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INTRODUCTION

Le concept de « maladies virales a évolution lerngst né en pathologie animale de la
découverte en 1936 par Cuille & Chelle de linotilig¢ de la tremblante du mouton,
jusqu’alors considérée comme héréditaire. Dix-haris plus tard, en 1954, Sigurdsson
souléeve la notion de virus lents a propos de detres processus morbides affectant aussi le
mouton :les maladies Visha et MaediCette définition aboutira & une premiére clasaifon
des lentivirus eaiu concept de "maladies a virus lents" Ces maladies se caractérispat
une longue période d'incubation et par le développeent progressif et régulier des
signes cliniques évoluant irrémédiablement vers lanort (Bosgiraudet al, 1985). Ces
vingt dernieres années, ce concept a été bouleversé seulement avec la nouvelle
classification des rétrovirus, dont le virus du &IBst le prototype du genre Lentivirus, mais
également avec une meilleure connaissance de hagsiese des infections virales. Il a été
démontré que les mécanismes physiopathologiquesdeslies dégénératives, des cancers et
des nombreuses infections virales interferent thraent sur la régulation de 'homéostasie
des étres supérieurs, équilibre exemplaire entpedifération cellulaire et la mort cellulaire
programmeée. L'apoptose joue un role déterminardcaus des processus physiologiques tels
I'embryogénése, le développement, le fonctionnerdardysteme immunitaire ou le contréle
des tissus hormono-dépendants.

Il est maintenant établijue de nombreux virustels que le HIV, mais aussi des
adénovirus ou des herpés virus comme le virus EpB&T agissent sur les mécanismes
moléculaires impliqués dans les processus apoptatigs Bien que partiellement élucidés,
les mécanismes de régulation de I'apoptose par lel\H sont de mieux en mieux décrits,
mais ils sont extrémement complexesLa destruction des lymphocytes T CD4 ést
conséquence de l'infection viralesoit directe soitindirecte puisqu’elle induit aussi la mort
des cellules non infectées. Par ailleurs, le Hidiasi développé des mécanismes de blocage
de I'apoptose lui permettant de persistevivo. Ce rétrovirus humain semble controler les
mécanismes d’apoptose en échappant au systeme itaimeuisoit en le détruisant tout en
persistant a I'état latent dans les cellules aaldetvie longue, soit par mutation.

Nous avons récemment montré que le virus Visna duguaton induit un processus
de mort cellulaire in vitro sur des cellules primaires de type fibroblastiqueissues de
plexus choroide ovin (Duvadt al, 2002b). Ce systémia vitro, exclut l'interférence des

systemes immunitaires et inflammatoires qui coterisdans l'infection naturelle par le virus
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Visna. Dans les fibroblastes de plexus choroidecigs, nous avons mis en évidence les
modifications morphologiques caractéristiques dgdptose d’'une part, condensation du
cytoplasme, condensation chromatinienne et formatas corps apoptotiques et d’autre part,
I'apparition de différents marqueurs biochimiquesaxiés tels que l'activation des caspases.
La mort cellulaire Visna-induite se traduit au rauemoléculaire par une activation en
cascade des protéases a cystéine, les caspase®i3;9, conduisant au clivage de divers
substrats protéiques essentiels a la survie dellladle et permettant ainsi I'amplification d’'un
signal de mort. Ces premiers travaux ont démontue dexpression de ['effet
cytopathologique Visna-induit et la production @getgules virales étaient étroitement liées a
I'activation des caspases.

L’instauration des thérapeutiques antirétrovirakesbouleversé favorablement le
pronostic et I'évolution du SIDALes associations, comportant par exemple deux
analogues nucléosidiques et un inhibiteur de protéa,ont permis une réduction profonde
de la charge virale et une réaugmentation des lgoyies T CD4, conduisant a une
diminution significative de la mortalité et des @nfions opportunistes. Ces associations
inhibent le cycle de réplication du virus au stpd&coce, grace aux inhibiteurs nucléosidiques
et non nucléosidiques et au stade tardif avemlebiteurs de la protéase virale. Le HIV est
capable de contourner les barrieres que les digpres ont dressés devant lui. Par exemple,
des patients, méme sous traitement, ont des celinfectées de facon latente c’est a dire
contenant ’ADN proviral inaccessible aux médicatsdacilitant une réplication continue du
virus, méme si elle est faible, et des résistadcegirus aux difféerentes molécules sont aussi
développées. Ainsi il serait intéressant de sasbiles antirétroviraux actuels ou a venir
agissent directement sur l'apoptose viro-induitesdee but d’améliorer I'évolution de la
maladie.

En ce qui concerne les maladies Visna et Maedi,nlexiste pour le moment aucun
traitement spécifique de ces deux maladie®ar criblage, un certain nombre de molécules
ont présenté une activité antirétrovirale sur lauyiVisna (Larrouturou, 1993) mais les
intéréts économiques sur le traitement des infestia lentivirus animaux ne sont pas
prioritaires.Les tentatives de prophylaxie vaccinale n'ont pasbauti et la seule mesure
prophylactique retenue est I'éradication des animaxi destinés a I'exportation lorsqu’ils
sont séropositifs en immunodiffusion ou ELISA.

Nous présentons notre travail, tout d’abord, pa mmise au point bibliographique sur

le genreLentivirug puis sur les differents mécanismes apoptotigoesics en insistant sur
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'apoptose viro-induite, et enfin sur les inhibiteupotentiels de I'apoptose et leurs

mécanismes.

Dans la partie expérimentale nous décrivons grace tachniques de biologie
cellulaire et moléculaire que nous avons mises @t ges différentes voies apoptotiques
Visna-induites a la fois dans les fibroblastes $sda plexus choroide mais aussi dans des
cellules caprines de membrane synoviale transfectée

Nous avons tenté de répondre a trois questionsunesjejui se sont posées lors de
précédents travaux réalisés au laboratoire de bimamie :

% les signaux apoptotiques convergent vers la mitodhe plaque tournante du processus
de mort cellulaire. La chute du potentiel mitochoaldtransmembranaire suivie de la
libération par la mitochondrie de facteurs pro-aptigues, précipitent la cellule dans la
phase ultime de dégradatidpuel est le réle de la mitochondrie au cours de Ifptose
Visna-induite?

% Nous avons ensuite recherchaction de drogues couramment utilisées en thérapi
antirétrovirale : inhibiteur de transcriptase réverse (AZT) et lmiieiur de protéase, sur le
processus apoptotique Visna-induit ; le but ultiétent deconnaitre les étapes du cycle
rétroviral impliquées dans l'induction de I'apoptose.

% Et enfin nous avons souhaité fail@ discrimination entre I'état apoptotique des
cellules infectées et celui des cellules non infées,lors l'infection, in vitro, par le virus

Visna.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE
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1. UN MODELE DE LENTIVIRUS : LE VIRUS MAEDI-
VISNA (VMV)

En 1952, les maladies Maedi et Visna sont appaemesslande et ont été I'objet
d'études épidémiologique, pathologique et virologigntenses. Les premiers travaux de
Sigurdsson montrent que ces deux maladies sont @udsux virus identiques ayant un
tropisme différent, I'un pour le systéme nerveudautre pour le poumon qui entrainent des
signes cliniques au bout d'une période d'incubdtimlongue (Sigurdssat al, 1952, 1957).

Le VMV a été le premier lentivirus identifié darssfamille desRetroviridaeet il est
apparu bien avant les virus humains HIV (Human imaaeficiency virus) et HTLV (Human

T-lymphotropic virus). Il a été pendant longtemggptemier modele d’étude des lentivirus.

1.1. Les lentivirus dans la taxonomie des Retroviridae

Dans la famille de®etroviridag on distingue plusieurs genres au sein de deus- sou
familles :

- La sous-famille de®rthoretrovirinae:

% Le genreAlpharetrovirusdont le prototype est le virus de la leucémie ie®igALV :
Avian leukosis virus)

% Le genreBetaretrovirusdont le représentant majeur est le virus de laetunmammaire
de la souris (MMTV : Mouse mammary tumor virus)

s Le genreGammaretrovirugiont le représentant est le virus de la leucémignma (MLV :
Murine leukaemia virus)

% Le genreDeltaretrovirusreprésenté par le virus de la leucémie bovine (BLBbvine
leukaemia virus) et les virus de la leucémie auéell humaine 1 et 2 (HTLV : Human T-
lymphotropic virus)

s Le genreEpsilonretrovirusreprésenté par le virus du sarcome dermique dm@au
"Walleye" (WDSYV : Walleye dermal sarcoma virus)

% Le genreLentivirusdont le prototype a été a l'origine le virus Ma&ftisna (VMV) du
mouton, puis il a été supplanté par les virusiderunodéficience humaine (HIV)

- La sous-famille deSpumaretrovirinae :

% Le genre $umavirusdont les prototypes sont le virus spumeux du chimp (CFV :

Chimpanzee foamy virus) et le virus spumeux hunfiduiman spumavirus).
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Le genrelLentivirug auxquels appartiennent le VMV (Visna-Maedi Virue) CAEV
(Caprine arthritis encephalitis virus), le BIV (Bog immunodeficiency virus), Le FIV
(Feline immunodeficiency virus), le SIV (Simian imnodeficiency virus), le EIAV (Equine
infectious anemia virus) et le HIV (Human immunadeihcy virus), est constitué de
plusieurs virus ayant une structure génétique stndécanismes moléculaires de réplication
communs mais des interactions biologiques avecHéte qui leurs sont propres (Blacklaws
et al, 1995). Les lentivirus causent une infection istaigte et progressive, dont le
développement est trés lent. lls provoquent desdied a évolution lente, caractérisées par
une longue période de latence aboutissant a landéggcence de multiples organes et a la
mort (Pépiret al, 1998).

1.2. Structure des particules lentivirales

Comme les rétrovirus, les VMV sont des virus glalngls enveloppés. lls sont
constitués d'un génome viral a ARN associé a umersé transcriptase (ou transcriptase
inverse) et a des nucléoprotéines contenues daraptade. Cette nucléocapside est entourée
d’'une enveloppe virale constituée de phospholipidsss de la membrane plasmique de la
cellule infectée et de glycoprotéines virales defase (SU) et transmembranaire (TM),
associées de maniere non covalente. Le diamétreadiésules lentivirales peut varier de 80 a

140 nm. La figure 1 représente la structure d'aréqule virale de VMV.

1.3. Organisation génomique du virus Maedi-Visha (Pépinet al, 1998)

Le génome du virus Maedi-Visna possede |'orgamisaipique des lentivirus (figure
2). Il est constitué de deux molécules d'ARN simple de polarité (+) et comprend trois
géenes de structure codant pour I'enveloppe viexig (envelope"), la capsideydg "group-
specific antigen"), les enzymes viral@®l( "polymerase"), et trois génes accessoing§ rev
et tat. Le nombre et le réle de ces genes accessoiresnvaie fonction du lentivirus
considéré.

L'ARN viral est encadré par deux régions terminglés et U5) jouant un réle précoce
au cours de la réplication du génome. L'extrémitdesI'ARN viral débute par une courte
séquence dite répétée (R). L'organisation généhalgénome est R-U5-gag-pol-env-U3-R,

avec une extrémité 3' coiffée et une extréemitéob/guénylée.
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enveloppe
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Protéase
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Transcriptase p17 (MA)

réverse =

Intégrase

Capside : p25 (CA)
dUTPase

Figure 1 : Structure du virus Visna-Maedi

La région U3 contient une séquence promotrice et séquence activatrice qui
constituent le site d'action des produits de cestgienes transactivateurs viraux et aussi de
facteurs de transcription cellulaires.

Lors de la réplication, chaque molécule d’ARN gsardie matrice pour la synthése de
I'ADN proviral. L'ADN du VMV a une taille de 9,2 Kh_e génome proviral est flanqué de
régions terminales non codantes les LTR (Long TeaimRepeat); ces séquences LTR sont
nécessaires a l'intégration de I'ADN proviral de&ABN cellulaire, ils sont aussi responsables
de la régulation de I'expression des genes virae lentivirus different des autres rétrovirus
par leur capacité a réguler I'expression de leroprps genes.

Les trois genes principauxgag, pol etenvdu VMV codent des précurseurs qui seront
ensuite clivés pour donner les protéines de stei@tles enzymes virales (figure 2):

% Le geénegag code des protéines de structure essentielles ssemblage et le
bourgeonnement des particules virales. Il coderéoysseur protéique Pr&8dont le
clivage permet l'obtention des protéines de la ic&tfMA) pl7, de la capside (CA)
p25 et de la nucléoprotéine (NP) p14.

% Le génepol code les enzymes nécessaires a la réplicatiofiras, & I'assemblage et au
bourgeonnement des particules virales. Le précuREif*° sera scindé en plusieurs

enzymes : la réverse transcriptase associée aatineééaribonucléase H (RNase H),
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l'intégrase et la protéase. Dans le cas du viraea/Maedi, il existe une autre enzyme :
la dUTPase. Ce géne est absent du génome desuerdr primates.

% Le géneenvcode un large précurseur (Pri8Pqui est clivé par une protéase cellulaire
pour donner naissance a la glycoprotéine de su(ldg (gp135) et a la glycoprotéine
transmembranaire (TM) (gp44) constituant avec lestémes de la membrane

cellulaire, I'enveloppe virale.

Le génome comprend également des petits cadrestoule lecture situés entre les
géenespol et env et dans le geneny codant différentes protéines régulatrices : Tat
(transactivator of transcription), Rev (regulatioh expression of viral proteins) et une
protéine accessoire Vif (virion infectivity factoies trois ORFs (Open Reading Frame) sont
présents dans le génome du VMV, CAEV et EIAV. Lag®@ée du HIV et du SIV comportent
trois genes supplémentaires, absents du génomeévidu:Wpu (viral protein u), Vpr (viral
protein r) ou Vpx (Viral protein x) dans le cas 8Ly et du HIV-2 et Nef (negative regulatory

factor).

1.4. Les protéines virales du VMV et leur role

1.4.1. Les enzymes virales

Les enzymes virales sont issues du précurs&iffi®¢Pepinet al, 1998).

1.4.1.1. La réverse transcriptase

L’enzyme clé des rétrovirus est une ADN polymérABN dépendante codée par le
genepol. Elle permet la transcription de I’ARN viral en ADmonocaténaire puis bicaténaire,
formant ainsi le provirus capable de s’intégrersidans le génome de la cellule héte. Cette
protéine est un hétérodimere qui posseéde une @cRNase H intrinseque qui élimine 'ARN

matrice.
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Figure 2 : Organisation génomique du virus Maedi-Véna
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14.1.2. La dUTPase

Dans le génome des lentivirus, la séquence génenciogiant la dUTPase est localisée
dans le gengol. Cette enzyme, absente des lentivirus de primatsseulement présente
chez le FIV, 'EIAV, le CAEV et le VMV. Le rble deette enzyme est de diminuer la
fréquence des mutations G-.vitro, le virus CAEV déficient pour cette enzyme se icg
beaucoup plus lentement dans des macrophages|(atral, 1996), alors que le virus VMV
déficient pour cette enzyme semble aussi pathogewvigo que la souche sauvage (Petursson
et al, 1998).

1.4.1.3. L'intégrase

Cette enzyme est associée a ’ARN viral. Le réld’'ideégrase virale est de permettre
I'intégration du génome viral sous forme d'ADN héaaire dans 'ADN de la cellule héte,
aprés que le provirus issu de la transcription is&velans le cytoplasme ait migré dans le

noyau.

1.4.1.4. La protéase

La protéase virale clive les précurseurs protéiqRé&®™ et Pr5%%% Elle est
impliquée dans la maturation des protéines virateagit en fin de cycle de réplication. Sa
structure tridimensionnelle ressemble a la strectdes protéases cellulaires a acide

aspartique.

1.4.2. Les protéines réegulatrices

Dans le cas du VMV, on retrouve les protéines TdRe&v qui régulent I'expression
des autres genes et Vif qui contréle la producti@s particules virales infectieuses. Le
nombre de cadres ouverts de lecture est diffésahdes lentivirus, suggérant une régulation
différente d’un lentivirus a I'autre mais le r6le des protéines régulatrices est identique d’un
lentivirus a l'autre. Les ARNm codants pour TatRetv sont produits précocement apres le

début de la transcription.
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1.4.2.1. La protéine Tat

La protéine Tat du VMV, du CAEV et du FIV est cod#s un seul exon. Alors que
les protéines Tat du HIV, de 'EIAV et du SIV sartdées par deux exons et par trois exons
dans le cas du BIV. Le genat des lentivirus code des protéines de 9 a 15 Kdgrbtéine
tat du VMV a une taille de 10 Kda. Les lentivirums classées en deux groupes en fonction
du mode d’action de leur protéine Tat. Le premiguge comprend les HIV, SIV, BIV et
EIAV pour lesquels Tat se lie a une structure encko de 'ARN appelé TAR (trans-
activation response element) ; le second groupmadquar le VMV, le CAEV et le FIV ne
posséde pas de séquence TAR. La fonction tranatiatey de Tat qui permet I'accumulation
d’ARNmM viraux s’exercerait via les sites AP-1 et-ARsitués dans la région U3 des LTR
(Gdovin & Clements, 1992 ; De Parseval & Elder, 999.a protéine Tat du VMV est
caractérisée par un faible potentiel de transamivgDavis & Clements, 1989 ; Villadt al.,
2003). La transactivation est une activation deegéapérant a distance par un facteur
diffusible, pour moduler I'expression des genesutteés molécules d’ADN. Dans le cas du
CAEV, il a été démontrén vitro le role de Tat dans l'induction des chimiokinesa (Bilva
Texeiraet al, 1997) ; mais ces affirmations divergent en fmmctu type cellulaire considéré
(Lechner et al, 1997). Ces constatations suggéreraient que d&€ipe Tat n’est pas

indispensable dans la régulation de I'expressi@cg®okines.

1.4.2.2. La protéine Rev

Le generevdu VMV est codé par quatre exons situés de patlaetre du genenv;,
il est transcrit en un ARNm de 1,4 Kb. La protéiRev (19 Kda) possede un signal
d’exportation nucléaire et facilite I'exportatiorest ARNmM non épissés du noyau vers le
cytoplasme en se fixant sur une région appelée RRE-responsive element) présente dans
le geneenvdu génome. Les virus mutamesv sont non infectieux (Pepiet al, 1998). Un
niveau critigue d’expression de Rev est nécessairepassage de la phase précoce de
réplication a la phase tardive de I'expression giases viraux (Olseat al, 1990; Arrigoet
al., 1991).
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1.4.2.3. La protéine Vif

La protéine Vif (29 Kda) est transcrite lors désiges tardives de la réplication virale
(Audoly et al, 1992 ; Harmachet al, 1995). L'importance de Vif lors de la réplicatiou
VMV n’est pas démontrée mais dans le cas du CAENudtIV, Vif jouerait un réle crucial
dans les étapes tardives du cycle de réplicatitmnmment pendant la morphogenése du core
(Hoglundet al, 1994 ; Simoret al, 1997). Vif faciliterait I'infectiosité et la ppmgation du

virus dans les lymphocytes et macrophages. Le génst absent du génome de 'EIAV.

1.4.3. Les protéines virales de structure

Le VMV est constitué de deux protéines d’enveloppe
% une glycoprotéine de surface gpl135 SU qui se findes récepteurs spécifiques
de la cellule héte. Elle porte les déterminantsggéniques qui seront les cibles des
anticorps neutralisants et des cellules T cytoisesgdans la réponse immunitaire
dirigée contre le virus;
% une glycoprotéine transmembranaire gp44 TM quii@pdrait au processus de
fusion et de pénétration du virus dans la celldtelfNarayan & clements, 1989).
La gp44 du virus est ancrée a la bicouche lipidigige I'enveloppe virale. La
glycoprotéine 135 est liee de facon non covalenidales glycoprotéines d’enveloppe des
lentivirus ont des fonctions biologiques importanét contiennent les épitopes responsables,
a la fois de linduction d’anticorps neutralisamtsde l'interaction des virus avec le ou les
récepteur(s) membranaire(s) a la surface des eslhbtes. || semblerait que le virus Visna-
Maedi et le CAEV, deux lentivirus trés proches @t peur structure et la séquence de leur
génome, auraient des épitopes de natures difféentgenus au niveau de leur glycoprotéine
d’enveloppe respective (Cheblousieal, 1996). Ces glycoprotéines d'enveloppe sont tians
cas du CAEV : gp135 SU et gp42 TM (Abelson & Schrgh@003) et dans le cas du HIV on
retrouve la gp120 et la gp41.

Les protéines de capside sont représentées chdd\fepar : p25, pl4 et pl7, et pour
le CAEV par p28, p19 et p16 (Cheevetsal, 2003). La protéine de matrice (MA ou p17) est
responsable de I'association du précurseur P¥a&ec la membrane cellulaire. La p17 est
située entre I'enveloppe virale et la protéine dpsiade (CA ou p25) du virus. La p25,

protéine majeure du core, est I'antigene inductiume forte réponse anticorps utilisé dans les
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tests de dépistage pour rechercher les anticopp2h La nucléoprotéine (NP ou pl4) est

directement associée aux molécules d'ARN viral.

1.5. Les récepteurs et cibles cellulaires du VMV

La nature précise des recepteurs du VMV, mais alisSCAEV, n’est pas encore
clairement connue. Des anticorps dirigés contreprotéine de 50 Kda présente a la surface
des cellules de plexus choroide ovin, empécheetindn de ces cellules par le VMV (Crane
et al, 1991). Jolly et al. (1989) ont montré I'entrée UMV dans les macrophages par
I'intermédiaire du récepteur pour le fragment Fe dmmunoglobulines. L'infection des
cellules de membrane synoviale de chévre par le\CA& bloquée par la préincubation de
ces cellules avec la glycoprotéine de surface gpOB5peut supposer que l'infection de ces
cellules met en jeu une interaction entre la gp&Bhin/ou plusieurs récepteurs cellulaires
(Hullinger et al, 1993). L’équipe de Hotzel (2001) a réalisé degamts du virus CAEV
exprimant des glycoprotéines de différentes soudbegisna-Maedi et montré qu’en fonction
de l'origine de la souche de Visna utilisée, I'etfen par ce virus recombinant n’était pas
toujours limitée a linfection des cellules de petruminants. La capacité du VMV a se
répliquer dans une large gamme de cellules suggetk utilise, soit une molécule tres
commune, soit différents récepteurs. Récemmerquipe de J.E. Clements (Bruet al,
2000 ; Barberet al, 2000) a identifié un récepteur cellulaire duusirVisna-Maedi. La
premiére étude réalisée par Bruettal (2000), a mis en évidence un complexe protéique
constitué de deux protéines majeures de 30 et 4bh Kette protéine de 30 Kda est un
protéoglycane portant un groupement GAG (chondrailfate glycosaminoglycan) associé a
la membrane cellulaire. La présence d'un inhibiteuf'addition du groupement GAG sur le
protéoglycane réduit de maniere significative éatfon des cellules de PC (plexus choroide)
par le virus Visna. Une seconde étude (Badbexl., 2000) a permis d'identifier la structure de
la protéine de 45 Kda. Il s'agit d'une sérine-thné® kinase présente dans les cellules
susceptibles d'étre infectées par le virus Visraaptotéine de 45 Kda associée a une autre
protéine de 56 Kda est mise en évidence dans tlaksenfectées et capables de produire de
nouvelles particules virales. Cette protéine deKB8@& pourrait étre le substrat de la sérine
thréonine kinase qui aurait un réle auxiliaire dengeplication virale.

Le HIV péneétre dans la cellule hoéte par intéracspécifique entre la glycoprotéine
gpl120 et la molécule CD4 récepteur de haute affirlie récepteur CD4 est une protéine
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membranaire exprimée a la surface des lymphocytaaxiliaires. Il est aussi présent, a un
moindre degré, sur les cellules présentatricegigéare : monocytes et macrophages, cellules
dendritiques et de Langerhans, et sur la microdliecerveau. Les cellules folliculaires
dendritiques fixent le HIV a leur surface mais rantspas infectables. Des récepteurs
accessoires des chimiokines sont nécessaires éntgration du virus dans la cellule héte.
Plusieurs co-récepteurs notamment CCR-5 et CXCRm présents sur les lymphocytes
CD4" et les macrophages. La molécule CD4 est auséctpteur du SIV et du FIV. Mais il a
étée demontré que certaines souches de SIV (Edatgal, 1997) et le FIV (Willettet al,
1997) peuvent utiliser seulement les récepteurs clumiokines en absence de CD4. Les
récepteurs de I'EIAV et du BIV sont inconnus.

Les cellules cibles du virus Visna-Maedi et du CA&Nt essentiellement les cellules
de la lignée monocytes / macrophages. Au débua aealadie, seuls quelgues monocytes et
promonocytes issus de la moelle sont infectés awecréplication limitée : le virus réside
alors sous la forme d’ADN proviral. Lors de la nration et de la différenciation des
monocytes en macrophages, l'augmentation du noderécepteurs viraux et la production
de certains facteurs cellulaires stimulent la tcapsion virale ce qui augmente la sensibilité a
I'infection (Clementset al, 1994). Mais d'autres populations cellulairesveet aussi étre la
cible des lentivirus. Certaines cellules du syst@emweux central sont infectées par le VMV :
les cellules épithéliales, les fibroblastes de R€,astrocytes et les oligodendrocytes de la
substance gliale. S’il est clairement établi aujthwi que la principale cible du lentivirus
ovin est bien la lignée monocytaire, il est recomue d’autres cellules peuvent également
étre infectée vivo, comme des lymphocytes. Le pourcentage de lympbsdgfectés reste
malgré tout assez faible et la réplication viralesain de ces cellules semble non productive
(Zinck & Johnson, 1994).

Les cellules cibles des autres lentivirus sontgipalement les cellules de la lignée
monocytes et macrophages. Mais, les lymphocytdesBymphocytes T CD4t CDS8 dans
le cas du FIV et les lymphocytes Tet B, dans ledtaBIV, sont également infectés (Pépin
al., 1998).
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1.6. Le cycle lentiviral (figure 3)

Le cycle lentiviral a surtout été étudié dans Ie da HIV-1.In vitro, le cycle de
réplication du virus Visna-Maedi a principalemet& ébservé sur cellules de plexus choroide
de mouton. L’interaction entre le virion et le rptaur cellulaire entraine un changement de
conformation de la glycoprotéine de surface, sulei sa coupure protéolytique et du
démasquage du domaine de fusion situé a I'extrémiténo-terminale de la protéine
membranaire. Aprés fixation de la glycoprotéine3fpsur le récepteur cellulaire (figure 3-1)
et la fusion des lipides viraux et cellulaire () capside est éjectée dans le cytoplasme de la
cellule puis dégradée, permettant la libération’ABN viral (3). La transcriptase inverse
présente dans la capside virale va synthétiserrimdADN, complémentaire du génome
viral, avec formation d’'un hybride ARN-ADN ; le brid’ARN sera éliminé grace a l'activité
Rnase H de la transcriptase réverse. Le brin d'ABfd dupliqué en ADN bicaténaire dans le
cytoplasme (4). L’ADN bicaténaire migre dans le aoyou il s’'integre a ’ADN cellulaire
grace a l'endonucléase virale ou intégrase (5). lervirus a la différence des autres
rétrovirus peuvent s’intégrer dans une cellule mjest pas en division. A partir de 'ADN
proviral et & la faveur d'une activation par destefars extérieurs ou physiologiques, la
transcription débutera. Il y a d’une part formatdARNmM non épissés (ARN génomique)
codant pour les protéines gag, pol et env, quirdeeocapsidés et d'autre part formation
d’ARNmM épissés qui permettront la synthese desépres régulatrices et des protéines de
structure. Aprés assemblage des protéines (8) peideaet encapsidation des deux ARNs
génomiques et des nucléoprotéines, les virionsaors libérés (9) par bourgeonnement (10)

a la surface de la cellule infectée.
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1.7. Les pathologies associées au VMV et aux lentivirus (tableau 1)

Plusieurs caractéristiques communes relient lexiiths a lentivirus:

% une longue période d’incubation: plusieurs semaines, mois, voire des années
pendant lesquelles la maladie est silencieuse,

« un développement lent et progressif généralement sans épisode aigu, sans
rémission, aboutit & la mort en absence de traiteme

% Une spécificité d'espégeexcepté pour le CAEV et le VMV qui peuvent infcle

mouton ou la chévre.

Dans ce paragraphe, nous nous limiterons aux paog symptomes cliniques
associés aux maladies Maedi et Visna qui se mamifesaussi lors d'autres maladies

d’origine lentivirale.

1.7.1. Atteinte pulmonaire

L’atteinte pulmonaire est particulierement obserigre des lentiviroses du mouton,
de la chevre, du cheval, de 'hnomme et du singe.

Dans le cas du mouton infecté par le VMV, et apires période d'incubation allant de
2 a 5 ansla maladie Maedise traduit par une pneumopathie interstitielléudé, d’évolution
clinique chronique, appelée pneumonie progressiveneo Elle s’accompagne d’une
hyperplasie lymphoide, d’'une alvéolite murale enihale, caractérisée par un afflux de
macrophages, lymphocytes et neutrophiles, d’'unenmayose et d’'une fibrose (Georgsson &
Palsson, 1971; Mornest al, 1994). Les moutons adultes présentent au détmutaliération
de I'état général, puis une insuffisance respiratavec dyspnée d’effort et toux. Ensuite, ces
manifestations respiratoires s’aggravent progressént avec une polypnée et évoluent
inexorablement vers la mort. Dans la forme Maédnimal est cachectique, apyrétique et
meurt par anoxie, conséquence de surinfectiongh@ches et parasitaires. L'infection par le
CAEV provoque chez la chévre une atteinte pulmens@mblable a celle observée chez le
mouton.

L’atteinte pulmonaire est frequente chez les p#tierfectés par le HIV-1 mais elle est

décrite surtout chez I'enfant. Elle est aussi olsechez le singe infecté expérimentalement.

34



1.7.2. Atteinte du systéme nerveux central

Des atteintes du systeme nerveux central soniér@qent décrites lors de l'infection
par la plupart des lentivirus. Chez le mouton itéqzar le VMV ,la maladie Visnase déroule
sous la forme d'une leucoencéphalomyélite démysglimie qui apparait aprés une période
d'incubation de 9 mois a 5 ans. Les lésions dwesystnerveux sont de type inflammatoire
avec afflux de nombreux macrophages, lymphocytesplasmocytes dans les zones
périvasculaires. Elles se traduisent par des tesutdé la marche, un tremblement des levres,
une inclinaison anormale de la téte puis a un gphuae avancé, on observe une parésie des
muscles postérieurs et un amaigrissement. L'aniawalysé meurt dans un état général trés
dégradé (Zink & Johnson, 1994; Narayan & Cork, 1984tlip et al, 1979). Comme dans la
forme Maedi, I'animal est apyrétique et I'évolutiers la mort dure plusieurs semaines ou
mois. Des lésions du systéme nerveux identiquesodmervées chez la chévre infectée par le
CAEYV (Zink & Johnson, 1994).

Chez 'homme, les complications neurologiques smarticulierement fréquentes au
cours du SIDA (syndrome de I'immunodéficience asqi Elles peuvent survenir a tous les
stades de linfection et concerner tous les orgahesysteme nerveux (encéphale, moelle
épiniere et systéeme nerveux périphérique), avec diversité dans I'expression des
manifestations cliniques. L’encéphalopathie egtlis fréquente des atteintes neurologiques
(Lipton & Gendelman, 1995). L'infection du chat pafIV entraine des lésions analogues a

celles observées chez 'hnomme (Egberink & Horzid€g?2).

1.7.3. Atteinte des articulations

Chez le mouton atteint de la maladie Maedi, il pgpparaitre une arthrite du carpe et
du tarse qui se traduit par un cedéme des tissigsteiaires, une minéralisation des tendons
et de la capsule articulaire, une prolifération desmnbranes synoviales avec infiltration de
cellules mononucléées et formation d’'un pannus \@ghdSuarezet al, 1993). Ces lésions
sont tres caractéristiques et plus fréquentes thazhévre adulte infectée par le CAEV
(Anderssoret al, 1994).

Chez 'homme une arthrite est observé dans 12%ated'infection par le HIV et chez

le singe infecté expérimentalement, une arthrit@aire a été mise en évidence.
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1.7.4. Atteinte des glandes mammaires

Les lésions du tissu mammaire consistent en unigatibn plus ou moins intense de
lymphocytes ou de plasmocytes dans le tissu iitiefsavec accumulation autour des canaux
galactophores pouvant aller jusqu’a la formatiomddules lymphocytaires. Ces Iésions sont
surtout présentes lors de I'encéphalite et dehifdaet caprine (Lerondellet al, 1989). Elles
sont parfois observées lors de l'infection par WX, mais de facon moins systématique.
Elles se traduisent cliniguement soit par un symgraigu (le « pis de bois »), soit par une

mammite.

1.7.5. Atteinte du systéme immunitaire

Seuls les HIV-1, HIV-2 et FIV sont capables de aquer un syndrome de déficit
immunitaire chez leur héte naturel. L'infection éxmentale de singes par des souches de

SIV provoque aussi une immunodéficience.

Les formes cliniques Visna et Maedi se manifestiieiz I'animal adulte méme s'il a
été contaminé dans son plus jeune age. Pour le nmahrey a pas de prophylaxie vaccinale,
ni de traitement. Les seules mesures prophyladigifecaces sont I'éradication des animaux
ou des troupeaux infectés. C'est ce qui s'est Wetors de I'épizootie islandaise ou 65000
moutons ont été abattus entre 1944 et 1954 ayamtrngsultat I'éradication compléte de la
maladie dans ce pays. Les maladies Visna, CAE edMasident a |'état sporadique dans de
nombreux pays dont la France ou le dépistage digatdire pour les animaux destinés a
I'exportation. Bien que non pathogene pour I'homesevirus VMV et CAEV sont deux
exemples de lentivirus génétiqguement et cliniquantess proches avec des infections
croisées possibles entre deux especes animalésediffs. Ces deux virus sont des modeles
viraux intéressants pour mettre en évidence lesam&mes d'induction de l'apoptose

comparativement a ceux plus connus induits paile H
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Hobte Virus Maladie

Ongulés

Petits ruminants Maedi-Visna et CAEV| Pneumonie interstitielle diffuse
Encéphalomyélite
Amaigrissement

Arthrite

Mammite

Bovidés BIV Lymphadénopathie
Lymphocytose
Amaigrissement
Fiévre

Anorexie
Lymphadénopathie
Anémie

Equidés EIAV Pneumonie interstitielle diffuse
Encéphalite

Fievre

Amaigrissement

Anémie

Primates

Singe SIv Déficit immunitaire

Infections opportunistes
Lymphadénopathie

Syndrome neurologique
Pneumonie interstitielle diffuse
Arthrite

Homme HIV Déficit immunitaire

Infections opportunistes
Lymphadénopathie

Syndrome neurologique
Pneumonie interstitielle diffuse

Carnivores

Felidés FIV Déficit immunitaire
Infections opportunistes
Lymphadénopathie
Syndrome neurologique
Amaigrissement

Tableau 1 : Manifestations cliniques principales des infections lentivirales
(Narayan & Clements, 1989)
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2.L'APOPTOSE

L’apoptose est un processus de mort cellulairerprognée en réponse a des signaux
intra ou extra-cellulaires déclencheurs de mort,aollabsence de signaux de survie dans
I'environnement de la cellule. C’est une forme \aeti’autodestruction qui correspond a une
réaction de l'organisme a des stimuli physiologgjum pathologiques. Elle résulte de
I'exécution d’'un programme hautement régulé quistste en l'activation d’enzymes et
I'expression de nombreux genes pro ou anti-apapies qui vont induire la destruction d'une
cellule tout en préservant l'intégrité tissulaireszieonnante.

En 1972, Kerr, Wyllie et Currie ont appelé ce phréaoe « apoptose », en référence a
la chute des feuilles en automne, pour décrire farmae de mort différente de la nécrose,
seule mort connue a cette époque.

La nécrose est une mort accidentelle et rapidactzisée par une ballonisation de la
cellule, une destruction de la membrane plasmiguoe,rupture de différents compartiments
aboutissant a I'explosion de la cellule et a laédition de son contenu dans le tissu
environnant, associée a une réaction inflammathiaenécrose provoque la destruction de
plusieurs cellules.

L’apoptose est caractérisée par un certain nomdraatifications morphologiques et
biochimiques tres différentes de celles de la rs&r@®armi les critéres morphologiques, on
observe une diminution du volume cellulaire, le mian de l'intégrité de la membrane
plasmique au début du processus, une relocalisatem organites cytoplasmiques, une
condensation de la chromatine puis la fragmentationoyau et du cytoplasme. La cellule se
scinde en corps apoptotiques délimités par une maerehbintacte contenant des organelles,
des fragments nucléaires et un cytoplasme condéta@éni les criteres biochimiques, on
observe une chute du potentiel mitochondrial trarebranaire, une externalisation des
résidus phosphatidylsérines de la membrane plagnigne activation de la famille de
protéases a cystéine ou caspases et une fragroantati’ADN en fragments de haut poids
moléculaires ou en oligonucléosomes. Puis des marqude surface, dont les résidus
phosphatidylsérines, permettent la reconnaissanieephagocytose des cellules apoptotiques

par les macrophages environnants, dans lesquetssibissent une dégradation rapide.
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2.1. Role physiologique

La mort cellulaire ne se limite pas a la périoddgmnnaire mais elle intervient tout
au long de la vie d’'un I'organisme, de sa naissansa& mort.

L’apoptose assure le remodelage et le maintierhdenBostasie tissulaire, c’est a dire
la conservation du nombre et de la qualité desilesliqui les constituent (Evan & Littlewood,
1998). La mort cellulaire participe aux phénomededglifférenciation qui donnent naissance
aux trois types de tissus (mésoderme, endoderreetatierme) dont dériveront 'ensemble
des cellules qui constituent notre corps.

Elle joue un rdle essentiel dans la sculpture désmorphoses successives de notre
corps (Stranget al, 2001 ; Vinatieret al, 2001). Elle sculpte la forme interne et exteree d
I'embryon, puis la forme de nos bras, de nos jaméks élimine les tissus qui séparent les
doigts, permettant leur individualisation (Megtral, 2000).

L’apoptose participe a la construction de nos derganes de régulation les plus
complexes, notre cerveau et notre systeme immesnitai
La mise en place du réseau synaptique entre lesmesidépend d’'un contrdle dynamique et
séquentiel de la vie et de la mort. Une fois quealdage des synapses est établi, la survie des
neurones dépend de la capacité de ces connexidasiseapreuve de leur fonctionnalité ;
'absence de circulation d’information nerveuse eavérs une synapse entraine
I'autodestruction des neurones qui la composentglgiques jours, plus de la moitié des
neurones meurt. Disparaissent ainsi les neurones«dhutiles » ou «dangereux ». Le
contrdle de la vie et de la mort cellulaire par sigmaux de I'environnement joue un réle dans
ces signaux d’auto-organisation, sélectionnant pawutes les interactions neuronales
initialement possibles, celles qui réussissenti@ fareuve de leur capacité a fonctionner
(Flanagan, 1999 ; Verhage al, 2000). Ce sont des mécanismes semblables queftent la
sculpture et la complexité de notre systéme imnaureit
La mort cellulaire permet I'adaptation du systemenunitaire au soi, sélectionnant a partir de
'immense diversité initiale de lymphocytes, lea B % qui ont fait la preuve de leur capacité
a défendre I'organisme sans l'agresser et qui $granla suite capables de combattre un
microbe qui nous aura envahi. La mort cellulaire aasssi essentielle a la régulation de la
réponse immunitaire. Les cellules immunitaires ifgmnt suite a la présence d’'un agent

étranger. Une fois éliminé, un grand nombre deulssl est détruit pour ralentir la réponse
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immunitaire qui pourrait causer de graves dommagésrganisme (Ekert & Vaux, 1997 ;
Goldrath & Bevan, 1999).

2.2. Apoptose et pathologies

De trés nombreuses maladies sont liees a des déregis de mécanismes qui
contrdlent I'apoptose. Toute anomalie de I'apoptoset étre responsable du déclenchement
et de la progression de nombreuses pathologiesctéasges par un excés (maladie
neurodégénérative) ou un défaut d’apoptose (caimdection virale, ...). Le déclenchement
anormal ou excessif de I'apoptose joue un rélerggdalans le développement de la plupart
de ces pathologies. Citons les exemples des maladigrodégénératives chroniqgues comme
I'amyotrophie spinale, la sclérose latérale amyaitique, la chorée de Huntington, la maladie
d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, les rétinbpet dégénératives, et d’'autres atteintes
comme, les accidents vasculaires cérébraux, lespla@ations immunologiques ou
neurologiques dues a l'infection par le HIV, lepatites fulminantes ou alcooliques et enfin
les lésions causées par des méningites (Thomp86es).1

Il existe une autre catégorie de maladies liéesesaugmentation anormale du nombre
de certaines cellules c’est le cas des cancerbldoage anormal de I'apoptose est important
dans le développement des métastases permettaed eetlules cancéreuses de voyager a
travers le corps sans s'autodétruire et de survilaes un organe qui n’'est pas le leur
(Thompson, 1995; Evan & Littlewood, 1998). Il erimit aussi un lien entre le
vieillissement, la sénéscence et le processus afipoe. Le vieillissement se caractérise par
une altération progressive des capacités foncti@mde notre corps et par I'apparition de
trois catégories de maladies graves: les maladi@glio-vasculaires, les maladies
neurodégénératives et les cancers, tous liés camoore I'avons vu a un exces ou un défaut
d’apoptose (Johnsaat al, 1999).

