.
Le traitement par le z-VAD-FMK (v) abaisse la DICC50 de 7,2.10" 4 1,4.10, correspondant a
une diminution de 80,5% du titre infectieux.

Ces résultats suggerent que les deux inhibiteurs irréversibles utilisés diminuent la libération

de particules virales.

VII1.4. Marquage in situ des activités caspases
Ici nous avons utilisé un inhibiteur ayant le méme motif peptidique que I’inhibiteur a large
spectre z-VAD-FMK, mais qui est couplé a un fluorochrome (FITC), permettant un marquage
in situ des cellules qui possédent des caspases actives, en se complexant a leur site
catalytique.
Les cellules non infectées ne présentent pas de fluorescence verte, preuve qu’elles n’ont pas
de caspases actives (Figure 31A).
Dés 60 h post-infection, nous décelons des cellules fluorescentes, marquées au FITC. A 64 h
post-infection, de nombreuses cellules développent cette fluorescence (Figure 31B). A 68 h,
un plus grand nombre de cellules sont marquées, et la fluorescence verte devient plus intense
au niveau des noyaux des cellules apoptotiques (Figure 31C).
Par la mise au point d’un double marquage, FITC-VAD-FMK et DAPI, nous montrons qu’il y
a corrélation entre les cellules a fluorescence verte, et les noyaux avec une fluorescence bleue
intense (Figures 31B et 31D, fléches). Ainsi, les cellules qui sont marquées par le FITC-
VAD-FMK, qui possédent donc une/des activité(s) caspase(s), exhibent aussi une
« morphologie DAPI » caractéristique (modification de la morphologie des noyaux associée a
une fluorescence accrue). Cependant, les cellules avec une faible fluorescence bleue résiduelle

ne sont pas marquées au FITC : elles ne sont pas en apoptose.
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Figure 31 : Marquage in situ des activités caspases.

(A) Les cellules non infectées ne sont pas marquées par le FITC-VAD-FMK.

(B) A 64 h post-infection, des cellules sont marquées.

(C) A 68 h, toutes les cellules sont marquées, avec une fluorescence accrue au niveau
des noyaux.

(B) et (D) montrent le méme champ optique. Les cellules avec un noyau apoptotique
(coloration au DAPI, D) possedent des caspases actives (marquage FITC, B) (fleches).

Grossissement x 200.
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L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmée, naturel, génétiquement contrdlé,
qui est vital pour le développement et la survie des organismes pluricellulaires. L apoptose
peut étre induite en réponse a un trés grand nombre de stimuli tels que les radiations (U.V.,
irradiation gamma), des agents endommageant 1’ADN, des antibiotiques (staurosporine,
génistéine...) (Kroemer et al., 1997), des bactéries ou des virus (ADN ou ARN) (O’Brien,
1998).

Dans le cas de cellules infectées par des virus, I’induction d’une mort cellulaire précoce
limiterait fortement la production de particules virales et réduirait ou empécherait la
dissémination des virus a I’intérieur de 1’hote. La plupart des virus ont donc développé des
stratégies afin d’échapper ou de retarder cette apoptose précoce pour permettre la production
de taux élevés de virus. Mais suivant le virus considéré, les mécanismes d’interaction avec le
processus apoptotique sont différents et les cibles cellulaires potentielles sont nombreuses :
action au niveau des récepteurs, des caspases, de la mitochondrie... (Everett & McFadden,
1999 ; Roulston et al., 1999). Certains virus tels que les Adenoviridae, les Baculoviridae...
inhibent 1’apoptose, d’autres tels que les Retroviridae, les Reoviridae induisent 1’apoptose.
Pour les Adenoviridae, I’infection se déroule en deux étapes : premierement 1’apoptose est
inhibée par des protéines virales telles que E1B. Cette inhibition permet la production de
niveaux ¢levés de virus. Deuxiemement, la levée de I’inhibition par des protéines virales
telles que E1A, facilite I’apoptose et accentue la dissémination des particules virales
nouvellement synthétisées (O’Brien, 1998). Dans ce cas, le processus apoptotique représente
une étape importante dans la dissémination du virus aux cellules voisines, échappant ainsi aux
réponses immunitaires de 1’hote.

L’exemple d’apoptose viro-induite le plus étudié¢ est celui impliquant le VIH. Plusieurs
protéines du VIH sont impliquées dans 1’induction du processus apoptotique : gp 160, gp 120,
gp 41, Tat, Nef et plus récemment Vpr (Roulston et al., 1999). Plusieurs voies de mort
cellulaires induites par le VIH ont été explorées. En fonction des procédures expérimentales,
certains auteurs ont montré que le VIH induit ’apoptose (Finkel et al., 1995 ; Banki et al.,
1998), d’autres suggerent que le VIH initie un processus de mort cellulaire différent de
I’apoptose ou un mécanisme indépendant de la voie Fas (Kolesnitchenko et al., 1997 ; Gandhi
et al., 1998), enfin d’autres affirment que les processus nécrotique et apoptotique sont tous
deux impliqués au cours de I’infection par le VIH (Plymale et al., 1999). La nature divergente
des résultats obtenus lors des études effectuées sur le processus de mort cellulaire induit par le
VIH, nous permet de réaliser la complexité d’un tel systeme. Ces divergences se retrouvent

aussi au niveau des protéines du VIH. La protéine Tat est décrite a la fois comme un
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inhibiteur et un inducteur d’apoptose (Westendorp et al., 1995 ; Kruman et al., 1998). Il en est
de méme pour la protéine Vpr (Ayyavoo et al., 1997 ; Stewart et al., 1999 ; Jacotot et al.,
2000), la protéine Nef (Selliah & Finkel, 2001)...

Induction de I’apoptose Inhibition de I’apoptose
Augmente I’expression de CD95 et| Augmente I’expression de Bel2.
CD95L. Diminue I’expression de p53.
Tat Diminue I’activité de Bcl2.
Active la caspase-8.
Arrét du cycle cellulaire en G2. Augmente I’expression de Bcl2.
VpR Chute du potentiel mitochondrial | Diminue I’expression de Bax.
membranaire. Diminue I’activité¢ NF-xB.
Augmente I’expression de CD95 et|Diminue I’exposition de CD4.
CD9SL. Inhibe I’activation de Lck.
Nef Se lie a p53 et inhibe I’apoptose p53
dépendante.

Ces divergences sont probablement la conséquence des différents protocoles développés, ainsi
que du trés grand nombre de types cellulaires utilisés pour comprendre 1’infection par le VIH,

mais aussi et surtout du stade de réplication du virus.

Le virus Visna, comme le VIH, est un Lentivirus. Cependant, le virus Visna différe du VIH
de part la nature de son héte : le virus Visna a pour hote principal les ovins et les caprins, et il
n’infecte pas ’Homme. De plus le virus Visna n’a pas les méme cibles cellulaires ni les
mémes mécanismes physiopathologiques que le VIH. Compte tenu des similitudes, mais aussi
des différences qui existent entre ces deux virus, nous avons voulu déterminer quels étaient
les mécanismes associés a I’ECP induit par le virus Visna et si ces mécanismes étaient

comparables ou non a ceux du VIH.

