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Résumé

Dans D’étiologie de certaines pathologies neurodégénératives, les infections
virales persistantes peuvent représenter un facteur important. Afin d’identifier les
facteurs cellulaires et viraux importants pour mener & 1’établissement d’une infection
persistante par un virus cytopathique neuroinvasif et neurotrope, le virus de la stomatite
vésiculaire (VSV) nous sert de modeéle. L’utilisation éventuelle possible de VSV en tant
que traitement antitumoral chez I’humain ajoute & I’intérét de bien comprendre les
facteurs associés a I’établissement d’une persistance par ce virus, en particulier a
I’intérieur de cellules du SNC.

Dans certaines circonstances, ce virus habituellement trés cytopathique, est
susceptible de produire plusieurs quasi-espéces au cours de son cycle réplicatif afin de
réduire son niveau de virulence. Parmi les variants ainsi produits, certains peuvent porter
des mutations qui favorisent la mise en place d’un équilibre entre les virus et les cellules
infectées; les dommages aux cellules sont ainsi limités et les cultures cellulaires
infectées peuvent survivre en devenant un réservoir viral. Nos résultats, obtenus a 1’aide
d’une panoplie de variants VSV étudiés dans un modeéle en culture cellulaire, indiquent
que I’apoptose est induite par plusieurs voies simultanées suite 4 une infection par le
VSV. Les variants de sérotype Indiana portant une protéine M de type sauvage induisent
un fort degré d’apoptose ou les cultures cellulaires sont complétement détruite en moins
de 72 heures. Toutefois, une altération du processus apoptotique survient lors de
I’infection par différents mutants VSV-Indiana portant une protéine M mutante ainsi que
lors de I’infection par le sérotype moins virulent New Jersey. Ces variants moins
cytolytiques permettent la survie des cellules infectées, entre autres en induisant moins
fortement I’apoptose, et réussissent a y établir une infection persistante.

La souche VSV-Indiana de type sauvage induit I’apoptose sur la lignée cellulaire
humaine H4 provenant du SNC, en partie par l'intermédiaire de la protéine M alors que
les différents mutants de M et la souche New Jersey (moins cytopathique) induisent
moins efficacement ce phénomeéne. L’analyse de l'expression de génes cibles associés au

mécanisme apoptotique ne révelent aucune modulation significative, suggérant entre



autre que le facteur transcriptionnel pro-apoptotique p53 n’est pas nécessaire lors de
I'induction d’apoptose par le VSV. La différence d’induction de la mort cellulaire
programmée est plutdt a relier & un degré variable d’activation des caspases (protéases
cellulaires contrdlant 1’apoptose) et de relocalisation de la protéine Bax, un facteur pro-
apoptotique de la famille Bcl-2, du cytoplasme vers les mitochondries tel que nous
I’avons démontré par immunobuvardage de type Western a partir de fractions cellulaires
séparées et par microscopie confocale. De plus, il semble que la voie apoptotique
principale induite suite a I’infection par VSV soit celle régulée par la mitochondrie et
que I’activation de la caspase-8 représente un systéme d’amplification du processus
global d’apoptose.

Néanmoins, la description globale du phénoméne apoptotique induit lors de
Pinfection par le VSV n’est pas totalement complété et d’autres facteurs viraux et
cellulaires, non identifiés & ce jour, semblent impliqués. Parmi ceux-ci on retrouve le
facteur transcriptionnel NF-kB, le PTP (permeability transition pore), ainsi que les
calpaines et les cathepsines, des cystéine protéases pouvant avoir un role en conjugaison
avec les caspases lors de I'induction d’apoptose. Des résultats préliminaires de survie
cellulaire lors de I’infection par nos variants en présence d’un inhibiteur de NFkB, indiquent
d’ailleurs que la voie impliquant ce facteur serait probablement intéressante a
décortiquer. L’implication du PTP, des calpaines et des cathepsines est aussi discutée sur la
base de résultats préliminaires qui suggerent un role potentiel pour ces protéases dans la
relocalisation de Bax vers les mitochondries; laissant présager une fonction dans I’apoptose

induite par le VSV.



Avant-propos

Le présent document porte sur la problématique des infections virales
persistantes au niveau du systéme nerveux central. Sans prétention, le modele présenté
dans cette thése se veut une contribution modeste mais significative afin d’aider a mieux
comprendre comment une infection persistante s’installe en identifiant quelques uns des
facteurs viraux et cellulaires impliqués dans ce processus.

Le premier chapitre de cette thése présente « ’Etats des connaissances » sur
’infection virale d’un point de vue trés large. Les 2° et 3° chapitres ont trait au travail
réalisé durant les 4 années de mon doctorat et représente le cceur de notre étude. Le 4° et
dernier chapitre s’organise autour d’une discussion plus large des principaux points
présentés dans les articles des chapitres II et III, d’une présentation de résultats
préliminaires et de leur discussion dans un contexte qui ouvre sur la suite du projet de
caractérisation de I’apoptose induite lors de I’infection par le VSV et sur les perspectives
a plus long terme. La derniére portion du chapitre 4 discute des enjeux possibles autour
de I’établissement possible d’infection persistante par VSV au niveau du SNC entre
autre dans le contexte bien particulier de I’utilisation de ce virus en tant que traitement

antitumoral chez 1’humain.
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1. Introduction

Depuis leur découverte vers le milieu du XIXe siécle, les virus n’ont cessé de
surprendre quant aux différents types d’infections et aux diverses formes de pathologies
auxquelles ils ont pu étre associés. Les infections persistantes représentent entre autre
une réalité fort complexe dont les causes et conséquences sont souvent difficiles a
identifier et a comprendre.