De nombreux virus modulent la régulation des signapoptotiques, soit pour
maintenir une infection virale latente soit pourimi@nir viable la cellule hote et ainsi
augmenter l'efficacité de la réplication virale. plpart des virus possedent un ou plusieurs
genes permettant la synthése de protéines dorétl'ebt de réprimer a différents stades
I'apoptose des cellules qu'ils infectent ; c’estées du virus de I'hépatite C (VHC), du virus
Herpés simplex type-1 (VHS-1), des papillomavirds, virus Epstein Barr (EBV) et des
adénovirus (Teodoro & Branton, 1997a ; Hay & Kamadiis, 2002). En empéchant la mort
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de ces cellules, les virus favorisent la survidadeellule qu’ils infectent et donc leur propre
survie, jusqu’'a favoriser I'apparition de cancemupcertains. D'autres virus possédent la
capacité de déclencher l'apoptose des cellulesisqunifectent, entrainant des déficits
cellulaires en particulier immunitaire. Les virusupent alors se propager. Dans ce cas, on
peut citer le HIV (Selliah & Finkel, 2001 ; Muthumiget al, 2003), le virus de I'hépatite B
(VHB), les virus poliomyélitiques et le virus de tmippe (Hay & Kannourakis, 2002).

Quelque soit les moyens de réguler I'apoptoseyites parviennent toujours a leur fin.

2.3. Les mécanismes généraux de |'apoptose

Il existe aujourd’hui plusieurs voies de signalisataboutissant a la mort cellulaire
par apoptose. La premiere, appelée voie intrinseme¢ en jeu la mitochondrie qui occupe
une place centrale dans les mécanismes de 'apopiloee autre voie est initiee a la surface
de la cellule par des récepteurs membranaired, la'@®sie extrinseque ou voie des récepteurs
de mort. Ces deux voies de signalisation aboutigeees deux a I'activation des caspases,
famille de protéases ayant un rble clé dans I'ags®pt Aujourd’hui, d’autres voies de
signalisation s’ajoutent a celles précédemmentité&cr la voie indépendante des caspases
met en jeu une protéine mitochondriale appelée(Apoptosis Inducing Factor). Et, outre la
mitochondrie, le réticulum endoplasmique apparaimme un compartiment cellulaire

déclencheur de I'apoptose en cas de stress.

2.3.1. La voie intrinseque mitochondriale

2.3.1.1. Fonctions physiologiques de la mitochondrie dans la cellule

La mitochondrie posséde une double membrane dehindeux compartiments : la
matrice et I'espace intermembranaire. Elle compremdyénome circulaire et des systemes
propres de transcription-traduction. La plupart dekules eucaryotes contient des centaines
de mitochondries. Leurs nombres, leurs taillegetd positions dépendent du type cellulaire
et refletent les besoins énergétiques de la celludr forme et leur changement de
localisation sont associés a un transport agtf des interactions avec les éléments du
cytosquelette. Les trois principales fonctions ét®chondries sont : la production d’énergie,
la génération d'especes réactives de I'oxygene (R€Sa régulation de l'apoptose. La

mitochondrie généere I'énergie sous forme d’ATP graw processus de phosphorylation
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oxydative qui a lieu au niveau de la membrane ma€iMl) (figure 4). Dans les conditions
physiologiques, la Ml est quasi imperméable. Aursaile la phosphorylation oxydative, des
électrons sont générés a partir du NADH, produit lfxydation des nutriments, et sont
transférés a I'oxygene moléculaire par une sériguagre complexes enzymatiques : NADH
déshydrogénase (l), succinate déshydrogénasecytidchrome bg (Ill) et cytochromec
oxydase (IV), tous présents dans la membrane mtdenla mitochondrie. Le passage des
électrons entre ces complexes produit de I'énaygieest utilisée pour expulser des protons
H* de la matrice vers I'espace intermembranaire. Qglage chimio-osmotique crée un
gradient électrochimiqueAl), positif et acide du coté externe de la membiaterne et
négatif dans la matrice. L'existence AW, autorise une diffusion facilitée spontanée de H
de la matrice par le canah Be la FFy ATPase (ATP synthase, complexe V). Ce flux de
protons est utilisé par ce complexe pour fabrigleef ATP qui est exporté en échange d’ADP
par le translocateur nucléotidigue a adénine (ANadenine nucleotide translocator) qui
fonctionne comme un antiport. La phosphorylatiogdative est la principale source de ROS
(anion superoxide £, peroxyde d’hydrogene J,, radical hydroxyl OH. Outre son role
essentiel dans la productrion d’énergie pour llukeelil est clairement décrit aujourd’hui que
la mitochondrie est un des acteurs principaux agolptose (Green & Kroemer, 1998).

+
FADH, H
ADP +pi A ATP
NADH 0O, H-O matrice
MI
+ Espace intermembranaire T
\4 \4 Y  ATPsynthase ADP

H Cytochrome ¢ Ht

Figure 4 : La respiration mitochondriale
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2.3.1.2. Rdle de la mitochondrie au cours de |'apoptose

Certains auteurs tels que Kroenatral (1998), décrivent la mitochondrie comme le
centre des phénomeénes apoptotiques qui fonctiorssboim un modéle triphasique (figure 5)
avec une phase d’initiation au cours de laquelle les signaux inducteurs d'aysap
convergent vers la mitochondriene phase de décisiorwontrdlée par les membres de la
famille de protéines Bcl-2 entrainant la perméadilon des membranes mitochondriales et la
libération de facteurs apoptogénes (sIMPs, solutdgmembrane mitochondrial proteins) et
enfin une phase de dégradatiommettant en jeu les caspases et DNases qui dégnadkro
nombreux constituants cellulaires (Green & Kroert6g8).

Différentes voies inductrices
de |'apoptose

} Phase d’induction

Voies spécifique
de l'inducteu

v v

Phase de décision

Mitochondrie
Bax me=——> & Bcl-2

mitochondriale

Perméabilisation des membranes mitochondriales

Cellule

l Libération des sIMPs l Phase de

dégradation post-

mitochondriale

Fiqure 5 : Modéle apoptotique impliquant la mitochadrie
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Bax

ME

La premiere perturbation cellulaire détectable estune dissipation du potentiel
transmembranaire mitochondrial (AWn,), qui se produit bien avant I'exposition des
phosphatidylsérines au niveau de la membrane @goptue cellulaire, la fragmentation de
I’ADN, I'activation de la cascade des caspasesaetiVation des endonucléases (Kroeraer
al., 1998). A la suite de la chute &%, la mitochondrie libére des protéines apoptogénes
séquestrées dans l'espace intermembranaire mitddagnparmi lesquelles Tl'AlF, le
cytochrome c¢ (Cyt-c), Smac/DIABLO (Second MitochoabActivator of Caspases or Direct

IAP Binding Protein with Low pl), les procaspases2 -8 et -9, et 'endonucléase G (Endo
G) (Paroneet al, 2002) (figure 6).

Flux ionique

Matrice

Mi /

Y

AIF —

Smac/Diablo
Omi/HtrA2

Pro-caspases 2, 3, 8, 9

Figure 6 : Mécanismes de perméabilisation des memdmmes mitochondriales

Les nombreuses études concernant les mécanismexlatgage des protéines
mitochondriales apoptogénes se sont focaliséete setargage du cytochrome c (Parate
al., 2002). Le mécanisme exact de ce relargage pastencore tout a fait connu mais
plusieurs hypothéses sont proposées (Borner, 2@08%ait aujourd’hui que les membres de
la famille de protéines Bcl-2 sont capables de &rmdes canaux dans les membranes
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lipidiques : ils ont donc été les premiers candidisignés pour la formation de pores dans la
membrane externe (ME) mitochondriale afin de petmmda libération du Cyt-c. Plusieurs
études ont montré que les protéines pro-apoptdifax et Bak pouvaient s’'insérer dans la
membrane mitochondriale et former des oligoméresc agtes pores assez larges pour
permettre le passage du Cyt-c (Korsmegéral, 2000). Ceci a été démontré sur des
liposomes et des mitochondries isolés, ou l'incaimativec les protéines proapoptotiques
Bax, Bad ou Bid déclenche une perméabilisationndembranes mitochondriales. Bax et Bid
peuvent s’associer pour former des pores au nigleda ME mitochondriale. Bad et une autre
protéine proapoptotique, Bim, sont aussi capables ndgrer du cytoplasme vers la
mitochondrie. D’autres membres antiapoptotiques laefamille Bcl-2 sont capables
d’empécher le relargage du Cyt-c en interférant &8ex et Bak dans la formation des pores.
Concernant, le déclenchement de la perméabilisaigsnmembranes mitochondriales,
plusieurs mécanismes pourraient coexister quitimn intervenir la protéine proapoptotique

Bax :

« La protéine Bax (figure 8) s’ancre dans la membrane externe mitochondriale
induisant la formation d’'un pore assez large parmettre la sortie du Cyt-c. Cet
ancrage pourrait s'effectuer par liaison directecaun lipide ou une protéine
membranaires, ou bien par un changement confornmaidui permettant d’une
part son ancrage a la membrane mitochondrialeaettrd@ part la formation d’'un
pore (Borner, 2003).

+ Une autre hypothése décrit une oligomeérisation abe dans la ME mitochondriale
(figure 62) (Borner, 2003). En effet, une mutation au nivedw domaine
d’oligomérisation de Bax ou de Bak inhiberait Iei@nction pro-apoptotique
(Antonsson & Martinou, 2000). Ainsi, la multimé&aion de Bax pourrait

favoriser son changement conformationnel.

« Bax pourrait également se lier a des canaux désepts a la surface de la ME
mitochondriale (figure ). Le pore de transition de perméabilité (PTPC otep
transition permeability complex) est un complexé¢ypmtéique localisé au point
de contact entre les membranes mitochondrialemmtet externe. Les principaux

composants de ce complexe, qui pourraient varidometion du type cellulaire ou

45



de [l'état physiologique, sont le translocateur ANAdenine Nucleotide
Translocator), le « voltage-dependent anion chasmmel porine (VDAC) protéine
la plus abondante de la ME mitochondriale, une kieese (HX) et la
cyclophiline D (Cyp D) (Zamzami & Kroemer, 2001)a lchute dlAW,, serait la
conséquence de l'ouverture du PTPC et la liaisoBabe régulerait la taille du
pore pour permettre la sortie de molécules d’'udponoléculaire supérieur a 1,5
Kda comme le cytochrome c (15 Kda), 'AlIF (57 Kda)Smac/Diablo (Borner,
2003).

Ainsi le mécanisme emprunté par les molécules mdodriales apoptogenes pour
s'échapper de la mitochondrie n’est pas encore boemu, mais il fait suite a la chute du

potentiel mitochondrial transmembranaire.

Le cytochrome cest codé par un gene nucléaire qui est transaist tpaduit dans le
cytoplasme en un précurseur, I'apo-cytochrome capable de participer au processus
apoptotique. Ce précurseur est ensuite transpars ld mitochondrie, ou il est transformé en
une protéine globulaire en méme temps qu’une cytool ¢ lyase catalyse son attachement
par des liaisons covalentes a un noyau heme. @pdlke alors holo-cytochrome c ; celui-ci
est séquestré dans l'espace intermembranaire roitdclal ou il permet le transport
d’électrons entre les complexes Il et IV (figuredk la chaine respiratoire mitochondriale
(Ravagnaret al, 2002). En 1996, Liet al. (a) ont observé que I'holo-cytochrome c, et non
I'apo-cytochrome c, est indispensable a l'activatide la caspase-3 dans un systeme a-
cellulaire. Ces résultats ont été trés vite corégsrdémontrant que le relargage du cytochrome
c et I'activation de la caspase-3 sont bloquédaarotéine anti-apoptotique Bcl-2 (Kluekt
al, 1997 ; Yanget al, 1997). Aujourd’hui, il est clairement établi qaaite a un stimulus
apoptotique, le cytochrome c transloque de la rhiadrie vers le cytoplasme de la cellule,
ou il s’associe pour formem complexe protéique : I'apoptosoméfigure 7). Le Cyt-c se lie
au domaine C-terminal de APAF-1 (Apoptosis-Prote&stévating Factor 1) dans une région
riche en motifs répétés « WD » connus pour étrdiqu@s dans les intéractions protéines-
protéines. Ceci facilite la fixation de I'ATP paPAF-1 qui se dimérise par attachement de

ses domaines N-terminaux.
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La fixation du Cyt-c et de I'ATP provoque [Ioligomsgation et un changement
conformationnel de APAF-1 qui s’accompagne du reeenent de la pro-caspase-9, elle aussi
libérée par la mitochondrie (figure7) (Ravagretnal, 2002). La pro-caspase-9 se lie aux
domaines CARD (caspase recruitment domain) de APAde qui provoque son activation en
caspase-9 (figure 7). L'importance de ce compldaz des mammiferes a été montré par des
études génétiques chez la souris ou des animaicteté$ en Cyt-c ont une surproduction de
cellules neurales due a un défaut d’apoptose, agduigant par une mort prénatale ou

périnatale. Les cellules dérivées de ces animaficgielgs en Cyt-c ont une activité caspase-3
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réduite. Par contre la formation de l'apoptosome seeble pas indispensable ni a la
formation du systeme immunitaire ni a I'activatides caspases, mais il peut constituer une
boucle d’amplification de la cascade apoptotiquan\Gurpet al, 2003).

L’AIF a éte identifié en 1996 par I'équipe de Susin. t@gine AIF est synthétisée
sous la forme d’un précurseur de 67 Kda constiutrals domaines protéiques : la région N-
terminale qui contient un domaine de localisatigtoainondriale, une séquence centrale et un
domaine C-terminal homologue des NAD (nicotinamidedenine dinucleotide)-
oxydoréductases bactériennes, portant deux domdekxalisation nucléaire (figure 8). Une
fois le précurseur introduit dans la mitochondiliest clivé et libere son domaine N-terminal
donnant naissance a la protéine mature : une ftat@pe de 57 Kda. Cette flavoprotéine a
une fonction duale de NAD(P)H oxydase et monodémstorbate réductase
mitochondriales, et de facteur apoptogéne. Sonigctxydoréductase n’est pas essentielle a
sa fonction apoptotique (Yet al, 2002). Apres un stimulus apoptotique, I'AlF Eiséré par
la mitochondrie, transloque dans le noyau deslesllen apoptose et induit une condensation
de la chromatine et un clivage de I'ADN en fragnseth¢ hauts poids moléculaires (50 Kpb)
(Ravagnaret al, 2002). Par détermination de la structure ctgahphique de I'AlF, Yeet
al. (2002) ont mis en évidence une région fortemersitipe a sa surface suggérant une
interaction directe de I'AlIF avec I'ADN. En effaeles mutants AIF défectifs pour leur liaison
a ’ADN sont incapables de provoquer I'apoptosenbggrils migrent dans le noyau. Le
mécanisme d’action de I'AlF est encore mal connisni&st proposeé que sa liaison a ’ADN
pourrait entrainer un changement conformationneladehromatine dont la désorganisation
aboutirait & des cassures. Ce changement confammati pourrait augmenter sa sensibilté
aux nucléases et ainsi induire, via un mécanisrdép@ndant des caspases, la dégradation
partielle de la chromatine. La topoisomérase lllest cyclophilines pourraient étre des
effecteurs secondaires de I'AIF (Y al, 2002). L’interaction de I'AIF avec 'ADN est
indispensable & sa fonction apoptotique. Lors dpoptose, la translocation mitochondrie-
noyau de I'AlF apparait étre un processus impomaservé dans les cellules humaines ou de
souris. La surexpression de Bcl-2 empéche la rdalision de I'AIF dans des lignées
cellulaires de mammiféres (Feret al, 2000a). Lorsque I'AIF est micro-injecté dans le
cytoplasme de cellules intactes, il induit plussenranifestations d’apoptose, comme la chute
du potentiel mitochondrial membranaire, I'expositides phosphatidylsérines a la surface de
la membrane plasmique et des modifications nudédferriet al., 2000a). Ces mémes effets

sont obtenus dans des cellules transfectées pautant AIF qui ne possede pas de signal de
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localisation mitochondriale, il est alors accumdbins le noyau des cellules. En revanche,
dans ce cas, ces effets ne sont pas inhibés partdeiteurs de caspases ou une surexpression
de Bcl-2. L’AIF provoque I'apoptose des cellulediciéntes en APAF-1 ou en caspase-3
(Loeffler et al, 2001). La protéine Hsp 70 (Heat Shock Proteirdtea décrite récemment

comme un inhibiteur endogene de I'AlR,vitro etin vivo (Ravagnaret al, 2002).

N ter Cter

Signal de localisation Domaine centrale Domaine homologue
mitochondriale des NAD-oxydoréductase

Figure 8 : Structure schématigue du précurseur ded protéine AlF (67 Kda)

La protéine AIF mature ne posséde pas de signialcaéisation mitochondriale.

NLS : « Nuclear Localization Signal »

Smac/DIABLO est une protéine mitochondriale libérée lors dpdptose (figures 6
et 7). La libération du cytochrome c et la formatide I'apoptosome ne sont pas les seuls
mécanismes aboutissant a la cascade des caspafiespi©téine, synthétisée sous la forme
d’un précurseur de 29 Kda, transloque dans la imitodrie par son domaine N-terminal qui
possede un signal de localisation mitochondridlest ensuite clivé pour donner naissance a
une protéine mature de 23 Kda. En réponse a diff@rstimuli apoptotiques, la protéine
Smac/DIABLO mature est relarguée dans le cytosokl®l agit comme un inhibiteur des
IAPs (Inhibitor of apoptosis proteins). Les IAPslldaires ont pour role de bloquer
I'activation des pro-caspases et d'inhiber I'acévides caspases matures. Sous forme de
dimeres, Smac se lie aux IAPs, empéchant leuoha#ix caspases et ainsi leur inactivation
(Ravagnaret al, 2002). La famille des IAPs est caractérisédgarésence d’'un ou plusieurs
domaines BIR (Baculovirus IAP Repeat), motifs deatides aminés trés conservés que ce
soit chez la levure ou chez 'homme. Ce domaine jpeumet de se lier aux caspases ou a
Smac. Par exemple, la liaison de Smac au domaiR2 Be XIAP (X-linked Inhibitor of
Apoptosis Protein) empéche l'inhibition de l'activven des caspases-3 et -7 par XIAP (figure
9). En revanche, la fonction physiologique mitodffreee de Smac/DIABLO est inconnue
(Van Gurpet al,, 2003).

Lors de l'apoptose, deux autres facteurs apoptaysoet libérés de la mitochondrie :
Omi/HtrA2 et I'endonucléase G (Endo G)
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Omi/HtrA2 a été identifié comme un nouvel inhibiteur des4A@ette protéine est un
précurseur de 49 Kda. Comme pour les autres factapoptogenes, elle migre vers la
mitochondrie ou son signal de localisation mitodraale est clivé pour donner naissance a
une protéine mature de 37 Kda. HtrA2 fait partielaiéamille des protéases a sérine. Cette
protéine est confinée dans lI'espace intermembmamaitochondrial et suite a I'action de
facteurs comme la staurosporine, TRAIL (TNF-relasgmbptosis-inducing ligand) ou les
ultra-violets, elle est relarguée dans le cytopklsmu elle se lie aux IAPs comme
Smac/DIABLO facilitant I'activation des caspasegyiffe 9) (Ravagnaret al, 2002). Sa
fonction n’est pas clairement connue mais elle r@uétre surexprimée dans des conditions
de stress cellulaires, notamment au niveau duutétic endoplasmique. Elle pourrait étre
impliquée dans I'apoptose dépendante et indépeadbas caspases (Van Gutpal, 2003).
Cette protéine montre de grandes similitudes aagrdtéine Smac/DIABLO, mais elles sont
toutes les deux exprimées différemment en fonalestissus.

Endo G est une endonucléase mitochondriale codée pagrienge nucléaire et son
réle principal est d’étre impligué dans la réplicat du génome mitochondrial. Durant
I'apoptose de cellules de mammiféres, elle estgatse par la mitochondrie puis transloque
dans le noyau (figure 9). Elle digére 'ADN nuckéaien absence d’activation par les
caspases. Widlakt al (2000) ont démontré que 'Endo G est responsabilae part du
clivage internucléosomal aboutissant a la formaties « ladders » dans des noyaux isolés, et
d’autre part de I'obtention de fragments d’acidegl@iques de hauts poids moléculaires.
Dans le noyau, elle pourrait agir de concert azeBNase | ou avec I'héxonucléase. Ainsi
I'action combinée de I'Endo G et de I'AlF, tous derelargués par la mitochondrie, est un
meécanisme totalement indépendant des caspase&(\pet al, 2003).

Hormis, les pro-caspases-2, -3, -8 et -9, on nenaibrpas actuellement d’autres
protéines apoptogenes relarguées par la mitochomdinirant le processus apoptotique.
Cependant, il n'est pas exclu que d'autres progsmient identifiées a I'avenir. La voie
apoptotigue mettant en jeu la mitochondrie est l&gpeoie apoptotique intrinséque et est
présentée dans la figure 9. La voie mitochondrii@ghknseque est caractérisée par deux voies :

% une voie dépendante des caspases faisant interlemnicaspases-3, -9 et le

cytochrome c,
% et une voie mitochondriale indépendante des casfdasant intervenir 'AlF et
'Endo G.
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Ces deux voies aboutissent aux modifications mdggiigues nucléaires terminales
de I'apoptose. En ce qui concerne la chronologe é@e&nements moléculaires, les travaux
publiés sont contradictoires. En effet, le cyt-d’&tF, acteurs clé de chacune de ces deux
voies mitochondriales, seraient relargués de laghdndrie a la suite de la chute du potentiel
transmembranaire mitochondrial et de I'ouverture peres. D’autres auteurs proposent que
ces deux protéines, une fois libérées, seraientguar-contrdle les déclencheurs de la chute
du AWm (Van Gurp et al., 2003). Les avis des chercheirsrgent aussi sur 'ordre de
relargage du Cyt-c et de I'AlIF (Candéal, 2002). En effet pour certains le relargage dt+ Cy
c précede celui de 'AIF alors que pour d’autreslf serait libéré de la mitochondrie bien
avant le relargage du Cyt-c. Par exemple, lors'@aoptose induite par la staurosporine
(Susinet al, 1999b) ou lors de I'infection de cellules Hekr e HIV-1(Ferriet al, 2000a et
b), le relargage de I'AlF précede celui du Cyt-c.

2.3.2. Régulation de la voie mitochondriale par la famille de protéines Bcl-2

Les membres de la famille Bcl-2 ont une importadaas la régulation des voies de
signalisation de la mort cellulaire. Tous les signhanducteurs d’apoptose, a de rares
exceptions pres et dans de rares types cellulaieashlent étre modulés par les genes de cette
famille. Cette modulation se situe en amont detiVation des caspases. La famille de
protéines Bcl-2 comprend aussi bien des protéimesapoptotiques qu’anti-apoptotiques
(figure 10). Le proto-oncogene Bcl-2 a été le pemmiembre identifié dans les lymphomes
folliculaires de type B (Tsujimoto & Croce, 1988)est capable de bloquer I'apoptose induite

par un grand nombre de facteurs ; c’est un réguiatégatif de I'apoptose.

L’alignement des séquences protéiques des membrés fdmille Bcl-2 a permis de
définir quatre régions de forte conservation apseomaines BH (Bcl-2 homology), de 1 a

4. Ces membres sont classés en trois groupes (Ba0GS):

+ le premier groupe ou « CED-€#&enorhabditis elegandeath genes)-like survival
factors » (Bcl-2-like survival factors, figure 10AJes membres de ce premier
groupe contiennent 3 & 4 domaines BH absolumerntsks a leur fonction de
survie. On peut citer par exemple Bcl-2, Bgl-¥u Mcl-1. Il comprend les

membres anti-apoptotiques de cette famille.
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% Le deuxieme groupe ou « EGL-like-pro-apoptotic dast> (BH3-only death factor
figure 10B) comprend des membres possédant tousooraine BH3 considéré

comme un signal de mort. Ce sont par exemple Bakl, Bid et Bim.

% Le troisieme groupe ou « Bax-like death factordigu(e 10B) comprend entre
autre Bax, Bak et Bok. L'absence du domaine BH4t papliquer leur fonction
pro-apoptotiqgue mais ce n’est pas le seul critére.

Ces deux derniers groupes comprennent les memim-egpptotiques de cette famille.

Les membres anti- et pro-apoptotiques semblent aesi localisations sub-cellulaires
différentes. Les membres anti-apoptotiques siégentiveau des membranes cellulaires des
mitochondries, du noyau et du RE (reticulum endapigue) alors que les protéines pro-
apoptotiques auraient une localisation cytosoligueprés des microtubules. Une grande
majorité des protéines de cette famille contierd partie carboxy-terminale hydrophobe qui
leur permet de s’ancrer au niveau de la membraterrex mitochondriale, mais aussi du
reticulum endoplasmique ou du noyau. A l'inverseBd&, soit cytosolique soit ancré a la ME
mitochondriale, la protéine Bcl-2 est toujours leEe au niveau de la mitochondrie. La
capacité d’insertion dans la membrane mitochoreldak protéines Bcl-2, Bax, Bid et Bcl-X
est due a leur analogie structurale avec les texaetériennes capables de former des pores
ou des canaux transmembranaires (Gebsd, 1999).

L’activation ou inactivation des membres pro-apopttiques de la famille Bcl-2
sont régulées par des modifications post-traductiarelles nombreuses,telles les
phosphorylations-déphosphorylations, le clivageséquestration dans le cytoplasme, ou la
protéolyse (Gross et al., 1999) (figure 11).

« Bad est phosphorylé en présence de facteurs de @®ance entrainant sa
séquestration dans le cytoplasme par la protéin8-34A la suite de signaux
apoptotiques, comme la privation en cytokines ouaamteurs de croissance, la
liaison d’un ligand a un récepteur de mort, Baddégthosphorylé pour former des
hétérodimeres avec BclXou Bcl-2, par liaison avec son domaine BH3. Séalle
forme non phosphorylée de Bad est capable de teXB

+ A la suite de l'action du TNIe- ou du traitement par le ligand Fas, a la surface d
la cellule,le domaine N-terminal de la protéine pro-apoptotiqe Bid est clivé

par la caspase-8€énérant une protéine tronquée (tBid) de 15 Kdargnsloque
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et s’'ancre dans la mitochondrie. Cette forme tréeqgerait indispensable au
relargage du Cyt-c. On suppose que la forme tromaieéBid s’associerait a Bax
par son domaine BH3 pour causer le disfonctionnémeria mitochondrie. Il est
décrit que Bid pourrait servir de chaperonne a @wotner, 2003).

% D’autres membres pro-apoptotiques sont séquestrésap des éléments du
cytosquelette.La molécule pro-apoptotique Bim est essentiellagoptose durant
'embryogénese. Son inactivation est due a sa sé@tien par la dynéine. A la
suite d’une privation en facteurs de croissanced®wommages causes par des
radiations UV, Bim est relargué dans le cytosolsetlie aux membres pro-
apoptotigues. Récemment il aurait été démontréBiokest aussi séquestrée par
des protéines du cytosquelette (Borner, 2003).

« Certains membres de Ila famille Bcl-2 subiraient une régulation
transcriptionnelle. L’expression des gen&ax, Bcl-2, PUMA et Noxast régulée
au niveau transcriptionnelle par la protéine suggear de tumeur p53. Les

protéines Mcl-1, Bcl-X et A-1 sont aussi régulées transcriptionnellement.

Toutes ces protéines intéragissent entre elles foomer des homo ou hétérodiméres,
suggérant une neutralisation compétitive entreselle niveau relatif de chaque protéine dans
la cellule détermine sa sensibilité a un signahaet. A la suite d’'un signal apoptotique les
molécules anti-apoptotiques, telle que Bax changetrale conformation pour s’ancrer sous
forme d’homodimére au niveau de la ME mitochonériel induiraient sa perméabilisation,
modulant ainsi la libération des facteurs apoptegen
Comme nous l'avons décrit précédemment Bax maisi d8ak seraient responsables de
I'ouverture des pores mitochondriaux entrainardhlate deAWm. Par contre Bcl-2 et Bcl-X
assureraient le fonctionnement des pores et emga@ehele relargage du Cyt-c, favorisant la
survie cellulaire. Les membres anti-apoptotiquesriadent soit contréler I'ouverture des
pores soit séquestrer la molécule APAF-1 et aimgiiber I'activation des caspases
(Tsujimoto, 2003).
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2.3.3. La voie extrinseque des récepteurs de mort

La deuxiéme voie apoptotique caspase-dépendaniee adans les cellules de
mammiféres est appelée voie des récepteurs de mort ou voie extrinséquElle est initiée
par la liaison entre des ligands de mort extrateties de la super famille du TNF (Tumor
necrosis factor) comme TN FasL/CD95L (Fibroblast-associated ligand), DR3MEAK
(Death Receptor 3 Ligand/weak homologue of TNF)TBAIL (TNF-Related Apoptosis-
Inducing Ligand). Ces ligands se lient a des ré@neptde mort présents a la surface des
membranes cellulaires. Les récepteurs les plusitsiégppartiennent a la super-famille du
TNFR (Tumor necrosis factor receptor), Fas/CD95/3M0R3 (death receptor 3) (ou Apo3,
WSL-1, TRAMP, LARD), DR4, DR5 (ou Apo2, TRAIL-R2,RICK2, KILLER) DR6 et
TRAIL R1 (Garg & Aggarwal, 2002 ; Borner, 2003).

2.3.3.1. Mécanisme d'activation de la voie extrinséque

La traditionnelle cascade d’évenements induitel@afNF commence par sa liaison
aux membres de la super-famille des TNFR. La Iraida ligand provoque l'activation du
récepteur qui induit la prolifération, la survie da différenciation cellulaire (Arch &
Thompson, 1999 ; Lockslegt al, 2001), mais aussi I'apoptose (figure 12). Ples 20
membres dans la famille d&8IFR ont été identifiés etont classés en deux groupes

+ les récepteurs qui possedent dans leur structure udomaine de mort DD
(death domain). Ces récepteurs permettent la tigagm d’un signal apoptotique
par activation des caspases. C'est le caBNieR1 et de Fag(figure 12) ;

% les récepteurs qui ne possedent pas de domaine dertrintracellulaire comme
TNFR2 recrutent d’autres molécules permettant notamm@ctiver le facteur de
transcription NF«B, favorisant la survie cellulaire (Garg & Aggarw&002)
(figure 12).

Comme le présente la figure 12, la fixation du hidaTNFa, sur les récepteurs
TNFR1 ou TNFR2 entraine leur trimérization. Le TNIFRRduit des signaux de survie mais
aussi des signaux de mort, alors que TNFR2 indinicipalement des signaux de survie ;
cependant il a été démontré récemment que le TNieR&ait jouer un rdle dans la régulation
des signaux de mort induits par TNFR1 (Gupta, 2003)
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Les signaux de survie ou de mort induits par 'unl'autre des récepteurs dépendent du
recrutement différent de molécules adaptatricesvah

La trimérization du récepteur TNFR1 (figure 13) entraine le recrutement de
protéines adaptatrices cytoplasmiques comme TRADBFR-Receptor Associated Death
Domain), qui elle-méme recrute FADD (Fas-Associdiahth Domain). Ces protéines se
lient alors aux domaines effecteurs de mort (DEBY daspases initiatrices, notamment les
pro-caspases-8 et -1(prmant le casposome ou DISC(Death-Inducing Signalling
Complex). Pendant la formation du DISC, la pro-easp8 est immédiatement convertie en
caspase-8 active libérée du DISC. Elle active alesscaspases effectrices -3, -6 et -7
permettant 'amplification du signal apoptotiqueslLcaspases effectrices et principalement la
caspase-3, clivent de nombreux substrats provocpiast I'apoptose. Cette voie peut étre
bloquée d'une part par des inhibiteurs de caspasepar des FLIPs (FLICE-inhibitory
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proteins) molécules homologues des caspases gtiegoant un domaine DED et se lient a
FADD.

La voie apoptotique impliguant TNF/TNFR est essdiati dans I'apoptose des
lymphocytes T CD4 et CD8 (Gupta, 2003). Cette voie peut étre activée eongp a de
nombreux autres stimuli. Des agents TNF-like wdiliscette méme voie d’apoptose : les UV,
les irradiationsy, les molécules chimiothérapeutiques, les virus blectéries, la privation en
cytokines, ou neurotrophines, ou facteurs de caoiss et le détachemenent de la matrice
extracellulaire (anoikis) (Borner, 2003).

Cette méme voie de signalisation peut aussi inb@éretans les lymphocytes T poar
contrario induire un signal de survie par recrutement d&sitmolécules adaptatrices (figure
13). Le mécanisme par lequel cette orientation&eude est encore mal connu : le TNFR1
recrute alors les molécules TRAF2 (TNF-Receptoreggged Factor 2) et RIP (Receptor
Interactive Protein). Ces molécules adaptatriceslgisent a I'activation des MAP (Mitogen-
Activated Protein) kinases jusqu'a la kinase JNK lman a l'activation du facteur de
transcription NF«B. Le facteur de transcription NEB est un répresseur d’apoptose (kiu
al., 1996b ; Beg & Baltimore, 1996) alors que les MIiRases peuvent inhiber (Darnay &
Aggarwal, 1997) ou activer I'apoptose (Ichgbal, 1997). Linet al (1999) ont supposé que
RIP pourrait étre un substrat de la caspase-8derkapoptose induite par le THEce qui
bloquerait I'activation de NikB. RIP a un rble contradictoire dans cette sigatbs, il serait
aussi capable de recruter la protéine RAIDD (RIR@tdtor with Death Domain) qui contient
un domaine CARD lui permettant d’intéragir avecclspase-2. Par le clivage de Bid, la
caspase-2 provoque le relargage des facteurs ago@® mitochondriaux (Ashe & Berry,
2003).

La voie de signalisation mettant en jeu le récepteurNFR2 (figure 13) permet le
recrutement des molécules TRAF1 et TRAF2 au nitagartie cytoplasmique du récepteur
ne possédant pas de domaines DD. TRAF2 se lie aldR$P permettant I'activation du
facteur de transcription NkB et I'inhibition de I'apoptose. Le role du réceptd NFR2 dans
I'apoptose ou la survie de la cellule est mal copuisqu’il pourrait également réguler
I'apoptosevia le récepteur TNFR-1 (Gretit al, 1999).
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Dans les lymphocytes, il existe une voie impliqudiautres récepteurs de mort, par
exemple lerécepteur Fas/CD95 et son ligand FasL/CD95[figure 14). Le récepteur FasL
est exprimé de maniére constitutive dans les lyropies alors que son ligand a une
expression plus restrictive. La voie utilisant &cepteur Fas permet le recrutement de la
molécule adaptatrice FADD qui intéragit avec lemdmes DD de Fas. FADD se lie alors a
la pro-caspase-8 pour former le DISC qui libérer@dspase-8 active. La caspase-8 clive et
active la caspase-3 et entraine I'apoptose. Cersxletassique est spécifique des cellules « de
type | » (Scaffidiet al, 1998). Ainsi, le processus est difféerent dasschdlules dites « de type
Il ». Dans les cellules de type I, la quantitémte-caspase-8 est trop faible pour former le
DISC. La cascade des caspases est alors ampldrék pitochondrie. La caspase-8 active
clive Bid pro-apoptotique. Bid tronqué (tBid) tréogue vers la mitochondrie pour induire la
chute duAWm, la formation du PTP, la libération du Cyt-c, desres facteurs apoptogenes et
l'activation de la caspase-9 (let al, 1998). Les lymphocytes T périphériques et les
thymocytes sont classés dans les cellules de fygders que les cellules du foie sont de type
Il (Algeciras-Schimnictlet al, 2002).

m FasL

Fas
Membrane cellulaire
Cellules de « Type | » Cellules de « Type Il »
DED
FADD FADD
<——

caspase-8 active Pro-caspase-8

\

.- >
.. Bid tBid

Pro-caspase-3 caspase-3 active

Figure 14 : Représentation de la voie de signalisah de Fas
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Parmi les membres de la famille du TNFexiste d’autres ligands dont TRAIL
(TNF-Related-Apoptosis-Inducing-Ligand ou Apo2L)cdévert réecemment. Par fixation sur
son récepteur de mort spécifigue TRAILR, TRAIL iitdiapoptose principalement dans des
lignées cellulaires tumorales mais il est non togigpour les cellules normales. TRAIL est
exprimé de maniére constitutive dans un grand nerdbrtissus. Ces différences pourraient
étre dues a 'existence de quatre membres de saasptRAILR 1 a 4, qui seraient capables
de transduire différents signaux, apoptotiques om, nen fonction du type cellulaire
(McFarlane, 2003). Les voies de signalisation itetupar TRAIL sont tres similaires a celles

induites par le TN& ou Fas.

2.3.4. Les caspases : acteurs principaux dans |'étape d'exécution

La premiere mise en évidence du role primordias protéases a cystéine ou
caspasegqcysteinyl aspartate-specific proteinases ou aystasparte protéases) dans I'étape
d’exécution de l'apoptose provient de lidentificet, puis du clonage du géne pro-
apoptotiqueced-3 chez le nématod€aenorhabditis elegand.e géne homologue chez les
mammiféres code pour la protéine ICE (interleukifi-lconverting enzyme), renommeée
caspase-1. Il existe 14 caspases différentes blesi@n fonction de leur poids moléculaires :
32 a 55 Kda ; a I'exception des caspases-11 etellek existent toutes chez 'lhomme (Le
blanc, 2003).

2.3.4.1. Structure et nomenclature

Sous leur forme inactive (zymogéne), ces enzymescmstituées d’'un pro-domaine
N-terminal, d’'une grande sous-unité de 20 Kda mbisite catalytiqgue et d’'une petite sous-
unité de 10 Kda. Leur clivage en deux étapes sanass libérant d’abord la petite sous-unité
pl0, puis la grande p20, conduit a la forme adti®d’enzyme. Ce clivage protéolytique est
déclenchée par l'action d’autres caspases ou dozgme B ou de la caspase elle-méme
(Nicholson & Thornberry, 1997). La caspase actigsggde une structure tétramérique : c'est
a dire deux hétérodimeres composés chacun de diatsm des deux sous-unités, et

comprenant donc deux sites catalytiques (figure 15)
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Figure 15 : Représentation schématique du mécanisngéactivation des caspases

Les caspases ont été classées d'aprés la spéaifecieur substrat ou selon la taille de
leur pro-domaine (LeBlanc, 2003). En fonction d¢sgldle de leur pro-domaine on distingue,
les caspases a pro-domairleng : caspases-2, -8, -9 et -10, les caspases a pro-
domainecourt: caspases-3, -6 et -7.

Les caspases possédant un pro-domaine long sontdaspases dites initiatrices ou
régulatrices. Par exemple, les caspases-8 et -10 possededbaesnes DED (death effector
domain ou domaine effecteur de mort). Alors que,daspases-1, -2, -4 et -9 possédent des
domaines CARD (CAspase Recruitment Domain) qui péent leur recrutement au niveau
de complexes protéiques puis leur activation. laspases initiatrices se situent en amont de
la cascade de signalisation. Elles ne participeas plirectement a I'apparition des
modifications morphologiques et biochimiques carastiques de I'apoptose.

Les caspases qui possédent un pro-domaine court Sauent en aval Ce sont les
caspases exécutrices ou effectricelses caspases -3, -7 et -6 sont les caspases$edieat
impliquées dans I'exécution de I'apoptose. Leuivatibn par les caspases initiatrices aboutit
a un fonctionnement dit en cascade, phénomeéeneeisie. L’'activation des caspases
effectrices conduit au clivage de nombreuses preteicellulaires, aboutissant aux étapes

terminales et ultimes de I'apoptose.
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D’autres membres incluant les caspases-1, -4145,-12 et -13 sont impliqués dans
les processus inflammatoires, principalement darddivage protéolytique des cytokines pro-
inflammatoires comme I'lL1 et I'lL8 (Amarande-Mergl& Green, 1999).

Les caspases peuvent aussi étre classées d’'amgécificité de leur substrat. Le site
de liaison du substrat varie d’'une caspase a €ailten résulte une spécificité différente pour
les substrats (Zimmermam al, 2001).

L’activation des caspases est retrouvée dans [zaplues mécanismes apoptotiques.
L’inhibition de [lactivation des caspases par desptmles, des inhibiteurs viraux ou
cellulaires, empéchent I'apparition des modificasiomorphologiques caractéristiques de
I'apoptose. Enfin, 'administration de caspase®ndginantes dans des systémes acellulaires

induit les changements cytoplasmiques et nucléaaexctéristiques de I'apoptose.

2.3.4.2. Les substrats des caspases

Le site catalytiquede ces enzymes comprend un résidu cystéine (@lj3écau centre
du motif QACXG (ou X=R, Q ou G) (Figure 15).

Les caspases clivefgur substrat protéique au niveau d’un résidu aspartique de la
partie carboxy-terminale de leur substrat. La dp#té des caspases pour leur substrat est

déterminée par la nature du résidu en P2 (postfiau P4 du site de clivage dans le substrat.