Nous avons utilis¢ comme seul et unique support cellulaire, des cellules primaires
fibroblastiques obtenues a partir de plexus choroide (PC). Notre mode¢le cellulaire in vitro est
issu des membranes de plexus choroide cibles du virus Visna lors de I’infection naturelle. En
effet, le virus Visna a été isolé a partir de plexus choroide de mouton atteint par la maladie

Visna par Sigurdsson et coll. (1960). Les explants que nous utilisons proviennent d’animaux
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jeunes, de moins de deux ans, la maladie Visna se manifestant plus tard dans la vie des ovins
mais pas chez les agneaux.

L’utilisation de cellules primaires a nécessité d’employer toujours le méme lot de cellules
initialement congelé et le méme lot de virus titré, pour une méme expérimentation, afin de
travailler dans des conditions stables et reproductibles. Comme nous avons pu le constater la
durée d’infection des cellules primaires ne peut excéder 6 jours, car I’ECP aboutit a la lyse
totale du tapis cellulaire.

La recherche d’un inducteur chimique de 1’apoptose in vitro par la technique DAPI a ¢été
indispensable pour comparer nos résultats obtenus avec le Visna, avec un témoin positif
d’apoptose sur les cellules de PC. De nombreux autres inducteurs d’apoptose sont décrits dans
la littérature sur différents types de cellules :

- la privation en sérum de veau fcetal (SVF) est couramment utilisée comme inducteur
d’apoptose sur les neurones (Esclaire et al., 1998) et autres cellules du systeme
nerveux central (Rivera et al., 1998), et sur les macrophages (Ozaki et al., 2001) ;

- les radiations gamma sont décrites pour induire 1’apoptose sur des cellules
épithéliales de mammiferes (Petit-Frere et al., 2000), des splénocytes (Hyun et al.,
1997), ou des promyélocytes (Ware et al., 1998) ;

- un grand nombre de molécules chimiques induisent 1’apoptose sur différents types
cellulaires. Les molécules que nous avons utilisées sont listées dans le Tableau 10.

La staurosporine est un inhibiteur puissant de la PKC (« phospholipid/calcium dependent
protein kinase ») et un inducteur d’apoptose (Bijur et al., 2000). Parmi tous les stress testés in
vitro (privation en sérum, déxamethasone, tamoxifen, camptothecin...) seule la staurosporine
s’est révélée Etre un inducteur efficace d’apoptose sur nos cellules de PC.

L’origine ovine de notre mode¢le cellulaire ne nous a pas permis de déceler la libération du
cytochrome c, ni avec la staurosporine ni avec le virus Visna. L’ anticorps anti-cytochrome c
que nous avons utilis¢é dans la recherche de la voie apoptotique mitochondriale n’était
probablement pas adapté a I’espéce ovine.

Ces cellules adhérentes ont été aussi un obstacle pour déceler un événement plus précoce
caractéristique de 1’apoptose : la translocation des résidus phosphatidylsérines, exposés a la

surface de la membrane cytoplasmique, révélée par le marquage a I’Annexine V.
Dans la bibliographie sur I’apoptose viro-induite, les conditions expérimentales d’infection, in
vitro, varient d’un systéme cellulaire a 1’autre ; et pour un méme systéme cellulaire les auteurs

utilisent plusieurs MOI, cet inoculum étant ou non retiré apres un certain temps d’incubation.
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Apres plusieurs essais faisant varier ces deux paramétres, nous avons remarqué qu’une
augmentation d’une forte MOI du Visna modifiait la cinétique d’apparition du processus
apoptotique visualisé¢ au DAPI et la lyse cellulaire. C’est pourquoi, on a appliqué toujours le

méme protocole d’infection, a savoir une MOI de 0.1, I’inoculum n’est pas éliminé.

Le premier critere d’apoptose que nous avons recherché attrait aux modifications
morphologiques caractéristiques qui se produisent au cours d’un processus de mort cellulaire
programmee.

Le DAPI est un fluorochrome qui permet de visualiser I’état de condensation de la
chromatine en microscopie a fluorescence. Cette technique est couramment utilisée lors
d’études sur I’apoptose viro-induite (Ubol et al., 1998 ; Prikhod'ko et al., 1999 ; Kang et al.,
1999). Apres un marquage avec le DAPI, nous avons observé que tous les noyaux des cellules
fluorescent, avec une intensité plus ou moins forte. En effet, les noyaux des cellules non
apoptotiques, a chromatine non condensée, présentent une faible fluorescence bleue
résiduelle, tandis que les noyaux apoptotiques avec une chromatine condensée, présentent
une fluorescence bleue intense qui traduit le rapprochement des fluorochromes. Lors d’une
infection par le virus Visna les cellules apoptotiques détectées sont soit des cellules
individuelles soit des syncytia. Les syncytia caractéristiques de I’ECP sont donc apoptotiques
Nos résultats sont en accord avec obtenues précédemment avec d’autres lentivirus tels que la
CAEV (Gendelman et al., 1997). Néanmoins, ces auteurs ont obtenu un taux d’apoptose
maximal de 24% a 6 jours post-infection, tandis que nos résultats montrent un taux maximum
d’apoptose de 60% a 90 heures post-infection.

Il est couramment admis que la fragmentation de I’ADN est un des critéres caractéristiques
de la mort cellulaire par apoptose. Pour rechercher la fragmentation de I’ADN cellulaire, nous
avons utilisé deux techniques différentes : (1) un essai TUNEL qui marque spécifiquement les
extrémités 3-OH’ générées lors de la fragmentation de I’ADN et (ii) une électrophorése sur
gel d’agarose a la recherche d’une «échelle » d’ADN, caractéristique d’une fragmentation
oligonucléosomale donnant des fragments de 180 a 200 pb et multiples. Nos résultats obtenus
avec la technique TUNEL sont en accord avec ceux obtenus par Gendelman sur des
fibroblastes de membrane synoviale de chévre infectés par le CAEV. La encore, les cellules
individuelles et les syncytia sont marqués, preuve d’une fragmentation chromatinienne.
Cependant, nous n’avons pas mis en évidence «d’échelle d’apoptose ». Il semble que ce
critére longtemps considéré comme marqueur un irréfutable de processus de mort cellulaire

par apoptose, ne fait plus I’'unanimité de tous (Hengartner, 2000). En effet, certains auteurs
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ont démontré que, suivant les conditions expérimentales, notamment le type cellulaire et la
nature du stimulus apoptotique, I’ADN des cellules apoptotiques n’est pas nécessairement
oligo-fragmenté et par conséquent ne présente pas un profil de migration en échelle,
normalement décrit comme caractéristique de fragmentation de ’ADN (Rasola et al., 1999 ;
Sakahira et al., 1999 ; Ferri et al., 2000). D’autres auteurs ont méme démontré que dans les
cellules apoptotiques ne présentant pas de motif d’ADN en échelle, il y avait quand méme une
fragmentation de I’ADN, mais tous les 50 Kpb. Cette fragmentation dite «fragmentation de
haut poids moléculaire de ’ADN» a été mise en évidence lors d’une électrophoreése a champ
pulsé (Zamzami & Kroemer, 1999 ; Daugas et al., 2000).

Grace a la mise au point du double marquage DAPI-TUNEL sur les mémes cellules
infectées, nous constatons qu’il y a corrélation entre les cellules contenant une chromatine
condensée avec une fluorescence bleue intense et les cellules avec une chromatine fragmentée
révélée par le FITC. En appliquant simultanément deux techniques différentes : insertion d’un
fluorochrome et marquage grace a une activité enzymatique (TdT), nous mettons en évidence
différents processus biochimiques indépendants qui convergent vers une mort cellulaire
apoptotique : condensation chromatinienne et fragmentation chromatinienne. Ceci conforte

qu’au cours de I’infection in vitro par le virus Visna le processus apoptotique est induit.

Il nous est apparu important de rechercher si le virus Visna n’induisait pas de nécrose dans
notre systeme cellulaire. De nombreuses techniques permettent de différencier ces deux types
de mort cellulaire, en particulier celle basée sur 1’étude de la réponse inflammatoire (Green,
1998 ; King et Cidlowski, 1998). L’apoptose aussi appelée mort cellulaire «silencieuse»
n’induit pas de réaction inflammatoire, tandis que la nécrose provoque une forte réaction
inflammatoire. Cette différence vient du fait essentiel que les membranes cellulaires restent
integres tout au long du processus apoptotique. Ce maintien de 1’intégrit¢é membranaire
empéche ainsi toute fuite de composés potentiellement cytotoxiques tels que les ROS
(«Reactive Oxygen Species») ou les leukotriénes qui sont libérés au cours de la nécrose
(Chatenoud & Bach, 1990). Si I’intégrité membranaire est maintenue au cours de 1’apoptose,
il n’est alors pas possible de détecter dans le milieu extracellulaire 1’activit¢ LDH (lactate
dehydrogenase), enzyme qui est présente au niveau du cytoplasme d’un grand nombre de
cellules. Au niveau de surnageants de culture de cellules infectées nous n’avons aucune
libération de LDH. La fuite de LDH ne devient significative qu’a partir de 100 h post-
infection. Cette augmentation correspondrait a une nécrose secondaire qui la conséquence

d’une absence de phagocytose, dans le systeme in vitro, des cellules apoptotiques. Ce
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phénoméne de nécrose secondaire est observable au cours d’études in vitro (Kroemer et al.,
1998). La modification du taux en enzyme LDH, ainsi que 5 autres activités enzymatiques, est
un événement souvent mis en évidence au niveau des sérums de patients infectés par le VIH
et développant un SIDA (Huang et al., 1988).

La caspase-1 est décrite comme une caspase induite au cours de la réponse inflammatoire
(Talanian et al., 1997 ; Earnshaw et al, 1999). Quelles que soient les conditions
expérimentales, incubation avec la staurosporine ou infection par le virus Visna, nous n’avons
détecté aucune activité caspase-1. Le couple substrat/inhibiteur que nous avons utilisé, étant
spécifique de la caspase-1, I’absence d’activité significative montre que I’infection par le
virus Visna in vitro n’induit a aucun moment une réponse inflammatoire. Ces résultats sont en
accord avec ceux de la LDH. Nous pouvons alors considérer que dans notre modele d’étude,
le virus Visna est un inducteur strict d’apoptose, comme 1’est la staurosporine. Nous n’avons
pas, par exemple, un systetme complexe apoptose/nécrose, comme cela a été décrit dans le cas
du VIH (Plymale et al., 1999). Cependant, il faut rappeler que notre systeme repose sur un
modele d’infection in vitro. Donc, il peut exister des différences entre des situations
infectieuses produites in vitro et in vivo. En effet, dans la littérature il a ét¢ de nombreuses
fois rapport¢ que in vivo, le virus Visna comme le CAEV, induisait une réponse

inflammatoire (Zinck et Johnson, 1994).

Le processus de mort cellulaire induit au cours de I’infection in vitro par le virus Visna
n’étant pas connu, nous avons recherché la principale voie apoptotique décrite, celle de la
cascade des caspases. L’importance de I’activation des caspases au cours de 1’apoptose a été
largement démontrée (Hengartner, 2000). Les caspases jouent un rdle clé dans la phase
d’exécution de la mort cellulaire d’origine apoptotique. De plus, I’apoptose a été décrite dans
de nombreux systémes virus-cellules (Nava et al., 1998 ; Ubol et al., 1998 ; Bitzer et al.,
1999 ; Galvan et al., 2000). Les caspases sont synthétisées sous la forme de zymogenes
inactifs (procaspases) qui sont activés et convertis en protéases matures suite a un clivage
(Zhivotovsky et al., 1999). L’activation des caspases se fait soit par un clivage auto
catalytique (auto-activation) comme dans le cas de la caspase-8, soit par le clivage d’une
caspase «aval» par une caspase «amonty» aboutissant & une activation en cascade. L’exemple
type est celui de I’activation de la caspase-3 par les caspases-8 ou -9 (Roy & Nicholson,
2000). Cette cascade de protéolyse conduit a I’activation d’un trés grand nombre de caspases
exécutrices qui agissent de facon simultanée pour favoriser le développement du processus de

mort cellulaire. Ces enzymes sont divisées en deux groupes : (i) les caspases initiatrices telles
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que la caspase-8 et la caspase-9 dont la fonction principale est d’activer les caspases « aval »,
(i) les caspases effectrices, appelées aussi exécutrices, telles que les caspases-3, -6 et -7 qui
sont responsables du démant¢lement des protéines cellulaires (Mehmet, 2000). Ce
démantelement des protéines cellulaires représente les différentes étapes qui vont préparer la
cellule a mourir par apoptose. En quelques années, plus d’une centaine de substrats naturels
des caspases ont été identifiés. Le clivage de ces substrats représente une étape importante
dans I’apparition des modifications morphologiques et biochimiques qui caractérisent
I’apoptose (Earnshaw et al., 1999). Ces substrats des caspases sont de nature trés diverses
(Earnshaw et al., 1999). Leur clivage par les caspases entraine soit leur activation, par
exemple celui du DFF («kDNA Fragmentation Factor» ; Liu et al., 1997), soit leur inhibition,
par exemple ceux de la PARP (« Poly ADP Ribose Polymerase »), des lamines, de la
fodrine...(Earnshaw et al., 1999 ; Hengartner, 2000).