On connait a ce jowlus d’'une centaine de substrats des caspasgsar exemple, la
pro-IL-1 B, la poly(ADP-ribose) polymérase (PARP), des laminecléaires, I'unité de 70
Kda de la ribonucléoprotéine Ul, la topo-isoméraseine protéine kinase dépendante de
I’ADN, les SEBP (Sterol Element Binding Proteirigdtine, la fodrine, la protéine kinase C,
ainsi que diverses formes inactives de caspasesactiMation en cascade des caspases
permet I'amplification du signal initial. Le cliveagdu substrat, induit par la caspase, inactive
principalement la protéine cible, mais il peut alisstiver en clivant un domaine régulateur
négatif ou en inactivant une sous-unité régulatieee substrat (Hengartner, 2000). On peut
citer 'exemple du clivage protéolytique par la gase-3 du complexe formé par la Dnase
CAD/DFF40 (DNA fragmentation factor) et son inhét iCAD/DFF45. La caspase-3 clive
la sous-unité iICAD/DFF45 permettant la libératiari’&ctivation de I'enzyme CAD/DFF40.

Cette derniere sera responsable du clivage de I'AdNe les nucléosomes, générant des
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fragments de 180 a 200 pb. La fragmentation de NA@sponsable du profil en échelle de
I’ADN en électrophorése ou ladders est une descté@iatiques majeures observées au cours
de I'apoptose. Le clivage par la caspase-3 de lgolgge provoque la formation des corps
apoptotiques et le clivage de p21-activated kirtasede la fodrine permet la dissociation de

la membrane plasmique et du cytosquelette (Zimmemnragal,, 2001).

Des protéines naturelles, virales ou de synthéseadant de stratégies développées
pour élucider ou compliquer les phénomenes. Lescipdles protéines inhibitrices des
caspases ont été deécrites précédemment: les Ipiesihes cellulaires) (2.3.1.2). Les
protéines virales et les inhibiteurs de synthésentd’objet des paragraphes 3.2 et 3.3.

2.4. La protéine suppresseur de tumeur p53 et |'apoptose

La protéine p53 est souvent décrite comme le «gard du génome. Elle intervient
pour maintenir l'intégrité du génome lors de nonuises perturbations cellulaires : Iésions
génotoxiques, hypoxie, activations d’'oncogénesulmibs ou viraux, anomalies de la
concentration en ribonucléoides, etc.... L'activatitnp53 conduit a I'arrét de la progression
du cycle cellulaire dont elle régule la phase G1i$,a I'apoptose (Levine, 1997). Chez
I'homme, 50 % des tumeurs sont dues a des mutatiorgenegp53 (Hollsteinet al, 1991).
p53 joue un réle important dans le cycle cellulaipar exemple, des souris « knock-out » se
développent normalement, mais développent des twrmmmme des souris transgéniques

portant un gene p53 muté (Somasundaram & EI-D20§0).

2.4.1. Structure de p53

La protéine p53 est constituée de quatre domainesle domaine N-terminal
essentiel a l'activation transcriptionnelle, un done central de liaison a ’ADN, un domaine
de tétramérization et un domaine C-terminal quukedp liaison de p53 a I’'ADN (figure 16)
(Somasundaram & El-Deiry, 2000). Le domaine N-teahinteragit avec le complexe TFIID
composeé de TBP (Tata Binding Protein-TAFs) et THTiHanscription Factor). Ce complexe
forme la machinerie transcriptionnelle et régulsifpeement I'expression des genes (figure
16). La protéine p53 active est un tétramére son oligomérisation est essentielle a sa

fonction de suppresseur de tumeurs.
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Figure 16 : Structure de la protéine p53 humaine

Les principales mutations de p53 impliquées daapplarition de tumeurs sont retrouvées dans le
domaine de liaison a I'ADN. Sous la figure, sonpadoriées les principales protéines virales olulztes
capables de se lier a p53. Dans la partie C-tetenida la molécule, on retrouve des signaux NESI¢anc

export signal) et NLS (nuclear localization signal)

2.4.2. Reégulation de p53

La protéine p53 a une durée de vie courte dans lakule ou elle est maintenue a
un taux trés bas voire indétectable dans les condihs normales L’ubiquitine ligase
MDM2 régule la stabilité de la protéine p53 danscédiule. Elle se fixe au domaine N-
terminal de p53 provoquant sa dégradation par d&epsome. Suite a une exposition a des
stimuli apoptotiques, p53 est activee par des nuadibns post-traductionnelles ce qui
augmente sa stabilité et son activité (Levine, 190 capacité de liaison de MDM2 est alors

fortement diminuée, p53 n’est plus dégradée ebsaemtration augmente.

La localisation cellulaire de p53 est aussi réguléear sa localisation cellulaire
dépend de sa fonction. L'import et I'export de pi#hs le noyau sont régulés. Le transport de
p53 dans le noyau dépend de son intéraction awemlerotubules et la dynéine, moteur
moléculaire. Sa translocation dans le noyau estadusignal de localisation nucléaire (NLS)
dans sa structure. Son export vers le cytoplasmeégslé par MDM2. En effet, MDM2
transloque du noyau vers le cytoplasme (Rataal., 2001).

Les mécanismes d’activation de p53 sont peu connusgais ils sont aussi régulés
notamment par des modifications post-traductioeselltelles des phosphorylations,

déphosphorylations, acétylations, délétion du daméi-terminal ou addition d’un peptide en
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C-terminal. D’autres inconnues restent a élicidenmmment la cellule interpréte-t-elle les

dommages engendrés a ’ADN et comment sont-ilstresma p53 pour la stabiliser ?

2.4.3. Les fonctions de p53

La protéine p53 active est un facteur de transcripbn, qui régule I'expression de
nombreux genep2l, MDM2, GADD45 14-3-3 Bax, Bcl-2, DRENOXA, PUMAdont les
produits de genes interviennent a différents stadiescycle cellulaire et/ou des voies

apoptotiques (figure 17).

P53

Activation trancriptionnelle

R TN

Répression
ranscriptionnelle
P21 GADD45 14-3-3 Ty
cycline
‘ \/ Cdc25 > Cdc2
PCNA Cdc2
Cycline/CDKs

Rb-E2F > Rb + E2F l l l )

l l Arrét en G2 Arrét en G2 Arrét en G2
Réparation de
ArrétenGl Gl 5 S LADN

Figure 17 : régulation du cycle cellulaire par p53

P53 possedent aussi désnctions pro-apoptotiques indépendantes de sa foten
transcriptionnelle, mais dont les mécanismes d’action sont mal coanjmurd’hui (Ryaret
al., 2001). P53 pourrait provoquer la relocalisatites récepteurs de mort a la surface des

cellules (Bennetet al, 1998) ; elle aurait aussi un role direct au nivea la mitochondrie
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(Marchenkoet al, 2000) ou elle pourrait réguler la trancriptiom genes par liaison directe
avec I'extrémité 5’ non transcrite des ARNm (Milkgral,, 2000).

2.4.3. Quelques cibles de p53

Le tableau suivant est une liste non exhaustive gescipales cibles
transcriptionnelles de la protéine p53. L'activatie certaines cibles permet I'arrét du cycle
cellulaire et la réparation de ’ADN endommagé slgue d’autres cibles sont activées dans le
but d’induire I'apoptose. Certaines cibles telleg @21 ont un réle dual soit d’inhibiteur soit
d’'inducteur d’apoptose (Gartel & Tyner, 2002). lieteractions moléculaires de la protéine
cible avec dautres protéines cellulaires ou avé8 gont mentionnés dans le tableau

2 (d’apres Somasundaram & El-Deiry, 2000); cermgmnt parfois inconnues.

Genes Interactions moléculaires Effets
p21WAF1/CIP1 Cyclin-Cdks et PCNA Arreten G2/M et G1
Apoptose
Inhibe I'activation de p53
MDM2 P53 Permet le dégradation de p53
Arrét en G2/M et réparatior
GADDA45 Cdc2 et PCNA do TADN P
Inhibe la déphosphorylatior
14-3-30 Phosphoryle Cdc25 de C(Cj:c(jZ(:SZeF;[;racc:g\gtéon de
Arrét en G2/M
B99 inconnues Arrét en G2
Cycline G inconnues Arrét de la prolifération
Translocation vers la
Bax mitochondrie et relargage APOPTOSE
du Cyt-c
Se lie a IGF1 et inhibe la
IGF-BP3 voie des facteurs de APOPTOSE
croissance
FAS/APO1 Active la voie extrinséque APOPTOSE
KILLER/DR5 Active la cascade des APOPTOSE
caspases
PIG1-PIG14 Stress oxydatif APOPTOSE
PAG608 Stress oxydatif APOPTOSE
TSP1 inconnues Inhibition de I'angiogénese
BAIl1 inconnues Inhibition de I'angiogénesge
GD-AIF inconnues Inhibition de I'angiogénesge

Tableau 2 : Les cibles transcriptionnelles de p53
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La protéine p53 induit 'apoptose en sur-régulaeg denes impliqués dans différentes
voies apoptotiques. Elle sur-exprime Bax et sogsiafait Bcl-2. Elle agit donc
indirectement en modulant la voie intrinseque niitowriale, mais intervient aussi sur la voie

extrinseque par régulation des geRasetDR5.

2.4.4. Intéractions entre p21 et p53

La protéine p21 (nommeée aussi WAF1, CAP20, Cipl et Sdil) faitipate la famille
des CKiIs (Cyclin Kinase Inhibitor) qui comprend kegaent les protéines p27 et p57. Ces
trois CKls contiennent une région C terminale Ja@daet une région N-terminale conservée
indispensable a l'inhibition des complexes cycliG®K (cyclin dependant kinase). Ces
complexes régulent la progression du cycle celelaills phosphorylent et inactivent les
protéines Rb (Retinoblastome), des régulateurstifi@gie la progression dans les phases G1
et S du cycle cellulaire et induisent I'expressides genes régulés par le facteur de
transcription E2F et ainsi la prolifération celiuéa Par liaison aux complexes cyclines/CDK,
les CKIs inhibent leur activité, et empéchent lagoession dans les différentes phases du

cycle cellulaire (figure 18).
La protéine p21 joue un rble essentiel dans I'arrédu cycle cellulaire lorsque

I’ADN cellulaire est modifié ou fragmenté et saexpression provoque l'arrét du cycle en
GletG2ouensS.
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Figure 18 : Représentation schématique du cycle églire (Luch, 2002)

L’intervention exacte de p21 dans I'apoptose est ntroversée: elle dépendrait du
signal inducteur. Certains auteurs lui attribuezd gropriétés pro-apoptotiques (Lineg¢tal,
2000 ; Kanget al, 1999) alors que d’autres décrivent p21 commenhibiteur d’apoptose
dépendant ou indépendant de p53 (Gartel & Tyné2R0Qa protéine p21 serait comme un
régulateur négatif de I'apoptose-dépendante de p58n réponse aux irradiations ou a des
traitements chimiques (Gartel & Tyner, 2008)-indépendante de p53en réponse a des
signaux tels que le TGB;le TNFx ou I'lFNy.

Le rble principal de p21 est de permettre l'arrétaycle cellulaire et d’empécher
I'apoptose mais il apparait aujourd’hui dans lalibdraphie quep21 pourrait aussi avoir
des fonctions pro-apoptotiquesLa fonction apoptotique de p21 a été observée dass
thymocytes ou la surexpression de p2l1 augmenteogiage-induite par des radiations
ionisantes, mais également dans des cellules deursnrmammaires déficientes en p53. Dans

des lignées hépathiques humaines Hep3B déficiemed53, la surexpression de p21
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provoque l'induction de Bax modulant ainsi le rappBcl2/Bax. L'expression de p21l-
indépendante de p53 est observée apres la liaisorad sur son récepteur dans des
lymphocytes T alors que dans des thymocytes dafiien p21, on observe une baisse de
'apoptose Fas-dépendante (Gartel & Tyner, 2008)siAp2l serait capable de provoquer
I'apoptose dans certains types cellulaires : daesurexpression de p21 qui serait responsable
du processus apoptotigue. Le mécanisme par le@igbpurrait induire I'apoptose est encore
tres vague ; p21 pourrait intéragir avec des comssde la machinerie de réparation de
I’ADN.
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2.5. Implication du réticulum endoplasmique dans |'apoptose

La mitochondrie n’est pas le seul organite intdataire impligué dans I'apoptose. Le
réticulum endoplasmique (RE)intervient danga rétention du calcium intracellulaire etle
maintien de I'homéostasie calciquell est essentiel a la survie de la cellule etté¢ou
perturbation de sa fonction induit I'apoptose. Lie€teurs capables de perturber son
fonctionnement sont rassemblés sous le terme «E&ss». Ces stress incluent l'inhibition de
la glycosylation des protéines, la réduction dtenation des ponts di-sulfures protéiques, la
chute du calcium intra-RE ou le blocage du transges protéines du RE a I'appareil de
Golgi.

Le mécanisme déclencheur de I'apoptose dépendantBEd n'est pas clairement
identifié mais il impliquerait le calcium et la qase-12 (Oyadomaet al, 2002).

Trois mécanismes d’induction apoptotique par les@it décrits aujourd’hui :

+ le premier implique le facteur de transcription CHOP (C/EBP homologus
protein)/GADD153. Ce facteur n'est pas ou peu ewpridans les conditions
physiologiques ; mais suite & un stress, sa sugsgjan provoque l'arrét du cycle
cellulaire et I'apoptose (Wanet al, 1996 ; Baronest al, 1994). Il active aussi
I'expression d’'un certain nombre de génes appe@€$H(DOwnstream of CHOP)
dont celui de la carbonic anhydrase VI, celle-divacait I'apoptosevia une
augmentation intracellulaire de la concentrationpestons et une diminution du
pH intracellulaire (Solet al, 1999). La fonction du facteur pro-apoptotiquexBa
est élevée a bas pH. Des fibroblastes déficientBaenet Bak sont résistants au
stress du RE, suggérant I'implication de Bax et Blaks I'apoptoseia le RE
(Wei et al, 2001). McCulloughet al (2001) ont montré que CHOP sous-régule
Bcl-2 et augmente la production des ROS.

+ Le second mécanismea’effectue paf’activation de la kinase c-JUN (JUNK),
enzyme décisionnelle du sort de vie ou de more Ed#lrait activée via IREdou
IRE1B (type | transmembrane endonuclease localizederRiB). L’endonucléase
IRE1 se lie a la protéine adaptatrice TRAF2 faanilitle recrutement des deux
protéines p38 et ASK1 (apoptosis signal-regulatkigase) ce qui entraine
I'apoptose (Uranet al, 2000 ; Tobiumet al, 2001).
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% Le troisieme mécanisme met en jeu la caspase-l8calisée sur la face
cytosolique du RE. Cette caspase serait activde audes stress au niveau du RE
et non par les voies apoptotiques extrinsequadr@iseques. La caspase-12 serait
activée par la m-calpain, par IRETRAF2 et par la caspase-7 (Nakagawa &
Yuan, 2000 ; Yoneda&t al, 2001 ; Racet al, 2001). La m-calpain (cytosolic
calcium-activated neutral cysteine endopeptidastiyée serait responsable du
clivage de la pro-caspase-12 et de Bcl-XUne augmentation de calcium
cytosolique activerait alors la caspase-12. Lagimet TRAF2 pourrait recruter et
activer la caspase-12 (Yonedtaal, 2001) et la translocation de la caspase-7 au
niveau du RE est décrite suite a un stress du Ri6 €Ral, 2001), elle pourrait

donc activer, par clivage, la caspase-12.

Le relargage du calcium du RE a lintérieur du cytsol est un phénoméne
déclenchant I'apoptose(Hajnoczkyet al, 2003). De nombreuses enzymes cytoplasmiques
impliquées dans I'apoptose sont calcium-dépendamtesne les endonucléases, la calpain et
la calcineurin. En plus du clivage de la caspasetl@e Bcl-X, la calpain cliverait Bid et
Bcl-2. La calcineurin déphosphorylerait Bad quinsiaque vers la mitochondrie pour
s’associer a Bcl-X La propagation du calcium vers la mitochondriengte la production
d’ATP par l'activation des déshydrogénases calcilépendantes ; une quantité excessive de
calcium au niveau de la mitochondrie provoque l#pse en stimulant le relargage des
protéines apoptogenes et en produisant des ROSI(®irel, 2003).

L’apoptose induite par le calcium est aussi régpliéeles membres de la famille de
protéines Bcl-2 qui agissent sur la perméabilité slembranes du RE. La surexpression de
Bcl-2 empéche un relargage trop important de caloéh régule la concentration calcique a
l'intérieur du RE, alors que la surexpression d& Ba Bax induit un relargage de calcium ;
ainsi il pourrait y avoir une redistribution préeode Bax et Bak au niveau des membranes du

RE lors de I'apoptose (Hajnoczky al.,, 2003).

2.6. Lentivirus et apoptose

En agissant sur les mécanismes de mort cellulaicgrammeée, les virus ont
développé des stratégies pour échapper au systemnitaire et faciliter leur dissémination

au cours de l'infection (Barber, 2001).
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L’apoptose précoce d’'une cellule infectée par unsvpeut constituer un mécanisme
de défense de I'hbte ; elle permet de limiter lenhce de particules virales libérées en
interrompant la réplication virale. Les endonuocbSsasellulaires produites au cours de
'apoptose peuvent agir sur 'ADN viral et inhibda synthése des protéines virales,
structurales et régulatrices et la formation ddi@ales virales infectieuses limitant ainsi la
dissémination des virions chez I'héte.

Ainsi certains virus retardent ou inhibent la mde la cellule héte, facilitant une
production plus importante de virions. La suppm@ssles voies apoptotiques cellulaires peut
entrainer une persistance et une latence viraletai@s virus sont capables d’induire
I'apoptose a une phase tardive de I'infection. €sttatégie permet la propagation des virions
dans les cellules voisines tout en échappant &ganse inflammatoire et immunitaire de
I'héte (Everett & McFadden, 1999).

Parmi les lentivirus seuls le HIV, le SIV, le FIBighopet al, 1993), le CAEV et le
VMV sont capables d’induire I'apoptose chez leuteh@aturel. Le HIV induit I'apoptose de
la plus grande partie de la population lymphocetarvitro etin vivo. A propos des CAEV et
VMV, quelques études seulemeint vitro ont montré que ces deux rétrovirus animaux
induisaient 'apoptose (Gendelmanal, 1997 ; Duvakt al, 2002a, 2002b).

2.6.1. HIV et apoptose

bY

Le virus HIV a la particularité de s’attaquer a une cellule clé du systéme
immunitaire, le lymphocyte T auxiliaire, qui exprime a sa surface la molécule CD4,
récepteur spécifique du HIV.

Au travers des cytokines qu’ils synthétisent, lgsphocytes T CD4 aident les
effecteurs de 'immunité naturelle, telles les wiels NK (natural killer), les lymphocytesd
et les macrophages, a détruire les cibles infegb@éede virus. lls sont aussi nécessaires a
I'activation et la maturation des lymphocytes B egllules productives d’anticorps ; ces
derniers sont requis pour la différenciation daagitocytes T CD8 en cellules cytotoxiques
(CTL) spécifiques du HIV et ils représentent unarse de chimiokines, inhibant I'entrée du
virus par la cible T CD4. En conséquence, la diipar progressive des lymphocytes T
auxiliaires dépendante du HIV, conduit a un détmutontrdle par le systeme immunitaire de
la réplication virale, a la destruction des orgdgegohoides ou a lieu la réponse immunitaire,

et a l'apparition du syndrome dimmunodéficiencequase (SIDA). Les meécanismes
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responsables de la disparition des lymphocytes # @bDcours de l'infection par le HIV sont
complexes et ne sont que partiellement élucidédgimdde développement d’'une réponse
immunitaire et en absence de traitement, le viarsigte a un niveau élevé dans le sang et les
organes lymphoides des patients, et détruit prey@sent les défenses immunitaires.

La destruction des lymphocytes T CD4 est due sattbment a l'infection virale soit
indirectement par l'intermédiaire de I'activatioardes protéines du HIV deertaines voies
pro-apoptotiques dans les lymphocytes non infecték’infection, in vitro, de lymphocytes
T CD4 est associée a un effet cytopathologiqueargluit la mort par apoptose des cellules
infectées En effet, des Iymphocytes périphérigues de petieRllV-positifs sont
anormalement programmés pour une mort par apopdéstenchée apres une culture a court-
terme. La quantité de cellules qui meurent est &@mau plus élevée que le nombre de cellules
T infectées de facon productive 0,1%). Chez un grand nombre de patients, I'exces
d’apoptose concerne toutes les populations lymphoeg (T CD4, T CD8 et B), et le degré
d’apoptose est corrélé a I'évolution de la malg@eugeoret al, 1996). Dans les ganglions,
site important de la réplication virale, 'apoptdgephocytaire est élevée par rapport a des
sujets sains témoins (Amendatal, 1996) ; le plus surprenant est de® cellules infectées
de facon productive sont peu apoptotique®t les cellules apoptotiques sont rarement
infectées(Finkel et al, 1995). Ces observations suggerent que le HIWeades mécanismes
directs mais aussi indirects pour détruire les Iyoqgytes par apoptose.

Dans I'apoptose induite par le HIV, il existe pkigis mécanismes :

+ l'apoptose directe des cellules infectées par M bllite a I'expression des géenes

viraux ;

% la mort des cellules non infectées appelées « Bgstacells » par les protéines
proapoptotiques libérées par les cellules infectées

« la mort des cellules immunitaires par recrutement raveau des organes
lymphoides infectés ;

% lintervention de ACAD (Activated T-Cell AutonomouBeath) et de AICD
(activation-Induced Cell Death) : ces deux mécaasudiinduction d’apoptose ont
été mis en évidence dans des cultures de lymplodytdu sang périphérique de
patients infectés par le HIV. ACAD est induit pasImembres de la famille de
protéines Bcl-2 et intervient spontanément en cellen absence de tout stimulus
exogene. AICD est un mécanisme dépendant des eétemte mort qui intervient
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ex vivodans les cellules T de patients infectées parl\etHhitées, par exemple,
par des agents mitogenes ;

+ l'apoptose des syncytia issus de la fusion de lesllinfectées exprimant a leur
surface la protéine gpl120 avec une cellule nonciéé exprimant le récepteur
CD4 ou le co-récepteur CXCRA4.

2.6.1.1. Les mécanismes de régulation de I'apoptose dans les cellules infectées par

le HIV : les voies directes

L’apoptose des cellules directement infectées marHIV concerne un faible
pourcentage de l'apoptose totale observée (Fiekehl, 1995). L'apoptose des cellules
infectées dépend principalement de la réplicatiorvidus avec la synthése des nombreuses
protéines virales qui y sont impliquéegp120, Tat, Vpr, la protéaseet Nef (tableau 3).

Les deux voies apoptotiques principales intrinsegfuextrinséque sont les cibles des
protéines virales du HIV. Certaines agissent stirai la voie intrinséque mitochondriale,
c’est le cas de Vpr et de la protéase virale salpie d’autres agissent par activation des deux
voies : gpl20, Tat et Nef.

Le mécanisme de la gp120 est le mieux connu, p@&h@ment par son action sur la voie des
récepteurs de mort. La liaison de la gp120 auxptéces CD4 active la voie de Fas (Barda
al., 1992) et induit aussi la sous-régulation de BHashimotcet al, 1997), la libération du
Cyt-c et 'apoptose. Vpr et Tat agissent essertiedint sur la voie intrinseque. Vpr provoque
une chute rapide du potentiel transmembranairechnitedriale, un relargage du cytochrome c
et I'apoptose (Jacota@t al, 2000). Elle pourrait aussi se lier directememntti@nslocateur
mitochondrial ANT (Muthumanét al, 2003). Tat provoque l'apoptose par la sous-edigu

du facteur anti-apoptotique Bcl-2 (Sasétyal, 1996), et en sur-régulant la caspase-8 (Bartz
& Emerman, 1999). La dégradation protéolytique deBest observée suite a I'activation de
la caspase-8 par la protéase du HIV (Stetckl., 1996) (figure 19).

76



Protéines du HIV Mécanismes d’action sur I'apoptose

Activation des caspases (surtout caspases-3 et -6)
| de I'expression de Bcl-2 etde I'expression de Bax
gp120 1 de I'expression de Fas et FasL

Perte dulAWm

1 de I'expression de Fas et FasL

1 de I'expression de la caspase-8

| de I'expression de Bcl-2 etde I'expression de Bax
1 de I'expression de TRAIL

Tat 1 de I'expression de Par-4

I duAWm

| de la production de SOD2

1 de la produstion de ROS

I duAWm

Libération de Cyt-c et AIF

Activation des caspases

Vpr Arrét du cycle cellulaire en G2/M

Découplage de la chaine de transport d’électrons
Baisse de le phosphorylation oxydative

| de I'activité de NF«B

Protéase Clivage de Bcl-2

Activation des caspases-8, -9 et -3
Relargage du Cyt-c

1 de I'expression de FasL

Nef 1 de I'expression de FasL

| de I'expression de Bcl-2 et Bclp X
I duAWm

Activation de la caspase-3
Clivage de PARP

Facteur viral inconnu 1 de I'expression et de la phosphorylation de p53

ARN du HIV | duAW¥m

Tableau 3 : Mécanismes d'apoptose proposés dans les cellules infectées par
HIV
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2.6.1.2. Les mécanismes de régulation de l'apoptose dans les syncytia

L’effet cytopathologique du HIV se manifeste paplparition de syncytia. La fixation
de la gp120 exprimée a la surface des cellulestiéds aux récepteurs CD4 ou co-récepteurs
(CXCR4) de cellules non infectées induit la forromtide syncytia qui vont entrer en
apoptose. L'apoptose des syncytia est indépendEnkas et du TNFR1 (Ohnimus & Jassoy,
1997) mais dépendante de la voie mitochondrialeri(fe¢ al, 2000b). Ce mécanisme est
initié par la surexpression du complexe cyclin BKDet la translocation nucléaire de MTOR
(Mammalian Target of Rapamycin) (Castedb al, 2002). Cette translocation nucléaire
provogue la phosphorylation de p53 au niveau d'sémne spécifique : la sérine 15. Cette
phosphorylation active p53 entrainant la sur-réguta transcriptionnelle de Bax et
I'activation de la voie mitochondriale. L’insertiade Bax dans la mitochondrie provoque la
libération du Cyt-c, I'activation des caspases’'&pdptose. Ce mécanisme apoptotique est
associé a l'induction de la voie indépendante depasevia le relargage de I'AlIF de la
mitochondrie suite a la chute d\Wm (Ferri et al, 2000b). Dans les syncytia, les voies
apoptotiques prédominantes sont la voie intrinsexgjua voie caspase-indépendante (figure
19).
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2.6.1.3. L'apoptose dans les cellules « Bystander » : les voies indirectes

L’influence du HIV sur la voie extrinseque est dicdans les cellules « Bystandetm.
vivo, les lymphocytes CD4 sont capables de sur-rédalgand de Fas (Fas-L) suite a une
infection directe par le virus ou par l'effet deoftines virales comme gpl120, tat et Nef
(tableau 4). Ces protéines sont alors capablesuleir@d indirectement les cellules exprimant
le récepteur Fas, sans gu’elles soient infectéedepHIV. In vitro, des lymphocytes CD4
exprimant le ligand FasL peuvent provoquer l'apeptodes Ilymphocytes CDS8

indépendamment d’'une reconnaissance antigéniqaez@at al, 1997).

Protéines du HIV Mécanismes d’action sur 'apoptose

Activation des caspases (surtout caspase-3)
| de I'expression de Bcl-2 etde I'expression de Bax

gp120 1 de I'expression de Fas et FasL
Perte dlAWm
Induit 'apoptose
Tat t de I'expression de Fas dans les lymphocytes B
L duAW¥Wm

Libération de Cyt-c et AlIF

Activation des caspases

Vpr Arrét du cycle cellulaire en G2/M

Découplage de la chaine de transport d’électrons
Baisse de le phosphorylation oxydative

Nef t de I'expression de FasL

1 de I'expression de TRAIL

| de I'expression de Bcl-2 et BclX
I duAWm

Activation de la caspase-3
Clivage de PARP

Cytokines/chimiokines + de I1L-10,! du TNFx

Tableau 4 : Mécanismes d'apoptose proposés dans les cellules non-infectées
(d’apres Phenix & Badley, 2002)

De méme la protéine tat, libérée par les cellutddsciées, provoque la surexpression
de Fas et FasL par les cellules non infectéesucaugmente leur sensibilité a 'apoptose

la voie dépendante du récepteur Fase(lal, 1995).
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D’autres protéines virales modulent la voie intigpse mitochondriale. C’est le cas de
la protéine Vpr qui provoque la chute du potentrétochondrial transmembranaire et la
libération du cyt-c dans des cellules intactesdttdet al, 2000).

La mort des cellules « Bystander » peut aussipgtreoquée dans les macrophages : la
lisison de la gp 120 au récepteur CXCR4, exprimé lpa macrophages, entraine la
production de TNF qui provoque alors l'apoptose desphocytes CD8via le TNFR2
(Herbeinet al, 1998).

Tous ces exemples suggerent que le HIV sait marigudbilement la machinerie
apoptotique aboutissant a la destruction du sysiemenitaire. On ne sait pas exactement
aujourd’hui si les protéines virales agissent dedde sur les cellules « Bystandein»ivo
(Gougeon, 2003).

2.6.1.4. La régulation négative de I'apoptose par les protéines virales du HIV

La regulation de I'apoptose par le HIV est trés ptaxe, car il développe également
des mécanismes de blocage de I'apoptose (tableall pgrsiste a I'état latent dans les
cellules ou I'apoptose est bloquée. Le contrdlerdésanismes d’apoptose permet au virus de

détruire le systeme immunitaire de son héte etidédhapper.

Protéines du HIV Mécanismes de suppression de I'aptose
Tat 1 de I'expression de Bcl-2
| de I'expression de p53
Vpr 1 de I'expression de Bcl-2
| de I'expression de Bax
1 de I'endocytose de CD4
Nef Downregulationdu TCR
| de I'expression de MHC
Inhibition de prolifération a I'lL2
Vpu Dégradation de CD4

Tableau 5 : Mécanismes de suppression de I'apoptose mis en jeu dans les
cellules non infectées (Gougeon, 2001)

2.6.2. VMV, CAEV et apoptose

A notre connaissance la seule observation qui a mivé I'induction de I'apoptose
par le CAEV, in vitro, date de 1997(Gendelmaret al, 1997). L'infection des cellules de
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membrane synoviale de chévre (GSM) par le CAEVaaatérise par la condensation de la
chromatine et I'apparition des corps apoptotiquas.pourcentage de cellules en apoptose
apres infection n'‘excede pas 24%, dans des celll#e&SM ou des cellules de poumon
(cellules tahr). La fragmentation de 'ADN a étésmien évidence par la présence de
« ladders » par électrophoréese de I'ADN des cdllulgectées et la technique TUNEL
(Terminal deoxyribonucleotidyl transferase mediaded P nick end labelling), qui permet de
visualiser spécifiquement par marquagesitu les extrémité 3'-OH de 'ADN fragmenté. La
cytométrie en flux et I'analyse de la distributidas cellules dans les difféerentes phases du
cycle cellulaire ont permis de mettre en évideagarésence d’un pic sub-G1 dans les cellules
de poumons infectées par le CAEV. Ce pic correspaux cellules en apoptose et le
pourcentage de cellules en sub-G1 croit avec |pgattinfection (Gendelmaat al, 1997).
Ces auteurs suggerent que le faible taux d’apopibtEnu dans les cultures infectées serait
du a la présence d’un population hétérogene arseelhiles infectées et non infectées, et que
ces deux populations pourraient répondre différentrad’apoptose.

Les premiéres études concernant I'apoptose induiten vitro, par le rétrovirus
VMV sont trés récentes et ont été mises en évidenae sein de notre laboratoire de
Microbiologie (Duval, 2003).

Les modifications morphologiques caractéristiques éé observées telles que la
condensation et la fragmentation de la chromatioes de l'infection des cellules primaires
de PC par la souche Visna, les cellules apoptatiqigtectées sont soient des cellules
individuelles soient des syncytia (Duvat al, 2002b). Par la technique de TUNEL, les
cellules individuelles et les syncytia présentene udragmentation chromatinienne. Ces
premiers résultats permettent de dire djudection in vitro par le virus Visna induit
'apoptose (Duval et al, 2002b). La cinétique de libération d'urectivité lactate
déshydrogénase (LDH)a montré un maintien de lintégrité membranairegjua une
libération tardive correspondant a une nécrosenskie due a I'absence de phagocytose
dans un systéema vitro (Duval et al, 2002a). La principale voie apoptotique jusque la
démontrée est celle die cascade des caspas@3uval et al, 2002a) par la mise en évidence
de l'activation des caspases-3, -8 et -9. La PABIY(ADP ribose Polymerase), substrat de
la caspase-3, n'est pas clivé dans notre modélauti®s auteurs ont décrit ce méme
phénomene avec le HIV-1 (Taddexd al, 2000). Une activité PARP fonctionnelle est

nécessaire pour la production de particules ré@®s, notamment lors de la formation du
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provirus (Gakeret al, 1996). Grace a l'utilisation d’inhibiteurs irrénsibles des caspases, on
a aussi prouvé que l'apparition de I'effet cytomdtigiqgue (ECP) du virus Visna est retardée.
L’activation des caspases-3, -8 et -9 conduit &PEnduit par le virus Visna, au processus de
mort cellulaire conjointement a une diminution duet viral et a la multiplication ou la

libération des particules virales (Duwlal, 2002a).

Les lentivirus sont capables de manipuler la macherie apoptotique a leur
avantage soit en inhibant I'apoptose, soit en I'antant. L'apoptose des cellules du systeme
immunitaire conduit, dans le cas de l'infection parHIV, a la destruction compléte des
effecteurs du systeme immunitaire par des actioestds et indirectes, trés complexes. Il en
résulte I'apparition d’infections opportunistes gonduisent a plus ou moins long terme a la
mort du patient. Si les mécanismes d’action du KV la modulation de I'apoptose sont de
mieux en mieux connus, il est intéressant de retleedes effets de molécules antirétrovirales

sur I'apoptose.
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3.LES INHIBITEURS POTENTIELS DE L'APOPTOSE
VIRO-INDUITE

Il existe dans la cellule des génes codant deséipex potentiellement anti-
apoptotiques ainsi que dans le génome de certains. \Les inhibiteurs de l'apoptose,
drogues, inhibiteurs de caspases ou cytokinedadrtobjet de nombreuses recherches dans
le but de modifier I'évolution des pathologies. Bare chapitre, nous avons choisi quelques

exemples représentatifs mais non exhaustifs.

3.1. Les antirétroviraux

Les acquis récents en matiére de thérapeutiguaétmatirale ont bouleversé
favorablement le pronostic et le déroulement deddadie a HIV. L'objectif du traitement est
de limiter la propagation des virus et ainsi delgrger I'espérance de vie et le confort des
malades.

Deux enzymes sont actuellement la cible des traitésnantirétroviraux : I'unea
réverse transcriptase agissant au tout début du cycle réplicatif rétedvavant I'intégration
de I'ADN viral dans 'ADN de la cellule héte, etalitre,la protéase agissant a la fin du
cycle, lors de la maturation des protéines viraesvellement synthétisées. Les molécules
antivirales aujourd’hui disponibles sont toutes itisbiteurs de la réverse transcriptase ou de
la protéase du HIV. Des molécules ciblant d'auétapes de la multiplication virale sont en
cours d'essais, comme par exemple les inhibiteaita fusion qui bloquent la pénétration du
virus dans la cellule, des inhibiteurs de récept@wr co-récepteurs ou des oligonucléotides

anti-sens ou des inhibiteurs de l'intégrase (tab&digure 21).

3.1.1. Les inhibiteurs nucléosidiques de la réverse transcriptase, un
exemple: I'AZT

Les inhibiteurs de la réverse transcriptase sostat@logues nucléosidiques ou INTI
(inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptaseiis®), des analogues non nucléosidiques ou

INNTI (inhibiteurs non nucléosidiqgues de la tramstase inverse) et des analogues
nucléotidiques (tableaux 6, 7 et 8).
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Les inhibiteurs nucléosidiques entrent en compétitivec les nucléosides naturels sur
le site actif de la réverse transcriptase et blogliélongation de I'ADN viral, ce sont des
terminateurs de chaine. Ils sont actifs sur le HIstle HIV-2.

Le 3 azido-2',3-déoxythymidine, AZT, zidovudinepu azidothymidine
(RETROVIR®) (figure 20) a été le premier antirétroviral wipour lutter contre l'infection &
HIV. Il a été pendant longtemps le seul traitenm@oposé. Sa prescription en monothérapie a
éte vite abandonnée au profit d'association d&trviraux. Cette molécule avait été
initialement développée dans le cadre de la rebbede nouveaux agents antimitotiques,

mais son efficacité s’est révélée peu intéressante.

DCI Mécanisme Spécialités
Zidovudine ou AZT 2',3'-didésoxythymidine RETROVIR
Didanosine ou ddli 2',3'-didésoxyinosine VIDEX
Zalcitabine ou ddC 2',3'-didésoxycytidine HIVIS
Stavudine ou d4T 2',3-didéhydro-2’,3'- ZERIT®

didésoxythymidine
Lamivudine ou 3TC 2',3'-didésoxy-3'thiacytidine EPIVIR®, ZEFFIX®
Abacavir ou ABC Analogue carboxylique de la ZIAGEN®
guanosine

Tableau 6: Les inhibiteurs nucléosidiques de la réverse transcriptase (INTT)

DCI Mécanisme Spécialités
Ténofovir Analogue nucléotidique de VIREAD®
Ou bis-POC-PMPA I'adénosine monophosphaqe

Tableau 7: Les inhibiteurs nucléotidiques de la réverse transcriptase

DCI Mécanisme Spécialités
Névirapine ou NEV Inhibiteurs non compétitifs VIRAMUNE®
Efavirenz qui se fxent en aval du site SUSTIVA®
Délavirdine ou DLV actif deilﬁ/ grasgsc”ptase RESCRIPTOR

Tableau 8: Les inhibiteurs non nucléosidiques de la réverse transcriptase
(INNTI)
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DCI Mécanisme
V 165 Anti-intégrase
Inhibiteur de la maturation tardive

PA4ST virale Essaidn vitro
UK 427 857 Antagonistes des récepteurs CCR

TAK-220 et CXR4
Entaviride )

ouT 20 Inhibiteurs de fusion

FUZEON® (ATU) > Essaidn vitro
Amdoxovir Inhibiteur nucléosidiques

ou DAPD

T 1249 Inhibiteurs de fusion )

Tableau 9: Quelques nouvelles molécules en cours d'essais

C’est un nucléoside analogue de la thymidine. Leslogues nucléosidiques doivent étre

phosphorylés en position 5’ par des enzymes celsgour étre actifs (figure 22).

0
HN ‘ CHs
o
HOCH,, O

Figure 20 : Formule chimique de I'AZT
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Thymidine Thymidilate Pyrimidine nucléoside
kinase kinase diphosphate kina:

AZT =—> AZT-MP =—> AZT-DP —> AZT-TP

Figure 22 : Etapes de phosphorylation intracellulaies de I'AZT

L'AZT triphosphate (AZT-TP) entre en compétitioneavia thymidine triphosphate
(dTTP) (figure 23) au niveau du site actif de laverde transcriptase. Il est utilisé
préférentiellement par I'enzyme virale et tres paules transcriptases cellulaires qu'il inhibe
100 fois moins. L'AZT est donc un inhibiteur coniptL'infection de la cellule par le virus
est bloguée et l'activité des cellules est aings@mvée. De par son mode d'action, I'AZT
empéche donc l'infection de nouvelles cellules niast sans effet sur le réservoir de virus
déja intégré au génome sous forme de provirus.

Les autres INTI sont des analogues d'autres nudEgellulaires. lls fonctionnent
comme I'AZT (tableau 6).

dTTP

Fiqure 23 : Structure moléculaire de I'AZT comparéea la thymidine triphosphate

(dTTP)

La toxicité des analogues nucléosidiques de larséviganscriptase est variable selon
les molécules. Son mécanisme reposerait sur unopf@re de toxicité mitochondriale. En
effet, ces molécules peuvent interférer avec I'Apilymérasey dans la mitochondrie ou il
n'existe pas de meécanismes de réparation de I'ADMparables a ceux de I'ADN

chromosomique (Moyle, 2000).
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3.111. INTI et VMV

Au cours de précédentes études réalisées au laiverae Microbiologie, I'action
inhibitrice de plusieurs familles de moléculesaellAZT, ddC, ddl, ddU, suramine, PFA et
méthyl-aza-uridine a été recherchée sur le VMV.ndes INTI, AZT et ddC sont les
composeés les plus actifs sur la réplication deolacke Visna (Larrouturou, 1993). D’autres
analogues de nucléosides tels le 3-alkyl 2-piperazt le b-ribosylamine ont aussi manifesté
un effet antiviral sur la souche Visna (Benjateddl, 1994 et 1996, Depellest al, 1996).
D’autres analogues de nucléosides ont un effetbitghir sur la réplication du VMV ;
Balzarini et al (1998) ont testé des dérivés de didésoxynucléssalvec pour résultat
I'inhibition de la réplication du VMV et de la formtion de syncytiain vitro sur des cellules
de plexus choroide. lls confirment les résultatrit par Thormaet al. (1993 et 1995) qui
ont décrit une trés grande efficaditévitro des analogues nucléosidiques anti-HIV alors que
des inhibiteurs d'adsorption et de fusion comme pi#gsaccharides sulfates, ont une trés
faible activité antivirale sur le virus comparativent a leur efficacité sur le HIV. Les auteurs
ont supposé que ces différences d'activité serailelels aux métabolismes cellulaires
différents. Dans la littérature, le VMV est préseromme un excellent modéle animal
d'infection virale et de par ses nombreuses aregagyec le HIV, il peut servir de modéte

vitro pour cribler de nouvelles molécules (Salvagbral, 2001 et 2002).

3.11.2. AZT et apoptose

A ce jour, peu de recherches ont été réaliséed'eftet des INTI sur I'apoptose.
L’AZT est-elle une molécule pro- ou anti-apoptogd® Les résultats actuels sont assez
contradictoires aussi bien vitro qu’in vivo.

Mediavilla & Sanchez (2000) ont montré que I'’AZTuit I'apoptose sur des cellules
cancéreuses humaines de glandes mammaires. Céaite@o-apoptique dépend du temps de
traitement et de la dose. Des cellules de carcinm@a@&maire de souris entrent en apoptose
lorsqu’elles sont exposées a I'AZT par activatianld caspase-3 (Tejes al, 2001). Ces
travaux ont été confirmés par ceux de Zhamgal. (2001) qui, en exposant des cellules
humaines «human cord blood mononuclear cells» failles doses d’AZT, permettant une
activité antirétrovirale contre le HTLV-1 n’ont cstaté aucune cytotoxicité, alors que de tres

fortes doses d’AZT induisent I'apoptose.
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In vivo I'impact des traitements antiviraux et des mudtitipies sur I'apoptose est peu
exploré. En 1999, I'équipe de Roger a comparé Veau d’apoptose de lymphocytes T de
patients infectés par le HIV ; ces auteurs ont méoqte les traitements antiviraux peuvent
réduirein vivo 'apoptose des cellules T CD4Moretti et al (1999, 2002) ont observé, chez
des patients asymptomatiques infectés par le HISbigmés par un traitement combiné AZT
et ddl, que la L-carnitine, molécule décrite comami-apoptotique, réduit I'apoptose des
CD4" et CD3, in vitro. Plus récemment, des résultats totalement cootcadis ont été
publiés par Benvenistt al. (2001) stipulant que I'AZT limite le renouvellentates cellules
CD4" chez des patients infectés par le HIV et traiféstaux d’apoptose des cellules CDxét
passé d’environ 60% a 10% aprés arrét du traitenieaneté alors suggéré que I'AZT induit
in vivo l'apoptose des cellules CD4t CDS.

De nombreuses études ont été réalisées sur dedesditansforméees par des virus
opportunistes au cours de l'infection par le HIVAZT induit I'apoptose des cellules de
lymphomes de Burkitt (BL) infectées par le virusskgin Barr (EBV). En revanche, il
n’induit 'apoptose de cellules PEL (Primary EffoisiLymphoma) infectées par le HHV-8
(Human Herpes Virus Type 8) que combiné a un wratd par l'interféron alpha (IFN
(Toomeyet al, 2001). Ces auteurs ont prouvé que I'tFAlugmente I'expression de TRAIL
et que I'AZT potentialise l'effet de ce ligand poumduire I'apoptose. Des résultats
comparables ont été décrits par leteal. (1999). Plus recemment Ghoshal (2003) ont
confirmé la sur-régulation de TRAIL par I'lFNet ont décrit le rble probable de I'AZT dans
I'induction de I'apoptose des lignées de lymphopremaires (PEL) et de cellules issues de
patients infectés par le HIV. lls ont constaté iveau trés élevé d'AZT-MP dans les deux
types cellulaires. L'AZT-MP bloquerait la transltoa nucléaire du facteur de transcription
NF-kB. Une fois dans le noyau, NdB se fixe sur des séquences spécifiques de I'ADN et
permet la transcription de genes anti-apoptotigaasbloquant la translocation du facteur de
transcription NF«B, I'AZT favorise I'apoptose. Cet effet n’a pas étiservé avec d'autres
INTI.

L'AZT a aussi été décriin vitro, comme un inhibiteur de la télomérase, enzyme
exprimée a 90% dans les cellules cancéreuses aixpoimee dans les cellules normales. Par
blocage de cette enzyme, I'AZT provoquerait I'apsptdes cellules cancéreuses, et pourrait
avoir un réle important dans les traitements aatieereux (Mcet al, 2003).

En 2002, Puccininet al. ont étudié l'effet d’association d'antirétrovirajidinavir,

lamivudine et AZT] sur le protéasome responsableladenachinerie de dégradation des
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protéines dans la cellule et impliqgué dans I'apsmth'activité du protéasome est inhibée par
ces trois drogues utilisées séparemment, et cett afigmente avec la combinaison des trois.
Par conséquent, les enzymes virales ne sont paseldss cibles des antirétroviraux, les
enzymes cellulaires le sont aussi.

Les résultats obtenus par Aquaed al. (2000) ont aussi démontré l'effet anti-
apoptotique de I'AZT en réalisant une co-culturemderophages et d’astrocytiesvitro. Les
astrocytes ne possedent pas de récepteur pouNlepblirtant,in vivo l'infection par le HIV
provoque la mort des neurones. Des astrocytes maikure en présence de macrophages
infectés par le HIV et capables de produire desiqudes virales, entrent en apoptose par
relargage dans le surnageant du ligand de Fasraitemhent des macrophages par I'AZT
empéche l'entrée en apoptose des astrocytes. Hagbi@n de virus par les macrophages est
requise pour provoquer l'apoptose des astrocytesikure. Cette étude s’oppose a celle de
Maldarelliet al, 1995 qui en testant des co-cultures de celld@sierges et infectées par le
HIV ne révélent aucun effet de 'AZT sur I'apoptase ces cellules.

Ces quelques résultats publiés permettent de skererompte que les avis sur les
effets de 'AZT sur I'apoptose sont partagés, sutrentre les étudds vitro etin vivo. Les
données bibliographiques présentent beaucoup @gtpdnctuelles et isoléelm vitro, il
semble que I'action de I'AZT dépende de la dosetedaps de traitement et surtout du type

cellulaire considéré.

3.1.2. Les inhibiteurs de protéase (IP)

Les inhibiteurs de protéase ou antiprotéases sonprdduit d’une recherche de
modélisation fondée sur la connaissance de latateu¢ridimensionnelle de la protéase du
HIV et de ses sites de clivage. La protéase esigegour la maturation des protéines virales
et l'infectivité des virions. Elle clive les préseurs polyprotéiques en protéines de structure
et enzymes virales, donnant naissance a des pstgiatures et fonctionnelles. Son site actif
est constitué par I'assemblage d'un homodimeretagme En mimant le substrat naturel de
I'enzyme, les IP ont une forte affinité pour leeshzymatique grace a des interactions fortes
entre l'inhibiteur et certains acides aminés tapis$a face interne du site actif. Ce sont des
molécules peptidomimétiques qui se fixent aux sdesliaison du substrat de I'enzyme
empéchant le clivage des précurseurs protéiqueg €éjagag-pol), ce qui aboutit a la

production de particules virales défectueuses etimectieuses. Actuellement des IP de type
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non peptidiques sont en cours d’études (figure €& molécules sont directement actives,
sans recours au métabolisme cellulaire. Leur actiositue en aval de celle des inhibiteurs de

la réverse transcriptase. Il existe 6 antiprotéasesmercialisés a ce jour (tableau 10).

DCI Mécanisme Spécialités
NELFINAVIR ou NLFN VIRACEPT®
SAQUINAVIR ou SQN INVIRASE®, FORTOVASFE

RITONAVIR ou RTN Inhibiteurs NORVIR®
INDINAVIR ou IDV peptidomimetiques CRIXIVAN ®
AMPRENAVIR AGENERASF®
LOPINAVIR KALETRA®

Tableau 10: les inhibiteurs de protéase

3.1.2.1. IP et apoptose

Les études sur les antiprotéases et I'apoptoseragativement récentes. La premiere
date de 1995 ou les effets d'un INTI (ddl) et dRn(Saquinavir), sur des cellules T CD4
infectées par le HIV, ont été recherchés dans tedlidentifier a quelle étape du cycle de
réplication l'induction de I'apoptose se produibifézil & Richmann, 1995). La ddl inhibe
I'apoptose des cellules lorsqu'elle est en cormteet les cellules avant infection par le HIV
alors que le saquinavir n'a aucune action inhdst$ur I'apoptose des cellules CD&es
résultats suggéreraient que l'induction de I'apsmptequiére I'étape de réverse transcription et
I'expression de nouvelles particules virales masslpur maturation.

Les autres recherches réalisées sur les inhibitkuggrotéase et I'apoptose sont plus
récentes. Comme pour les INTI, les résultats ptésedans la littérature sont souvent
contradictoires. Il est difficile d’établir une &mt précise des IP sur I'apoptose. lls sont
aujourd'hui parfois décrits comme des moléculesntayles propriétés anti-apoptotiques
(Phenixet al, 2002) ou des propriétés cytoprotectrices suntgones (Wan & Depetrillo,
2002) ;a contrarioon leur attribue des propriétés cytotoxiques (fhenal, 2002). Ceci a
été confirmé par Estaquiext al, 2002 qui décrivent des effets opposés des IPlesur
lymphocytes CD4 indépendamment de leur action antivirale.

Weicholdet al. (1999) démontrent sur des cultures de cellulesomaciéées du sang
périphériqgue non infectées (PBMC "peripheral blendnonuclear cell”) gqu'un traitement

préalable par le ritonavir réduit la sensibilité aes cellules a l'apoptose induite
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expérimentalement avec une diminution de I'expoesdies caspases-1 et -3 et une baisse de
I'exposition des phosphatidylsérines membranaitesemwée au cours de l'apoptose tout en
augmentant la viabilité cellulaire. Sur ces ménahiles, Chavaret al (2001) n’ont mis en
evidence avec l'indinavir aucun effet inhibiteur $apoptose c’est a dire gu'’il n'inhibe pas
I'activité des caspases. Phemixal. (2000) avaient antérieurement publié que lesamadnts
par les IP n'ont aucun effet sur des lymphocytesahg périphérique (PBLs "peripheral
blood lymphocytes") de patients non infectés paHI¥ ou sur des cellules T Jurkat ; en
revanche, chez des patients infectés par le HI¥ ho@mes auteurs ont montré une réduction
significative de I'apoptose des cellules T C28 CD4 aprés 8 jours de traitement. Des
résultats analogues ont été mis en évidence aveaailes CD34 ol les IP réduisent
I'apoptose de ces cellules lorsqu’elles sont iBfextmais n'‘ont pas d'effet sur les cellules
saines ; ainsi les IP blogueraient la voie caspi@pendante (Sloaret al, 2000).

En 2001, Pheniet al ont montré que I'indinavir, le ritonavir et lelfieavir inhibent
'apoptose mais n’ont aucune action sur les caspa€es trois molécules inhiberaient
'apoptose par action directe sur la mitochondrie oquant I'ouverture des pores
mitochondriaux pour empécher le relargage de mtdécpro-apoptotiques. L'apoptose des
leucocytes polynucléés (PMNL "polymorphonucleaktmytes") infectés ou non par le HIV
est réduitdn vitro par le ritonavir ou l'indinavir. Les récents traxade Pajonlet al. (2002)
abondent dans le sens que les IP ont des effstslitrers sur I'apoptose en fonction du type
cellulaire.

Ces données bibliographiques, non exhaustives, peusettent d’écrire que les avis
sont partagés sur I'action des IP et I'apoptosetype cellulaire, la molécule, la dose et le
mode de traitement sont autant de facteurs quiitondent les résultats publiés.

Chez les sidéens, Gougeon (1999a) et Montagni®@©{)nt observé une diminution
de la mort par apoptose de toutes les populaticgiBila@res lymphocytaires, apres
I'administration de multithérapies antirétroviraleficaces incluant des inhibiteurs de la
réverse transcriptase et de la protéase.

L’effet antiviral des IP n’a jamais été testé suwirus Visna-Maedi ; mais les IP n’ont

aucune action sur la protéase du FIV (MoraillorQ30
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3.2. Les protéines virales inhibitrices de I'apoptose (figure 24)

La plupart des virus interferent sur les voies bimiques régulant I'apoptose.
Certains virus ont développé des stratégies poavoguer la mort des cellules qu'ils
infectent. D'autres virus exploitent la régulataes signaux apoptotiques, soit pour assurer le
maintien d’'une infection virale latente, soit pauaintenir la cellule héte viable et ainsi
augmenter leur efficacité de réplication avec potida de protéines virales qui inhiberaient
les caspases. Les protéines virales peuvent égatieédtre des homologues de Bcl-2 ou des
FLIPs (FLICE-inhibitory proteins)...

3.2.1. Les protéines virales qui contrdlent les voies médiées par p53

De nombreux virus ont développé des mécanismesltgoguer I'apoptose induite par
la protéine p53 suppresseur de tumeur. Parmi ces,\on peut citer les virus a ADN tels que
les adénovirus humains, le virus simien (SV40) esipapillomavirus humains (HPV), mais
aussi les virus a ARN, décrit précédemment, avétiVe

La protéine E1A de I'adénovirus augmente I'exp@ssie p53 et induit I'apoptose
p53 dépendante, alors que E1B-55K et E4 orf6 sd lirectement a p53 pour bloquer
I'activité transcriptionnelle de p53 et provoquardg&gradation (Teodoro & Branton, 1997b;
McNees & Gooding, 2002). E1B-55K se lie au domadiactivation de p53. E4 orf6
empécherait l'interaction entre p53 et TAF lI3-gtpme cellulaire requise pour l'activation de
pS53.

L'antigene T du virus SV40 se lie au domaine disdia de p53 a I'ADN et bloque
ainsi son activité de facteur de transcription. i@mtraine une augmentation de p53 dans les
cellules infectées et une inhibition de I'apopt@sodoro & Branton, 1997a).

L'HPV développe d'autres mécanismes. Sa protéinerc6e liant a p53 provoque
l'ubiquitination puis la dégradation rapide de BB le protéasome alors que la protéine E7
stabilise p53.

La protéine pX du HBV (virus de I'hépatite B) irdgit avec p53, diminue sa liaison a
I'ADN et son activité de transactivation, ce quidue I'apoptose dépendante de p53.

Le génome du virus Epstein-Barr (EBV) code pourxderotéines qui se lient a p53.
EBNA-5 se lie a p53 et au rétinoblastome (Rb), extysbe le cycle cellulaire. La protéine
transactivatrice BZLF1 ou ZEBRA blogue la fonctida transcription de p53 en se liant a son
domaine carboxy-terminal (Teodoro & Branton, 1997b)
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Récemment, il a été découvert que HHV8 (human Bevpas 8) code un inhibiteur
de p53, nommé LANA (Gougeon, 2001).

3.2.2. Modulation de la voie mitochondriale par les protéines virales

Les virus codent aussi pour des inducteurs ou éeesseurs d’apoptose capables
d’agir sur les mitochondries. La protéine E1B-19Ksdadénovirus inhibe ou retarde
I'apoptose induite par le ligand de Fas et le TREtte protéine présente des homologies avec
les membres de la famille Bcl-2. Elle posséde unalne BH (Bcl-Homology) qui lui permet
de se lier aux protéines mitochondriales Bax, Batrionosoveet al, 2002) et Bik (Teodoro
& Branton, 1997a). Aprés une stimulation par le TNHEB-19K qui est présente dans les
membranes nucléaires, transloque au niveau dettemoindrie ou elle intéragit avec Bax et
Bak empéchant l'ouverture des pores mitochondridexrelargage des protéines pro-
apoptotiques de la mitochondrie et 'activationlaeaspase-9. De plus cette protéine serait
capable de se lier a APAF-1 pour bloquer I'actvatdes caspases (McNees & Gooding,
2002).

Trois autres virus possedent des protéines homesogua protéine anti-apoptotique
Bcl-2. L'african swine fever virugode pour une protéine, LMW5-HL munie de séquences
homologues a Bcl-2 et inhibe l'apoptose. Les pneiBHRF1 et BALF-1 de I'EBV
protégent les cellules de lI'apoptose. BHRF1 estpiotéine homologue a Bcl-2 alors que
BALF-1 est capable d'empécher les modificationsoahibndriales observées au cours de
I'apoptose par liaison a Bax et Bak (Everett & Mickan, 2001). Par contre, la protéine LMP-
1 protege de l'apoptose les cellules infectéed’gBV par induction de I'expression de la
protéine Bcl-2 (Teodoro & Branton, 1997a). hérpesvirus saimirile HHV-8, le virus de
I'herpes murin gamma (HV68) possédent tous uneéprethomologue de Bcl-2 appelée
respectivement HSV-Bcl-2, Ks-Bcl-2 et M11.

Récemment vMIA (viral mitochondrial inhibitor assated) un inhibiteur viral de
I'apoptose a été identifié chez le CM&fomegalovirus VMIA est codé par un gene viral
précoceUL37 exonl Cette protéine est principalement localisée dansitochondrie. Elle
supprime l'apoptose en empéchant l'ouverture deespae la membrane externe

mitochondriale et ainsi bloque sa perméabilisaf®aldmacher, 2002).
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La protéine M11L diMyxoma poxviruslu lapin est présente dans la mitochondrie des
leucocytes infectés. Elle inhibe la chute du paéénhitochondrial membranaire par une

modulation directe du pore mitochondrial (Everetii&Fadden, 2001).

3.2.3. Les protéines virales inhibitrices des caspases ou de la voie des

caspases

CrmA (cytokine response modifier A) codé par leuside la variole fut le premier
inhibiteur de caspase identifié. Le virus de laialarbovine ou « cowpox » code pour un
inhibiteur spécifique des caspases-1 et -8. Il fmttie des membres de la famille des
inhibiteurs de protéase a sérine (serpins « serokease inhibitors »). Il initie une inhibition
de I'entrée en apoptose de la cellule héte ainsinguinhibition de la réaction inflammatoire
causée par la production d’interleuking{Zhouet al, 1997). Le virus de la vaccine, un autre
poxvirus, possede une protéine analogue a crmAndjibe I'apoptose induite par le TNF-
ou FasL (Teodoro & Branton, 1997a).

Les baculovirus (virus infectant les cellules déotes) comportent deux génes ayant
la propriété de bloquer I'apoptose des cellulegdt#fes : p35 déutographica californica
nuclear polyhedrosis viru§AcMNPV) et IAP (inhibitor of apoptosis)Cydia pomonella
granulosis virus(CpGP) ouOrgyia pseudotsugata plyhedrosis viregdent tous deux pour
des protéines IAP-like qui inhibent I'apoptose @@w & Branton, 1997a). Des homologues
humains des IAPs ont été identifiés, dévoilant iaume nouvelle classe de régulateurs de
I'apoptose capables de s’associer aux caspasedrieiis -3, -6 et -7, et de les bloquer. Les
IAPs sont des métalloprotéines munies de différadasnaines dont le domaine BIR
responsable de la supression de l'apoptose (baatdoMP repeat) (Teodoro & Branton,
1997a; Gougeon, 2001).

3.2.4. Les protéines virales inhibitrices de la voie des récepteurs de mort

Différents herpesvirus, 'HHV-8/KSHV, associé aucsane de kaposi, I'EHV2 équin,
le BHV4 bovin, et I'herpesvirus de saimiri, ainsu’gn poxvirus, celui dumolluscum
contagosium(MCV), produisent des homologues des FLIPs, I€3.NRs (Gougeon, 2001).
Les v-FLIPs sont des isoformes de la caspase-8I(HTE) et possedent deux domaines DED
(death effector domain), permettant d’interagirales DED de FADD et/ou de la caspase-8

ce qui inhibe le recrutement et l'activation dedapase-8, ou plus faiblement avec les DED
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d’autres caspases. Les v-FLIPs bloquent I'apopiudgite par les récepteurs de mort CD95,
TNF-R1, TRAMP/DR3 et TRAIL-R1. Tous les herpesvimsi codent des v-FLIPs, codent
aussi des protéines homologues de Bcl-2 (Vossah, 2002).

Les protéines codées par le gene E3 des adéndviogsient I'apoptose par les
récepteurs de mort. La protéine E314.7K inhibedf#pse induite par le TNF selon un
mécanisme a élucider. Elle pourrait se lier a diga&ytoplasmique de la phospholipase A2
(cPLA2) ce qui empécherait le clivage de I'acidacaidonique et réduirait I'inflammation
lors de l'infection virale. Ainsi, E314.7K inhibatd’apoptose en bloquant l'activité des
caspases, car CPLA2 est un substrat des caspasesallires protéines codées par le géne E3
des adénovirus, E3RID, complexe formé des protéitdsSK et 10.4K, (receptor
internalization degradation) et 6.7K inhibent I'gpase des cellules infectées. RID bloque
I'apoptose induite par le TNF par un mécanisme enawconnu. Ce complexe protége aussi
les cellules de l'apoptose via Fas, en provoquantefnalisation puis la dégradation du
récepteur Fas dans les cellules infectées. En c@msisbn avec une troisieme protéine E3
6.7K, RID protege les cellules de I'apoptose viardeepteur TRAIL notamment en sous
régulant les récepteurs TRAIL-R1 et 2 a la surfdes cellules, peut-étre par le méme
mécanisme que pour le récepteur Fas (McNees & @gpaD02).

Le virus de I'népatite C (VHC) et 'EBV bloquerdgoptose en interférant avec la voie
de signalisation du TNFE L'EBV code pour une protéine transmembranaire M@nt le
domaine cytoplasmique interagit avec les protéauptatrices TRAF du récepteur TNFR1 et
active la transcription de MB ce qui permet la transcription de molécules aptiptotiques.
La protéine de capside du VHC bloque l'effet aptigpp@ du TNEx en empéchant I'activation

de la caspase-8.
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Figure 24 : Niveaux d'action des protéines viralemhibitrices de I'apoptose
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3.3. Les cytokines et |'apoptose (David & Théze, 2000)

Aujourd’hui des cytokines immunostimulantes sontfga utilisées en complément
d’'une trithérapie, par exemple linterféran linterleukine (IL) 2 (qui vient d’avoir une
ATU) et l'interleukine 12.

+« L’interféron a, interféron de type I, est produit par les leu¢esyen réponse a une

infection virale. Il agit sur les cellules pour lter la propagation virale ainsi que
la propagation cellulaire. Il est capable d'induiegoptose des cellules.

« L’interleukine 2 est la seule cytokine donnant désultats probant dans le
traitement de patients infectés par le HIV. Lespess essais d'immunothérapie
par IL-2 datent de la premiére moitié des annéebi®® avant l'introduction des
trithérapies. C’est la cytokine majeure des lymptes T ; elle agit sur toutes les
sous-populations T. Elle est sécrétée par les Ipayies CD4 activés et joue un
réle dans I'expansion clonale des cellules T ae8véC'est un facteur de
prolifération et de différenciation des lymphocyBes

« Les propriétés de linterleukine 12 ont suscité glands espoirs dans son
application en thérapeutique. Elle est secrétédéeparellules présentant I'antigéne,
principalement les monocytes et les macrophages suite d’'une stimulation
antigénique.ln vitro, c’'est un puissant stimulateur de l'activité NKnte les
cellules tumorales et les cellules infectées pawimms. Elle augmente aussi la

prolifération et la fonction lytique des lymphocyt€DS8.

Aujourd’hui on s’oriente ver§interleukine 7 encore jamais utilisée chez I'hnomme.
Cette cytokine est synthétisée par les cellulessites des organes générant des cellules
lymphoides. Elle est la seule qui soit absolumégceasaire au développement des cellules B
et T en agissant comme un facteur de croissancene@gent anti-apoptotigueet comme
stimulant de leur différenciation. L’IL-7 protégesl cellules matures de l'apoptose. Elle
semble avoir de nombreuses propriétés intéressantds les bienfaits sur 'homme restent

encore hypothétiques.
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3.4. Les inhibiteurs de synthése des caspases

Les inhibiteurs synthétiques des caspases someai#iles dont la séquence contient
le site de clivage de ces enzymes. lls sont issus @lécouverte et de la connaissance des
substrats naturels des caspases. Ce sont des aangidtentiels pour un traitement
symptomatique d’affections aigues traduisant uresxdapoptose. Des susbtrats peptidiques
de synthése ont d’abord été construits a partis@puences concensus présentes dans les
substrats naturels des caspases. Ces substraimttiése permettent I'étude de l'activité
d’'une caspase donnée,vitro.

On distingue deux types d’inhibiteurs de synthédses inhibiteurs de synthese qui
contiennent un groupement -CHO (aldéhyde) en positC-terminale qui remplace le
groupement rapporteur présent dans le substragrdbese ; il réagit avec le site catalytique
de la caspase et bloque son activité. En N-ternseakitue un groupement bloquant qui
empéche la digestion par les aminopeptidases. teabeé de la caspase par ce type de
composé est réversible. D'autres inhibiteurs pamsedun groupement -FMK
(fluorométhylkétone) qui remplace le groupement €l€es inhibiteurs forment des liaisons
covalentes et se lient de facon irréversible agpases (Duval, 2003).

Leur administrationn situ pourrait étre une nouvelle arme thérapeutique.sDam
modele d’hypoxie-ischémie néonatale, linjectionum’ inhibiteur de caspases a permis
d’atténuer les dommages tissulaires (Biola & Pdllar2001). Malgré ces résultats
encourageants, il convient de bien connaitre ldecib’est-a-dire la caspase a inhiber.
L’inhibition de l'apoptose comme stratégie de #aient ne pourra étre envisagée qu’a la
condition de disposer de molécules actives par sgstemique. Enfin, il sera nécessaire de
déterminer les effets de l'inhibition chronique daspases sur les métabolismes cellulaires et

sur les pathologies, avant d’envisager des indinatthérapeutiques.

L’exploitation des connaissances acquises surdalaon de I'apoptose a permis et
permettra encore d’identifier non seulement leswastdu processus, mais aussi de définir des
cibles pour I'élaboration de thérapeutiques innt@snplus spécifiques et moins toxiques que

celles utilisées actuellement.
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Les objectifs de ce travail ont été de démontrekistence de différentes voies
apoptotiques initiées par le virus Visna dans |lel@h® cellulaire cible de ce virus (les cellules
de plexus choroide).

» Pour cela nous avons, dans un premier temps, ndehd'implication et le role
régulateur de la mitochondrie comme plaque toumdet|'apoptose Visna-induite. La voie
dépendante de la mitochondrie nous a amené a expltar chute du potentiel mitochondrial
transmembranaire, le relargage de molécules ap&pésg(cyt-c et AlF) et I'activation de la
caspase-9. Notre étude s’est élargie a une andbda régulation mitochondriale par des
molécules pro- et anti-apoptotiques (Bax et BceRpar la protéine suppresseur de tumeur
p53, comme cela a été décrit dans d'autres systéhimgfection virale. L'expression de
chaque protéine apoptotique a été explorée pardiftes approches méthodologiques.

 En utilisant un nouveau modele cellulaire, ceBule membrane synoviale de chévre
immortalisées et transfectées par un gene rappoi@&sMtlac), et dans lesquelles le virus
Visna induit I'apoptose, nous avons recherché ys's une relation directe entre cellules
apoptotiques et cellules infectées par le virustsjoe le cycle viral est déclenché, ces
cellules se colorent en bleu. Il était intéressinsavoir si I'ECP Visna-induit est corrélé a
certaines manifestations morphologiques nucléaiegactéristiques de I'apoptose. Comme
cela a été décrit dans I'infection par le HIV :-estque les cellules non infectées entrent aussi
en apoptose ?

» Les objectifs majeurs des traitements antiréteamirsont d’empécher la diffusion
des virus en stoppant leur réplication. Peu d’'astae sont intéressés a l'effet des ces
molécules sur I'apoptose. C’est pourquoi nous aywaspecté dans cette voie et testé I'effet
de deux molécules antirétrovirales sur I'apoptosn&-induite : I'une agissant sur la réverse
transcriptase virale (TAZT) et l'autre agissantr stne autre enzyme virale la protéase (le
mésylate de nelfinavir ou son métabolite M8). Eitisaint des inhibiteurs potentiels de la
réplication du rétrovirus, nous avons recherchélgweie apoptotique est susceptible d’étre

bloquée, a quel niveau cellulaire, et a quelle dases que le produit soit cytotoxique.
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1. SOUCHE VIRALE VISNA K1514

Pour toutes nos expérimentations, nous avonséitdissouche Visna K1514 fournie
par le laboratoire de I'Agence Francaise de SécB8anitaire des Aliments (AFSSA) de Niort

a partir de laquelle nous avons établi un poollvira

1.1. Obtention d'un pool viral

A partir de cet échantillon, nous établissons unl poal. Dans un flacon de culture de
75 cnf, les fibroblastes de PC sont cultivés dans duemilininimum essentiel de Eagle
«Minimum Essential Medium Eagle» (MEM) (Sigma) daidiné de 4,76 g/L d’'HEPES (N-
[2-Hydroxyethyl]piperazine-N'-[2-ethanesulfonic dBi (Sigma), 1g/L de bicarbonate de
sodium (Sigma), 10 mL/L d’acides aminés non esskn{invitrogen) et 10% de sérum de
veau feetal (SVF) (Invitrogen), jusqu'a environ 80d& confluence. Ce milieu constitue le
milieu d’entretien des cellules de PC. Le miliet@sniné, puis les cellules sont recouvertes
par 1,5 mL d'échantillon viral (c'est a dire unrnageant de culture issu de cellules infectées
par la souche Visna K1514). Le flacon de cultutepkecé dans une étuve a 37°C pendant 1h.
Apres incubation, les cellules sont rincées putougertes de milieu d’entretien contenant
seulement 2,5% de SVF. Deés l'apparition de I'effgdpathologique (ECP), se traduisant par
I'apparition de syncytia (cellules géantes polyééels), de modifications morphologiques des
cellules observées au microscope inversé (Nikonjiesuin fine par une lyse cellulaire, le
surnageant de culture est récupéré puis centrifi@géninutes a 2000g et a 4°C (Jouan
CR312), de facon a éliminer les débris cellulaiféss étapes se répéetent alors toutes les 24h
jusqu'a destruction compléte du tapis cellulairenkemble des surnageants de culture ainsi
récoltés est congelé a -80°C et constitue le pdodl \qui servira pour toutes les

expérimentations. Ce pool viral est ensuite tjprés aliquoté et conserveé a -80°C.

1.2. Titrage du pool viral

Nous utilisons un protocole de titrage par micrdmde mis au point au sein du
laboratoire de Microbiologie (Larrouturou, 1993).

Déterminer le titre infectieux d’une suspensioralarsignifie dénombrer par unité de
volume, les particules capables d’'infecter desutesdlpermissives. Cette technique permet de

déterminer la dose virale infectante a 50% sucédislles de PC en culture.
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Le titrage est réalisé dans des plagues 96 puitedN Les fibroblastes de PC sont
ensemencés a une densité cellulaire de* tdllules/puit dans du milieu d’entretien contenant
seulement 5% de SVF :

% la colonne témoin négatif est complétée papbQe milieu d’entretien avec 5%

de SVF,

+ la colonne témoin positif est complétée paplb@e surnageant de culture issu du

pool viral

+ et enfin toutes les autres colonnes sont successiviecomplétées par 30 de

surnageant viral dilué de 10 en 10 dans du miliemtcetien contenant 5% de
SVF.

Les cellules sont ensuite placées dans I'étuve@ B&ndant 6 jours. Apres 6 jours, le
surnageant est éliminé. Les cellules sont inculsdes le May-Grinwald et le Giemsa
(MGG) (Prolabo) colorant respectivement le cytoplasen violet et le noyau des cellules en
violet foncé. Les cellules sont colorées 5 minatesc le May-Grinwald, rincées a I'eau puis
incubées avec le colorant de Giemsa dilué au 1&@lant 2 heures. Les cellules sont de
nouveau rincées a l'eau puis observées au micrestyerse. L'effet cytopathologique

(syncytia et lyse) induit par le virus Visna estibie au microscope inversé apres coloration.

Le titre du virus est déterminé selon la méthodeReed et Muench (1938). Pour
chaque dilution du virus, le nombre de puits présgnun ECP (+) ainsi que le nombre de
puits ne présentant pas d'ECP (-) sont comptabilise gamme de dilution employée est
suffisamment large pour inclure la dilution ou tmitles réponses seront positives et la
dilution ou toutes les réponses seront négatives.

Le titre infectieux est exprimé en dose infectan&)% les cellules en culture (DIgC
ou CCIDsg) par mL. Le titre est calculé selon une formukgistique, apres avoir déterminé
les dilutions encadrant le point d’infection 50% :

DICC50 = 10—(di|ution supérieure a 50%+X)

ou X = [(% dilution supérieure a 50%-50%) / (% dilution supérieure a 50% - %
dilution inférieure a 50%)]

A partir de ce calcul, on pourra déterminarmultiplicité d’infection (MOI) en
fonction du nombre de cellules. Pour toutes lesipudations,nous utiliserons un MOI de

0,1soit 1 particule virale infectante pour 10 celtule

105



2.CULTURES CELLULAIRES

2.1. Les cellules primaires ovines de Plexus choroide (PC)

Les cellules primaires utilisées sont obtenues réirpdiexplants de plexus choroide
(PC) de mouton. Les plexus choroides sont desepeatiembranes situées a l'intérieur des
ventricules intercérébraux. Les ventricules ints¥béaux sont les cavités contenues au centre
du cerveau et de la moelle épiniere. lls sont resrg® liquide céphalorachidien sécrété par
les plexus choroides. Les PC sont richement vaseéda reposent sur les couches optiques et
prolongent la toile choroidienne. Les explants morent d'encéphales d'animaux jeunes de
moins de deux ans, fraichement abattus.

La boite cranienne du mouton est sciée afin deypeél'encéphale le plus stérilement
possible. Il est ensuite disséqué sous une hoflexalaminaire. Les deux hémisphéres
cérébraux sont entaillés sur une profondeur de 2eomiron jusqu'au niveau des deux
ventricules latéraux. Les plexus choroides sonepéd et déposés dans une boite de pétri
contenant du milieu d’entretien additionné d'artdtljues : pénicilline (100 Ul/mL) et
streptomycine (0,2 mg/mL) (Sigma). Les hématied gtiminées par plusieurs lavages dans
du milieu de culture. Les membranes sont ensuitewj#ges en petits fragments. Chaque
flacon de culture de 25 énfNUNC) est recouvert de 156 de plasma de poulet (Sigma)
réhydraté. Les explants sont déposés a l'aide giypette Pasteur dans les différents flacons
de culture. Aprés une heure d'incubation a 37°€ ebgplants sont recouverts par 5 mL de
milieu d’entretien additionné d’antibiotiques et 2@% de SVF et replacés a I'étuve a 37°C
sous 5% de Cgpendant une semaine. Aprés une semaine d'incubldrxplants ainsi que
le plasma de poulet sont retirés et les celluled secouvertes par du milieu d’entretien
contenant des antibiotiques. Les cellules sonthiées dans I'étuve a 37°C pendant une
semaine. La prolifération des cellules est congréddl microscope optique inversé. A
confluence, les cellules sont décollées du supmoraction d'une solution de trypsine-EDTA
(Invitrogen), puis sont divisées dans plusieursdsopour permettre leur prolifération dans du
milieu d’entretien. Elles sont congelées dans tadmuide (milieu d’'entretien et 10% de

diméthyl sulfoxide (DMSO) (Sigma)) apres 4 trypsioas, ou passages, au maximum.
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2.2. Les cellules caprines de GSMt-/ac

Les cellules de GSM (Goat Synovial Membrane) sad dellules de membrane
synoviale d'origine caprine principalement infestgar le CAEV, mais pouvant aussi étre
infectéedn vitro par le virus Visna.

Au sein du laboratoire de TAFSSA de Niort, leslalels de GSM ont été transformées
: immortalisées, puis transfectées de fagon stade une cassette contenant un promoteur
constitutif, I'élément de réponse a Rev (RRE)eaidndacZ codant pour Ig-galactosidase.
Les cellules de GSM&c (GSM transfectées par le gélae-Z) obtenues sont des lignées
“indicatrices" qui ont intégré dans leur génomegane rapporteur placé sous la dépendance
d'un promoteur viral. Le test de détection réalséc ces cellules indicatrices repose sur
I'activité post-transcriptionnelle de la protéidgulatrice Rev commune a tous les lentivirus.
A ce jour, l'intérét de cette lignée cellulaire éstpermettre une mesure quantitative des titres
viraux ainsi que l'étude des mécanismes molécslaimpligués dans linfectivité et la

réplication des lentivirus des petits ruminantsl@gat al, 2003).

2.2.1. Culture des cellules de GSMt-/ac

Les cellules de GSMgc sont cultivées dans du milieu de Eagle modifieé[palbecco
«Dulbecco's Modified Eagle Medium » additionné geupate de sodium, de glucose 1000
mg/L et de pyridoxine (DMEM) (Sigma). Ce milieu estmplété par de la L-glutamine (1X)
(Sigma) et de la gentamycine (Sigma) a 10 mg/mis. dedlules sont cultivées dans ce milieu
avec 5% de SVF décomplémenté, 30 min a 56°C, eb#ées a I'étuve a 37°C sous 5% de

CO,. Ce milieu constitue le milieu d’entretien deduek de GSMiac.

2.2.2. Révélation de |'activité B-galactosidase dans les cellules de GSMt-/ac

infectées en présence de 5-Bromo-chloro-3-indolyl-b-D-galactoside (X-gal)

2.2.2.1. Principe de la coloration

Lorsque les cellules de GSNéte sont infectées par le virus Visna, il y a intégmaidu
génome viral dans le génome de la cellule hétastr@tion du génome viral en ARNm puis
traduction et synthése des protéines virales : mapgy protéines de structure, protéines

accessoires et protéines régulatrices dont laipeev. Rev peut alors se fixer sur le RRE et
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permettre la synthése defagalactosidase. Celle-ci transforme alors un sabstcolore le
X-gal (5-bromo-chloro-3-indolyl-b-D-galactoside) @m produit bleu le 5-bromo, 4-chloro
indol. Les cellules de GSM&c infectées, sieges du cycle de réplication viralpreduisant

de nouvelles particules virales sont nommeées desliproductives» et apparaissent bleues au

microscope inversé. Cette étude nous permettraméler I'infection virale et I'apoptose.

Galactose 5-Br.4-Cl-Indol

2.2.2.2. Conditions de culture et d’infection

Les cellules de GSMac sont ensemencées & une concentration dé gelidles par
plaques de culture SlideFlask (Nunc) dans du miliemtretien. 24 h apres, les cellules sont
infectées par 500 pL du pool viral Visna K1514 widoé : le milieu d’entretien est rétiré et la
suspension virale est déposée 1h30 a 37°C souseb@Od puis remplacée par du milieu
d’entretien neuf comprenant seulement 2,5% de SVF.

La révélation s'effectue a différents temps pofeition. Les cellules sont rincées 2
fois au PBS (Phosphate buffer saline) puis fixées aine solution de PBS contenant 1% de
formaldéhyde (Sigma) et 0,25% de glutaraldéhydgn(@) pendant 2 min. Les cellules sont
de nouveau rincées 3 fois au PBS, puis la solutierrévélation contenant le X-gal est
ajoutée. Elle contient 100L d'une solution de potassium ferricyanide (Siga#&),4 M, 100
uL de potassium ferrocyanide a 0,4 Mpy20de MgCh (Prolabo) 1M et 10QiL d'une solution
de X-gal (Invitrogen) & 0,1 M dilué dans du DMSG @élange est complété a 10 mL avec
du PBS. 1,5 mL de cette solution sont déposésesucdllules puis incubés une nuit a 37°C.
Apres coloration les cellules sont rincées au PB8ntées entre lames et lamelles puis

observées au microscope (Leica).
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2.3. Témoin positif d'apoptose : traitement des cellules par la

staurosporine

Afin de valider nos conditions expérimentales diétule I'apoptose induite lors de
I'infection par le virus Visna, des études antéaeuéalisées au Laboratoire de Microbiologie
(Duval, 2003) ont mis au point des conditions ddpse de référence. Le stimulus capable
d'induire I'entrée en apoptose des cellules de fQeetraitement par la staurosporine aux
concentrations de 0,5 ou 1 pM. La temps de tratgnest variable en fonction de
I'expérience réalisée.