Dans le cas de I’apoptose induite par le virus Visna, nous nous sommes intéressés a la PARP,
un substrat de la caspase-3, impliquée dans les mécanismes de réparation transitoire de ’ADN
(Le Rhun et al., 1998). La PARP a pour fonction de combler les trous au niveau de la double
hélice d’ADN, en introduisant des longs polymeres d’ADP-ribose qui proviennent des
cofacteurs NAD+, processus qui consomme beaucoup d’énergie. La PARP a été¢ un des tous
premiers substrats de caspase identifiés. Le clivage de la PARP bloque sa fonction réparatrice
(Lazebnik et al., 1994 ; Le Rhun et al., 1998). La PARP clivée ne peut plus s’opposer au bon
déroulement du processus apoptotique et notamment au processus de fragmentation de la
chromatine nucléaire. Pour rechercher le clivage PARP nous avons utilisé un anticorps qui
reconnait spécifiquement le fragment de 85 kDa. Nous n’avons pas pu mettre en évidence de
clivage de la PARP au niveau de cellules infectées par le Visna, tandis que la PARP est
efficacement clivée lorsque les PC sont traitées par la staurosporine. Plusieurs études, dans
différents autres systemes d’induction de 1’apoptose, dont le VIH, n’ont également pas mis en
¢vidence ce clivage (Kolesnitchenko et al., 1997 ; Le Rhun et al., 1998 ; Taddeo et al., 2000).
Il a été montré que la PARP est vitale au maintien de la stabilit¢ du génome, mais elle
n’intervient pas sur le déroulement du processus apoptotique (Wang et al., 1997). Géaken et
coll. (1996) ont montré qu’une PARP, intégre et fonctionnelle, est nécessaire pour la
production de particules rétrovirales, notamment lors de la formation du provirus. On peut
donc penser que le clivage de la PARP n’est pas nécessaire au cours du processus d’apoptose
induit par le virus Visna.

L’activité caspase-3, «caspase exécutrice», est directement responsable du clivage de la

PARP (Tewari et al., 1995). C’est pourquoi en utilisant le substrat Ac-DEVD-AMC et son
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inhibiteur correspondant (-CHO), nous avons montré qu’il y avait une activité caspase-3
significative dans les PC infectés. Ceci laisse supposer que la caspase-3 bien qu’active ne
clive pas la PARP dans l'apoptose Visna-induite. D’autres auteurs ont décrit ce méme
phénomene, notamment avec le VIH-1 (Taddeo et al., 2000). Avec la staurosporine, l'activité
caspase-3 est beaucoup plus forte. L'intensit¢ de fluorescence étant proportionnelle aux
nombres d’enzymes, la quantité de caspase-3 activée par la staurosporine est plus importante

que dans le cas du virus Visna.

Afin de définir les étapes de la transduction du signal apoptotique déclenchée par le
virus Visna, nous avons recherché I'existence des différentes voies apoptotiques décrites. Des
nouveaux membres de la famille des caspases, appelés caspase-8 et caspase-9 ont été
identifiés et décrits comme responsables de l'initiation de I’activation protéolytique de la
caspase-3. En fait, ’activation de la caspase-8 représente le tout premier événement dans la
cascade apoptotique induite via le CD95 (voie extrinséque), alors que 1’activation de la
caspase-9 est associée a la cascade apoptotique induite par la mitochondrie (voie intrinséque)
(Roy & Nicholson, 2000). Ces auteurs différencient clairement la voie externe de transduction
du signal médiée par la caspase-8 et la voie interne de transduction du signal médiée par la
caspase-9. En plus de ces deux voies d’apoptose, une autre voie : la voie de I’AIF, a été mise
en évidence et son déroulement est indépendant de I’activation des caspases exécutrices. Pour
étudier I’'implication de ces différentes voies de signalisation au cours de I’infection par le
virus Visna, nous avons recherché plusieurs marqueurs de ces voies en utilisant :

- des couples substrat/inhibiteur pour mettre en évidence 1’activation de ces enzymes
(caspases-8, -9...),

- des anticorps dirigés contre des protéines ayant un réle majeur dans 1’apoptose
comme le cytochrome c et I'AlF,

- des inhibiteurs irréversibles de caspases qui pénétrent aisément les membranes
cellulaires. Ces inhibiteurs ont été employés, (i) soit sur des cellules en culture, pour
rechercher 1I’importance de ces voies et les effets potentiels des caspases sur des
étapes critiques (lyse cellulaire, libération de particules virales) du cycle infectieux
du virus Visna ; (ii) soit pour des marquages in situ pour visualiser 1'évolution de
l'activation des caspases sur des PC infectés.

Le cytochrome c est une protéine mitochondriale qui intervient dans le transport des €lectrons
le long de la chaine respiratoire. Suite a une stimulation de la mitochondrie, le cytochrome c

est libéré dans le cytosol ou il va former avec d’autres protéines un gros complexe protéique :
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I’apoptosome. Une fois fonctionnel, I’apoptosome représente 1’élément déclencheur de la voie
d’exécution du processus apoptotique en clivant et par conséquent en activant la caspase-3.
Nous n’avons pas pu mettre en évidence de libération du cytochrome ¢ dans le cas de cellules
infectées par le virus Visna, ni dans le cas de cellules traitées a la staurosporine. Pourtant, la
staurosporine est un agent chimique décrit comme un activateur de la voie mitochondriale
(Sun et al., 1999). L’anticorps que nous avons utilisé pour révéler la libération du cytochrome
¢, a efficacement et effectivement révélé la libération du cytochrome ¢ dans d’autres modeles
d’¢tude de I’apoptose. Nous pouvons donc supposer que cet anticorps est inapproprié¢ a notre
systéme ovin.
La caspase-9 est une autre protéine impliquée dans la formation de 1’apoptosome. Pour
mesurer I’activité caspase-9 nous avons utilisé¢ le couple Ac-LEHD-AMC/Ac-LEHD-CHO.
Ce couple a été déterminé et décrit comme spécifique de 1’activité caspase-9 (Thornberry et
al., 2000). En utilisant ce couple, nous mesurons une activité caspase-9 significative dans les
cultures de cellules infectées par le virus Visna, et dans le cas des cellules traitées avec la
staurosporine. Ainsi, nous démontrons que :
- linfection par le virus Visna provoque une stimulation de la mitochondrie,
puisque nous mesurons une activité caspase-9 significative,
- la staurosporine a un effet pro-apoptotique sur la mitochondrie, en accord avec les
données bibliographiques (Sun et al., 1999).
Nous avons ensuite exploré la voie des récepteurs par le biais de la caspase-8. Nous avons
alors recherché I’activité caspase-8 en utilisant le Ac-IETD-AMC/Ac-IETD-CHO). Comme
pour la caspase-9, ce couple a été¢ déterminé et décrit comme spécifique de 1’activité caspase-9
(Thornberry et al., 2000). En utilisant ce couple, nous avons mesuré une activité caspase-8
significative dans les cultures de cellules infectées par le virus Visna ou traitées avec la
staurosporine. Ainsi nous démontrons que :
- Dinfection par le virus Visna provoque la stimulation de la voie des récepteurs,
puisque l'activité caspase-8 est significative,
- la staurosporine induit aussi une activation de la voie des récepteurs.
Ainsi, au cours de I’infection in vitro de cellules PC par le virus Visna, les activités caspase-8
et caspase-9 sont induites, comme cela a été démontré dans le cas du VIH (Selliah & Finkel,
2001). Par homologie avec le VIH, nous pouvons donc envisager deux mécanismes
d’activation des caspases-8 et -9 : (i) soit elles sont activées indépendamment 1’une de I’autre,
par exemple, la caspase-8 peut étre activée suite a la liaison de gp120 et la caspase-9 par la

protéine Vpr, (ii) soit l'activation de la caspase-9 est liée a celle de la caspase-8, par exemple
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le clivage de la protéine Bid par la caspase-8 pourrait induire l'activation de la caspase-9
(Hengartner, 2000 ; Roy & Nicholson, 2000).