Le traitement par la staurosporine a été auss wstles cellules de GSNe afin de

connaitre les effets de cette molécule.
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3.ACTION D'ANTIRETROVIRAUX SUR LE VIRUS

VISNA

3.1. Les différents antiviraux testés

Quatre antirétroviraux ont été testés sur la soMitiea K1514 (figure 25):

« 3'azido-2',3'-deoxythymidine (AZT) (Sigma)

% mésylate de nelfinavir (N-tert-Butyl-decahydro-ZR2-hydroxy-3(R)-(3-hydroxy-2-
methylbenzamido)-4-(phenylthio)butyl]-(4aS,8aS)gsmoline-3(S)-carboxamide
methanesulfonate) aimablement fourni par Rochendistics GmbH,

% hydroxy-t-butylamide ou "M8" (métabolite du mésgatle nelfinavir) aimablement
fourni par Pfizer,

< un inhibiteur de protéase virale de synthese (Aevid-phe-aldéhyde (BACHEM)).
(Sarubbiet al, 1993 ; Richardst al,, 1989a, b)

La solution d'AZT est préparée dans de l'eau kisti(25.10 M), filtrée puis
conservée a -20°C. Le mésylate de nelfinavir dgédians de I'éthanol, le composé M8 dans
du DMSO a 0,1 M. et sont conservés a 4°C. L'inbibyi de protéase de synthése est dilué

dans du méthanol (0,1M) et conservé a -20°C

m/z 330

0 ¥

|

CH OH |

HN 3 N AN
| T Lk
O \S 107 >N
O N .
HOCH, O
- D. R=CH; Nelfinavir (Mw 567)

N R=CH,OH M8 (Mw 583)

3'azido-2', 3'-deoxythymidine (AZT)
Mésylate de nelfinavir et M8

(Crommentuyret al, 2003)
Figure 25 : Formule chimique des composés testés
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3.2. Recherche de la cytotoxicité des antirétroviraux

3.2.1. Technique de coloration par le MTT

Pour évaluer la cytotoxicité des molécules antiggatestées, nous utilisons la
technique de coloration par le MTT (3-[4,5-Dimethydzol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) (Sigma). Elle est basée sur le clivagsalue tétrazolium MTT jaune, en cristaux
de formazan violets par diverses enzymes celldaigctives principalement des
déshydrogénases. Cette conversion se produit unigntedans les cellules vivantes. Les
cristaux de formazan sont solubilisés dans du DM&@a solution colorée résultante est
quantifiée au spectrophotometre ELISA (MRX, Dynhtecaboratories) par mesure de
I'absorbance (Abs) a 540 nm. La quantité de formdaamée est proportionnelle au nombre

de cellules vivantes.

Les cellules de PC sont cultivées dans du milientdetien contenant 5% de SVF, en
plaques 96 puits (Nunc) et ensemencées a une éatesi?.10 cellules/ puits. Différentes
concentrations d'AZT, de mésylate de nelfinavideuv8 sont ajoutées comme indiqué sur le
schéma suivant. Le virus est inoculé ou non dasspldts a une MOI de 0,1. Chaque

concentration est testée en quadruplicate avearmansrus.

Témoin essais

Visna®©

Visna +

MOI 0.1

0 100 50 25 12,5 6,25 3,125 156 0,78 0,39 0,2 TAM

0 10 5 1 0,5 0,1 0,05 0,01 0,005 0,001 [Mésylataelénavir]
ou [M8] uM
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Les cellules sont incubées 5 jours a 37°C. Apreshation, 20uL d'une solution
filtrée de MTT a 6mg/mL dans du PBS sont introddiiss chaque puit. La plague est mise a
incuber a 37°C dans le noir pendant 3 h. Pendaterops, les cellules vivantes réduisent les
sels de tétrazolium en formazan insoluble dansileun Le milieu de culture est ensuite
retiré puis 10QuL de DMSO sont introduits dans chaque puit, peramétia solubilisation des
cristaux formés a lintérieur des cellules. La pkagest mise sous agitation a température
ambiante pendant 20 min dans le noir. Apres commétsolution des cristaux de formazan,
la coloration formée est quantifiée au spectropmeétoe ELISA par mesure de I'Abs a 540
nm. L'absorbance lue est proportionnelle & la qiéamte formazan produite. Une autre

mesure a 690 nm est nécessaire afin de soustaediseitbance du bruit de fond.

3.2.2. Calcul du pourcentage de cytotoxicité et du pourcentage de

protection

La techniqgue de coloration au MTT nous permet d'paet de déterminer la
cytotoxicité des composés testés, d'autre part pEuvoir antiviral, représenté par le
pourcentage de protection, sur la souche Visna KliBVitro.

Le calcul du pourcentage de cytotoxicité et de qumtidn s’effectue selon le calcul
suivant :

Pourcentage de cytotoxicité= [(AbS s4onm ADS 690nm) cellutes traitéed (ADS s40nnrADS

690nn) cellules témoin]sX 100

Pourcentage de protection= [(AbS saonn— ADS sg0nm) cellules traitées et infectébs(ADS s40nnt

ADS 690nm) cellules témoins infectebsX 100
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4. ANALYSE DES MODIFICATIONS MORPHOLOGIQUES
NUCLEAIRES CARACTERISTIQUES DE L'APOPTOSE

4.1. Marquage par le DAPT

Le DAPI (4’,6’-diamidino-2-phénylindole) est un ngaieur fluorescent qui s’intercale
entre les bases A-T de I'ADN. Son emploi permetanohent la mise en évidence des
modifications morphologiques nucléaires liées @adf@ose par observation des noyaux des
cellules.

Dans les cellules normales colorées au DAPI, leetdes noyaux des cellules n'est pas
réduite et on observe une fluorescence bleue pmse. Tandis que la chromatine des
noyaux des cellules en apoptose est condenséintensité de fluorescence des noyaux
colorés au DAPI est accrue. Dans les phases pldiv¢a on peut observer la fragmentation

du noyau.

Aprés 20 min de fixation dans une solution de PBGparaformaldéhyde (PAF), les
cellules infectées et/ou traitées sont coloréesiparbation 5 min a température ambiante
avec une solution de DAPI (Sigma) a @g/mL dans du PBS. Les cellules sont rincées puis

observées au microscope a fluorescence (Leictag BP 340-380 nm.
La technique de marquage par le DAPI est utiliséelses deux modeles cellulaires

(PC et GSMt-lac) suite a l'infection par la soudfisna ou le traitement par la staurosporine,

mais également dans le cas des cellules de PC apeggion et traitement par I'AZT.

4. 2. Analyse de la fragmentation de 'ADN génomique

Les cellules de PC infectées et/ou traitées socuipgrées par trypsination puis
solubilisées dans du tampon TE9S (2010° cellules) (0,5 M EDTA, 10 mM NaCl, 10 mM
Tris-HCI (pH = 9), 1% SDS) contenant 1 mg/mL detgmase K (Sigma). Les échantillons
sont incubés une nuit a 50 °C.

Apres une nuit d'incubation, les protéines sonni@kées par extraction dans un meélange
phénol-chloroforme 3: 4 (v/iv). Aprés centrifugati@ 15000g pendant 10 min, le culot

d’ADN est lavé par de I'éthanol & 70 %, puis séeheéepris dans 25uL d’eau distillée stérile.
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Les « ladders » sont visualisés par migration slirdipgarose (Invitrogen) 1,6% contenant

0,1pg/mL de BEt (bromure d’éthidium) (Sigma) et obsergéus UV.

La mise en évidence des ladders a été uniquentectuegfe sur les cellules de PC infectées

et/ou traitées (staurosporine ou AZT).

4.3. Mise en évidence de la présence d'une population sub-G1 par

cytométrie de flux

Les cellules de PC, cultivées en flacon de culiee25 cm, sont décollées puis
récupérées puis centrifugées a 2000g pendant 1L0Apias deux lavages avec du PBS froid,
les cellules sont perméabilisées et fixées par ldmthanol a 70%, pendant 12 h a -20°C.
Elles peuvent étre conservées a -20°C au moinsemaine jusqu’a I'analyse.

Le culot cellulaire est lavé deux fois par du PB&jris dans 500uL de PBS froid
contenant 60 pL (soit 2400 U) de RNaseA (40 U, Rddragnostics) et incubé pendant 30
min a température ambiante. La RNaseA est prépanée concentration de 100 mg/mL dans
un tampon contenant (0,1 M Tris-HCI pH 7,6- 0,1 MQY), la DNase résiduelle est éliminée
par chauffage 20 minutes a 100°C.

Les cellules sont ensuite incubées avec 25 pL dimde propidium (IP) (Molecular
probes) a 1Img/mL pendant 5 min a température argieina I'obscurité. Elles sont alors
analysées par cytométrie de flux (CMF) a l'aidendanalyseur-trieur Facs Vantage (Becton
dickinson). Pour chaque échantillon, une analyseitionnelle a été réalisée a l'aide d'un
cytogramme FSC (Forward SCatter) versus SSC (Sidt&), afin d’exclure les événements
correspondants aux débris de petite taille et au&gats. 2.10cellules sont analysées par le
logiciel Cell Quest (Becton-Dickinson, USA). L'exaiion de I'lP s’effectue a 488 nm par le
laser argon; I'émission de fluorescence rougeessteillie a I'aide d’'un filtre passe-haut de
600 nm. L'analyse de la répartition des cellulessdeas différentes phases du cycle cellulaire
est réalisée avec le logiciel ModFit LT (Verity 8oére House, Inc., USA).

Cette expérience a été realisée avec les cellldeRB@ infectées ou non, et traitées ou

non par la staurosporine.
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5. ETUDE DU POTENTIEL TRANSMEMBRANAIRE
MITOCHONDRIAL (AYM)

5.1. Analyse du potentiel transmembranaire mitochondrial par

double marquaqge

Pour mettre en évidence la chute du potentiel mdodrial transmembranairdm)
observée au cours de l'apoptose, nous avons effagtudouble marquage, avec deux
fluorochromes JC-1 et TOTO-3.

Le 5,5',6,6'-tetrachloro-1,1’,3,3'-tetraethylbenzntazolyl-carbocyanine iodide ou JC-
1 permet de visualiser I'état du potentiel mitoah@l transmembranaire. La particularité du
JC-1 est le passage de sa longueur d'onde d'émubgivert (525 nm) au rouge (590 nm) en
fonction de I'état du potentiel mitochondrial tramembranaire.

Le 1,1-(4,4,8,8-tetramethyl-4,8-diazaundecametle)das-4-(3-methyl-2,3-dihydro-
(benzo-1,3-thiazole)-2-methylidene)-quinoliniunré@bdide ou TOTO-3 est un fluorochrome
intercalant de 'ADN de couleur bleue qui ne traeepas les membranes cellulaires intactes
mais pénetre dans les cellules mortes, dégradéeabuées (en nécrose ou apoptose
secondaire). Les débris et agrégats (TOTPs®nt alors éliminés de l'analyse portant sur
I'émission de fluorescence du JC-1. Ainsi, I'aralgsncerne la population cellulaire TOTO-
3.

5.2. Mode opératoire

5.2.1. Analyse du Ay, par CMF

Les deux fluorochromes JC-1 et TOTO-3 (Moleculasbes) sont préparés dans du
DMSO a une concentration de 1mg/mL et 1mM respegtant et conserves a -20°C.

Les cellules de PC sont ensemenceées puis cultdares des flacons de culture de 25
cn?’. Aprés 24 h d'adhésion, les cellules sont infegtéa traitées par la staurosporinevi
pendant 2h. Apres différents temps d'infection eurditement, les cellules sont récupérées
par trypsination, comptées puis ajustées a®lcélules/mL dans du milieu d’entretien. Les
cellules sont alors incubées avemimL de JC-1 pendant 30 min a 37°C puis avec 1 gM d
TOTO-3, 5 min a 37°C, a la suite de quoi elles soralysées par cytométrie de flux (CMF).
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Aprés double marquage JC-1/TOTO-3, £.déllules sont analysées, aprés élimination
des débris et aggrégats cellulaires, en CMF. Lguear d'onde d'excitation de JC-1 est 488
nm excité par le laser argon. La fluorescence \autdC-1 est enregistrée en FL1 (530Hm
15), alors que la fluorescence rouge de JC-1 esgmtrée en FL2 (575 nm 13). TOTO-3
est excité a 633 nm par le laser hélium-néon dlusaescence est enregistrée en FL4 (650
nm). Les analyses cytofluorimétriques sont effeesu@ar le logiciel Win MDI 2.8. Les
cytogrammes présentés expriment FL1 en fonctiofld2ou FL4 vs FL2 pour les cellules

témoins seulement.

5.2.2. Mise en évidence du potentiel mitochondrial membranaire par simple
marquage (JC-1), /in situ

Les cellules de PC sont ensemencées dans des wupBbdeflask (2.1
cellules/Slideflask) et infectées ou traitées ppMLde staurosporine pendant 2 heures. Apres
différents temps d’incubation, le milieu de cultexs retiré et remplacé par 1 mL de milieu de
culture contenantg/mL de JC-1. Les cellules sont alors incubées BOan87°C, rincées 1

fois avec du PBS et observées au microscope &#aence pour étre photographiées.

L'étude du potentiel mitochondrial transmembranairété réalisée sur les cellules de
PC infectées et/ou traitées par I'AZT ou le mésytk nelfinavir, ou par la staurosporine. La
technique a aussi été adaptée aux cellules de G&Minfectées ou traitées par la

staurosporine.
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6. ETUDE DE L'EXPRESSION DES ARNm PAR REVERSE
TRANSCRIPTION SUIVIE D'UNE REACTION DE
POLYMERISATION EN CHAINE (RT-PCR)

Cette étude a été réalisée sur les cellules denR&tiées ou non.
Les cellules de PC sont mises en culture dans aiésstde pétri (Nunc) d'un diamétre

de 35 mm & une densité de 5.t@llules / boite. Elles sont infectées 24 h afgésmise en

culture.

6.1. Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits des cellules de PCaidd du kit "High Pure RNA
Isolation Kit" (Roche Diagnostics) qui nécessit20i.cellules/échantillon. Les cellules sont
rincées avec 1 mL de PBS puis lysées avec 200utardeon de lyse (4,5 M guanidine
hydrochloride, 50mM Tris-HCI, 30% Triton X-100; pME;6). Ce tampon permet la
désorganisation des membranes, la libération dé$ puRs leur adsorption spécifique sur une
mini colonne constituée de deux couches de fibeesaire. L'ADN contaminant est digéré
par 180 U de Dnase |. Les sels, les protéinesseddéres impuretés cellulaires sont éliminés
par lavages successifs avec deux solutions étlyaeslj la premiére contenant du guanidine
hydrochloride (5M) et du Tris-HCI (20 mM) pH=6,& $econde contenant du NaCl (20mM)
et du Tris-HCI (2 mM), pH=7,5. L'utilisation de stibns a forte concentration saline
provogue la précipitation des protéines. Les ARBtamt fixés sur la colonne et sont élués
dans 100uL de tampon d'élution. La concentraticsn AlRRN est déterminée par mesure de
I'Abs a 260 nm et leur pureté par le rapport A&bs,g. Les ARN sont stockés a -80°C
jusqu’a leur utilisation. Les ARN totaux sont visés sur gel d’agarose 0,8% en présence de
BEL.
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6.2. RT-PCR

6.2.1. La réaction de transcription inverse (RT)

La réaction de transcription inverse est réalisékaide du kit «RETROscript »
(Ambion, Inc.). Elle permet la synthese d'ADNc #@tipales ARNm extraits.

1 pug d'ARN totaux est incubé 3 min a 70°C avec djamorces aléatoires (50uM) et
4 puL de dNTP Mix (10 mM de chaque : dATP ; dCTRGT® ; dTTP), puis placé dans la
glace. Le mélange suivant est alors ajouté : 2 @l1@X RT-PCR buffer, 1 uL de RNase
inhibitor et 100 U de réverse transcriptase M-ML\& mélange est incubé 1h a 42°C. La
réaction est arrétée par incubation 10 min a 9PWlir chaque série de réaction, un contrdle
positif (0,5 ug d’ARN fournit dans le kit) est ré&sa. Le contréle positif fourni permet de
s'assurer du bon déroulement de la réaction de RT.

Les ADNc obtenus sont conservés a -20°C.

6.2.2. La réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Le mélange réactionnel suivant est ajouté a 1 |ADdIc :

% 10X Thermophilic DNA polymerase Buffer (Promega) 5 Al
% MqgCl; (25 mM) (Promega) 1,5 pl
« dNTP Mix (10 mM) (Promega) 0,5 pl
+«» Amorce Reverse (R) (10 pM/uL) (Eurogentec) (Tableau 1ul
s Amorce Forward (F) (10 pM/uL) (Eurogentec) (Tablddy 1l
% Tag DNA Polymérase (5U/uL) 0,125 pl
+ Eau distillée et stérile gsp 25uL
Genes leumerq Taille (pb) Amorces
accession
B-actine OAU39357 2191 F : 5' gaaatcgtccgtgacatcaa 3'
R : 5' aaggaaggctggaagagagc 3'
OAPS53 F : 5' ctgggattcttcgtctgctc 3'
pS3 2155 R : 5' cagcacccataaaaggcact 3'
i AF068837 F : 5' atccttggaagagagttacaaaatg 3'
Caspase-31) partiel 665 R : 5' ttcggcttaaggactcaaattc 3'
i AF068837 F : 5' atccttggaagagagttacaaaatg 3'
Caspase-32) partiel 429 R : 5' gtctcaatgccacagtccagttc 3'
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3|

A partir des genes
Bl-2% humain (M13994) 5086 (mRna)F : 5' tgtcacagaggggctacgagtggg 3'
et murin 2914 (Dna) | R : 5' ggttcaggtactcaggtcatccaca 3
(MUSBCL21)
Bcl-2 A partir du géne | 5086 (mRna)F : 5' tgtcagcagaggggctacgagtggg
humain (M13994) 2914 (Dna) |R : 5' caggtactcagtcatccacagg 3'
Bcl-2 © A partir du géne F : 5' cagatggacctagtacccac 3'
humain (M13994 R : 5' ccatcagcttccagacattc 3'
Bax AF163774 446 F : 5' gcatccaccaagagctgag 3'
Partiel R : 5'tgggtgtcccaaagtaggag 3'
Bel-x| AF164517 766 F : 5' cccagaagggacagaatcag 3'
Complet R : 5'tgtctggtcatttccgactg 3'
AF164518 F : 5' cgctacgacacagagttcca 3'
Bak . 490 o .
Partiel R : 5'acaaactggcccaacagaac 3
AF030943 F : 5' catctctgcaccttctgctg3'
G3PDH Partiel 836 R : 5' gtcttctgggtggcagtgat3’

Tableau 11: Liste des amorces testées en RT-PCR
* . Shwartz-Cornikt al, 1997, “ : amorces permettant d’amplifier par-RCR I'ARNm du géne Bcl-

2 humain

L’amplification par PCR est réalisée dans un theyoteur (Perkin Elmer) : elle

débute par une dénaturation de I'ADNc : 10 min &X9%Suivie des cycles de PCR :

+»+ dénaturation des brins d’ADNc : 95°C-30 secondes,

% hybridation des amorces : Tm (°C)-30 secondes,

+ polymérisation de I'’ADNc : 72°C, 30 secondes.

35 cycles sont réalisés pour chaque gene maisigéiature d’hybridation (Tm) varie

en fonction de chaque couple d'amorces (tablealaXéquence des amorces est déterminée

par le programme PRIMER3 (Whilehead Institute foorBedical research) (tableau 11) et

comparée aux séquences stockées dans GENBANK.dLgdes d’amorces non spécifiques

du gene étudié sont éliminés.

Geénes Tempera(tfg ?T%b”da“on Taille amplifiat (pb)
B-actine 50 179
p53 50 404
Caspase-31) 50, 52, 60 665
Caspase-32) 60 429
Bcl-2 * 50, 52, 60 477
Bcl-2 50, 52, 60 476
Bcl-2 " 58 463
Bax 50, 52 346
Bcl-xl 50 599
Bak 52 350
G3PDH 52 201

Tableau 12: Conditions expérimentales testées en RT-PCR
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7.ANALYSE DES PROTEINES CELLULAIRES PAR
WESTERN-BLOT

Les cellules de PC sont ensemencées dans dessfldeotulture de 75 ¢nfNunc) a
une densité cellulaire de 1%¢ellules/flacons dans du milieu d’entretien. Eesit infectées
par le virus Visna ou traitées par la staurosporkmes différents temps, les cellules sont
décollées du support grace a la trypsine, récupé&iéas du PBS et centrifugées a 2000g
pendant 10 min. Les culots cellulaires sont séghés soient lysés immédiatement pour

récupérer les protéines, soient congelés a -80°C.

7.1. Extraction des protéines

7.1.1. Extraction des protéines totales

Les culots cellulaires sont repris dans 10010° cellules de tampon de lyse (50mM
HEPES pH=7,5, 1% déoxycholate, Nonidet P40, 0,196,S150 mM NaCl, 2Qug/mL
aprotinine). Cette solution est complétée par2d@L d'inhibiteur de protéase [(Protease
Cocktail Inhibitor (Sigma)]. La lyse des cellulest @btenue par 10 min d'incubation dans la
glace ; aprés centrifugation a 15000g a 4°C pengdmhin, le surnageant contenant toutes

les protéines cellulaires est récupéré. Il seraisndose.

7.1.2. Extraction des protéines mitochondriales, cytoplasmiques et

nucléaires

Le fractionnement : protéines mitochondriales/ciagsmiques est réalisé avec un kit
"Mitochondria/Cytosol Fractionation Kit" (Biovisign Une mise au point de ce protocole
nous a permis de récupérer aussi les protéinegaites. Ce kit est composé d'un tampon
d'extraction mitochondrial, d'un tampon d'extractaes protéines du cytosol (5X), de DTT
(Dithiothreitol) 1M et d'un cocktail d'inhibiteuredprotéases.

Pour cette extraction, 1@ellules/échantillon sont nécessaires. Aprés kenag PBS
du culot cellulaire, celui-ci est resuspendu dansmélange comprenant 1 mL de tampon
d’extraction cytoplasmique, 1M de DTT et des intdbrs de protéase. Les cellules sont

éclatées par plusieurs passages dans un broyetricgle a 4°C.
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L'hnomogénat est centrifugé a 700g pendant 10 miAGy; le culot et le surnageant
vont permettre I'obtention de la fraction nucléatreytoplasmique, respectivement :

X le culot est resuspendu dans 200 pL d'un tamporpirant [500mM KCI,
25mM HEPES pH=7.8, 1mM phenylmethanesulfonyl flder(PMSF), 104M DTT,
10% glycerol ] et centrifugé a 20000g pendant 1@.nhia fraction nucléaire est
contenue dans le surnageant. Cette étape correspomnel adaptation du protocole du
kit d’apres Yeet al, 1996.
<> Le surnageant est récupéré puis centrifugé a 12p80dant 30 min a 4°C. Le
surnageant correspond a la fraction cytoplasmidyeeculot issu de cette derniere
centrifugation correspond a la fraction mitochoaldriet est resuspendu dans un
meélange comprenant 1 mL de tampon d'extractionamndodrial, 1uM de DTT et 2
WL de cocktail d'inhibiteur de protéases.

Chaque fraction protéigue est dosée puis conservée°C.

7.1.3. Dosage protéique de I'extrait cellulaire

La concentration protéique du lysat cellulaire déterminée par la méthode de
Bradford [(Bio-Rad's protein assay (Bio-Rad)]. @salye protéique est basé sur les variations
de couleur du colorant bleu de Coomassie G-25@ponse a différentes concentrations de
protéines. Le surnageant issu de l'extraction efiamgé au réactif de Bradford, incubé
pendant 5 min dans la glace puis I'absorbance dange est lue a 595 nm. Au préalable une
gamme étalon est réalisée avec différentes dilsitidnne solution de BSA (Bovine Serum
Albumin) (Sigma). Les concentrations protéiquest sastenues par report de I'Abs sur la
droite étalon de BSA.

7.2. Western-blot

7.2.1. Préparation des échantillons

La quantité de protéines déposée sur les gels lgagrglamide est de 30ug pour les
différentes fractions et de %@ pour les extraits totaux. Chaque extrait celtelaist mélangé
avec un tampon de charge 2X volume a volume (50mid-HCI pH=6,8, 100 mMp@-
mercaptoéthanol, 2% SDS, 0,1% bleu de bromophéb@¥% glycérol) (Sigma). Les
échantillons sont portés a ébullition pendant 5 paiar dénaturer les protéines.
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7.2.2. Electrophorese des protéines en gel de polyacrylamide

7.2.2.1. Migration

Les protéines sont séparées par migration en SDSEPSodium-Dodecyl-Sulfate-
Polyacrylamide Gel". La concentration du gel enylarnide/bisacrylamide varie de 10 a 15
% en fonction du poids moléculaire des protéinasalyser. Apres le dépbt des échantillons,
la migration s'effectue a voltage constant : 10dtsVpendant 3 h dans un tampon de
migration (25 mM Tris-HCI, 250 mM glycine pH=8,3106 SDS) (Sigma).

7.2.2.2. Transfert sur membrane de nitrocellulose

Apres électrophorése, les protéines sont transféré@r une membrane de
nitrocellulose (cellulose nitrate transfer membraBieBond-NC (Whatman International
Ltd)). Le transfert s'effectue dans une cuve a aagséconstant 20 mA. Le temps de transfert
dépend de la taille des protéines a analyser ;lpltalle de la protéine est faible (d’environ
20 kda) plus le temps de transfert est importart)(8inon il est d'environ 1h30. Le transfert
s'effectue dans un tampon (48 mM Tris-HCI, 39 mMdBie, 0,037 % SDS 20 % méthanol)
(Sigma). Les membranes sont récupérées et col@@éeRouge Ponceau (Sigma) pour

s'assurer de la qualité du transfert puis décosaadeau.

7.2.3. Incubation des membranes avec |'anticorps

Les membranes sont incubées pendant 1h a tempgeeatiniante sous agitation dans
une solution de blocage composée de PBS-lait ou B8A) en fonction de l'anticorps
primaire utilisé (tableau 13) pour saturer lesssiten spécifiques.

Les membranes sont rincées puis incubées une nditCasous agitation avec
I'anticorps primaire préalablement dilué (tabled@y 1

Aprés une nuit, les membranes sont rincées 6 fais ane solution de PBS-0,1%
Tween 20 puis incubées avec l'anticorps secondhivé au 1/1000 dans la solution de
blocage pendant 1h30 sous agitation et a tempérambiante. Deux anticorps secondaires
sont utilisés : Anti-IgG (H+L) de lapin, couplé@aHRP "horseradish peroxidase" et un Anti-
IgG de souris, couplé a la HRP (DAKO) (tableau Efjsuite, les membranes sont a nouveau

lavées avant révélation.
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7.2.4. Reévélation par réaction de chimiluminescence

Les membranes sont incubées pendant 1 min dan<lange volume a volume des
solutions 1 et 2 du réactif de chimiluminescenceCl'EWestern Blotting Dectection
Reagents" (Amersham Biosciences). Elles sont enégibuttées et mises au contact d'un film
autoradiographique "Hyperfilm ECL" (Amersham Biaswes). Le temps de contact entre les
membranes et le film varie en fonction de l'anfisor de 5 sec a 5 min, afin d'obtenir un
signal d'une intensité optimale. Les films sontral@vélés par un développeur automatique
(Kodak Diagnostic Imaging, RP X-OMAT processor med®I6B) et l'intensité de chaque
signal présent sur le film est déterminée pardgciel Kodak 1D.
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Vet

2S

S

2S

2S

2S

. . . Produit . Dilution de I'anticorps/solution de
Anticorps primaires dirigés contre Fournisseur
chez blocage
ANTI-APOPTOSIS-INDUCING 0
FACTOR (AIF), Lapin SIGMA 1/1000 dans PBS-4% BSA
humain
Anti-p53, Phospho-Specific, humain Sourig CALBIOQHIE Différentes Cort]gs'tt'ggss experimentales
. . . SANTA-CRUZ Différentes conditions expérimentales
Anti-p53 (DO-1), humain SOUNS | BI0TECHNOLOGY, INC. testées
Polyclonal anti P53 protéine, humain Lapin EURO-BIROSTICA Différentes co?gslttlggss experimentals
Monoclonal antibody anti-human p53 Sourig BD PHARIGEN Différentes Co?gs'tt'ggs experimentale
Monoclonal Antibody to cytochrome c, Souris ALEXIS BIOCHEMICALS Différentes cond|t|9ns expérimentalg
mouton testées
Monoclonal antibody anti-cytochrome ¢ Souris BD PHARMINGEN 1/1000 dans PBS-4% lait
Polyclonal Anti-Bax, humain Lapin DAKO Différentes cond|t|9ns experimental
testées
. , SANTA-CRUZ Différentes conditions expérimentale
Anti-Bax (B-9) SOUrS | g6 TECHNOLOGY, INC. testées
. : SANTA-CRUZ o lai
Monoclonal IgG anti-bcl-2 Souris BIOTECHNOLOGY, INC. 1/100 dans PBS-4% lait
. : SANTA-CRUZ o lai
Monoclonal IgG anti-p21 Souris BIOTECHNOLOGY, INC. 1/100 dans PBS-4% lait
Anti-actine Lapin SIGMA 1/5000 dans PBS-4% lait

Tableau 13: Conditions d'utilisation des anticorps primaires en western-blot



Dans le tableau 13, les différents conditions expemtales testées correspondent a :

% des solutions de blocage composées soit de PBS/At it de PBS et lait avec
plusieurs pourcentages de lait ou BSA (1%, 2%,%) 5

¢ incubation de I'anticorps primaire pendant 2 h ragérature ambiante aprés une
incubation des membranes de nitrocellulose d’uniedans la solution de blocage,

% différentes concentrations d’anticorps primaired @0, 1/200, 1/500 et 1/2000)

ont été aussi testées.

Dilution/temps

Anticorps secondaires Produit chez Fournisseurs » :
d'incubation
Anti- lapin 1gG (H+L) . WB : 1/1000 dans
couplé HRP Chévre PROMEGA PBS
Anti-Souris couplé HRP Lapin DAKO WB : 1/1000 dans

PBS-lait 4%

Tableau 14: Conditions d'utilisation des anticorps secondaires

La technique d’analyse des protéines par westeoh#lété appliquée aux cellules de
PC infectées ou traitées par la staurosporine.
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8. EXPRESSION DES PROTEINES CELLULAIRES PAR
IMMUNOCYTOCHIMIE

Les cellules sont ensemencées dans des plaqueissghunc) (2.16 cellules/puits)
puis infectées par le virus Visna. Aprés difféeraeimps d'incubation, les cellules sont fixées
dans une solution de PBS-4% PAF pendant 20 mimpéeature ambiante et rincées 3 fois 5

min au PBS.

Le protocole dimmunocytochimie varie suivant lfemtps utilisé. Les conditions
d'utilisation des anticorps primaires et secondasent dressées dans les deux tableaux 15 et
16. Les étapes suivantes sont identiques pourdésianticorps :

Une fois fixées, les cellules de PC sont perméadsb avec une solution de PBS
contenant 0,1 % sodium-citrate-0,1% triton X100g(&&) dans du PBS pendant 20 min a
température ambiante. Apres lavages au PBS, etles iscubées avec une solution de
blocage PBS-0,1 % BSA pendant 45 min a tempéraambiante. Puis, les cellules sont
incubées avec l'anticorps primaire dilué (table&udans une solution de PBS-0,1 % BSA,
toute une nuit & 4 °C. Apres trois rincages au RBSs agitation, I'anticorps secondaire
généralement couplé au FITC, dilué dans du PBSefabl6), est mis en présence des
cellules 1h30 a 37 °C et a l'obscurité. Aprés trimisages au PBS, les cellules sont observées

au microscope a fluorescence (filtre FITC, BP 4904m).
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LCT

Anticorps primaires dirigés contre

Produit

Fournisseur

Dilution/temps d'incubation

chez
ANTI-APOPTOSIS-INDUCING FACTOR L apin SIGMA 1/500, 1 nuit a 4°C dans PBS-0,1%
(AIF), humain P BSA
. - . . 1/100, 1 nuit & 4° dans Tris buffer
Anti-p53, Phospho-Specific, humain Sourig CALBIOQWME saline (TBS)-0,1% BSA
: . . SANTA-CRUZ 1/500, 1 nuit & 4°C dans PBS-0,1%
Anti-p53 (DO-1), humain Souris BIOTECHNOLOGY, INC. BSA
R 10
Polyclonal anti P53 protéine, humain Lapin EURO-GINOSTICA 1/200, 1 nuit aBAéX dans PBS-0,1%
R rer
Monoclonal antibody anti-cytochrome ¢ Sourig BD ARMINGEN 1/200, 1 nuit aBAéAC\: dans PBS-0,1%
Polyclonal Anti-Bax, humain Lapin DAKO Différentes cond|t|9ns expérimentales
testées
. . SANTA-CRUZ Différentes conditions expérimentalés
Anti-Bax (B-9) SOUrs | BI0TECHNOLOGY, INC. testées
Monoclonal 1aG anti-bcl-2 Souris SANTA-CRUZ 1/100, 1 nuit a 4°C dans PBS-0,1%
g BIOTECHNOLOGY, INC. BSA

Tableau 15: Conditions d'utilisation des anticorps primaires en immunocytochimie

Les différentes conditions expérimentales testéagspondent a des essais de dilutions de I'apigcprimaires allant de 1/100 a 1/1000

et dilués dans la solution de blocage.



Anticorps secondaires Produit chez Fournisseurs D|Il_ut|on/te_mps
d'incubation
Anti-souris copple ala Lapin Valbiotech 1/500 dans PBS
fluoresceine
Anti- lapin couple ala Souris Valbiotech 1/500 dans PBS
fluoresceine

Tableau 16 : Conditions d'utilisation des anticorps secondaires en
immunocytochimie

Comme pour la technique danalyse des protéines pafestern-blot,
'immunocytochimie a été utilisée sur les celluds PC infectées ou traitées par la

staurosporine.
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9. ACTIVITES CASPASES

9.1. Dosage des activités caspases

Les cellules sont ensemencées dans des flaconstdeeae 75 cf(Nunc). Elles sont
infectées et/ou traitées par la staurosporine ou I'p&ZT. Apres différents temps de
traitement, les cellules sont trypsinées, centéasggya 2000 g pendant 10 min a 4°C. Les
culots cellulaires sont congelés a -80°C jusquésade.

Les cellules sont lysées par un tampon contenaf I0iton X-100/0,1 % citrate de
sodium. Le dosage des protéines s'effectue selonélhode de Bradford décrite dans le
chapitre 7.1.3.

Pour réaliser le dosage des activités caspasagla tiu kit (CaspACE Assay Sytem,
Fluorometric, Promega), la quantité de protéinésles doit étre comprise entre g/l et
10 pg/uL. Ce kit permet la mise en évidence des activag&spase-3 et caspase-1. Ce principe

de dosage a ensuite été adapté a la recherchetiétgs caspases -8 et -9.

Substrats Inhibiteurs Fournisseurs
Caspase-3 Ac-DEVD-AMC Ac-DEVD-CHO Promega
Caspase-1 Ac-YVAD-AMC Ac-YVAD-CHO Promega
Caspase-8 Ac-IETD-AMC Z-DEVD-FMK Bachem Biochimie
Caspase-9 Ac-LEHD-AMC Z-DEVD-FMK Bachem Biochimie

Tableau 17 : Les différents substrats et inhibiteurs de caspases utilisés

Les substrats et inhibiteurs choisis sont spéafigde chaque caspase étudiée. Les
conditions expérimentales réalisées par le labweatde Microbiologie ont été publiées
(Duvalet al, 2002).

Les substrats et inhibiteurs utilisés sont solsdsl dans du DMSO puis dilués dans de
I'eau & une concentration de 2,5 mM et conserv26°&. lIs sont utilisés a une concentration
finale de 5.1G M.

Un standard d'AMC (7-amino-4-méthyl coumarine) fstrni dans le kit. Il nous
permet d'étalonner le lecteur de plaque a fluoresceles longeurs d'onde d'excitation de
I'AMC sont respectivement 360-380 nm et 460-480 rivous avons utilisé un filtre
d'excitation de 365 nnx(25) et un filtre d'émission 510 nm 30).
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Une fois le dosage protéique réalisé, les différ@uhantillons a tester sont disposés
dans une plague 96 puits blanches a fond plat (\saton le tableau suivant :

Substrat/inhibiteur Substrat Blanc
Tampon Caspase 32uL 32uL 32 L
DMSO 2 uL 2 L 2 uL
DTT (ImM) 10puL 10uL 10puL
Lysat cellulaire O U -
Inhibiteur Caspase 2 uL - -
(2,5 mm)
H20 gsp 98uL gsp 98uL gsp 54pL
Incubation 30 min & 37°C
H20 - - 2 uL
Substrat Caspase 2 uL 2 uL -
(2,5mM)
Incubation 2h a 37°C

Tableau 18 : Distribution des réactifs pour le dosage des activités caspases
(Duval, 2003).

[0: le volume de chaque échantillon est toujourstajypour avoir une quantité de

protéines égale a 1.

Aprés 2 h d'incubation, la fluorescence est mesarde un lecteur de plaque a
fluorescence. La fluorescence mesurée traduibkxdtion du fluorochrome (AMC) suite au

clivage du substrat par la caspase correspondante.

L’activité des caspases a été recherchée sur lideede PC infectées et traitées par
I'AZT, ainsi que sur les cellules traitées par tawgosporine et/ou traitées par 'AZT.
Seule I'activité de la caspase-3 a été rechercluedes cellules de GSMt-lac infectées

ou traitées par la staurosporine.
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9.2. Marquage /n situ par le FITC-VAD-FMK

Le FITC-VAD-FMK ("CaspACE FITC-VAD-FMK In Situ Markr" (Promega)) est
synthétisé sur la méme base que le z-VAD-FMK, indily de caspases. Le FITC-VAD-FMK
fonctionne donc comme un inhibiteur de caspasasge Ispectre. Il pénétre naturellement les
membranes cellulaires sans qu'il y ait une pernfiéation préalable des cellules. Ce composé
permet un marquagae situsur cellules vivantes.

Les cellules sont ensemencées sur des supportsiicha puits” (Lab Tek I, Nunc),
infectées ou traitées. Apres différents temps ditetnent, le milieu de culture est remplacé
par du milieu d’entretien contenant le marquieusitu & une concentration finale de™L®1.
Apres 8 h d'incubation a 37°C et a l'obscurité, ¢eflules sont fixées comme décrit
précédemment, rincées et montées. L'observatidiectlee au microscope a fluorescence
(Filtre FITC).

Le marquage in situ par le FITC-VAD-FMK a été réalisur les cellules de PC
infectées et/ou traitées par 'AZT.
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10.DOSAGE  DE L'ACTIVITE LDH (LACTATE
DESHYDROGENASE)

10.1. Principe

Cette technique permet la mesure de la libérateoh@H dans le milieu de culture et
la mise en évidence de la perte de l'intégrité miarmdire. Le principe du kit " Cytotoxicity
Detection kit" est basé sur une réaction enzymatieptre la LDH et son substrat le lactate,
qui une fois métabolisé, libére des protons ddi réduisent le colorant et modifient sa
coloration. La réaction est colorimétrique. Plus lilaération de LDH dans le milieu

extracellulaire est importante, plus la colorativarron formée s'intensifie.

LDH

NAD" NADH +H*

< Tétrazolium

Catalyseur (Diaphorase) cr

Cl

10.2. Mode opératoire

Les cellules sont ensemencées dans des plaquesit86epinfectées comme décrit
précédemment. Différents contréles sont réalisés :
« deux contrbles négatifs : des cellules sont cudgvén absence de virus et en
présence (C) ou non d'AZT (O
% deux controles positifs correspondant a 100% detayicité : les cellules sont
incubées en présence’fCou non d'AZT (C) puis lysées par une solution de Triton X-100

10% dans du PBS pendant 15 min a 37°C.
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La plaque est divisée en deux, d'une part les lesllinfectées par le virus Visna,
d'autre part les cellules infectées et traitées 3mpM d'AZT. A différents temps post-
infection, les surnageants de culture sont récgpéygrés centrifugation a 1000g pendant 10
min et a 4°C, 10QL de surnageant de culture sont introduits dansnouelle plaque 96
puits. Le mélange réactionnel, contenant le lactateindicateur coloré et le catalyseur, est
ajouté aux surnageants (1@0/ puit). Aprés 10 min d'incubation a températumgbaante et a

['abri de la lumiere, I'Abs est mesurée a 490 nimide d'un lecteur ELISA.

10.3. Calcul du pourcentage de cytotoxicité

Le pourcentage de cytotoxicité est évalué en Gaitle rapport suivant :
% de cytotoxicité = (Abs essai - Abs T/ (Abs C" - Abs C)
% de cytotoxicité (en présence d'AZT) = (Abs essaiAbs C?) / (Abs C? - Abs C?
ou :
% Abs essai : absorbance de I'échantillon testé
% Abs C : absorbance du contrble négatif en absence d'AZT
< Abs C : absorbance du controle positif en absence d'AZT
% Abs C?: absorbance du controle négatif en présence d'AZT

% Abs C?: absorbance du contréle positif en présence T'AZ

Le relargage de la LDH a été recherché sur les dgpes cellulaires infectées et/ou
traitées par I'AZT.
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RESULTATS
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1. MISE EN EVIDENCE DE L'ECP INDUIT PAR LE
VIRUS VISNA. IN VITRO

Lorsque le virus Visna infecte les cellules de iRGritro, les syncytiasont mis en
évidence tres facilement dans la culture par singpleration par le May-Grinwald et le
Giemsa.