Si nous comparons les valeurs d’URF des trois activités caspases, -3, -9 et -8 (Figures 23, 25
et 26), on se rend compte que I’intensité de 1’activité caspase-3 est beaucoup plus importante
que celles des caspases -8 et -9. Dans les cellules de mammiferes, (Earnshaw et al., 1999) la
procaspase-3 est exprimée en plus grande quantité que les précurseurs des autres caspases. En
accord avec les données bibliographiques, nous constatons un taux d’activation plus élevé de
I’enzyme caspase-3.

La voie pro-apoptotique dépendante de I’AIF (« Apoptosis Inducing Factor »), est
déclenchée par sa libération dans le cytosol. L’ AIF est une protéine normalement séquestrée
au niveau de la matrice mitochondriale. Nous avons montré que 1’ AIF est effectivement libéré
aussi bien par les cellules individuelles que les syncytia, au cours de I’infection par le virus
Visna. En montrant la libération de I’ AIF par les mitochondries, nous mettons en évidence la
stimulation de la voie intrinséque de 1’apoptose (ou voie mitochondriale) avec induction de la
voie dépendante des caspases (activation de la caspase-9) et de la voie indépendante des
caspases (libération de I’ AIF).

Ainsi, il apparait que le virus Visna induit plusieurs voies de transduction du signal pro-

apoptotique, comme cela a ét¢ aussi démontré dans le cas du VIH (Ferri et al., 1999)

Comme plusieurs caspases sont activées, la caspase-3, la caspase-8 et la caspase-9, nous
avons voulu savoir si ces caspases contribuent au processus de mort cellulaire qui aboutit in
vitro a I’effet cytopathologique du virus Visna.
I1 a ét¢ montré que I’étape finale de I’apoptose (I’activation des caspases) peut étre inhibée en
utilisant des pseudo-substrats de ces protéases. C’est le cas du peptide synthétique z-VAD-
FMK qui inhibe efficacement et spécifiquement I’apoptose, et notamment I’apoptose induite
par plusieurs virus tels que le virus Sindbis (Nava et al., 1998; Zhivotovsky et al., 1995), le
virus de la rougeole (Pugachev & Krey, 1998), le virus Sendai (Bitzer et al., 1999), et le virus
poliovirus (Agol et al., 1998)...
Nous avons utilisé trois inhibiteurs différents :

- lez-DEVD-FMK,

- le z-VAD-FMK,

- etlez-YVAD-FMK.
Le z-DEVD-FMK est décrit comme un inhibiteur irréversible de la caspase-3, le z-VAD-

FMK, comme un inhibiteur a large spectre des caspases qui prévient I’apoptose induite par un
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grand nombre de stimuli, et le z-YVAD-FMK qui inhibe les activités caspases de type
inflammatoire « caspase-1 like » (Nicholson et al., 1995 ; Cain et al., 1996; Slee et al., 1996).
Depuis un grand nombre d’autres inhibiteurs ont été décrits, avec des spécificités limitées a
une ou plusieurs caspases.

Alors que les inhibiteurs de type Ac-XXXD-CHO ne peuvent étre utilisés que sur des lysats
cellulaires, nous avons testé I’efficacité d’inhibiteurs de type -FMK a la fois sur des lysats
cellulaires et directement sur les cellules en culture. En effet, ces derniers ont la propriété de
pénétrer directement dans les cellules grace aux groupements « méthyls » greffés sur les
séquences peptidiques (-XXXD-), sans qu’il soit nécessaire d’effectuer un traitement
préalable de perméabilisation des membranes. Leur autre particularité est qu’ils sont doués
d’une inhibition irréversible, grace au groupement -FMK.

Nous avons voulu, tout d’abord, vérifier la spécificité du spectre d’inhibition de chacun des
trois inhibiteurs. Le z-VAD-FMK et le z-DEVD-FMK sont des inhibiteurs puissants des trois
activités caspases -3, -8 et -9 dans notre modele cellule/virus (Figures 28.1 et 28.2). En ce qui
concerne le z-VAD-FMK nos résultats sont en accord avec les données bibliographiques qui
le décrivent comme un inhibiteur a large spectre, alors que le z-DEVD-FMK, initialement
décrit dans la littérature comme un inhibiteur spécifique de la caspase-3, se révele plutot étre
un inhibiteur des activités «caspase-3 like», avec un spectre élargi a d’autres activités
caspases.

Le z-YVAD-FMK n’inhibe aucune des trois activités caspases (Figure 28.3). Le z-YVAD-
FMK étant décrit comme un inhibiteur de la caspase-1, nous sommes en accord avec la
littérature (Stennicke & Salvesen, 2000). Et on confirme 1’absence de détection de réponse
inflammatoire déja mise en évidence avec le couple Ac-YVAD-AMC / Ac-YVAD-CHO.

Sur des cellules en culture stimulées par un signal pro-apoptotique, le FITC-VAD-FMK va
spécifiquement marquer les cellules qui contiennent des caspases actives. Grace a ce
marqueur nous confirmons qu’au cours de ’infection par le virus Visna il y a des cellules
marquées donc des cellules avec des caspases actives. Plus le temps d’infection est long, plus
il y a de cellules marquées. Ceci se traduit particuliecrement avec une augmentation de
I’intensité¢ de fluorescence au niveau des noyaux pour les temps les plus longs, qui
correspondrait a la translocation des caspases exécutrices actives du cytoplasme vers le noyau
(Chandler et al., 1998). Ainsi on peut supposer que 1’augmentation des activités caspases
décelée lors des études sur les lysats cellulaires, est due a un plus grand nombre de cellules
entrant en apoptose, au fur et a mesure que l'infection se développe, plutdot qu’une

augmentation des activités caspases au sein d’une méme cellule.
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Pour évaluer la contribution des caspases dans ’ECP Visna-induit, nous avons réalisé
plusieurs cinétiques d’infection en incorporant respectivement chacun des trois inhibiteurs
irréversibles en méme temps que I’inoculation par le virus. Pour cela nous avons
préalablement vérifi¢ que la concentration 5.10° M de chaque inhibiteur n’était pas
cytotoxique vis a vis des cellules de PC. En effet deux inhibiteurs, le z-DEVD-FMK et le z-
VAD-FMK sont cytotoxiques a 10™* M (Tableau 13).