La figure 26 présente des cellules de PC en cu(yyelLes fibroblastes de PC sont
des cellules fusiformes qui forment un tapis celhal trés organisé. La photo B montre 'ECP
caractéristique des cellules de PC infectées puairds a savoir des syncytia (fleche) et une
lyse cellulaire. Les syncytia sont la conséqueneelad fusion d’'un nombre variable de

cellules, avec 3 a 60 noyaux par syncytilimsont visibles dés trois jours post-infection.
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Figure 26 : Coloration des cellules de PC au MGG

A : cellules de PC témoins (grossissement x200)

B : cellules de PC infectées par le virus Visna (ML) apres 4 jours pi (x200)
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2. LES VOIES IMPLIQUEES DANS L'APOPTOSE
VISNA-INDUITE

2.1. Mise en évidence de l'expression de I'ARNm de génes pro-

ou anti-apoptotiques

Dans le but de mettre en évidetexpression de 'ARNmM des genes impliqués dans
I'apoptose puis d’étudier leur variation dans leutes de PC infectées ou non, nous avons
recherché des couples d’amorces spécifiques deuehgéne a identifier. Certains genes
d’intérét impliqués dans I'apoptose sont séqueecdierement chez le mouton, comBel-

XL ; ou partiellement, c’est le cas des gap&3 caspase-3Bak et Bax, pour lesquels seul un
fragment de géne est disponible dans les banquefonieées. Les résultats de RT-PCR
obtenus avec les différents couples d’amorcesdeasidt répertoriés dans le tableau 19 :

Genes Taille amplifiat (pb) |Résultats
B-actine 179 +
p53 404 +
Caspase-3 665 -
Caspase-3 429 +
Bcl-2* 477 -
Bcl-2 476 -
Bcl-2” 463 -

Bax 346

Bcl-xl 599 +
Bak 350 +
G3PDH 201 +

Tableau 19 : Résulats obtenus par la technique de RT-PCR avec les couples
d'amorces testés

Comme le montre le tableau 19 et la figure 27,sskad ARNm des genep53
caspase-3Bak et Bcl-X. ont été mis en évidencdans notre modéle cellulaire. Lgsnes’
actine et G3PDH (glycéraldéhyde-3-phosphodésydrogénase) appelgénes témoins »

servent de contréle pour la RT-PCR. Normalement éaression ne varie pas au cours de
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I'apoptose et dans les différentes conditions erpgEmtales testées. Nous n’avons pas réussi a
mettre en évidence I'expression de 'ARNm de Bat2Bax dans les cellules de PC apres
avoir testé plusieurs couples d’amorces différents.

Le manque de reproductibilité des expériences dd’BR ne nous a pas permis de
semi-quantifier I'expression de ces genes. En mwannous avons montré que les ARNm
exprimés dans les cellules de PC témoins le s@d dans les cellules de PC infectées par le
virus Visna (figure 28). Notre modéle est restr@imd mise en évidence d’un petit nombre de

genes dans les cellules infectéeaspase-3p53 BaketBcl-X,..

Figure 27: Mise en évidence de I'expression des ARNdans les cellules de PC témoins

T : cellules de PC témoins ; 100 pb : marqueuraldsomoléculaires
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Figure 28 : Mise en évidence de I'expression des AR dans les cellules de PC infectées

par le virus Visna a 3 jours pi

T : cellules de PC témoins ; V : cellules de PGa® jours d'infection
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2.2. La voie intrinseque mitochondriale est activée au cours de

I'apoptose Visna-induite

2.2.1. Mise en évidence de la chute du AWm

2.2.1.1. Analyse par CMF

La chute du AWm est un évenement apoptotique précocgui apparait avant les
modifications morphologiques nucléaires et prédedelargage des molécules apoptogenes
mitochondriales. Pour étudier cette chute, lorsl’dpoptose Visna-induite, nous avons
effectué undouble marquage avec deux fluorochromes JC-1 et TQO-3 suivi d'une
analyse par CMF sur cellules en suspension.

Lorsque les membranes mitochondriales des celses integres et possedent un
potentiel éleve les molécules de JC-1 pénetrent dans la mitoci®mes grand nombre et
forment des agrégats qui émetteme fluorescence rouge-orangelLors d’'unechute du
potentiel mitochondrial membranaire, les molécules de JC-1 entrent dans les
mitochondries en quantité moindre et restent soued de monomeres gfliorescent dans
le vert.

La figure 29 présente les cytogrammes FL-1 vs Fibfnus pour chaque condition
expérimentale testééa fluorescence verte du JC-1 est recueillie en FL-tandis que la
fluorescence rouge-orange est en FLA.e cytogramme n°l présente la fluorescence du
TOTO-3 (FL4) en fonction de la fluorescence rougel@-1 (FL2), pour les cellules témoins.
Ce cytogramme montre que TOTO-3 permet de sépasidéux populations cellulaires
présentes dans les témoins c’est a dire la popunladfiOTO-3"» correspondardux cellules
mortes ou abimeéeset la population kKOTO-3"», cellules intactes et sainegjui sont
imperméables a TOTO-3. L'analyse des variationfuteescence du JC-1 sera effectuée sur
la population « TOTO-3, apres élimination des cellules mortes.

A partir des cytogrammes, il est possible de déteme pourcentage de cellules possédant
unAWm élevé (tableau 20).

Le cytogramme n°3 présente I'analyse des cellypessatraitement par 1uM de staurosporine
pendant 2h; 46,8% des cellules ont Am élevé contre 88,8% pour les témoins

(cytogramme n°2).

Les cytogrammes 4 a 10 présentent la cinétiquéedtion par le virus Visna. On observe une

chute deAWm apres le premier jour d’'infection avec 71,4% dekules avec un hali¥m
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(cytogramme n°4). Le pourcentage de cellules avet¥m élevé reste relativement constant
jusqu’a 5 jours pi. A partir de 6 jours pi, le poemtage de cellules avec W¥Wm élevé
commence a chuter pour atteindre 19,8% a 7 jourdAipisi, le potentiel mitochondrial
transmembranaire ne chute pas progressivementuas de I'infection. Nous observons une
chute deAWm immédiatement aprés I'infection, suivie d’'un pli jusqu’a 5 jours pi avec
sans changement significatif ; apres 5 jours datidm, leAWYm chute brutalement.

L'infection des cellules de PC par le virus Visna ppvoque une chute importante

du AWm a partir de 5 jours pi.

2.2.1.2. Révélation de la chute du AWm par marquage /7 situ avec le fluorochrome

JC-1

Afin de visualiser et de confirmer les résultatdenns en CMF sur cellules en
suspension, nous avons réalisemarquagein situ avec le fluorochrome JC-1 sur cellules
adhérentes infectées ou traitées par la staurosporine. Lelules sont observées et
photographiées au microscope a fluorescence.

Sur la figure 30, la photo A nous montre le margua@-1dans les cellules témoins
Ces cellules ont une fluorescence rougdue aux agrégats de JC-1 présents dans les
mitochondries, caractéristiques d'&¥m élevé. La photo B représente le marquage JC-1
obtenu dans de=llules traitées par 1 uM de staurosporine pendarzh. Apres traitement
par I'inducteur chimique, 2h uniquement, puisquasobservons un événement apoptotique
précoce un grand nombre de cellules présentent une importae fluorescence verteDe
plus, on distingue deux sortes de mitochondrieta: @eriphérie du noyau, les mitochondries
sont vertes, alors que dans les prolongements foipaé le rétrécissement cellulaire, les
mitochondries sont rouges donc intactes ; dansdidgles témoins, les mitochondries de toute
la cellule sont rouges.

Les photos C et D, E et F présentent les celldeB@ marquées par JC-1 et infectées pendant
3 jours et 5 jours, respectivement. Elles nous pent de confirmer les résultats obtenus
lors de l'analyse par CMF. Apres trois jours pi, aioserve des cellules isolées ayant des
mitochondries rouges et vertes (photos C) c’esteaavec ou sans chute d&m. La photo D
nous montrent que deés trois jours pi, les mitochesdles syncytia sont vertes : une chute de
AW¥Ym s’observe donc aussi dans les syncytia. Apresuss|jpi, le nombre de cellules

présentant une chute de potentiel mitochondrialcestparable a celui a 3 jours in
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revanche, a 7 jours pi, un grand nombre de syncytiprésentent une fluorescence verte
(photos G et H).

Ces résultats se corrélent aux résultats obtemssde I'analyse par CMF, nous
confirmons une Iégére chute A&m a 3 et 5 jours pi, constante entre 3 et 5 jouuiss tres

marquée a 7 jours pi.
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Fiqure 29 : Analyse par CMF de la chute dlAWm suite a l'infection par le virus Visna
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FL1 : fluorescence verte; FL2 : fluorescence rouige4 : fluorescence de TOTO-3
Ces résultats sont représentatifs de trois expatedifférentes.
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Conditions expérimentales Pourcentage de cellules avecA¥m élevé

Témoin 88,8
staurosporine 46,8

1 jour pi 71,4

2 jours pi 74,4

3 jours pi 67,5

4 jours pi 66,1

5 jours pi 67,9

6 jours pi 36,2

7 jours pi 19,8

Tableau 20 : Résultats de I'analyse des cytogrammes FL2 versus FL1
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{ ' .
Figure 30 : Marquagein situ des cellules de PC par le JC-1

A : cellules de PC témoins ; B : Cellules de P@des par la staurosporine (1uM, 2h).
B et C : cellules de PC apres 3 jours d’infectian lp virus Visna ; E et F : 5 jours pi ;
G et H: 7 jours pi. Pour les photos C, E, G : gissement x200 ; A, B, D, F, H : x100
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2.2.2. Le choix des anticorps

Par les techniques de western-blot et immunocytaiciies, nous avons analysé les
différentes voies apoptotiques induites par les/Misna. Pour aboutir aux résultats présentés

dans les paragraphes suivants, nous avons tegigand nombre d’anticorps. Les anticorps

utilisés et les résultats obtenus sont présentéslda tableaux 21 et 22.

Anticorps primaires dirigés contre Résultats Fournisseurs
PSP 9 obtenus sur PC

AIF, humain + SIGMA
Anti-p53, phospho-specific, humain + CALBIOCHEM

: : + SANTA-CRUZ
Anti-p53 (DO-1), humain BIOTECHNOLOGY, INC.
Polyclonal anti P53, humain + EURO-DIAGNOSTICA
Monoclonal antibody anti-cyt-c, humain + BD PHARMINGEN
Polyclonal Anti-Bax, humain - DAKO

. - SANTA-CRUZ
Anti-Bax (B-9) BIOTECHNOLOGY, INC.

: + SANTA-CRUZ

Monoclonal IgG anti-bcl-2 BIOTECHNOLOGY, INC.

Tableau 21 : Résultats obtenus en immunocytochimie

Résultats
Anticorps primaires dirigés contre obtenus sur Fournisseurs
PC
AIF, humain + SIGMA
Anti-p53, phospho-specific, humain - CALBIOCHEM
: - - SANTA-CRUZ
Anti-p53 (DO-1), humain BIOTECHNOLOGY, INC.
Polyclonal anti P53, humain - EURO-DIAGNOSTICA
Monoclonal antibody anti-human p53 - BD PHARMINGEN
Monoclonal Antibody to cyt-c, mouton - ALEXIS BIOCHEMICALS
Monoclonal antibody anti-cyt-c, humain + BD PHARMINGEN
Polyclonal Anti-Bax, humain - DAKO
. - SANTA-CRUZ
Anti-Bax (B-9) BIOTECHNOLOGY, INC.
: + SANTA-CRUZ
Monoclonal IgG anti-bcl-2 BIOTECHNOLOGY, INC.
: + SANTA-CRUZ
Monoclonal IgG anti-p21 BIOTECHNOLOGY, INC.
Anti-actine + SIGMA

Tableau 22 : Résultats obtenus en western-blot
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2.2.3. Le virus Visna provoque la libération de I'AIF et du cytochrome c

La libération des molécules apoptogénes se praguéts la chute ddWm. Au cours

de I'apoptose, le cytochrome c et I'AlF sont libkeep@ar la mitochondrie.

2.2.3.1. Mise en évidence de |'expression du cyt-c

Lors de l'apoptose, le cytochrome c est libéré dea Imitochondrie, migre dans le
cytoplasme de la celluleou il se lie a APAF-1 pour former I'apoptosome agtiver la
caspase-9.

La figure 31-A présente I'expression du cyt-c dé&s cellules de PC témoins ou
infectées par le virus Visna, apedraction des protéines totalesle la cellule. La figure 31-

B présente les blots obtenus aprés traitement digles de PC par la staurosporine.
L’expression de 'actine sert de contrdle pour firisi la quantité de protéines analysées ne
varie pas d’'un échantillon a l'autie’expression du cyt-c augmente en fonction du temps
d’infection et la quantification des blots nous permet de déraprgue son expression
augmente de 2 fois a 3 jours pi, de 3 fois a Ssjqiet de 4,5 fois a 7 jours pi, par rapport aux
cellules témoins. L’expression du cytochrome c deuttans les cellules traitées par la
staurosporine, par rapport au témoin.

La figure 32 nous montre I'expression des protéid#set cyt-cdans les différents
compartiments cellulairesen fonction du stimulus apoptotique : infectiom [gavirus Visha
(32-A) ou traitement par la staurosporine (32-Bpubl avons vérifié la qualité de nos
extractions grace a I'actine, protéine présentguement dans la fraction cytosolique (FC).
Notre technique d’extraction nous permet d’enrides différentes fractions en protéines
issues du cytosol, de la mitochondrie ou du noauelques légeres contaminations existent
néanmoins.

Sur la figure 32-B, on observe le relargage du cy-dans le cytoplasme des
cellules traitées par la staurosporine il est présent en grande quantité dans la tradtC,
mais n’est pas détecté dans la fraction FC desité&mioa quantité de cyt-c est élevée dans la
fraction mitochondriale (FM) des cellules traitges la staurosporine, comparativement au
témoin, confirmant une augmentation de I'expressioncyt-c lors du traitement par la
staurosporine.

Dans les cellules infectées par le virus, la figd2eA nousmontre un relargage du

cyt-c a 3 jours pi Une augmentation du cyt-c dans la fraction FM g@8s pi est aussi
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détectée dans le témoin. A 5 et 7 jours pi, leccgitsparait aussi bien de la fraction FC que de
la fraction FM.
Le relargage du cyt-c de la mitochondrie dans le tgplasme s’effectue apres trois

jours d’infection par le virus Visna.

2.2.3.2. Mise en évidence du relargage de I'ATF

L’AIF migre de la mitochondrie vers le noyau decidlule apoptotique ou il provoque
des cassures de 'ADN ; il active la voie indépenidales caspases.
Contrairement au cyt-da quantité d’AlF ne varie pas dans les cellules fectées par le
virus Visna comparativement au témoin (figure 31-A), son eggi@ ne varie pas non plus
apres traitement par la staurosporine (figure 31-B)
La staurosporine provoque le relargage de I'AlFde la mitochondrie (FM) et sa migration
dans le noyau (FN) (figure 32-B) : une bande cpoadant a I'AlIF est détectée dans le
noyau des cellules traitées, mais pas dans ceténaiin.
Dans la fraction FM (figure 32-A), I'expression b&IF augmente a 3 jours pi de 3 fois par
rapport au témoin mais aucune variation de I'exgoesde I'AIF n’est observée au cours de
I'infection : entre 3 jours pi, 5 jours pi et 7 jsupi. Nous mettons en évidence la
translocation de I'AIF dans le noyau des cellulesaelPC infectées par le virusL’AIF est
absent des noyaux (FN) des témoins. En revanchkst présent dans les noyaux des cellules
infectées a 3 jours pi et son expression augmen®fois a 5 jours pi par rapport a 3 jours
pi. A 7 jours pi son expression diminue : elleaseffet plus basse qu’a 3 jours pi (0,5 fois).

Ainsi, l'infection par le virus Visna provoque ldoération de I'AIF et du cyt-c. L’AIF
migre dans le noyau des cellules infectées apaopiesi et le cyt-c dans le cytoplasme. Le
traitement par la staurosporine provoque le méret sdir les cellules de PCinfection par
le virus Visna et le traitement par la staurosporire activent donc la voie intrinseque

mitochondriale et la voie indépendante des caspases

2.2.3.3. Expression de I'AIF et du cyt-c par immunocytochimie

Sur la figure 33, les cellules non infectées etquées par I'anticorps fluorescent anti-
cyt-c (BD Pharmingen) présentent une tres légarerdscence verte (A). Dans le cas du

traitement par la staurosporine (B), l'intensitéfd®rescence est forte dans toute la cellule.
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Le rétrécissement cellulaire provoqué par ce traét®t chimique nous empéche de localiser le
marquageDans le cas des cellules infecté€g, D et E), aux différents temps d’infection
présentésla libération du cyt-c est mise en évidence danssleellules individuelles(C et

D) et dans les syncytigE), caractérisant une libération du cyt-c de ltoamondrie vers le
cytoplasme des cellules infectées. A deux joursupé augmentation de fluorescence n’est
observée que dans quelques cellules (C). A 3 jpurutes les cellules individuelles sont
fortement marquées (D). A fort grossissement, lat@HiE nous permet d’observer que des

syncytia sont fortement marqués autour des noya@x¥purs pi.

Apres utilisation d’'un anticorps anti-AlF, on obgersur la figure 34, un tres léger
marquage vert diffus dans les cellules témoins @yrés 2 jours d’infection par le virus
Visna, le marquage vert tres intense se localises dizs noyaux des cellules infectées (C).
Apres 3 jours pi (D), les noyaux des syncytia samsi tres fortement marqués par le FITC.
Le relargage de I'AIF dans le noyau des cellules fiactées est observé dans les cellules
individuelles mais aussi dans les syncytia.

La libération de I'AIF de la mitochondrie et sartséocation dans le noyau des cellules
sont aussi observées apres traitement par la sfmrioe (B) avec une intensité exacerbée

dans les noyaux.
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Figure 31 : Expression des protéines AlF et cyt-car western-blot a partir d’extraits

protéiques totaux

T : témoin ; S : traitement par la staurosporing (OM ; 5h)
A : résultats obtenus apreés différents temps déinde par le virus Visna

B : résultats obtenus aprés traitement par la gsporine
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Figure 32 : Expression des protéines AlF et cyt-cahs les différents compartiments

cellulaires des PC par western-blot

FM : Fraction mitochondriale

FC : Fraction cytosolique

FN : Fraction nucléaire

T : témoin ; S : traitement par la staurosporing (OM ; 5h)

A : résultats obtenus apreés différents temps dtiide par le virus Visna

B : résultats obtenus aprés traitement par la gspoarine
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Figure 33 : Etude de la libération du cytochrome @ar immunocytochimie

A: cellules de PC témoins (x200); B: cellules EE traitées par 0,5 pM de
staurosporine pendant 5h (x200)

C, D: cellules infectées par le virus Visna a Argoet 3 jours pi, respectivement
(x200)

E : cellules infectées par le Visna a 3 jours gio®)
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Fiqure 34 : Etude de la libération de I’AIF par immunocytochimie

A : cellules de PC témoins
B : cellules de PC traitées par 0,5 uM de staumaspgendant 5 h

C et D : cellules de PC infectées a 2 et 3 joursegpectivement
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2.2.4. L'infection par le virus Visna provoque une baisse de |'expression de

la protéine Bcl-2

Nous avons recherché si le virus Visna modifiepi@ssion des protéines pro- ou anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2. Nous nous somim&gessés augrotéines Bcl-2 et Bax,
molécules anti- et pro-apoptotiques respectivement. Les membres de cette famille
influencent la balance entre la vie et la mortudalie. Bax et Bcl-2ont notamment poubdle
de réguler la formation des pores mitochondriauxqui permettent la libération des
molécules apoptogenes.

En ce qui concerne I'expression de la protéineBdans les cellules de PC infectées
ou non par le virus, la figure 35 montre que sopression est basse dans les cellules de PC
non infectées (T) compararativement a celle ddifiacL’expression de Bcl-2 diminue a 3
jours pi; apres 5 jours et 7 jours pi, la protéinen’est plus exprimée dans les cellules de
PC infectées.

Par marquagén situ a l'aide de l'anticorps anti-Bcl2 (figure 36), legllules non
infectées (A) présentent une fluorescence versediféuse et peu intense. Les cellules traitées
par la staurosporine fluorescent avec une intemsitactéristique (B)Seulement quelques
cellules de PC infectées apres 3 jours pi (C) émetit un signal de fluorescence visible,
comparativement aux cellules témoins. A partir dp&s pi, le marquage fluorescent est
identique aux témoins.

Les résultats du western-blot sont en accord avexrs Imarquages
immunocytochimiques : la protéine Bcl-2 est tres pgprimée dans les cellules de PC et

I'infection par le virus inhibe totalement son esgsion.

Concernant la molécule pro-apoptotique Bax, noumawesté deux anticorps anti-
Bax différents aussi bien en western-blot qu’enquage immunocytochimique. Aucun des
deux anticorps utilisés ne nous a permis de metir@vidence I'expression de la protéine Bax

dans notre modele cellulaire ovin, comme cela aiaé le cas pour 'TARNm.
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Figure 35 : Expression de la protéine Bcl-2 par wésrn-blot

T : cellules de PC témoins

_ < B-actine (43 Kda)

T 3 5 7 jourspi

Figure 36 : Expression de la protéine Bcl- 2 par immunocytochimie
A : cellules de PC témoains (x200)
B : cellules de PC traitées par 0,5 uM de staumasp@endant 5 h (x200)

C : cellules de PC infectées par le virus Visnga@ugs pi (x200)
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2.2.5. pb3 et p21 régulent |'apoptose Visna-induite

2.2.5.1. Expression de la protéine p53

De nombreuses perturbations cellulaires conduigdiactivation de la protéine p53.
Cette protéine provoque soit I'arrét du cycle dalhe soit 'apoptose. Pour étre active, p53
subit des modifications post-traductionnelles erti@aier des phosphorylations. Nous nous
sommes intéressés a la phosphorylation de p53nsusérine spécifique : la sérine 392. Nous
avons effectué deux types de marquage : soit parantirp53 soit par un anti-p53
phosphorylée. Les anticorps ont été testés respantnt en western-blot et en
immunomarquage.

Par western-blot, nous n'avons pas pu mettre esteéee la protéine p53 : aucun des
quatre anticorps anti-p53 humain n’a permis delegva présence de la protéine p53 ovine.

Par immunocytochimie, nous avons obtenu des répoms& immunomarquage
identiques avec les 3 anticorps différents : laigg37 en est un exemple avec I'anticorps
EURODIAGNOSTICA. Les cellules témoins (A) préseritame fluorescence faible et
diffuse, traduisant une faible expression basalpSfdans les cellules de PC non infectées.
Le traitement chimique par la staurosporine indog fluorescence plus nette (Bpres 4 et
7 jours d’infection par le virus Visna (C et D), ure augmentation de I'expression de la

protéine p53est visible comparativement aux cellules témoins.

L’expression de la protéine p53 phosphorylée s@éline 392, démontrant que celle-
ci est active, a été recherchée. Un double marq&&b€/DAPI a permis de visualiser le
méme champ optique (figure 38). Dans les cellukes@ non infectées (A), le marquage
FITC montre que I'expression de p53 phosphorylééiéfsis : le cytoplasme comme le noyau
des cellules fluorescent en vert. La photo B noersngt de confirmer, par marquage DAPI,
I'absence de condensation et de fragmentation aweléaractéristique de I'apoptose dans les
cellules de PC non infectées avec une fluoresdelece faible au niveau des noyaux. Dans le
cas des cellules infectées (C, D, E et F), la #soence verte est augmentée. Le double
marquage FITC (C) et DAPI (D) avec observation dénma champ, montre que la
fluorescence verte est augmentée et localisée ldanwyaux des cellules infectées. Elle est
plus intense a 7 jours (E) qua 4 jours pi (C). flaorescence verte FITC des noyaux

correspond aux noyaux condensés en DAPI.
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Ainsi, I'infection des cellules de PC par le viru§/isna augmente I'expression de la

protéine p53 et induit son activation par phosphoriation sur la sérine 392.

Figure 37 : Expression de la protéine p53 par immuocytochimie

A : cellules de PC témoins (x200)
B : cellules de PC traitées par 0,5 uM de staumasp@endant 5 h (x200)

C et D : cellules de PC infectées par le Visnayutg pi et 7 jours pi, respectivement
(x200)

Ces résultats sont obtenus avec I'anticorps EUR@NASTICA.
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Figure 38 : Double marquage p53 phosphorylée/DAPI

A et B : expression de p53 phosphorylée et marqsfel dans les cellules témoins
(x200)

C et D : Double marquage anti-p53 phosphorylée/DABhs les cellules de PC
infectées par le virus, a 4 jours pi.

E et F : Double marguage anti-p53 phosphorylée/DA&ts les cellules de PC
infectées par le virus, a 7 jours pi.

Pour les cellules infectées, le double marquage IDARC est présenté sur le méme

champ.
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225.2. Etude de Iexpression par western-blot dune des cibles

transcriptionnelles de p53 : la protéine p21

Apres avoir démontré que l'infection par le virugsiva augmente I'expression de la
protéine p53 avec une localisation nucléaire dertaéine active, il a été intéressant de
rechercher si ce facteur de transcription actierdiession du gene p21.

Par western blot, on observe sur la figure 39 tripiession de la protéine p21 reste
constante a 3 et 5 jours pi comparativement auuleslde PC non infectées. Elle est toujours
augmentée a 7 jours pi, 3 fois plus que dans ldestémoins. L'analyse du cycle cellulaire
présentée plus loin (figure 42) nous démontrerd gly a pas d’arrét du cycle cellulaire dans
les cellules infectées, bien que I'expression deqymente.

Ainsi, I'infection des cellules de PC par le viru§/isna augmente I'expression de la
protéine p21.

T 3 5 7 jourspi

Fiqure 39 : Expression de la protéine p21 par weste-blot

T : cellules de PC témoins
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2.3. Implication des caspases dans |'apoptose Visna-induite

Aprés avoir mis en évidence I'activation de la vimiginséque mitochondriale (cyt-c)
et de la voie indépendante des caspases (AIF), altmrs montrer que le virus Visna induit
I'activation des caspases. Pour cela, nous avarierehé, dans les cellules de PC infectées
ou non :

% l'activité de la caspase-3 caspase effectrice majeure responsable par dxatap
clivage internucléosomal de I'ADN

+« l'activation de la caspase-9ar formation de I'apoptosome suite a la libératio
cyt-c

% et enfin celle ddla caspase-8 caspase initiatrice impliquée dans la voie des
récepteurs de mort.

L’activité de chaque caspase est mise en évideréxee g |'utilisation de couples
substrat/inhibiteur spécifiques de chacune desasasp(figure 40).

Dans le cas de cellules infectées en présence du substrat correspondaraspase-3 est
activéeavec une augmentation significatisdes 5 jours pij soit 214,25 URF contre 184 pour
le témoin. Cette activité augmente progressivemeant atteindre une valeur élevée a 7 jours
pi (543,5 URF). En présence du couple substrabitenir spécifique de la caspase-3, aucune
variation d’activité caspase-3 n’est mise en éwderau cours des difféerents temps
d’infection.

En ce qui concerne la caspase-8, son activité augme significativement a partir de 6
jours pi avec un taux de seulement 167,5 URF contre 1455 le témoin. En revanche,
son activité est constante entre 6 et 7 jours pi.pEésence du couple substrat/inhibiteur
spécifiqgue de la caspase-8, aucune variation @igtcaspase-8 n'est mise en évidence au
cours des différents temps d’infection.

Dans le cas des cellules infectées, l'activité case-9 augmenteen fonction du temps
d’infection. Comme pour la caspase-8, son actimgédevient significative qu’a 6 jours pi
(185,75 URF). Elle augmente encore a 7 jours 2,AYRF).

La caspase-1, une caspase inflammatoire, n'esagiage dans les cellules infectées par le

virus Visna avec des valeurs d’'URF tres prochesetles du témoin.
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Figure 40 : Les activités caspases-3, -1, -8 etd#@ns les cellules de PC

Cellules de PC en présence du couple substratiiatib
spécifigue de chaque caspase

Cellules de PC en présence du substrat
spécifigue de chaque caspase

T QC-BgB-él\lﬂgl Ac-YVAD-AMC/
c- - Ac-YVAD -CHO
[ Ac-DEVD-AMC [] Ac-YVAD-AMC
[ Ac-IETD-AMC/ [ Ac-LEHD-AMC/
B Ac-lETD-AMC [l Ac-LEHD-AMC 7-DEVD-EMK Z-DEVD-EMK

Témoin : cellules non infectées avec ou sans itébi
Les valeurs d’intensité sont exprimées en unittikad de fluorescence (URF) avec p

0.05 (*), p< 0.01 (**) et p< 0.001 (***) par rapport au témoin, sans virus.
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2.4. Etude de la fragmentation de la chromatine

2.4.1. Mise en évidence du clivage de I'ADN

Afin de confirmer I'apparition des modifications npbologiques nucléaires observées
au cours de I'apoptose Visna-induite, nous avoolerehé la présence d’'une échelle d’ADN
ou « ladders » caractéristique de la fragmentatimmmatinienne dans les cellules de PC
infectées.

La figure 41 nous montrene fragmentation de 'ADN cellulaire avec un profi en
échelle dans les cellules de PC traitées par la stasporine (puit n° 3). Les ladders
obtenus correspondent a des fragments d’ADN déspgmiids moléculaires : 300, 600, 700 et
800 pb. Lorsquées cellules sont infectées par le virus Visna, peofil d’ADN est morcellé,
mais pas en échellépuit n°4) ; les fragments d’ADN ont une taillaiplimportante que ceux
obtenus apres traitement par la staurosporine, deeqoids moléculaires proches de 700,
1000 pb et au delde virus Visna provogue le clivage de 'ADN cellulae mais pas entre

les nucléosomes.

2.4.2. Mise en évidence d'une population sub-G1 par analyse du cycle

cellulaire par CMF

Pour justifier le clivage de 'ADN des cellules & aprés infection par le virus
Visna,nous avons analysé la distribution des cellules dares différentes phases du cycle
cellulaire.

Les cellules de PC non infectées (figure 42) prigsgrun cycle cellulaire qui évolue
normalement au cours du temf& revanche, les cellules infectées, a 4 ou 7 joup§
montrent un pic sub-G1 caractéristique des celluleapoptotiques; le pic est absent dans
la population cellulaire non infectée. En effetsldu marquage a l'iodure de propidium, nous
avons réalisé une fixation suivie d'une perméadtilis qui créent des micropores dans la
membrane plasmique des cellules. Ces derniersshhéau cours des différents lavages, des
petits fragments d’ADN des cellules apoptotiquessdia milieu extracellulaire. Les cellules
apoptotiques ont un contenu en ADN fortement diimorrespondant aux pics sub-G1
obtenus apres 4 jours et 7 jours d'infection. Lies pub-G1 correspondent a des cellules

ayant perdu leur contenu en ADN et donc a la pauaellulaire apoptotique. La figure 42
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nous permet de montrer que le pourcentage de eglard sub-G1 augmente de 4 a 7 jours pi,
respectivement avec 15,6% et 29,57 % de celluleptapques.

Sur la figure 43, on observe égalemémntprésence d’'un pic sub-G1 lorsque les
cellules sont traitées par la staurosporineLa forme du pic sub-G1 obtenu avec les cellules
infectées est plus large que celle des cellulégésmpar la staurosporine. On peut dire que la
taille des fragments d’ADN libérés par les cellulafectées en état d’'apoptose est plus

hétérogene que celle des fragments d’ADN libérésgsacellules traitées.

Figure 41: Electrophoréese de I'’ADN cellulaire sur gl d’agarose

. « ladder 100 pb », marqueur de poids moléasgair
: ADN de cellules de PC non infectées
: ADN de cellules de PC traitées par 0,5 uM dersisporine pendant 8 h

A W DN P

: ADN de cellules de PC infectées a 5 jours pi
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Figure 42 : Détection par CMF d’un pic sub-G1 dimsscellules infectées
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Figure 43 : Mise en évidence d’un pic sub-G1 suitgu traitement par la staurosporine
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3. EFFET D'ANTIRETROVIRAUX SUR L'APOPTOSE
VISNA-INDUITE

3.1. Effet d'un INTI : I'AZT

3.1.1. Cytotoxicité et effet antiviral de I'AZT

La recherche des effets de I'AZT sur I'apoptosendinduite a été abordée par
adaptation de la technique de coloration au MT&uxdparametres ont €té mesuresitro :
d’'une partle pourcentage de viabilité qui correspond a l'effecytotoxique de 'AZT sur
les cellules de PC en culture et d’autre parpourcentage de protection de I'AZT qui
correspond a l'effet antiviral, en fonction de concentrations croissantes d’AffJufe 44;
tableau 23). Le pourcentage de viabilité est déte¥rapres culture des cellules en présence
des difféerentes concentrations d’AZT alors quederpentage de protection des cellules est
déterminé en présence d’AZT et du virus Visna.

La figure 44 montre que I'AZT n’est pas cytotoxigsar les cellules de PC pour des
concentrations allant de 0,2 uM a 25 uM (¥b). Le pourcentage de viabilité oscille entre
90% et 100%. En revanche au dela de 25 uM, celdingnue et atteint 76%,2 a 100 uM.
L’effet de 'AZT sur la réplication du virus Visn&@ vitro, nous a permis de déterminer son
pouvoir antiviral. Sur cette méme figure, on obseque le pourcentage de protection de
I'AZT augmente en fonction de sa concentratioresli tres bas a la plus faible concentration
(0,2 uM; 13,3%:0,9) et atteint son maximum a 25 uM d’AZT (7589®).

L’étude du pourcentage de protection et du pouaggnte viabilité par la technique
de coloration par le MTT, nous a permis de déteemia concentration d’AZT la moins
cytotoxique tout en étant efficade vitro sur le virus Visna. Ainsi, dans notre systeme
cellulaire nous avons retenu, pour toutes les expériences ulgures, une concentration
finale de 25 uM d’AZT.
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Fiqure 44: Pourcentage de protection et de viabik cellulaire en présence d’AZT par la

technique du MTT

Pourcentage de protection

Pourcentage de viabilité

AZTI M + Ecart-type + Ecart-type
0,2 13,3+ 0,88 88,31+ 0,28
0,39 15,03+ 0,98 97,58+ 0,17
0,78 15,72+ 0,88 87,91+ 0,38
1,56 26,6+ 0,97 97,06+ 0,35

3,125 26,6+ 0,92 91,71+ 0,17
6,25 34,3+ 0,97 96,72+ 0,38
12,5 56,99+ 0,92 91,54+ 0,47
25 75,65+ 0,96 96,03+ 0,46
50 72,54+ 0,9 89,98+ 0,28
100 66,32+ 0,76 75,99+ 0,23

Tableau 23 : Pourcentage de protection et de viabilité en présence d'AZT
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3.1.2. Effet de I'AZT sur I'apoptose Visna-induite

Dans le but d’étudier I'effet de 'AZT sur I'apose Visna-induite, nous avons utilisé

la méme démarche expérimentale que dans les pphagrd et 2, précédemment.

3.1.2.1. Inhibition par 'AZT des modifications morphologiques nucléaires

observées au cours de |'apoptose

Deux approches ont été utilisées: la techniquecdieration par le DAPI et
I'électrophorese de 'ADN des cellules de PC.

Sur la figure 45, les noyaux des cellules de PC mdectées présentent, apres
coloration au DAPI, une faible fluorescence bleuere forme allongée (A). La photo B nous
démontre que l'aspect des noyaux des cellulegésmipar I'AZT est identique a celui des
noyaux des cellules témoins. L'AZT n’a donc padféteinducteur d’apoptose sur les cellules
de PC. Les photos C, D, E et F représentent leauxoges cellules infectées et colorés par le
DAPI. En C et E, on observe les modifications motpbiques nucléaires caractéristiques de
I'apoptose ; a 5 jours pi (C), un début de condeémsade la chromatine (indiqué par une
fleche) se manifeste par la fluorescence accruendgaux ; la morphologie des noyaux
change, ils s’arrondissent et se rétrécissentjcurid d’infection (E) on observe I'étape ultime
de I'apoptose avec la fragmentation de la chroreadies noyaux (fleche). Les photos D et F
correspondent aux noyaux de cellules infectéesiééeés par I'AZT : a 5 jours pi (D) comme
a 7 jrs pi (F), les noyaux des cellules ont un esspermal et présentent une fluorescence peu
intense semblable a celle des témoins. Aisiprésence d'AZT, les cellules infectées par
le virus Visna ne présentent pas de caractéristiggemorphologiques nucléaires liées a

I'apoptose.

Le pourcentage d’apoptose dans les cellules irdscl traitées par différentes
concentrations d’AZT est déterminé par comptage rdsgux apoptotiques colorés par le
DAPI, avec une fluorescence bleue intense et uacaspndensé ou fragmenté (figure 46).
Sur ce graphique, on remarque que les cellulesitdsmuon traitées et non infectées ne
présentent pas d’apoptose spontanée comme ledesethaitées uniquement par 25 uM
d’AZT. Le contréle positif d’apoptose c’est a dieetraitement par 0,5 pM de staurosporine
montre 100% d’apoptose apres 8 heures de traitefdans les cellules infectées par le virus

(0) on observe 50% d’apoptose. A faibles conceotratd’AZT, c’est a dire entre 3,125 et
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12,5 uM d’AZT, le pourcentage de cellules apoptotireste voisin de 50%e traitement
par 25 uM d’AZT entraine une réduction du pourcentage d’apoptosedans les cellules de
plus de la moitié et atteint 20 %. Il baisse jusgpl% a la dose de 50uM d’AZT.

Sur la figure 47, le profil de migration électropéiique de I'ADN des cellules
infectées et traitées par I'AZT (5) est identiqueetui des cellules témoins (2). On peut dire
que I'’AZT inhibe la fragmentation chromatinienne induite par le virus, confirmant

I'inhibition des modifications morphologiques.
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Fiqure 45 : Marquage nucléaire des cellules de P@ees coloration DAPI

A : cellules de PC non infectées
B : cellules de PC non infectées et traitées ppNRE’'AZT
C et E : cellules de PC infectées pendant 5 jaurgaurs respectivement

D et F : cellules de PC infectées en présence dM2aBAZT, a 5 et 7 jours pi
Grossissement x200
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Figure 46: Représentation du pourcentage d’apoptosgans les cellules de PC

Cellules : cellules de PC témoins non infectéen, traitées

Cellules et AZT : cellules de PC traitées par 25 @MZT pendant 7 jours
Staurosporine : cellules de PC traitées par 0,5dgMtaurosporine pendant 8 h

Les cellules de PC, infectées par le virus Visnadpat 7 jours, ont été traitées par
différentes concentrations d'’AZT : 0 ; 3,125 ; 6;23,5 ; 25 ;50 uM.
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. « ladder 100 pb », marqueur de poids moléasair
: ADN de cellules de PC non infectées
: ADN de cellules de PC traitées par 0,5 uM dersisporine pendant 8 heures
: ADN de cellules de PC infectées a 5 jours pi
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3.1.2.2. Conservation de l'intégrité membranaire des cellules de PC infectées et

traitées par 'AZT

Nous avons suivi, I'évolution de l'intégrité membeadre des cellules infectées et/ou
traitées par 'AZT, par dosage de la LDH dans Imageant des cellules en culture.

Deux approches ont été abordées :

e dans un premier temps, nous avons mesuré la tikmérde LDH sur les cellules
infectées et traitées ou non par I'AZT pendant urgo Les résultats sont présentés sur la
figure 48. Les cellules témoins présentent un éailelargage de LDH comme les cellules
infectées pendant 3 jours. Aprés 5 jours d'infactida libération de LDH augmente
légerement pour devenir élevée a 7 jours. L'augatemt de LDH a 7 jours pi correspond a
'ECP du au virus qui se traduit par la lyse celitd. En présence d’AZT et lorsque les
cellules sont infectées, le relargage de LDH esigarable a celui des cellules témoins non
infectées.

» dans un deuxiéme temps, le surnageant qui a&en@surer I'activité LDH a 3 ou 5
jours apres infection, est remplacé par du mili&ntietien sans virus et sans AZT, et un
nouveau dosage de LDH est réalisé’l*jour aprés infection (A et B, respectivement, fgu
49). La figure 49 montre que la LDH continue d’'éilerée dans le surnageant des cellules
infectées qui n'avaient pas recus d’AZT. En revanatans les cellules infectées et traitées
par 'AZT, on constate que le relargage de LDHp#gs important que dans les cellules non
infectées mais plus faible que dans les celluliesiges et non traitées.

L’AZT limite la libération de LDH en empéchant la lyse des cellules de PC.

Les pourcentages de cytotoxicité calculés et olstenyartir des figures 48 et 49
donnent les résultats suivants : 5% et 44,7 %autsjet 7 jours pi sans AZT respectivement,
contre 0% et 6% en présence d’AZT. Pour la secaqrience, les pourcentages de
cytotoxicité sont respectivement 42,7% (A) et 3 5B) en absence d’AZT contre 15,52%
(A) et 28,16% (B) en présence d’AZT.
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Figure 48 : Cinétique de libération de la LDH dandes cellules de PC

- cellules de PC infectées par le virus Visna saitetnent par I'AZT

cellules de PC infectées par le virus Visna engés de 25 pM d’AZT
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Figure 49 : Cinétigue de libération secondaire dealLDH
A : relargage secondaire de LDH apres 4 jours dhation avec le milieu d’entretien

B : relargage secondaire de LDH apres 2 jours dbation avec le milieu d’entretien
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3.1.2.3. L'AZT inhibe I'activation de la voie intrinseque mitochondriale induite par

le virus Visna

Comme précédemment, I'exploration de la voie isggue mitochondriale s’effectue
par deux approches expérimentales.

Dans un premier temps, les cellules de PC ont &ésnen culture, infectées par le
virus Visna et traitées simultanément par 25 uM4TA Aprés 7 jours, les cellules sont
marquées a l'aide des fluorochromes : JC-1 et T@TO-

La figure 50-1 et le tableau 24 montrent que 88@86 cellules de PC témoins
analysées présentent une fluorescence rouge, &'elte que le potentiel mitochondrial
transmembranaire des cellules est élevé. Apresirs ginfection par le virus Visna (figure
50-2), seulement 19,9% des cellules présentedi®¥m élevé. Un grand nombre de cellules
infectées présente une chute/dem. Lorsque les cellules de PC sont infectées eéasmpar
'AZT, pendant 7 jours (figure 50-3), 48,5% deslalels fluorescent dans le rouge aprés
marquage au JC-1. Le pourcentage de cellules pmsséh hautAWm (soit 48,5%), est
compris entre celui obtenu aprées 5 jours pi (67,98%6 jours pi (36,20%), sans AZT

(tableau 20)L’AZT diminue le nombre de cellules avec un faibleA¥m.

Dans un deuxieme temps, nous avons analysé latiérde I'AIF dans les cellules
infectées et traitées, par marquage immunocytocjuei

Sur la figure 51, les cellules témoins (A), commas tellules traitées par 25 uM
d’AZT (B) présentent un trés Iéger marquage fluoees vert diffus. L'incubation des cellules
de PC avec 25 uM d’AZT n’a aucun effet sur la lszlon cellulaire de I'AlF. Aprés 3 jours
d’infection (C), 'AIF transloque dans les noyaussdcellules infectées (cellules individuelles
et syncytia). Lorsque les cellules de PC sont iBfex en présence d’AZT (D), aucun
syncytium n’est observé a 3 jours pi et le marqualdeC est diffus comparable a celui de la
culture de PC témoin (A).

Le traitement par 'AZT empéche le relargage de I'AF de la mitochondie dans le

noyau des cellules infectées.
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Marquage réalisé avec les fluorochromes JC-1 etQ-QT

FL2 : fluorescence rouge ; FL1 : fluorescence verte

1
2
3

. cellules témoins aprés 7 jours de culture

: cellules aprés 7 jours d’infection

: cellules infectées et traitées par 25 uM d’AZhgant 7 jours.

Conditions expérimentales

Pourcentage de cellules avec un haut

AWYm

Témoins 88,8
Visna, 7 jours pi 19,9
Visna + AZT (25 uM) 48,5

Tableau 24: Analyse des cytogrammes 1, 2 et 3
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Figure 51 : Inhibition du relargage de I'AIF par I' AZT

A : cellules témoins

B : cellules traitées par 25uM d’AZT pendant trjoisrs
C : cellules infectées, 3 jrs pi

D : cellules infectées 3 jrs pi en présence d’AZT
Grossissement x200
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2.1.2.4. L'AZT inhibe l'activation des caspases

« I'AZT inhibe I'activation des caspases-3, -8 effi§ure 52).

Tout d’abord nous avons testé I'effet de 'AZT $es activités caspases des cellules
de PC intactes. Le traitement des cellules par TA2ul ne modifie I'activité d’aucune des 4
caspases. En effet, les valeurs d'URF des celléie®ins avec ou sans AZT ne varient pas
quel que soit la caspase.

Comme nous l'avons décrit préecédemment, nous sayoades caspases-3, -8 et -9
sont activées par le virus Visna. C'est I'effet IlRZT sur cette activation que nous allons
rechercher.

La caspase-1 n’est pas activée dans les cellulestées par le virus et le traitement
parl’AZT ne modifie pas I'activité de la caspase-lles valeurs d’URF des cellules infectées
en présence d’AZT sont égales ou trés voisinevalesirs du témoin.

Quelqgue soient les trois autres caspases étudié8s-8 ou -9, I'activation constatée
dans les cellules infectées disparait lorque ces més cellules sont traitées par I'AZT Si
I'on prend 'exemple de la caspase-3, son actiiténue des 5 jours pi avec 190 URF contre
214,25 URF sans AZT ; cette valeur est proche tle des cellules témoins avec 184 URF.
L’activité caspase-3 est toujours plus basse au6sjpi en présence d’AZT (258,75 URF)
contre 353,75 URF pour les cellules de PC infe¢téass AZT. L’inhibition de l'activité
caspase-3 par 'AZT est maintenue a 7 jours pi (QRE).

En ce qui concerne la caspase-8, les valeurs d’&RFE constantes en présence d’AZT (141
URF a 5 jours pi; 145,5 a 6 jours pi et 146,5 jaufs pi) et proches des valeurs d’'URF du
témoin non infectées (145,75 URF).

L’activité de la caspase-9 est diminuée dans ldsles infectées et traitées par 'AZT, avec
178,75 URF a 6 jours pi et 171,75 URF a 7 jourgQais valeurs sont identiques a celles du
témoin cellules non infectées (177,75 URF).

Nous nous sommes ensuite assurés du role de 'AZTapoptose. En effet, TAZT
bloque I'apoptose Visna-induite, mais bloque-tdpbptose induite par un traitement non
viral tel que le traitement par la staurosporinea?igure 53 nous montre que le traitement par
la staurosporine provoque l'activation des cas@s&- et -9 (4002 URF ; 602,5 et 436,25
respectivement). Ces valeurs sont beaucoup plugedecomparativement a celles obtenues

lors de l'infection par le virus Visna. En présemss traitements par la staurosporine et par
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I'AZT, les valeurs d'activité de chaque caspase stentiques a celles obtenues en absence
d’AZT (3905,50 URF pour la caspase-3 ; 604,25 pawaspase-8 et 447,25 pour la caspase-
9).

L’AZT bloque l'activation des caspases induites log de l'infection par le virus

Visna mais pas lors du traitement chimique par laturosporine.

« L’AZT inhibe I'activation de toutes les caspases

Grace a un inhibiteur de caspases a large spemtpgéca un fluorochrome comme le
FITC-VAD-FMK, nous avons réalisé un marquagesitu des cellules infectées possédant des
caspases actives. La fixation de cet inhibiteurlssircaspases actives entrainera le clivage
puis la libération du groupement fluorescent.

Dans les cellules témoins (figure 54, A), commesdi@s cellules de PC traitées par
'AZT (B), aucun marquage fluorescent n'est obsedanc aucune caspase n’est active.
Lorsque les cellules sont infectées par le virusn"ipendant 5 jours (C) ou 6 jours (E), de
nombreuses cellules développent une fluorescente, teaduisant la présence de caspases
actives dans les cellules infectées. En préserkgTdet d’infection par le virus Visna (D et
F), a 5 jours pi comme a 6 jours pi, aucune fluogase verte n’est détectée.

Par marquage avec le FITC-VAD-FMK, inhibiteur aglarspectre, nous ne détectons
aucune activité caspase en présence d’AZT. On pautconclure qu’en présence de
traitement par I'AZT, les cellules ne possédent aume caspase active et que 'AZT

inhibe l'activation, par le virus Visna, de toutescaspases.
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Figure 52 : Activités caspases-3, -1, -8 et -9 dales cellules infectées et/ou traitées par

AZT

Témoin : cellules non infectées avec ou sans AZT
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Figure 53 : Activités des caspases dans les celkutie PC traitées par la staurosporine
et/ou 'AZT

Témoin : cellules non traitées

AZT : cellules cultivées en présence d'AZT

Staurosporine : cellules traitées par 0,5 uM derstporine pendant 8h

Staurosporine et AZT : cellules cultivées en présate staurosporine (0,5 UM ; 8h) et
25uM d’AZT.
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Fiqure 54: Marquage par le FITC-VAD-FMK

. cellules témoins aprés 6 jours de culture

: cellules traitées par 25uM d’AZT pendant 6 pur

: cellules infectées pendant 5 jours et traifged’AZT

A
B
C : cellules infectées pendant 5 jours
D
E : cellules infectées pendant 6 jours
F

: cellules infectées pendant 6 jours en présdifcer

Grossissement x200
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3.2. Effet des autres antirétroviraux

Comme nous l'avons indiqué dans les matériels ¢hoaés, nous avons testé d’autres
antirétroviraux. D’une part, nous souhaitons sasod’autres antirétroviraux ont un effet sur
la réplication du virus Visnan vitro, et d’autre part s’ils ont un effet sur I'apoptogisna-
induite.

Nous avons tout d’abord déterminé, par la technigueMTT, la cytotoxicité du
mésylate de nelfinavir, du M8 et de l'inhibiteur desynthése Nous avons testé une échelle
de concentrations allant 10uM a 1nM, concentratlmeucoup plus faibles que pour I'AZT,
comparativement aux échelles de concentrationgivo. Quels que soient les concentrations
testées, les pourcentages de viabilité sont prodeet00%. Ces trois molécules n'ont pas
d’effet cytotoxique sur les cellules de PC quellee csoit leur concentration. En présence
d’infection et de traitement, les absorbances néesusont identiques a celles des cellules
infectées et les pourcentages de viabilité cebelabisins de 0Ces trois moléculesn’ont
aucun effet inhibiteur sur la réplication du virus Visna, in vitro.

Dans le cas du mésylate de nelfinavir, nous aveadserché son effet sur la chute du
potentiel mitochondrial transmembranaire apres ooarquage JC-1/TOTO-3 (figure 55) et
26,3 % de cellules ont UKWWm élevé apres traitement des cellules de PC irdsqiar 100nM
de mésylate de nelfinavir pendant 7 jours, con88% pour les cellules de PC témoin et
19,8% dans le cas des cellules infectées par Us Wisna pendant 7 jours (tableau 25). En
présence d’AZT, 48,5% des cellules de PC infeatédmitées par 25uM d’AZT ont uki¥m
élevé.

Les inhibiteurs de protéase testés, actifs sur lagtéase du HIV, n’ont aucun effet
sur la protéase du virus Visna.

Au vu de ces résultats nous n’avons pas approfuslrecherches.
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Figure 55: Analyse du potentiel mitochondrial transnembranaire (A¥Ym)

1 : cellules témoins apres 7 jours de culture ; @eliules de PC aprés 7 jours
d’infection ; 3 : Infection par le virus Visna etaitement par 100nM de mésylate de

nelfinavir pendant 7 jours.

. L. Pourcentage de cellules avec un haut
Conditions expérimentales
AWYm
Témoins 88,8
Visna, 7 jours pi 19,9
Visna + mésylate de 26,3
nelfinavir (100nM)

Tableau 25: Analyse des cytogrammes 1, 2 et 3
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4. UTILISATION DUN NOUVEAU  MODELE
CELLULAIRE : LES CELLULES DE 6SMt-/ac

4 1. Infection des cellules de GSMt-/ac par le virus Visna

Les cellules de membranes synoviales de chevre (G&Mt les cellules cibles
utilisées pour cultiver le virus de [larthrite ete d’encéphalite caprine, tres proche
phylogénétiquement du virus Visna. |l a été déjmalétré que le virus Visna infecte aussi
vitro les cellules de GSM (Cheblouet al,, 1996) en développant des syncytia. Nous avons
recherché si le virus Visna infecte les cellulesGieM transfectées par le gélae-Z par
simple coloration au MGG.

A la différence des cellules de PC, les cellule&&Mtdac (A et C) ont un aspect tres
hétérogene et une forme plus étoilée (figure 56%. jhhotos B et D nous montrent la présence
de syncytia lorsque les cellules de GSbtsont infectées par le virus Visna. Ces cellules ne
sont pas infectées avec une MOI de 0,1 ; il faet imfiection massive par un pool viral pour
obtenir ce résultat. Les syncytia apparaissentudtare a partir de 6 jours d’infection alors
gue dans les cellules de PC, ils apparaissent gegr8 avec une MOI de 0,1. Ce sont des
syncytia de petite taille d’'une dizaine a une gaing de noyaux contre 4 a 60 noyaux pour

les syncytia des PC infectées par le virus Visna.
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Figure 56 : Coloration des cellules de GSMiac au May-Grinwald Giemsa

A et C : cellules de GSM&ac témoins (grossissement x100 et x200)
B et D : cellules de GSM&c infectées par le virus Visna a 6 jours pi (x10@200)
Les fléeches indiquent la présence de syncytia.
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4 2. Mise en évidence des principales caractéristiques

apoptotiques

4.2.1. Effet du traitement par la staurosporine

Nous avons testé le méme inducteur chimique d'aseptla staurosporine, comme
contrdle positif. Apres coloration par le DAPI, moavons observé la morphologie des
noyaux des cellules de GSN&e témoins (figure 57, A) et celle des noyaux desutad de
GSMtdac incubées avec 0,5 pM de staurosporine pendantuedhieseulement (B). Les
noyaux des cellules témoins (A) ont un aspect gioet une fluorescence bleue peu intense.
Les noyaux des cellules traitées par la staurospoont tous un aspect fragmenté. On
distingue trés clairement la présence de corpstapgpes et 100% des cellules sont en
apoptose. Ces cellules ont atteint les stadesedtuhe I'apoptose puisque tous les noyaux sont
fragmentés. Les cellules de GSM¢t sont plus sensibles au traitement par la staurspo

que les cellules de PC.

4.2.2. Modifications morphologiques observées au cours de l'infection par le

virus Visna

Par marquage au DAPI, les cellules de G&Mtnon infectées présentent quelques
noyaux condenseés voir fragmentés (figure 58, A)juesuggere une apoptose spontanée
contrairement aux cellules de PC. Les cellules 8&1Gac infectées par le virus Visna (B, C
et D), ont de nombreux noyaux avec une fluorescbhmge intense. La condensation de la
chromatine apparait des 5 jours pi. Le virus Viswhit I'apoptose des cellules de GSMt;
comme dans les cellules de PC.

4.2.3. Modifications de l'intégrité membranaire

La figure 59 nous présente la cinétique de relaghggla LDH dans le surnageant des
cellules de GSMtac en fonction du temps d’infection. Le relargagdaleDH est significatif
mais faible dans le surnageant des cellules apy@sr§ d’infection (Abs 0,36). Apres 9 jours
d’infection, il augmente fortement avec une Absléga 0,76 contre 0,27 pour le témoin.
Comme pour les cellules de PC la libération de L&respond a 'ECP qui se manifeste
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dans les cellules infectées par le virus Viddans le cas des GSMiac, I'apparition du
relargage de LDH est plus tardif que dans le cas deellules de PC infectées.

Nous présentons, dans le tableau 26, les pour@ntaycytotoxicité dus a I'infection.
Ce pourcentage augmente légerement entre 3 et jmus brutalement a 9 jours d’infection
avec 60,4% contre 0,8 % de cytotoxicité a 3 jourdpres 9 jours, il continue d’augmenter
pour atteindre 81,8% a 11 jours d'infectiohlaugmentation du pourcentage de
cytotoxicité correspond a une augmentation du relayjage de LDH et a l'apparition

d’une lyse cellulaire due a I'infection par le virws Visna.

La figure 60 représente la cinétique de relargagnd.DH dans les cellules de GSMt-
lac infectées en présence ou non d’AZT. La courbeng & T » correspond a I'histogramme
de la figure 59. Entre 3 et 8 jours, la présenéd@ ne modifie pas le relargage de LDH par
les cellules infectées. En revanche, a partir geud d’infection, le relargage de LDH en
présence d’AZT est diminué. La présence de 'AZThddi culture de GSM&c infectées
influence le relargage de LDH, comme c’est le cassdes cellules de PC infectées. Ainsi le
traitement par 'AZT ralentit le relargage de LDHonc I'apparition de la lyse cellulaire
provoquée par le virus Visna.

Nous avons voulu savoir si 'AZT maintient son wité protectrice sur les cellules
infectées lorgu’il n'est plus présent dans le sgeaamt. Comme nous l'avons réalisé avec les
cellules de PC, nous avons remplacé le surnagesntultures préalablement infectées et
traitées ou non par du milieu de culture vierge,usie durée de 11 jours au total. Sur la figure
61, la durée d’incubation en abcisse correspondéais d’incubation des cellules avec le
milieu neuf. La courbe «sans AZT » correspond aaMules infectées et montre qu’en
présence de milieu neuf, les cellules infectéemrgakent la LDH. Sans AZT, la libération de
LDH dans les cellules de GSNée infectées par le virus Visna commencerait a 5gquir
puisque les 2 valeurs les plus élevées en 6 etld figure 61 correspondent a I'introduction
du milieu vierge a 5 et 7 jours d’infection. La cbe « avec AZT » nous montre que I'AZT
retarde le relargage de la LDH, méme lorsqu’il higlsis dans le milieu. L’AZT continue
d’exercer son activité protectrice sans étre presams le milieu a condition qu’il soit

introduit dans la culture en méme temps que leswfigna.
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Fiqure 57: Marguage nucléaire par coloration DAPI dans les cellules de GSMiac

traitées par la staurosporine

A : cellules de GSMtac témoins

B : cellules de GSMIac apreés traitement par 0,5 UM de staurosporine peritia
Grossissement x200

Figure 58 : Marquage nucléaire des cellules de GSMac par le DAPI
A : cellules de GSMtac témoins

B, C et D : cellules de GSM&c infectées par le virus Visna pendant 5 jours (A),
jours (C) et 9 jours (D)
Les fleches indiquent la présence de noyaux coédems fragmentés.

Grossissement x200
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Figure 59 : Cinétique de libération de la LDH dandes GSMt-lac infectées par le virus

Visna

T : cellule de PC en culture (Témoin)

Temps d'infection (jours pi) | Pourcentage de cytotoxicité (%)
3 0,8
5 1,6
6 4,1
7 111
8 18,7
9 60,4
10 70
11 81,2

Tableau 26 : Evaluation du pourcentage de cytotoxicité par dosage du
relargage de la LDH dans les cellules de 6SMt- /ac infectées
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Figqure 60 : Cinétique de libération de la LDH dandes cellules de GSMtac infectées

avec ou sans traitement par 'AZT
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Figure 61 : Evolution de la cinétique de libérationrsecondaire de LDH dans les cellules

de GSMt-ac infectées

6 jours : 5 jours d'infection et traitement ou neB jours d’incubation avec le milieu vierge

4 jours : 7 jours d'infection et traitement ou nod jours d’'incubation avec le milieu vierge...
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4.2.4. Mise en évidence de l'activité caspase-3

La figure 62 montre l'activité caspase-3 dans leflules de GSMtac témoins,
traitées par la staurosporine ou infectées pera@t8, 9 et 12 jours.

On note que les cellules témoins présentent unérdécactivité caspase-3
contrairement aux cellules de PC ce qui explique légére apoptose spontanée. Dans le cas
du traitemement par la staurosporine (0,5 uM, Ragtivité caspase-3 augmente (810,67
URF) par rapport au témoin (496 URF). Dans lesutadl infectées, aucune augmentation
n'apparait apres 3 jours d’'infection. En revandhesaspase-3 est activée des 6 jours pi avec
758 URF contre 496 URF pour le témoin, continueudgraenter jusqu’a atteindre un
maximum a 8 jours pi (1122 URF), puis diminue af@gsurs pi mais en restant toujours plus
élevée que dans les cellules témoins. Parallelefeeniveau de fluorescence du couple
substrat/inhibiteur est constant ce qui nous perdeetconfirmer la spécificité du couple
substrat/inhibiteur de la caspase-3, comme ceta démontré dans le cas des cellules de PC,
puisque nous avons utilisé ici le méme couple (A&AYD-AMC/Ac-DEVD-CHO).

Si 'on compare ces résultats avec ceux obtenus darcas des cellules de PC
infectées par le Visna, on s’apercoit que l'acéiviaspase-3 est plus élevée dans les cellules
de GSMtlac infectées par le Visna que dans les PC infectéwss |'activité caspase-3
résiduelle des témoins est plus élevée que datasldes PQNous démontrons que le virus

Visna induit 'apoptose dans les cellules de GSM&c avec une activation de la caspase-3.
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4.2.6. Etude de la chute du AWm

Il nNa pas été possible d’analyser le potentielogtfibndrial transmembranaire des
cellules de GSMtac par CMF, comme nous l'avions mis au point avectdhiles de PC.

En effet, ces cellules sont sensibles au DMSO tansel les fluorochromes JC-1 et
TOTO-3 sont dilués, ce qui fausse les résultatalise duAWm. De plus, nous avons
observé une auto-fluorescence des cellules de G&Mjui géne I'analyse de ces cellules par
CMF.

4. 3. Relation entre apoptose et infection

Nous savons déja par la présence de syncytia apl@astion au MGG dans la culture
de GSMtlac infectées que le virus Visna est capable d’infeces cellulesjn vitro. Ces
cellules possedent un gene rapporteur, le ganeZ codant pour une enzyme B
galactosidase sous la dépendance de I'élémentpod@sé RRE commun aux virus Visna et
CAEV. Lorsque ces cellules sont infectées par tasvVisna et que le cycle de réplication
virale va débuter, la protéine rev va étre synsigéétiprécocemment puisque les ARNm codant
pour cette protéine sont synthétisés dés le débia dranscription. La protéine rev vient se
fixer sur I'élément RRE en amont du gene dp-tzalactosidase et permet la synthése de cette
derniére. L’enzyme transforme son substrat X-galesomposé bleu.

Dans un premier temps, nous avons utilisé les lesllde GSM transfectées pour
rechercher le pourcentage de cellules infectéeslepafisna,in vitro. Dans un deuxieme

temps, nous avons déterminé la relation directes eémfiection et apoptose dans ces cellules.

4.3.1. Mise en évidence de l'activité B-galactosidase dans les cellules

infectées en présence de X-gal

La figure 63 nous présente les cellules de GBlglapres infection par le virus Visna
et coloration par le X-gal. Nous constatons quectdhkiles bleues, appelées « gal+ », ne sont
pas majoritaires dans la culture infectée. Lesulml gal+ sont aussi bien des cellules
individuelles que des syncytia. Dans ces deux tgpéslaires, le virus Visna est capable de
déclencher un nouveau cycle de réplication virah. i©trouve également de nombreuses
cellules non bleues ou « gal- ». Ces cellules soittdes cellules non infectées par le virus
Visna soit des cellules infectées dans lesquadlegrlis est présent mais ne se réplique pas. La
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coloration X-gal est présentée dans la figure 68,jaurs et 7 jours d’infection, mais dées 3
jours, il est possible de mettre en évidence dibgles gal+.

4.3.2. Détermination du pourcentage de cellules « gal+ »

Nous avons dénombré le nombre de cellules bleweschamp microscopique. Pour
un méme temps d’infection, nous avons dénombréeaults champs optiques et calculé le
poucentage de cellules gal+.

On observe que le pourcentage de cellules « gaktigmente avec le temps
d’infection (figure 64). Mais a 9 jours pi, seuleme 3,33 %5,6 des cellules sont bleues.
L’écart-type nous permet de constater que le nondarecellules bleues par champ est
variable. Le constat que I'on peut faire est doulgeu de cellules sont infectées et capables
de déclencher un nouveau cycle de réplicationeviggres infection par le virus Visna et le

nombre de cellules infectées restent assez baséridg temps d’infection de 9 jours.

4.3.3. Détermination du pourcentage de cellules apoptotiques

De la méme facon, nous avons calculé le pourcemt@apeptose dans les cellules de
GSMtdac en fonction du temps d’infection. Par marquage DAfus avons compté les
noyaux apoptotiques présentant une fluorescenage liltense et un aspect condensé ou
fragmenté.

Sur la figure 65, on remarque que le pourcentagpapitose augmente avec le temps
d’infection jusqu’a 8 jours pi pour atteindre 51983e noyaux apoptotiques. Une légére
baisse a 9 jours pi (44,33%) peut s’expliquer papparition d’'une lyse cellulaire. Le
relargage de LDH est observée a 9 jours pi et seleoavec la chute du pourcentage

d’apoptose.

4.3.4. Corrélation entre apoptose et infection

Compte tenu des résultats obtenus préecédemmeneroamt la différence entre le
pourcentage de cellules infectées et capablesadiiipe de nouvelles particules virales (gal+)
et le pourcentage de cellules en apoptose, noussagalisé un double marquage Xgal/DAPI
ce qui a permis d’observer 4 populations cellutad#éférentes :

+ les cellules DAPI+/gal+ sont les cellules apoptadis| et infectées,
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% les cellules DAPI+/gal- correspondent aux cell@dpsptotiques soit non infectées
ou soit infectées par le virus Visna en état denieg.

+ les cellules DAPI-/gal+, cellules non apoptotignesis infectées ayant déclenche
un nouveau cycle de réplication virale dans le thatproduire de nouvelles
particules virales,

% les cellules DAPI-/gal-, cellules non apoptotiquest non infectées soit infectées
par le virus Visna en état de latence.

La figure 66 nous montre les résultats obtenussagoeible marquage des cellules de
GSMtdac infectées par le virus Visna. Les photos A et Brésentent le méme champ. La
photo A montre des cellules infectées apres raeélate I'activité3-galactosidase : peu de
cellules sont bleues et donc peu de cellules soieictées et productives de nouvelles
particules virales (gal+). La photo B montre leyawx des cellules colorés par le DAPI : de
nombreux noyaux présentent une fluorescence bleige ibhtense (DAPI+) et un aspect
condensé. Leur nombre est beaucoup plus importantegnombre de cellules bleues (gal+,
A). Les fleches blanches indiguent des noyaux caséke (B) qui ne sont pas colorées en bleu
sur la photo A. Inversement, les cellules indiguéasles fleches vertes (A) sont des cellules
gal+ dont les noyaux ne sont pas fluorescents eRIDB).

A la vue de ces résultats, nous avons effectué amptage des 3 différentes
populations les plus intéressantes (figure 67).Iqueesoit le temps d’infection, on confirme
les résultats précédemment décrits a savoir qumuecentage de cellules gal+/DAPI+ est
faible dans les cellules de GSMt-lac infectéesesii maximum a 8 jours pi et n‘’excede pas
5,84 %. Le pourcentage de cellules gal+/DAPI- augmerogressivement au cours du temps
avec un maximum a 9 jours pi soit 8,83 %. Le pouage le plus important est celui
représentant le taux de cellules gal-/ DAPI+ gaineaximum a 8 jours pi avec 45,50% des
cellules en apoptose puis il baisse a 9 jourspBE@).

Ainsi, le pourcentage de cellules gal+/DAPI+ resés faible quelque soit le temps
d’infection. Dans la culture infectée, la populaticellulaire majoritaire est la population gal-
/IDAPI+. Autrement dit, les cellules apoptotiquesnts@rincipalement les cellules non
infectées ou celles dans lesquelles le génome estalatent mais le virus ne se réplique pas.
Les cellules gal+ sont trés rarement en apoptaseirus Visna n’agit pas de la méme facon
sur toutes les cellules en culture. Toutes lesilesline produisent pas des particules virales ;

on se trouve donc en présence d’une populatiomdg&ge.
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Figure 63 : Mise en évidence de l'activit@-gal dans les cellules de GSM#&c infectées
A et B : cellules infectées et colorées apres 6sjpil

C et D : cellules infectées et colorées apres i&jpu
Les cellules infectées qui vont produire de nowselparticules virales (cellules

bleues) sont aussi bien les syncytia (fleches gpijee les cellules individualisées (fleches
blanches).
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Figure 64 : Pourcentage de cellules « gal+ » en fdion du temps d’infection
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Figure 65 : Pourcentage d’apoptose en fonction demps d’infection aprés marquage au
DAPI
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Fiqure 66 : Double marquage X-gal et DAPI dans lesellules de GSMtlac infectées par

le virus Visna
A : coloration X-gal ; B : coloration DAPI

Fléche blanche : cellules gal-/DAPI+ ; fleche vertellules gal+/DAPI-

100 ~
Egal+/DAPI+
E gal+/DAPI-
75 | I:Igal—/DAPI+
()
2
g 50 -
3
o
25 ~
O _
Témoin 3jrs 5jrs 7jrs 8jrs 9jrs

Temps d'infection

Figure 67 : Evaluation de I'apoptose par rapport ax pourcentages de cellules infectées

B Cellules de GSMtiac apoptotiques, infectées et capables de produire slparticules virales
- Cellules de GSMtiac non apoptotiques, infectées et capables de prodaides particules virales

luw Cellules de GSMtiac apoptotiques non infectées ou infectées de fac@tdnte
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L’induction de Il'apoptose lors des infections viragés peut-étre une étape
déterminante dans la pathogénese des maladieke HIV-1 est un exemple de virus
pathogene capable d’induire le processus apopwotipns les cellules infectées et non
infectées. Ce phénomene participe activement amlimodéficience observée chez les
malades. La disparition progressive des lymphocytEpendante du HIV, perturbe le
contrble de la réplication virale par le systémemumitaire, désorganise les organes
lymphoides ou a lieu la réponse immunitaire, etda@ina linstallation du syndrome
d'immunodéficience acquise (SIDA), avec apparitibimfections opportunistes séveres. Les
mécanismes responsables de la disparition des lyeypds T CD4 au cours de l'infection par
le HIV sont complexes, et ils ne sont que partie#at élucidés. Malgré le développement
d’'une réponse immunitaire active, le virus persiten niveau élevé dans le sang et les
organes lymphoides des patients et détruit progesaent les défenses immunitaires. Ainsi,
la mort du patient n’est pas due fine au virus lui-méme mais plutét & la réponse de
I'organisme héte chez qui I'apoptose participe ddatruction de la population lymphocytaire
et ainsi a celle du systeme immunitaire. Certaingsy comme le HPV, ont la capacité de
former des tumeurs chez I'h6te au cours de leulecs@plicatif. L'HPV a la possibilité de
déclencher I'apoptose pour bloquer I'activité ogéaique, mais aussi la capacité de bloquer
le processus apoptotique déclenché en réponse @désyachronisation du cycle cellulaire
(Finzeret al, 2002). Dans ce cas, le contréle de I'apoptosecesnme dans le cas du HIV,
une étape déterminante pour l'installation de ldadia. L'étude des voies apoptotiques
activées ou réprimées par l'infection virale permetcomprendre la contribution de I'hote
dans I'établissement de la maladie. La caractémisates constituants cellulaires et viraux,
potentiellement impliqués dans la régulation dentat cellulaire par apoptose, est une étape
essentielle pour une meilleure compréhension deathogénese virale et I'élaboration de
stratégies innovantes afin de prévenir I'apparities formes séveres de la maladie.

Au sein d’'un organisme, de nombreux facteurs agissar les cellules viennent
moduler la multiplication virale en modifiant laceptivité et la permissivité de I'hdte : citons
parmi ces facteurs, la température, le pH, les boss, les facteurs de croissance, les phases
du cycle cellulaire ou la synthese d’interféronanb notre systeme d’infectiam vitro, nous
avons utilisé des cellules primaires fibroblastgjuwbtenues a partir de plexus choroides,
cibles du virus Visna lors de I'infection natureli@e systeme de cultuine vitro est clos avec
absence d'interférence des systémes immunitairenfetmmatoire qui coexistent dans

l'infection Visna du mouton. L’effet cytopathologiq (ECP) induit par le virus Visna se
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caractérise par I'apparition de syncytia, le déppment d’un processus apoptotique dmec
fine une lyse cellulaire permettant la libération desoms. Les précédents travaux du
laboratoire ont établi I'apparition des principatasdifications morphologiques apoptotiques
(condensation et fragmentation chromatinienne)sraassi biochimiques avec I'activation de
la cascade des caspases. Le traitement des calel®C infectées, par des inhibiteurs de
caspases, retarde I'apparition du phénomene decblfdaire en permettant un maintien de
l'intégrité membranaire et en réduisant la productide particules virales. En utilisant ces
inhibiteurs, il a été possible de démontrer quetiVation des caspases est associée aux effets
cytopathologiques induits par le virus Visna (Dugthl, 2002a). Ces travaux ont permis de
conclure que I'ECP observé apres infection dealleslilde PC est en relation directe avec
I'induction de l'apoptose. De part l'activation desspases-8 et -9, nous avons aussi
déterminé I'implication des voies extrinseque dtimséque au cours de I'apoptose Visnha-
induite.

Notre travail a pour but de rechercher les évéenésnmioléculaires qui se produisent
en amont de l'activation des caspases, avec la srnis@€vidence de l'implication de la
mitochondrie dont le role est complexe dans l'atton et la régulation de I'apoptose, et
aussi de caractériser I'enchainement des évenereedes différentes protéines qui régulent

son intervention.

Nous avons tout d’abord exploré la voie intrinséquanitochondriale et la voie
secondaire qui en découle : la voie indépendantegieaspases.

La mitochondrie, délimitée par une double barriere membranaire, leeshéatre
d’échanges d’ions et de protéines. L'isolementtifelde la mitochondrie lui permet de
maintenir, au niveau de sa membrane interne, uanget électrochimique élevé qui est
nécessaire a ses fonctions métaboliques. Des matiihs majeures de la permeéabilité
mitochondriale semblent déterminantes dans le déotment de la mort cellulaire
programmeée (Kroemaest al, 1998). Elles se produisent bien avant 'actimatiles caspases et
des endonucléases (Green & Kroemer, 1998). Au abeif&poptose, la mitochondrie subit
des modifications de la perméabilité de ses deuxlmanes. Les équipes de B. Mignotte et
G. Kroemer ont montré que la dissipation du poétke la membrane interne mitochondriale
était un événement précoce de I'apoptose (Vayssteak, 1994 ; Zamzamét al, 1996). Par
utilisation d'un fluorochrome sensible a [I'état dupotentiel mitochondrial

transmembranaire, nous avons mis en évidence I'existence d’uneectatce potentiel lors
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de I'infectionin vitro par le virus Visna. Cette chute est trées marqué¢oars pi avec pres de
80% des cellules AWYm trés bas, contre seulement 11% dans les cetlel&C non infectées.
Le marquagén situ avec le fluorochrome JC-1 nous permet d’obseevehlte dulAWYm dans

les syncytia ce que nous ne pouvions pas distingaerCMF. La chute du potentiel
mitochondrial transmembranaire concerne donc touteses populations cellulaires autant

les cellules individuelles que les syncyti&lle se manifesterait méme précocément dans les
syncytia puisque dés 3 jours d’infection, ils oasdnitochondries a b@s¥m visibles. Nos
travaux sont en accord avec ceux de Fadral (2000a) qui décrivent les mémes phénomenes
dans des syncytia issus de cellules HelLa transfegiar le gene env du HIV-1. La chute du
AWYm s’observe aussi dans les cellules de PC trgiigela staurosporine, inducteur chimique
d’apoptose sur de nombreux types cellulaires (B@umal, 2000). La staurosporine a été
choisie lors de nos précédentes études comme pwsitif d’apoptose dans notre modéle
cellulaire (Duval, 2003). Parmi les nombreux strestés tels que la privation de sérum, les
radiations gamma ou un grand nombre de moléculesigunes, seule la staurosporine s’est
révélée étre un inducteur efficace d’apoptose sardellules de PC. La chute d4m
apparait dans les cellules de PC traitées paralrastporine apres seulement 2 heures de

traitement avec plus de la moitié des cellulesgiEt umA¥Pm bas.

En 1996, le groupe de Wang montre qu'une protéinésgmte dans l'espace
intermembranaire mitochondridé cytochrome ¢ est libérée dans le cytoplasme et intéragit
avec la protéine Apaf-1 contribuant a I'activatues caspases en particulier I'activation de la
procaspase-9 en caspase-9 active, apres formatiorcdmplexe : I'apoptosome (Ravagnan
et al, 2002). D’autres molécules de tailles supérieareslle du cyt-c sont également libérées
de I'espace intermembranaire au cours de I'apoptosst le cas dEAIF , flavoprotéine de
57 Kda caractérisée par le groupe de G. KroemesiriSet al, 1999b). Celle-ci est
redistribuée de I'espace intermembranaire mitochahders le cytosol puis vers le noyau ou
elle induit une condensation de la chromatine (betsal, 2000). L’'espace intermembranaire
mitochondrial abrite aussi certaines caspases,ladosme de zymogéenes inactifs tels que les
pro-caspases-2, -3, -8 et -9, qui sont libéréexitées dans des conditions proapoptotiques
(Susinet al, 1999a). Dans le but de mettre en évidence déadiibn du cyt-c et de I'AlF, nous
avons utilisé deux techniques : le western-blot’igimunocytochimie nous ont permis

d’observer I'expression des protéines cyt-c et ddiRs les cellules de PC infectées ou traitées

201



par la staurosporine et les variations d’expressiences protéines dans les différents
compartiments cellulaires : le noyau, le cytoplagtia mitochondrie.

Les protéines AIF et cyt-c sont observées dangxéwits protéiques totaux des cellules de
PC. L'infection entraine une augmentation progressie I'expression du cyt-c alors que la
quantité d’AlIF ne varie pas par rapport au témdpar fractionnement des protéines
cellulaires,la présence de I'AlIF dans le noyau des cellules edtées est mise en évidence
des 3 jours post-infection puis la quantité d’AIF augmente dans le noyalesy@ jours
d’infection et diminue a 7 jours, alors gqu’elle verrie pas dans la fraction mitochondriale des
cellules infectéed.a libération du cyt-c débute aussi a 3 jours pavec un relargage massif
ensuite ce dernier est absent du cytoplasme. Q#agésst surprenant puisque nous détectons
la présence du cyt-c dans les extraits protéiqoeat quel que soit le temps d’infection.
Nous supposons qu’'au cours de la technique d'd@idrapuis de séparation des protéines,
nous avons perdu une grande quantité de cyt-c.r€sdfaugmentation d’expression du cyt-c
dans les extraits totaux infectés, on peut suppgser le cyt-c est produit en quantité
suffisante suite a I'infection pour former de noeipt complexes apoptosomes et activer une
grande quantité de caspase-9. En revanche, AlFsagltdans le noyau des cellules pour
induire une voie caspase-indépendante. L'ordreetdrgage de ces deux molécules varie en
fonction du stimulus apoptotique et du type celleléFerriet al, 2000b) On peut dire que

le cyt-c et 'AIF sont libérés de la mitochondrie snultanément au cours de l'infection
par le virus Visna. Dans le cas de l'infectiom vitro par le HIV, le relargage de I'AIF
précéde celui du cyt-c de quelques heures ; uneldaliamplification par I'AlF accentue
I'ouverture des pores mitochondriaux et la chutedtm, sans connaissance du mécanisme
précis (Ferriet al, 2000b). Nous observons dans les cellules de R€tées, une chute du
potentiel mitochondrial transmembranaire au nivdala membrane interne puis un relargage
des molécules apoptogenem la membrane externe mitochondriale ; I'apoptosensl
induite s’accompagne des signes traduisant la pditisation des deux membranes
mitochondriales, comme c’est le cas lors de l'ititecpar le HIV, mais avec une chronologie
des évenements un peu différente (Fetril, 2000a). Le traitement par la staurosporine
entraine aussi la libération du cyt-c et de I’ANMais dans ce cas, la chute du potentiel
mitochondrial commence des 2 heures de traitemiefd eslargage du cyt-c et de I'AlIF
apparaissent apres 5 heures de traitement.

La méthodein situ par marquage immunocytochimique confirme l'augragon de

I'expression du cyt-c a 2 et 3 jours pi. Il nousiegossible de visualiser le relargage du cyt-c
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dans le cytoplasme mais seulement une augmentdtexpression. En revanche, nous
détectons la présence de I'AIF dans le noyau digle= infectées et nous observons tres
nettement quéde relargage de I'AIF se manifeste dans les celliddandividuelles comme
dans les syncytia Au dela de trois jours pi, le marquage immunoclibmique ne nous
permet pas d’'observer des différences de marquage.

On peut affirmer que le virus Visna active la voidantrinseque mitochondriale qui permet

la libération de I'AIF et du cyt-c. La libération de I'AIF et sa localisation nucléaiest
caractéristique de l'activation de la voie indépmmtd des caspases (Sustral, 2000). Ces
événements mitochondriaux, dissipation du potediela membrane interne mitochondriale
et libération de facteurs a travers la membraneregtmitochondriale, sont caractéristiques
de I'apoptose (Kroemer & Reed, 2000) et modulédgmprotéines pro- ou anti-apoptotiques
de la famille Bcl-2 (Grosst al,, 1999 ; Borner, 2003). Les protéines anti-apagiess comme
bcl-2 ou Bcl-X sont en partie localisées au niveau de la membeatsgne mitochondriale.
Cette localisation empéche la dissipation du pakntitochondrial ainsi que la libération du
cyt-c et I’AlIF a travers la membrane externe. Isgerent, les protéines pro-apoptotiques de
cette famille comme Bax, Bim, Bmf ou Bak sont stéslet viennent s’ancrer a la membrane
pour agir directement et induire ces modificatidDe.suppose que ces protéines interviennent
directement dans les modifications de la permééhititochondriale au cours de I'apoptose
(Green & Reed, 1998). Des mitochondries, isolégmréir de cellules surexprimant Bcl-2,
présentent une résistance a I'ouverture du PT¥ersement, la micro-injection de la protéine
Bax recombinante dans des cellules induit la di®p du potentiel mitochondrial et
I'apoptose de ces cellules (Marebal, 1998 ; Vander Heidegt al, 1997).

Quels sont alors les roles des protéines Bcl-2 e@B dans I'apoptose Visna-
induite ?
L’analyse par western blot démontre une chute d&sgion de Bcl-2 a 3 jours post-infection
etaucune expression n'est détectée au-delde marquage immunocytochimique montre une
tres faible expression de la protéine Bcl-2 dass#élules non infectées. En revanche, elle est
seulement exprimée dans quelques cellules infeet@gsurs pi. Cela a aussi été observeé lors
de l'infection par le HIV ou les protéines Tat @10 provoquent une chute de I'expression
de Bcl-2 qui précede la chute du potentiel mitochi@h membranaire (Sastst al, 1996 ;
Hashimotoet al, 1997). La protéase du HIV serait également dapdd provoquer le clivage

de la protéine Bcl-2 par activation de la caspasedlifiant ainsi la balance entre la quantité
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de membres pro- et anti-apoptotiques (Stretcll, 1996). Dans le cas du virus Visna, il n'a
pas été possible de justifier 'absence de proséBw-2 dans les cellules infectées a partir de
5 jours d’'infection mais la protéase du rétrovipmirrait étre responsable du clivage de la
protéine Bcl-2 puisque dans notre modele la caspast active. La chute d’expression puis
I'absence de Bcl-2 dans les cellules de PC infeatééncident cinétiquement avec la chute du
AWYm. Bcl-2 ne peut plus alors réguler 'ouverture geses mitochondriaux dans les cellules
infectées par le virus Visna.