Le z-VAD-FMK et le z-DEVD-FMK modifient tous les deux la cinétique de libération de la
LDH dans le surnageant de culture puisque le maximum de libération est décalé dans le
temps : on passe de 120 heures sur la courbe « cellules infectées », a approximativement 160
heures sur la courbe « cellules infectées traitées » (Figures 29.1 et 29.2). L'action de ces deux
inhibiteurs est efficace et durable jusqu’a 6 jours d’incubation, puisque nous n’avons a aucun
moment de la cinétique rajouté d’inhibiteur. Les deux profils de courbes (cellules infectées et
cellules infectées traitées) sont comparables (Figures 29.1 et 29.2). Si on se réfere aux
spectres d’inhibition du z-VAD-FMK et du z-DEVD-FMK (Figures 28.1 et 28.2) qui
bloquent les trois activités caspases, -3, -8 et -9, nous pouvons supposer que ces trois activités
caspases, non seulement jouent un réle dans l'apoptose Visna-induite, mais interviennent
¢galement dans I’expression de I’ECP Visna-induit, caractérisée in vitro par une lyse
cellulaire massive. En effet, on a montré qu’aprés incubation des cellules infectées avec le z-
VAD-FMK ou le z-DEVD-FMK, la libération de la LDH, témoin de la lyse cellulaire, est
retardée, I’ECP est décalé dans le temps.

En revanche, le z-YVAD-FMK n’ayant aucune action inhibitrice sur les caspases
apoptotiques (Figure 28.3), il n’y a pas modification de la cinétique de libération de la
LDH (Figure 29.3), les deux courbes sont superposées.

Donc, en bloquant la voie des récepteurs (e. g., la caspase-8), la voie de la mitochondrie (e. g.,
la caspase-9) et/ou la caspase exécutrice prépondérante (e. g., la caspase-3), on retarde
I’apparition de la lyse cellulaire donc de I’ECP. Nous pouvons supposer que 1’activation des
caspases-3, -8 et/ou -9 au cours de 1’apoptose ou d’autres événements en dépendant, conduit a
I’ECP induit par le virus Visna, l'inhibition de ces caspases retardant l'apparition de

I’ECP.
Quelle est alors, I’influence de 1’apoptose, via 1’activation des caspases, sur la libération des
particules virales ? A différents temps d’infection, nous avons compar¢ les titres de virus

lorsque les cellules sont soumises ou non au traitement par les deux inhibiteurs de caspases
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apoptotiques (z-VAD-FMK ou z-DEVD-FMK). Dans notre modele virus/cellules, on montre
que le traitement par ces deux inhibiteurs irréversibles entraine une diminution du titre viral.
Pourtant il a ét¢ montré avec le VIH que I’inhibition de 1’apoptose pouvait induire une forte
augmentation de la réplication virale (Antoni et al., 1995 ; Chinnayan et al., 1997 ; Sandstrom
et al., 1996). Néanmoins Taddeo et coll. (2000) ont montré que 1’incubation avec le z-VAD-
FMK de cellules T infectées par le VIH, ne modifiait pas le titre viral. Nous avons, la encore,
un exemple de résultats contradictoires concernant I’infection in vitro par le VIH. Il apparait
trés clairement que ces divergences sont la conséquence de protocoles expérimentaux
différents. Puisque la libération de particules Visna, est réduite de 80,5% (cas du z-VAD-
FMK) et de 65,6% (cas du z-DEVD-FMK) (Figure 30), nous pouvons supposer que
I’activation des caspases au cours de 1’apoptose ou d’autres événements caspase-dépendant,
contribue a la multiplication ou la libération des particules virales dans notre modé¢le

virus/cellules.

Nous avons démontré pour la premicre fois que 1I’apoptose est en partie responsable de
la mort cellulaire se produisant in vitro, suite a une infection avec le virus Visna. L’expression
de I’apoptose se produisent aussi bien au niveau des cellules «individuelles» que des
syncytia ; ces deux morphologies cellulaires présentent une condensation cytoplasmique, une
condensation et une fragmentation chromatinienne et une libération de I’AIF. Nous n’avons

pas pu observer de syncytia apoptotique marqués au FITC-VAD-FMK.

A toutes les étapes de caractérisation du processus apoptotique nous avons validé nos
résultats en utilisant comme référence un stimulus chimique : la staurosporine. De facon
intéressante il apparait que ces deux stimuli aboutissent in fine a 1’activation de la caspase
exécutrice majoritaire : la caspase-3, et a D’apparition des modifications morphologiques
caractéristiques de l’apoptose. Mais le virus Visna et la staurosporine n’induisent pas
exactement les mémes voies de transduction du signal. Une des différences mise en
évidence est I’absence de clivage de la PARP dans le cas de cellules infectées (Figure 19),
alors qu’elle est efficacement clivée dans le cas de la staurosporine. Ceci laisse supposer que
la PARP doit rester intégre et fonctionnelle dans I’infection par le virus Visna. Giken et coll.
(1996) ont montré dans le cas de vecteurs rétroviraux MPSV (« Myeloproliferative Sarcoma
Virus ») que la PARP intervient dans la formation du provirus.

Une autre différence déja mentionnée plus haut, est I’absence de fragmentation

oligonucléosomale de I’ADN dans le cas de cellules infectées (Figure 15).

173



Enfin, les cinétiques d’action de ces deux stimuli sont trés différentes : la staurosporine induit
une activation d’emblée ¢levée de la caspase-3, avec un maximum a 18 heures de traitement
(Figure 23) ; alors que dans le cas du Visna cette activation est progressive avec un maximum
a 68 heures post-infection. Il est intéressant de noter que I’intensité d’activation de la caspase-
3 est beaucoup plus faible dans le cas des cellules infectées (environ 4 fois plus faible) que
dans le cas d’un stimulus chimique. Compte tenu de I’implication de la caspase-3 dans le
clivage de la PARP et dans la fragmentation de I’ADN, nous pouvons supposer que, dans le
cas de I’infection in vitro par le Visna ou une plus faible « quantité » de caspase-3 est activée,
soit la PARP n’est effectivement pas clivée et I’ADN non fragmenté, soit les techniques que

nous avons utilisées ne permettent pas de mettre en évidence ces marqueurs.
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CONCLUSION
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L’apoptose induite par des virus est depuis quelques années un des centres d’intérét les
plus important de la recherche fondamentale et appliquée en Biologie. Depuis la découverte
du rble prépondérant de la dérégulation de I’apoptose dans I’infection a VIH, les
connaissances sur les mécanismes impliqués dans les physiopathologies a infections virales se
sont considérablement ¢largies. Les développements récents dans la compréhension de ces
mécanismes ont permis d’ouvrir de nouvelles voies possibles dans le traitement de certaines
infections virales et notamment dans le SIDA, ou le manque d’une solution efficace pour
éradiquer le virus se fait cruellement sentir, les tri-thérapies montrant leur limite. Le travail
effectué au cours de cette these s’inscrit dans ce contexte.

Ce travail représente a notre connaissance le premier rapport sur I’identification et la
caractérisation du processus de mort cellulaire induit in vitro par le rétrovirus Visna-Maedi
sur des cellules primaires de type fibroblastiques, issues de plexus choroide ovins. Notre
travail s’inscrit dans une situation in vitro. En utilisant un systéme de culture in vitro de
cellules primaires d’origine ovine, nous soulevons le probléme de 1’absence d’interférence des
systémes immunitaires et inflammatoires qui coexistent dans I’infection Visna in vivo.
Néanmoins, nous avons mis en évidence que 1’infection des cellules par le virus Visna induit
les modifications morphologiques et biochimiques caractéristiques de 1’apoptose. Nous
avons montré que I’induction de 1’apoptose par ce virus emprunte les deux principales voies
apoptotiques dépendantes des caspases, couramment décrites dans la littérature, avec
I’activation de la voie extrinséque ou voie des récepteurs et 1’activation de la voie
intrinséque ou voie mitochondriale. De facon intéressante il semble que dans notre systeme il
existe une autre voie d’apoptose, indépendante des caspases exécutrices, dont le siege est la
mitochondrie. Nous avons ainsi montré que la protéine AIF est libérée. En utilisant des
inhibiteurs des caspases, il est apparu qu’ils étaient plus ou moins spécifiques d’une ou de
plusieurs caspases. Ces inhibiteurs nous ont permis de démontrer que D’activation des
caspases ou des évenements en dépendant, étaient associés aux effets cytopathologiques
(ECP) induits par le virus Visna. En effet, le traitement simultané des cellules infectées, par
certains inhibiteurs de caspases, retarde 1’apparition du phénoméne de lyse cellulaire, en
prolongeant Dl’intégrit¢é membranaire, et réduit la production de particules virales. Par
conséquent, D’effet cytopathologique observé, avec la formation de syncytia et la lyse
cellulaire, est en relation directe avec I’induction d’un programme de mort cellulaire
programmee.

Ainsi, notre modele cellulaire ovin semble présenter la méme organisation et les mémes

médiateurs apoptotiques que n’importe quel autre type cellulaire. Notre systeme cellulaire
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peut tout a fait étre utilis€é comme modéle d’étude pour comprendre le développement

d’autres infections rétrovirales animales (CAEV...).

Notre travail a permis d’obtenir certaines réponses quant aux mécanismes impliqués dans

I’apoptose induite par le rétrovirus Visna-Maedi, et nous ouvre de nombreuses perspectives :

il serait intéressant de faire la discrimination entre 1’état apoptotique dans les
cellules infectées et celui des cellules non infectées. En effet, il apparait de plus en
plus certain que I’apoptose induite par les rétrovirus, se produit avant tout dans les
cellules non infectées, non productives de particules virales. Nous avons montré que
les cellules isolées et les syncytia entrent en apoptose. Dans le cas d’une infection
par le VIH de nombreuses protéines virales (Tat, gpl120...) sont directement
impliquées dans I’induction du processus apoptotique. En caractérisant la ou les
protéines virales du Visna, il serait peut étre alors possible de limiter I’apoptose qui
en résulte. Le role des syncytia reste aussi a explorer, ils sont caractéristiques de
I’expresssion in vitro de ’ECP, mais quel est leur role dans le cycle infectieux ?
Sont-ils infectés ounon ? ...

la mitochondrie semble jouer un réle complexe dans la régulation et I’induction de
la phase effectrice de 1’apoptose. En effet nous avons montré qu’a son niveau deux
processus apoptotiques indépendants sont induits : activation de la voie intrinséque
et libération de I’AIF. La caractérisation de I’enchainement des évenements et les
différentes protéines qui régulent son intervention: membres pro- et anti-
apoptotiques de la famille Bel-2 (Bax, Bcl-2...), la protéine suppresseur de tumeur
p53, la protéine virale Tat ..., pourrait apporter une nouvelle compréhension.
existe-t-il d’autres voies d’apoptose ? Il apparait que I’induction « interne » de
I’apoptose ne se limite pas uniquement a la mitochondrie ; d’autres organites
intracellulaires semblent impliqués, et parmi eux le réticulum endoplasmique
(RE). Son role semble li¢ au controle des flux calciques intracellulaires mais aussi a
I’activation d’une nouvelle caspase transductrice: la caspase-12. Suite a la
stimulation du RE on peut supposer qu’il existe, comme dans le cas de la caspase-8,
une action directe, la caspase-12 pouvant cliver la caspase-3, ou une action
indirecte, la libération de calcium par le RE pouvant a son tour stimuler la
mitochondrie et induire la formation de 1’apoptosome. L’exemple du RE n’est
unique. L’appareil de Golgi, les lysosomes... semblent réagir a des stimuli de

natures diverses et induire une réponse de type apoptotique. Il est donc possible que
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pour un stimulus donné il y ait induction de plusieurs voies apoptotiques, autres que
la voie des récepteurs, la voie de la mitochondrie et la voie de I’ AIF.

- quel est I’intérét, la fonction des autres caspases ? A ce jour plus d’une quinzaine
caspases différentes ont été décrites, dont 14 chez les mammiféres. Les caspases -1,
-4 et -5 sont impliquées dans I’inflammation, les caspases -3, -8 et -9 sont les
caspases apoptotiques les plus connues, mais il reste toutes les autres caspases dont
la fonction n’est pas forcément élucidée. Par exemple, les données sur I’activation
de la caspase-12, et son réle au niveau du RE, sont trés récentes, on peut donc
supposer que chaque caspase ait une action bien définie, a une étape précise du

processus apoptotique.

Le processus apoptotique induit par le virus Visna étant caractéris€¢ dans ses grandes
lignes, il serait intéressant de tester 1’action de drogues couramment utilisées en thérapie anti-
rétrovirale, inhibiteur de reverse transcriptase (AZT), inhibiteur de protéase... En effet, en cas
d’une épidémie accrue dans le cheptel ovin, nous serions dans une impasse compte tenu du
fait qu’il n’existe toujours pas de vaccin et que ’AFSSA semble vouloir appliquer en toutes
circonstances le « principe de précaution ». L’utilisation des drogues antirétrovirales a montré
ses effets en médecine humaine avec les inhibiteurs de la réverse transcriptase et de la
protéase. En médecine vétérinaire pour des raisons de cott, les traitements antirétroviraux ne
sont pas envisageables. En absence de vaccin, notre modele rétroviral est intéressant pour

tester le role des antirétroviraux sur 1’inhibition de 1’apoptose.
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Visna virus-induced cytopathic effect in vitro is caused by apoptosis.