L’emploi de trois méthodologies différentes : RTHQvestern-blot et immunocytochimie ne
nous a pas permis de mettre en éviddiegression de 'ARNm, ni I'expression de la
protéine Bax dans les cellules de P@on infectées ni dans les cellulatectées par le virus
Visna ou traitées par la staurosporine. Alors gqaesddes lymphocytes T infectés par le HIV,
'augmentation de I'expression des ARNm et de latgine Bax est détectée des 48h
d’infection (Geniniet al, 2001). Les amorces PCR que nous avons utiliséaonvenaient
pas. Les trois anticorps anti-Bax testés, provedarfburnisseurs différents, ne nous ont pas
permis de mettre en évidence I'expression de laépre Bax. Deux hypotheses peuvent
expliquer ces résultats. Le gene codant pour l#ém® Bax n'est pas exprimé dans les
cellules de PC alors que I'expression de Bax safaguitaire ou bien un ou plusieurs autres
membres de la famille de protéines Bcl-2 jouerait Ble pro-apoptotique. La séquence du
génome ovin n’'est pas complétement connue ce qligeee nos difficultés. Les anticorps
gue nous avons utilisés sont le plus souvent déisogms dirigés contre des protéines
humaines et non ovines, ce qui pourrait étre urmication de leur non-spécificité. Ceci

limite les expérimentations au niveau moléculaire.

La protéine p53joue un réle central dans le maintien de la stakét de I'intégrité du
génome cellulaire. En tant que facteur de trangsoripelle bloque la transition G1/S du cycle
cellulaire et joue un réle dans l'induction de larincellulaire par apoptose (Levine, 1997).
Les altérations de I'ADN, la déplétion en factedss croissance ou encore I'expression de
protéines virales peuvent déclencher la voie apigpi® dépendante de la protéine p53. La
protéine p33 des baculovirus et le HIV activeraigarr phosphorylation la voie p53-
dépendante conduisant au relargage du cyt-c etAdlé puis a l'activation des caspases
(Prikhod’ko et al, 1999; Geniniet al, 2001). Mais certains autres virus ont dévelogeg
mécanismes pour bloquer l'apoptose induite parrtdéime suppresseur de tumeur p53

(Hardwick, 1997). Parmi ces virus, on peut cites de&rus a ADN, tels les adénovirus
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humains, le virus simien (SV40) ou les papillomasihumains, mais aussi des virus a ARN,
tels le HIV et les virus HTLV-1 et 2 (Teodoro & Bri@n, 1997a et b). Le HIV est a la fois un
activateur et un répresseur de la voie p53 dépeaddin effet, les protéines du HIV
possedent des roles antagonistes d'inducteur ogpdesseur de I'apoptose : c’est le cas par
exemple de la protéine Tat (McCloskatyal, 1997 ; Harrockt al, 2003).
Pour explorer I'expression de p53 dans notre systeallulaire d’infectionin vitro, nous
avons utilisé deux anticorps dirigés contre la giret p53 : un anticorps anti-p53 et un
anticorps anti-p53 phosphorylée sur la sérine 3@2facteur de transcription p53 est actif
sous la forme d’un tétramére (Levine, 1997) quildense stabiliser par phosphorylation sur
la sérine 392 (Sakagucéi al, 1997). Nous avons démontré que I'infection paiidas Visna
induit une augmentation progressive de I'expresdmita protéine p53 jusqu’a 7 jours pi. Par
double marquage p53 phosphorylée/DAPI nous avotect#gedans les noyaux apoptotiques
des cellules infectées, la présence de p53 phodpkoactive. L'infection par ce virus ovin
entraine I'augmentation de I'expression de la pnet§53, son activation par phosphorylation
sur la sérine 392 et sa translocation nucléainesiAlors de l'infection par le virus Visna, p53
agit majoritairement comme facteur de transcriptibans la littérature, Gougeon (2001)
constate une chute de I'expression de la protéuelqrs de linfection par le HIV. Ceci est
décrit comme un moyen de suppression de l'apoppasele virus. D’autres auteurs ont
montré une augmentation de I'expression de p53pttorglée sur la sérine 15 (Genatial,
2001)in vitro. Marchenkoet al, 2000 ont aussi publiés que p53 serait capablgidscrer
dans la membrane mitochondriale pour activer leptere Apaf-1/caspase-9, sans libération
et intervention du cyt-c. p53 serait également bkgpee se lier a des protéines virales telles
que Tat ou Vpr du HIV pour agir sur I'apoptose (Ami et al, 2001 ; Sawayat al, 1998).
Le HIV est I'exemple type de la complexité d'un t&yse d’infection virale apoptotique,
contrairement a l'effet d’'une drogue qui agit tau® de facon identique sur les mémes
cellules en culture en respectant les mémes conditxpérimentales. Dans le cas des virus,
comme c’est le cas pour le virus Visna, les cinggyd’apparition des phénomenes peuvent
varier d’'un lot a l'autre.

Par activation de quelle cible transcriptionelle p8 agit dans notre systeme
cellulaire ?

Nous avons démontré que I'expression de la protBiie2 est sous-exprimée voire
absente lors de l'infectiom vitro par le virus Visna. Les genégl-2 et Bax mais aussp21

font partie des cibles transcriptionnelles de latgine p53. La protéine p21 est un inhibiteur
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des complexes cyclines/kinases qui régulent lassitians entre les différentes phases du
cycle cellulaire. La protéine p21 agit principaletnen provoquant l'arrét des cellules en
phase G1 du cycle cellulaire. Nous constatons wgmantation de I'expression de
protéine p2lapres 7 jours d’infection. Les travaux de Devied@dJones (1999) décrivent le
méme phénomene lors de l'infection par le virud'derpes bovin 1. Néanmoins, bien que
I'expression de p21 augmente, la représentatiofamhalyse du cycle cellulaire des PC
infectées ne montre aucun arrét du cycle. Il adt#@tintéressant de pouvoir déterminer par
I'analyse de I'expression des ARNm, si p21, BaB@t2 sont régulés dans notre systeme par
p53. En référence a la bibliographie et par companaavec le HIV, nous supposons que
I'expression de Bcl-2 serait régulée par les pn&®ivirales du virus Visna. Lors de
I'infection par le HIV, I'expression de 'ARNm etedla protéine p21 est surexprimée (Génini
et al, 2001). Vpr active p21 par une voie p53-déperadavipr provoquevia p21 un arrét du
cycle cellulaire en G2/M, permettant la producttenparticules virales, ce qui empécherait la
réponse immunitaire de I'h6te et ainsi favorisetaipersistance virale (Chowdhuey al,
2003). Dans notre modele PC-Visna, 'augmentatier’ekpression de p21 n’entraine pas
I'arrét du cycle cellulaire, ni en G1, ni en G2/pR1 pourrait alors étre surexprimée selon une
voie indépendante de p53 et favoriser I'apoptos#l pst aujourd’hui décrite comme
impliquée dans I'apoptose indépendamment de p53 @ action dépendrait du signal
apoptotique (Gartel & Tyner, 2003). Par exemplesddes lignées Hep3B déficientes en p53,
la surexpression de p2l1 provoque l'apoptose, conemeadiations ionisantes le font par
surexpression de p21 dans des thymocytes (Garigingr, 2003). Le génome du virus Visna
ne code pas de protéine Vpr ou son équivalent.r&erécents travaux démontrent un arrét
cellulaire en G2 suite a l'infection par un viruAEV recombinant exprimant les génes Vpr
et Vpx issus du SIV (Bouzar Baw al, 2003). Il a aussi été décrit que la protéine Belst
capable de provoquer un arrét du cycle cellulairé5& par un mécanisme encore inconnu
(Rinchevalet al, 2002). Suite a l'infection par le virus Visnabsence d’expression a la fois
de Vpr et Bcl-2 pourrait expliquer que le cyclelgkglire ne s’arréte ni en G1 ni en G2 dans
les cellules de PC infectées.

L’analyse du cycle cellulaire met en évidem@erésence d’'une population sub-G1
dans les cellules infectées par le virus Visnde nombre de cellules en sub-G1 augmente
avec le temps d’infection. Ce phénomene a été alssrvé lors de I'infectiorin vitro, de
cellules d’origine pulmonaire par le CAEV (Gendeina al, 1997). Des 4 jours d’infection,

des cellules ont un contenu en ADN diminué parepdd fragments d’ADN clivés au cours
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de I'apoptose ; c’est ce que nous avons montrd’éthelle de ladders par électrophorese.
Nous supposons d’'aprées la largeur du pic sub-Gllaympulation cellulaire posséde un
contenu en ADN variable du a la perte de fragmbgtérogenes. Plus le temps d’infection
augmente plus la largeur du pic augmente. Il y acdbien induction d’'un processus
apoptotique lors de l'infection par le virus Vispaisque la fragmentation de I'ADN est une
des caractéristiques de la mort cellulaire par sgsgp(Rasolat al, 1999; Sakahirat al.,
1999; Ferriet al, 2000). Ces résultats sont en accord avec cewenodtpar la technique
TUNEL, technique qui marque les extrémités 3’-OHétées lors du clivage de 'ADN
(Duval et al, 2002b). Le traitement par la staurosporine cdisgéaussi un pic sub-G1
indiquant une fragmentation de 'ADN des cellules BIC, mais la taille du pic est moins
large. La staurosporine provoque le clivage de MNAEBNntre les nucléosomes permettant
I'obtention de fragments de taille réguliere. Demfoeux articles décrivent le profil en
échelle ou ladders comme un critere non irréfutdieléa mort cellulaire (Hengartner, 2000).
Certains auteurs ont montré qu’en fonction du tge#ulaire, de la nature du stimulus
apoptotique, 'ADN des cellules apoptotiques nigas$ oligo-fragmenté, ce qui se traduit par
une absence de ladders. L'analyse de I'ADN isswalkiles de PC apoptotiques infectées
montre un profil de migration différent de celuirep traitement par la staurosporine. Les
fragments ont un poids moléculaire supérieur agk86u a des multiples de 180 pb. Le méme
phénomene est observé dans le cas du virus dgedaimavitro (Cheunget al, 2000), alors
que d’autres virus comme le virus influenza (Uchadeal, 2002), le HSV-1 (Koyama &
Adachi, 1997), le BHV-1 (Hanoet al, 1998), le HIV (Plymalest al, 1999) ou le CAEV
(Gendelman, 1997) présentent une échelle d’ADN ctéariatique, libérant des fragments
d’ADN distants de 180 a 200 pb. Concernant lesutedlde PC infectées, nos résultats sont
concordant avec ceux obtenus par CMF. Certainsueutent publié que les cellules
apoptotiques ne présentant pas de profil en écgloriteune fragmentation chromatinienne de
haut poids moléculaire de I'ordre de 50 Kb visilgar électrophorése en champ pulsé
(Sakahira et al., 1999 ; Oberhamne¢ral, 1993). Cette fragmentation pourrait aussi étre e
relation avec la libération de I'AIF qui est respahle d’'une fragmentation de haut poids

moléculaire (Susiet al, 2000).

Tous les évenements moléculaires que nous venonsjuskifier précedent
généralement 'activation des caspases (Green &mdew, 1998)L ’activation des caspases-

3, -8 et -9est caractéristique de I'apoptose Visna-induglle est directement associée aux
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effets cytopathologiques du virus Visna (Dugghl, 2002a). Les résultats que nous obtenons
confirment I'activation des caspases mais des réiffées mineures dans les cinétiques
d’apparition des différentes activités sont obsesvé.es délais d’apparition des phénomenes
apoptotiques peuvent varier, du fait que nous mavoeas utilisé le méme lot de virus et de
cellules primaires. Ces deux facteurs modifient sé#ement la reproductibilité des
cinétiques. Nous montrons que l'activité caspaser@mence a devenir significative a 6 jours
pi, apres le relargage du cyt-c et la formatio'@@optosome. La caspase-8, impliquée dans
la voie extrinséque, est aussi active a 6 jourepiméme temps que la caspase-9. On peut
supposer que ces deux voies d'apoptose sont astemeparalléle par le virus Visna. La
caspase-3 est active dés 5 jours pi avec un patidité maximal a 7 jours pi, plus tardif que
pour les caspases-8 et -9. L’activité caspase-fasimale apres activation des caspases-8 et
-9 avec une intensité beaucoup plus importante aplie des caspases-8 et -9. Dans les
cellules de mammiferes, la pro-caspase-3 est egprien plus grande quantité que les
précurseurs des autres caspases (Earnshaly 1999). Les voies apoptotiques intrinséque
(caspase-9) et extrinséque (caspase-8) convergentl'activation de la caspase exécutrice
majeure, la caspase-3 comme cela est décrit dgplsgart des systémes cellulaires (Roy &
Nicholson, 2000). L'apoptosome représente un désneémts déclencheurs de la voie
d’éxécution du processus apoptotique en clivamneactivant la caspase-3. Une fois active
des 5 jours pi, elle entraine des coupures danBN'ALe relargage de I'AIF est aussi
directement responsable de coupures directes ¢sDbl Icellulaire (Ye et al, 2002): il est
relargué dés 3 jours pi avec un pic a 5 jours pipkofil électrophorétique de migration de
I’ADN obtenu pourrait étre le résultat d’'une actiooncertée entre I'AlF et la caspase-3. L'un
agissant directement, le second par l'intermédidieaitres protéines cellulaires. L’absence
d’activation de la caspase-1, caspase induite atsate la réponse inflammatoire (Earnshaw
et al, 1999), nous montre que l'infectiam vitro par le virus Visna n’induit & aucun moment
de réponse inflammatoire, confirmant I'absence éderase. En revanche, la fuite de LDH
constatée aprés 7 jours d'infection correspondiaiine nécrose secondaire due a I'ECP
lytigue du virus. La lyse est une conséquence enfiéra notre systeme d’infection mais aussi
a I'absence de phagocytose des cellules apoptstigieephénomeéne de nécrose secondaire a

été observé lors d’autres étudiesyitro (Kroemeret al, 1998).

Nous avons beaucoup comparé les mécanismes dductins du signal apoptotique

Visna-induit avec les voies empruntées lors dddihon par le HIV et nous constatons que
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les mécanismes apoptotiques Visna-induit sont &ppés a ceux induits par le HIV. Les
travaux de Finkel en 1995 démontrent que, dansdeda HIV, les cellules infectées « de
facon productive » sont peu apoptotiques et ldslleslapoptotiques sont rarement infectées.
L’infection, in vitro, des lymphocytes T CD4 est associee a |'effetpatioologique du HIV
qui induit la mort par apoptose des cellules irfest conséquence directe de l'infection
virale, mais aussi indirectement par certaines sygim-apoptotiques dans les lymphocytes
non infectés apres activation par les protéinevidis (Gougeon, 2003). Ces phénomeénes
aboutissent a la destruction des lymphocytes T GAdhant que le HIV active des
mécanismes directs mais aussi indirects pour détles lymphocytes par apoptose, observe-
t-on le méme phénoméne lors de linfection vitro par le virus Visna ? Quelle est la
proportion de cellules infectées par le virus Visiaas la culture et quelle est la corrélation
entre infection et apoptose avec notre rétrovinisial ?

En absence d'anticorps dirigés contre des protéimedes du virus Visna nous
n'avons pas pu différencier les cellules infectéeproduisant des particules virales, des
cellules non infectées. Nous avons donc utilisé autre type cellulaire grace a une
collaboration avec 'AFSSA de Niort. Les fibroblestd’origine caprine ou GSM, issus de
membrane synoviale, ont la capacité d'étre infegigsle virus Visna comme I'a montré
Chebloune en 1996 avec I'apparition de syncytiajtro. Les cellules de GSM utilisées dans
notre étude sont immortalisées et transfectéearpgene rapporteur sous la dépendance d’un
promoteur viralLes cellules de GSMtac sont avant tout des lignées "indicatrices". Jusqu’
ce jour, l'intérét de cette lignée cellulaire étmtpermettre une mesure quantitative des titres
viraux et de s’orienter vers une meilleure conmaiseades mécanismes moléculaires
impliqués dans l'infectivité et la réplication destivirus des petits ruminants (Valaes al,
2003). Cette lignée a été construite sur un masigidaire de cellules Hela contenant le gene
de lap-galactosidase sous le contréle d’'un LTR tronquéHti+1, appelée CD4-LTR/beta-
gal. Elle a été aussi utilisée pour mesurer lesstiviraux de stocks de HIV-1 (Kimpton &
Emerman, 1992). En 1997, Gendelmainal démontre que le taux d’apoptose maximal
obtenu dans les cellules de GSM infectées par [E\CAst de 24% apres 6 jours d’infection.

Il existe peu de systémes cellulainesyitro, sur lesquelles le virus Visna a la capacité
de se répliquer, mis a part les PC et les macragzhagins qui sont les cibles majeures du
virus in vivo. Apres infection par le virus Visndes cellules de GSMtac présentent un
ECP caractéristique: présence de syncytia apres coloration par Mayn@ald et Giemsa et

une lyse cellulaire caractérisée par le relargagdiftde la LDH. L’'ECP apparait plus
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tardivement que dans les cellules de PC ; les $ignspnt visibles des 6 jours pi contre 3
jours pour les PC et le relargage de la LDH esté&tes 9 jours pi contre 7 jours dans le cas
des cellules de PC. Pour obtenir ces résultats avoss testé une infection massive par le
pool viral au lieu de la dose infectante de 0,1 Mf@lisée avec les cellules de PC. Ces
différences dans la cinétique d’apparition de I'Eé&Rivent étre dues a I'origine cellulaire des
GSMtdac qui ne sont pas les cibles préférentielles dusvifisna, elles seraient donc moins
permissives au virud.a staurosporine est aussi un inducteur d’apoptossur les cellules

de GSMtdac. Le traitement par la staurosporine semble indyhes rapidement la
fragmentation de ’ADN des cellules de GSMt que celle des cellules de PC ; deux heures
aprés traitement, la totalité des noyaux apparaignientée par marquage DAPI. Leur
immortalisation et leur transfection pourraient teadre plus sensibles. En effet, on obtient
un faible taux d’apoptose spontanée dans les esltig GSMtac controle.

Suite a I'infection par le virus Visna, nous avanis en évidence dans les cellules de
GSMtdac l'apparition des modifications morphologiques cadastiques de l'apoptose
(condensation et fragmentation de la chromatina}¥ massi biochimiques avec activation de
la caspase éxeécutrice majeure, la caspase-3. Natren’'a pas été de décrire les voies
apoptotiques induites lors de l'infection des debude GSMtiac par le virus Visna mais de
mettre en évidence linduction d'un processus aptiguie. En utilisant un couple
substrat/inhibiteur spécifique de la caspase-3sr@wons montré qua caspase-3 est active
avec un pic significatif a 8 jours pi. L'activitéaximale de la caspase-3 (1122 URF) est plus
élevée dans les cellules de GSitt-que dans les cellules de PC (maximum a 543 URF).
Ceci peut s’expliguer par une apoptose spontangeealkiles de GSMiac témoins avec 496
URF contre 184 URF dans les cellules de PC témdipees traitement par la staurosporine,
I'activité caspase-3 est plus basse (810 URF) demgellules de GSMac que dans les
cellules de PC avec 4002 URF, mais le temps deitnant varie. La staurosporine comme le
virus Visna sont des inducteurs d’apoptose aussi bdans les cellules de PC que dans les
cellules de GSMtac.

Les cellules de GSMac sont des lignées indicatrices c’est a dire quguiomne
cellule de GSMtac est infectée et qu’elle synthétise la protéine,R#e se colore en bleu en
présence de X-gal. Ces cellules nous permettedistiaguer, aprés infection, les cellules non
infectées (non bleues) des cellules infectées ¢apale déclencher un nouveau cycle viral
(bleues). En revanche, il nous est impossible dmaitre la proportion de cellules infectées

de facon latente puisque celles-ci ne seront paigsebl Nous nous sommes donc intéressés
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uniquement aux cellules capables de déclencheroumeau cycle viral et de produire de
nouvelles particules virales puisque I'intérét piamae cette lignée est de permettre la mesure
du titre viral.

Grace aux cellules de GSNée nous démontrons qu’apres infection seulement 13%
des cellules sont infectées et déclenchent un mouwgcle viral (gal+) alors que nous
obtenons un taux maximum d’apoptose de 51% (DAPUrle chute du taux d’apoptose
(44%) a 9 jours s’explique par I'apparition de lacrose secondaire. Aprés infection, en
culture, certaines cellules sont donc non infeceteBautres infectées de facon latente ou de
facon productive. Par double coloration X-gal/DARbdus avons expliqué la différence entre
le taux de cellules infectées et le taux d'apopt@mnme pour le HIV, les cellules infectées
qui sont capables de déclencher un nouveau cyctémlieation viral ne sont pas toujours
apoptotiques et inversement. C’est a dire que upast des cellules en apoptose serait non
infectée et les cellules infectées seraient rarémpoptotiques. Comme Finkel (1995), nous
supposons gque les cellules infectées par le virismaVet productives, synthétisent des
protéines virales solubles telles que Tat ou la3§pElles provoqueraient I'apoptose des
cellules non infectées ou des cellules pour lesegidd virus est a I'état latent. Nos résultats
ont été obtenus dans les cellules de G&Mtet non dans les cellules de PC mais on peut
supposer qu’il se produit le méme phénomeéne. Ohqesi penser que les voies intrinseque
et extrinseque, que nous avons décrites commet@sdiors de I'infection dans les cellules de
PC, pourraient ne pas étre activées en paralléhs dae méme cellule. L’apoptose des
cellules infectées et des cellules non infectéesrp@nt étre la conséquence de I'activation
de I'une ou l'autre voie et non des deux, comma est décrit dans le cas du HIV (Gougeon,
2003). De part la présence de différentes « pdpukat> cellulaires dans la culture infectée,
nous pensons que toutes les cellules ne sont pakreyes dans I'apparition des phénomenes
apoptotiques.

Quel serait alors le rble de I'apoptose lors de hfection, in vitro, par le virus
Visna ? Dans le cas du HIV on lui décrit a la fois un ralgivateur et un role répresseur de
'apoptose. Dans le cas des adénovirus, I'apopésseout d’abord inhibée par les protéines
virales telles que E1B, puis la protéine virale El&&e cette inhibition pour permettre la
dissémination des nouvelles particules virales. faet les différents résultats que nous
obtenons, on peut supposer que les cellules nactéds entrent en apoptose précocément
pour ne pas étre infectées a leur tour et empéahgropagation des particules virales. On

peut aussi penser que le réle du vinasyitro, est de détruire toutes les cellules et surtout
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celles qu'il n'arrive pas a infecter. Par contrensldes cellules infectées et productives, le
virus retarderait I'apoptose afin de produire devedles particules virales ; ceci est en accord
avec de précédents résultats qui décrivent que bEngellules de PC infectées 20 %
seulement de syncytia sont apoptotiques. Le role slcytia est peu décrit dans la
bibliographie mais ces derniers pourraient constitles réservoirs de virions. Les cellules
infectées entrent en apoptose tardivement et libdes particules virales néosynthétisées
dans I'environnement cellulaire. Dans le cas dwsilVisna, le processus apoptotique
représenterait une étape importante dans la dieaéion du virus aux cellules voisines.

Comme le HIV, le virus Visna a su développer deaté&gies directes et indirectes pour
détruire les cellules qu'il infecie vitro.

Les processus apoptotiques viro-induits sont giiloe de déréglements cellulaires qui
influencent I'évolution clinique des infections aies. L'infection par le HIV en est un
exemple tres représentatif. Il est alors intéresdanrechercher diutilisation de drogues
antivirales agit sur les évéenements apoptotigues ce qui neodifi I'évolution de la
pathogenese. En absence de vaccins contre lesiesalddna et Maedi, nous avons testé sur
notre modéle virus-cellule, I'effet d’'un inhibitedie la réverse transcriptase virale et d’'un
inhibiteur de protéase le Nelfina%ir

Nous avons contrélé pour chacune des techniquéestas pour déceler 'apoptose que
d’'une part 'AZT n’a pas d’action pro-apoptotiquér $es cellules ovines de PC a la dose non
cytotoxique de 25 uM et d’autre part qu'il ne pgeepas de I'apoptose induite par un
inducteur chimique tel que la staurosporine. Chkibiteur de la réverse transcriptase virale a
bien une action spécifique sur I'enzyme virale quervient dans la réplication du virus
Visna. Le traitement par I'AZT n’induit aucune mbdation morphologique nucléaire
(condensation et fragmentation chromatinienne, @goade ladders) et les activités caspase-
1, -3, -8 et -9 sont identiques a celles des adltémoins non infectées et aucun marquage
avec le FITC-VAD-FMK n’est observé dans les celiulde PC traitées uniquement par
'AZT.

Le traitement par I'AZT des cellules de PC infestégar le virus inhibe les
modifications morphologiques caractéristiques dpdptose visibles apres coloration DAPI.
Il réduit le pourcentage d’'apoptose de 50 a 20%napéche I'apparition des ladders. Les
modifications morphologiques et les étapes termmale I'apoptose (fragmentation) sont
bloquées par 'AZT. La fragmentation de la chromatiors du processus apoptotique est le

résultat de I'activation de la caspase-3 (Budi@etjal, 2000). L’endonucléase responsable
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du clivage de I'ADN est constituée d’'une sous-uitébitrice (DFF45/ICAD) et d’'une sous-
unité endonucléasique (DFF40/CAD), lorsqu’elleirattive. Son activation par la caspase-3
entraine le clivage et la dissociation des deus-smités (Widlaket al, 2000). On a montré
que l'activité caspase-3 est totalement inhibég dlor traitement des cellules de PC infectées
par 'AZT. L'activation de la caspase-3 est le tésude I'activation des voies extrinséque et
intrinseque apoptotiques (Roy & Nicholson, 2000esEl'exemple typique du mécanisme en
cascade due a l'action des caspases initiatriespése-8) ou régulatrices (caspase-9) agissant
en amont par clivage de la pro-caspase-3 en caaptige (Roy & Nicholson, 2000). Ainsi le
traitement des cellules infectées par I'AZT inhllzetivation des caspases-8 et -9, mais ne
modifie pas I'absence d’activité caspase-1.

A ce stade, on peut supposer que 'AZT est un itdub d’apoptose a large spectre
puisque les voies intrinséque et extrinséque ne¢ pas activées lors de l'infection et du
traitement par 'AZT. Ces caspases sont-ellesdetes qui sont inactives dans les cellules de
PC apres traitement par I'AZT ? Le FITC-VAD-FMK hibiteur de caspases a large spectre,
marque spécifiquement des cellules qui contiendestcaspases actives. En revanche, dans
les cellules infectées par le virus et traitées I#e£T, on ne retrouve plus aucune cellule
marquée donc il N’y a plus aucune caspase activZTLn’inhibe pas seulement I'activation
des caspases-3, -8 et -9, mais toutes les caspases.

L’absence de relargage de I'AlIF dans les cellulasées par 'AZT a confirmé que la
voie mitochondriale n’est pas active. Lors de kiuwe la chute du potentiel mitochondrial
transmembranaire, nous démontrons que I'AZT n’iahait que partiellement I'apoptose
Visna-induite puisque 51% des cellules traitéeslI’paiT présentent une chute dAWm a 7
jours pi contre 80% pour les cellules infectéegspt jours mais non traitées et 11% pour les
cellules témoins.

Les travaux de R. Duval (2002b), et nous I'avonsficmée, démontre que l'infection
par le virus Visna est associée a un phénomeénet@mpe et non nécrotique, d'une part
parce que la perte de l'intégrité membranaire nbsgrve que tres tardivement au cours de
I'infection et que la caspase-1 inflammatoire n’pas activée. Nous avons montré que la
perte de l'intégrité membranaire est retardée demsellules infectées aprés traitement par
'AZT puisque le relargage de LDH est diminuée. A continue a exercer un réle
inhibiteur sur le relargage de la LDH car, apréesiakenouvelé le surnageant de culture par
un milieu neuf sans AZT, on remarque que le relgegée LDH est diminué dans les cellules

infectées ayant recu 'AZT. L’AZT retarde I'appaoih des effets cytophatologiques du Visna
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: formation de syncytia, apoptose et nécrose setmdssociée a la lyse cellulaine,vitro.
Les méme résulats sont obtenus avec les cellul&Siiétlac infectées en présence d’AZT.

Dans ce travail, on a mis en évidence dq4&T est capable de bloquer les
nombreuses voies apoptotiquemduites par le virus Visna. Mais, il inhiberaargellement
I'apoptose Visna-induite et retarderait la perte l'dtgégrité membranaire. A ce jour, les
études concernant I'AZT sont focalisées sur soa irtducteur d’apoptose vis a vis de lignées
cancéreuses. A notre connaissance, deux référentésalué I'effet de I'AZT sur I'apoptose
induite par le HIV dans des systemasvitro de co-culture de cellules infectées. En 1995,
Maldarelli et al souhaite prouver que la réplication virale eslispensable a 'induction de
'apoptose. L’AZT est utilisé pour bloquer la nolleesynthése d’ADN viral. lls ne
démontrent aucun effet anti-apoptotique de 'AZhsldes co-cultures de cellules H9 traitées
par 10 uM d’AZT. En revanche, une étude plus récembntre qu’'un traitement par 0,1 uM
d’AZT inhibe l'induction de I'apoptose d’astrocytes co-culture avec des macrophages ; le
surnageant de culture issu de macrophages infpeatése HIV est capable de provoquer
I'apoptose d’astrocytes en culture (Aquaeb al, 2000). Ces auteurs confirment que la
production de nouvelles particules virales pamhegrophages est indispensable a l'induction
de I'apoptose des astrocytes. Dans notre modelpN5d’AZT bloque l'apoptose Visna-
induite dans des cellules de PC. Dans ces difféeremddéles d’infection rétrovirale et de
traitement par I’AZTin vitro, les conditions d’infection mais aussi la concatiin d’AZT
utilisée different. Ces résultats comme ceux oldeauec des lignées cancéreuses dépendent
du temps de traitement, de la dose et du typelaedu

L’AZT est un inhibiteur nucléosidique de la révetsanscriptase virale. Il s’incorpore
dans I’ADN viral au cours de la réverse transoniptet agit comme un terminateur de chaine
(Wutzler & Thust, 2001). Il bloque ainsi la réplica du virus au début du cycle, en amont
de lintégration du génome viral dans 'ADN de kllale héte (Declerqg, 2002). Nous avons
démontré que I'AZT inhibe les étapes tardives dpdptose. Nous pouvons déduire que les
étapes amont de I'étape de rétro-transcription araient pas nécessaires et suffisantes au
virus pour induire I'apoptose dans les cellulesPda Par contre la rétrotranscription et les
étapes en aval, telles la synthése de I'ADN vitalétape d’intégration du génome viral,
seraient des stades importants indispensablesdutiion de I'apoptose par le virus Visna.
Les inhibiteurs de protéase en agissant en finyidde cviral sur la protéase empéche la
maturation des protéines virales. Nous avons rebidiefficacité d’un antiprotéase du HIV,

le Nelfinavi® et son métabolite, sur la réplication d’un rétrosi animal et son effet sur
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I'apoptose Visna-induite. Malheureusement les indilss de protéase anti-HIV n’ont aucun

effet sur la réplication du virus Visna. La struetue la protéase du virus Visna doit étre
différente de celle du HIV. C’est le cas aussialprotéase du FIV qui s’est avérée insensible
aux antiprotéases actuellement disponibles, saarigies limites du modele chat pour les
études thérapeutiques expérimentales (MorailloB3R0Ces résultats soulignent une fois de
plus les limites des modéles animaux pour lesetraéints médicamenteux mais non pour la

compréhension des mécanismes moléculaires.
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CONCLUSION

L'étude des voies apoptotiques activées ou réprimgdors d’'une infection virale
permet de mieux comprendre la contribution de I'héé dans l'installation et I'évolution
de la maladie. La connaissance des constituants cellulaires ettéipes virales
potentiellement impliqués dans la régulation demlart cellulaire par apoptose est aussi
essentielle pour I'élaboration de stratégies inntes et efficaces afin de prévenir I'apparition

des formes séveres de la maladie.

Ces travaux s'inscrivent dans la continuité de @uéats résultats ayant démontré
I'existence des phénomenes apoptotiques au codlimféetion par le virus Visna, en culture
cellulaire.

Nous avons fait évoluer les connaissances et déédatrole central de la
mitochondrie dans l'apoptose Visna-induite dans les fibroblastes de plexus choroide
comme cela a été publié dans de nombreux autréansss cellulaires, cibles d’autres virus.
Apres avoir déclenchene chute du potentiel mitochondrial transmembranaie, le virus
Visna entraine la libération simultanée par la mitochondrie, de deux molécules
apoptogenes AIF et le cytochrome ¢ Suite a la perméabilisation du compartiment
mitochondrial, I'AIF activela voie indépendante des caspaseMous avons confirmé que
I'apoptose Visna-induite emprunte les deux prin@paoies apoptotiques dépendantes des
caspases, avd@ctivation de la voie intrinséque ou voie mitochondriale et de celle e
voie extrinséqueou voie des récepteutsa régulation du phénoméne apoptotiquepourrait
impliquer la protéine anti-apoptotique Bcl-2 dont I'expression chute tres rapidement
pendant l'infection virale, mais ausk protéine suppresseur de tumeur p53dont la
phosphorylation semble indispensable dans l'apep¥isna-induite.L’expression de la
protéine p21semble indépendante de I'expression de la prof#Be puisque I'augmentation
de p21 n’est pas corrélée a un arrét du cyclelaetu

Nous avons utilisé un nouveau modele cellulairenguis a permis de mieux explorer
la stratégie d’infection du virug vitro. Nous démontrons qu’il se comporte comme le HIV
c’est a dire qu'il est capable d’induire le proeesapoptotiqgue dans les cellules infectées et
non infectées. Comme le HIV, le virus Visna a swelldpper des stratégies directes et
indirectes pour détruire les cellules gu'il infecgte vitro ; ainsi, le processus apoptotique

représenterait une étape importante dans la disséion du virus aux cellules voisines.
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Nous démontrons aussitiéle inhibiteur de 'AZT sur la réplication du virus Visna

d’'une part et sur I'apoptose Visna-induite d’aygest. Mais, les inhibiteurs de protéase, actifs

contre I'enzyme du HIV, ne sont pas efficaces gurétrovirus animal.

Malgré ces nombreuses avanceées, certains mécanisntEsmeurent obscurs et

beaucoup de questions se posent encore :

X/
o

Si le virus Visna induitin vitro, 'apoptose des cellules infectées et non infexctizas un
modele de cellules transformées et transfectéegyutie caprine, on peut se demander s’il
en est de méme dans les fibroblastes de plexusideomais aussi dans les macrophages,
cibles majeures du virus vivo. Dans le cas du HIV, il est maintenant bien adiois des
protéines virales telles que tat ou la gp120 sbérdées par les cellules infectées et sont
responsables de I'apoptose des cellules non imfectBes protéines structurales et
régulatrices du virus Visna interferent-elles dégrocessus apoptotique. Les syncytia
empruntent-t-ils les mémes voies apoptotiques ?

En montrant le réle inhibiteur de 'AZT lors de faptose Visna-induiten vitro, on s’est
rendu compte que le pourcentage de cellules apgpést a diminué. Le pourcentage de
cellules qui reste en apoptose pourrait corres@osdit aux cellules apoptotiques non
infectées mais aussi a celles dans lesquellegus est déja intégré et donc inaccessible
aux antirétroviraux. Or on sait que dans le tragetrdu SIDA, le virus intégré dans les
cellules des foyers ganglionnaires n’est jamaisiék. C’est aussi le cas des infections
herpétiques ou les virus refont surface lors dess@h de réactivation. Il serait aussi
intéressant de savoir a quel moment précis du aypécatif se déclenche I'apoptose.
Une molécule douée d’un pouvoir antirétroviral maissi anti-apoptotique améliorerait-
elle la pathogénése des infections a rétrovirusiffeficacité d’un inhibiteur de la
protéase virale testé comme le Nelfin§viu son métabolite M8 ne nous a pas permis
d’envisager ce qui se passe a la phase terminatgdiel de réplication. En est-il de méme
pour les autres antiprotéases ?

En réponse a linfection virale, le processus apiiguie peut-étre déclenché par les
« agents de surveillance de I'h6te », comme lesptéars de mort situés a la surface de la
membrane cytoplasmique, la protéine kinase dépeémdin’ARN (PKR), le réticulum
endoplasmique (RE) et la protéine p53. Au courgagmptose Visna-induite nous avons
caractérisé le réle initiateur de la voie extringgg@u voie des récepteurs et I'implication
de la protéine p53. Mais nous n’avons pas encapoexle role du RE. Les mécanismes

mis en jeu par le RE ne sont pas totalement conlauperte d’intégrité fonctionnelle du

217



RE due a la réplication virale peut activer cedasignaux d’alerte. La perte de
I’'hnoméostasie calcique due a une sortie d’ionsigalcdans le cytosol serait reconnue
comme un signal activateur de la machinerie apimpietr En effet, I'activation de la
caspase-12, une nouvelle caspase transductricggeesiu contréle des flux calciques. La
protéine PKR est activée par la production d’ARNabénaire au cours de la réplication
virale et par phosphorylation. Elle permet un apiétgressif des syntheses protéiques de
I'héte et déclenche I'apoptose via la voie de tdareiion médiée par Fas. L'absence de
synthese d’ARN double brin lors de la réplicatiom dWrus Visna, suppose I'absence
d’'implication de la PKR dans notre systeme a mqgines cette derniere puisse étre activée
par phosphorylation par d’autres protéines celletaou virales.

Les cellules de PC infectées par le virus Visnalioppent les mémes médiateurs
apoptotiques que tous autres types cellulaires.s NMarigine ovine des cellules nous a
guelquefois contraint a élargir nos perspectivegedterches. Notre bonne maitrise de ce
systeme viral, non pathogéne pour 'homme, le mt&seomme un excellent modéle de

lentivirus animal pour I'étude de la pathogénie ohedadies a rétrovirus.
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RESUME :

Le lentivirus Visna responsable d'une encéphahi@agprogressive démyeélinisante
présente de fortes homologies génomiques avec\MeeHinfectein vitro les fibroblastes du
plexus choroide ovin en induisant I'apoptose. Nawsns caractérisé 3 voies apoptotiques
Visna-induite et démontré le rdle central de laogfibndrie lors de linfection et de
'apoptose. Le relargage du cytochrome c et l'attm de la caspase-9 démontrent
I'implication de la voie apoptotique intrinséque telargage simultané de I'AIF emprunte la
voie caspase-indépendante. Par activation de |zasas3, la voie extrinséque est aussi une
voie de transduction du signal pro-apoptotique itedpar ce virus. La protéine suppresseur
de tumeur p53 régule I'apoptose Visna-induite,plication de p21 est indépendante de la
voie p53 et I'expression du facteur anti-apoptaiqal-2 est absente. Nous montrons l'action
d'un inhibiteur de la réverse transcriptase virk# T sur I'apoptose : I'AZT retarde 'ECP du
au virus en maintenant l'intégrité membranairenbtbie I'apoptose par blocage des 3 voies,
alors qu'un inhibiteur de protéase est inactifreatre modele viral. L'utilisation d'un modéle
caprin, transfecté a permis de montrer que le VWisha développe des stratégies pour
deétruire les cellules infectées et non infectéempdptose participe activement a la
dissémination du virus.

MOTS CLES : Virus Visna, apoptose, cytochrome c, AlF, caspaségovirus, AZT,
cellules ovines de plexus choroide, cellules casrite membrane synoviale.

ABSTRACT :

Visna lentivirus causes severe encephalitis apbgressive demyelinating disease in
sheep. Nevertheless many biological similaritiesstebetween VMV and HIV in gene
sequence, genomic organization.vitro, VMV infects sheep choroid plexus cells (SCPC)
from ovine tissue explants. We showed that Visnmaisvinduced apoptosis in SCPC via
activatiuon of 3 apoptotic pathways. We demongtirdtee central role of mitochondria in
VMV-induced apoptosis. Release of cytochrome c he tytosol of infected-cells and
caspase-9 activation demonstrated the role of ttensic pathway of apoptosis. The
concommitant translocation of AIF to the nucleusirdgécted cells was characteristic of a
caspase-independent pathway. Via caspase-8 actiy#ttie extrinsic pathway was implicated
in VMV-induced apoptosis. VMV apoptosis may be daged by p53 tumor suppressor with a
downregulation of bcl-2 and upregulation of p2laip53-independent way. By blocking the
replication cycle of VMV at the beginning, AZT pmws apoptosis in infected cells by
inhibiting the 3 pathways and maintaining plasmamene integrity. Protease inhibitor was
unable to block viral replication and apoptosis. Byng goat synovial membrane transfected
cells we showed that apoptosis occurs predominamtlyuninfected cells and not in
productively infected cells. Apoptosis permits gidissemination.

KEYWORDS : Visna-Maedi virus, apoptosis, cytochrome c, Apsmonducing Factor,
caspases, retrovirus, AZT, sheep choroid plexus, €eébat synovial membrane.
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