R. Duval*, S. Delebassée’, P. J. P. Cardot? and C. Bosgiraud®
(1) Laboratoire de Microbiologie, Faculté de Pharmacie, Limoges, France, FR

(2) Laboratoire de Chimie Analytique et Bromatologie, Faculté de Pharmacie, Limoges, France, FR

Arch Virol. 2002 May;147(5):943-59

Summary : Visna-Maedi virus (VMV), an ungulate lentivirus, causes a natural infection in sheep. In
vitro, VMV infection and replication lead to strong cytopathic effects with subsequent death of host
cells. We investigated, in vitro, the relative contribution of apoptosis or programmed cell death
(PCD) to cell killing during acute infection with VMV, by employing diverse strategies to detect its
common end-stage alterations. We demonstrated that VMV-infection in sheep choroid plexus cells
(SCPC), is associated with apoptosis, characterized by morphological changes such as condensation
of chromatin and the appearence of apoptotic bodies. DNA fragmentation was documented by
TUNEL assay. Although the mechanism by which VMV activates this cell suicide program is not
known, we examined the activation of caspases, the family of death-inducing proteases that resulted
in cleavage of several cellular substrates. To study the role of caspases in VMV-induced apoptosis,
we focused on several protease targets: procaspase-3 and procaspase-1. During VMV-infection,
SCPC display active caspase-3 and no caspase-1 activity. In conclusion, our results suggest that
VMV infection, in vitro, induces cell death of SCPC by a mechanism that can be characterized by
many of the properties most closely associated with apoptotic cell death.

Texte intégral : http://dx.doi.org/10.1007/s00705-001-0791-1
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Implication of caspases during maedi-visna virus-induced apoptosis.
Duval R, Bellet V, Delebassée S, Bosgiraud C.

Laboratoire de Microbiologie, Faculté de Pharmacie, 2 rue du Dr Marcland, 87025 Limoges Cedex,
France.

Journal of General Virology (2002), 83, 3153-3161. Printed in Great Britain

Summary : Maedi-visna virus (MVV) causes encephalitis, pneumonia and arthritis in sheep. In vitro,
MVYV infection and replication lead to strong cytopathic effects characterized by syncytia formation
and subsequent cellular lysis. It was demonstrated previously that MVV infection in vitro induces
cell death of sheep choroid plexus cells (SCPC) by a mechanism that can be associated with
apoptotic cell death. Here, the relative implication of several caspases during acute infection with
MVYV is investigated by employing diverse in vitro and in situ strategies. It was demonstrated using
specific pairs of caspase substrates and inhibitors that, during in vitro infection of SCPC by MVV,
the two major pathways of caspase activation (i.e. intrinsic and extrinsic pathways) were stimulated:
significant caspase-9 and -8 activities, as well as caspase-3 activity, were detected. To study the role
of caspases during MVV infection in vitro, specific, cell-permeable, caspase inhibitors were used.
First, these results showed that both z-DEVD-FMK (a potent inhibitor of caspase-3-like activities)
and z-VAD-FMK (a broad spectrum caspase inhibitor) inhibit caspase-9, -8 and -3 activities. Second,
both irreversible caspase inhibitors, z-DEVD-FMK and z-VAD-FMK, delayed MVV-induced
cellular lysis as well as virus growth. Third, during SCPC in vitro infection by MVV, cells were
positively stained with FITC-VAD-FMK, a probe that specifically stains cells containing active
caspases. In conclusion, these data suggest that MVV infection in vitro induces SCPC cell death by a
mechanism that is strongly dependent on active caspases.



ABSTRACT: Apoptosis is a genetically controlled program of cell death. PCD can be

induced by a wide variety of stimuli, among them pathogens, such as virus and bacteria, or
chemical compounds, including staurosporine, used as positive control in our cellular system:
primary sheep choroid plexus cells. Visna virus belongs to the Lentivirus genus of
Retroviridae family and causes organ specific disease in the central nervous system, lung,
joints and mammary glands. Visna virus replicates predominantly in macrophages and does
not infect lymphocytes.

We have first characterised in vitro, (i) apoptotic morphological features including cell
shrinkage, chromatin condensation and apoptotic body formation with DAPI, TUNEL and
double staining experiments, (ii) several biochemical processes: maintenance of plasma
membrane integrity, phosphatidylserine translocation, PARP cleavage and caspase activation.
Finally, during in vitro infection, Visna virus triggers apoptosis in infected cells without a
necrotic response: no caspase-1 activation and late LDH leakage.

Second, we identified several Visna-virus induced apoptotic pathways: caspases-dependent
(extrinsic and intrinsic pathways) and caspase-independent (AIF pathway). In addition, we
demonstrated that Visna-induced CPE (cellular lysis, syncytia formation and virion
production) was closely related to the activation of caspases -3, -8 and -9.

This study represents the first proof of Visna virus induced apoptosis in vitro. Better
knowledge of Visna induced cytopathic effects have permitted a better understanding of
physiological mechanisms occurring during disease.

In conclusion, it appeared that the Visna-induced apoptotic model is quite comparable with

HIV apoptotic models described.



DUVAL Raphaél. Expression des différentes voies apoptotiques induites par le rétrovirus

Visna. 260 p.

RESUME : L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmée, génétiquement
contrdlé. Parmi les stimuli inducteurs d’apoptose, figurent certains agents pathogénes (virus,
bactéries) et certains antibiotiques comme la staurosporine, sélectionnée comme témoin
positif sur notre systéme cellulaire : le cellules primaires de plexus choroide ovines.

Le rétrovirus Visna est un Lentivirus, responsable d’encéphalopathie démy¢linisante et
de pneumopathie progressive chez les ovins et les caprins. Les cibles cellulaires du Visna sont
essentiellement les monocytes/macrophages.

Dans une premiere étape, nous avons mis en évidence in vitro, (i) les modifications
morphologiques associées a l'apoptose par les techniques DAPI, TUNEL et par double
marquage : condensation du cytoplasme, condensation chromatinienne, formation des corps
apoptotique, (ii) les différents marqueurs biochimiques associ¢s : maintien de l'intégrité
membranaire, translocation des résidus phosphatidylsérines, clivage de la PARP et activation
des caspases. In vitro, le virus Visna entraine précocement l'entrée en apoptose des cellules
infectées sans induire de phénoméne nécrotique : absence d’activation de la caspase-1 et
libération tardive de la LDH.

Dans une deuxiéme étape, nous avons identifi¢ différentes voies de transduction du
signal pro-apoptotique induites par ce virus: les voies dépendantes des caspases (voies
extrinséque et intrinséque), ou une voie indépendante : la voie de I’AIF. L’expression de
Ieffet cytopathologique Visna-induit (lyse cellulaire, syncytia et production de particules
virales) est étroitement liée a I’activation des caspases -3, -8 et -9.

Ce travail représente le premier rapport sur la caractérisation du processus de mort
cellulaire induit in vitro par le rétrovirus Visna. Une meilleure connaissance des phénomenes
cytopathologiques Visna-induits nous ont permis de mieux comprendre les mécanismes
physiopathologiques développés dans la maladie.

En conclusion, il apparait que le modele d’apoptose Visna-induit est peu comparable
aux modeles d’apoptose décrits avec le VIH.

MOTS — CLES : Virus Visna-Maedi, Rétrovirus, Cellules de Plexus Choroide, Apoptose,

Activation des Caspases, Transduction du signal, Inhibiteurs des Caspases.
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