Afin d’établir une infection persistante, plusieurs virus ont développé diverses
stratégies plus ou moins raffinées. Certaines de ces stratégies font appel a la modulation
de la mort cellulaire programmée (I’apoptose), qui est engendrée par la machinerie
cellulaire lors d’une infection virale ou encore a la modulation de diverses composantes
du systéme immunitaire naturel ou acquis. Dans ces cas, des génes viraux encodent des
protéines particuliéres qui peuvent étre produites spécifiquement pour ces fonctions
modulatrices lors de I’infection. Toutefois, d’autres virus, souvent parmi les plus simples
et les plus cytopathiques, ne semblent pas vraiment avoir de stratégie précise inscrite
dans leur génome qui leur permettrait de produire des facteurs modulateurs. En fait, il
appert que ces virus doivent se fier aux lois exercées par la pression sélective pour
engendrer des mutations particuliérement favorables pour mener a I’établissement d’une
infection persistante. Ces virus ont souvent un cycle réplicatif trés court et tres
performant qui leur permet de produire une quantité trés appréciable de nouveaux virions
dans un court laps de temps. En contrepartie, plusieurs mutations surviennent dans
divers génes et entrainent la formation de variants moins cytotoxiques qui peuvent entre
autre établir une infection persistante.

Certaines infections virales persistantes peuvent mener a des conséquences
variables et parfois dramatiques. Un des principaux exemples notoires fait référence au
virus de I’immunodéficience humaine (VIH) et au SIDA. Pourtant, plusieurs autres virus
peuvent établir une infection persistante et engendrer des problémes de santé importants.
Le virus de I’hépatite B, pouvant causer, dans les cas les plus graves, un
hépatocarcinome et les virus HTLV-1 (human T-lymphotropic virus) et EBV (Epstein-

Barr virus), pouvant étre associés au développement de lymphomes ou de leucémies,



représentent également des cas ou les conséquences sont parfois assez dramatiques.
Parmi toutes les formes d’infections persistantes qui peuvent survenir, un sujet d’intérét
particulier est la capacité qu’auraient nombres de virus (notamment le VIH), & persister
au niveau du systéme nerveux central (SNC).

Depuis plusieurs années, diverses études suggérent I’implication d’infections
virales persistantes dans certaines maladies neurodégénératives. Bien que plusieurs
modeles d'étude existent, certains mécanismes qui influencent I'établissement et le
maintien d'une infection persistante restent & identifier. Le virus de la stomatite
vésiculaire (VSV) est un virus normalement trés cytotoxique mais certains facteurs viraux
et cellulaires peuvent participer a 1’établissement d'une infection persistante dans laquelle
le virus engendre moins de dégits et permet & la cellule infectée de survivre. Différentes
mutations au niveau de la protéine matricielle semblent pouvoir altérer la capacité du
virus & induire le processus apoptotique dans certains types cellulaires issus du SNC.
VSV représente donc un outil intéressant afin d'étudier les processus par lesquels certains
virus neurotropes réussissent a persister au niveau des cellules du SNC et, le cas échéant,
étre associés au développement de certaines affections neurologiques.

De plus, des études récentes ont montré que le VSV présentait un potentiel
intéressant dans la lutte contre le cancer. En effet, lorsque utilisé en combinaison avec les
interférons de type 1 (un type de molécule antivirale trés puissante), le VSV semble
infecter et tuer de maniére préférentielle les cellules tumorales sans trop affecter les
cellules saines a D’intérieur d’un organisme. Chercher & comprendre quels facteurs
cellulaires ou viraux peuvent contribuer a transformer une infection aigué en infection
persistante est donc d’une grande importance afin de contrer d’éventuels effets

secondaires néfastes qui pourraient résulter d’un traitement anti-cancer utilisant le VSV.



CHAPITRE I : ETAT DES CONNAISSANCES

2. Les virus

C’est vers 1840 qu’on retrace les premiéres hypothéses modernes faisant état de
I’existence d’une classe particuliére d’agents infectieux responsables de I’étiologie de
certaines affections jusqu’alors inexpliquées. Toutefois, ce n’est que durant la premiére
guerre mondiale que Félix d’Hérelle démontre la nature corpusculaire de ces dits agents;
les virus (Levine, 2001a).

Les virus représentent une classe bien a part d'agents infectieux. Ne pouvant se
multiplier par eux-mémes, ils sont des parasites obligatoires des cellules vivantes alors
que leur statut biologique alimente sans cesse les polémiques. Ayant, pour la plupart, une
structure fort rudimentaire, ils sont tout de méme capables de s'accaparer la machinerie
cellulaire pour l'utiliser a leur avantage et leur permettre de compléter leur cycle
réplicatif afin de se propager. Quel que soit le statut biologique véritable des virus, ils
représentent une classe de pathogénes fort importante. En constante relation avec
I'ensemble du monde vivant, et en particulier avec les étres humains, leur étude demeure
un champ important de la biologie moderne.

Depuis des décennies, les virus ont souvent été vus comme un systéme simplifié
d'étude pour tenter de mieux comprendre des mécanismes cellulaires complexes
(Spriggs, 1996). Pourtant, il devient aujourd'hui de plus en plus clair que méme les virus
les plus simples ne le sont pas autant qu'on pouvait le croire, surtout lorsque le sujet
d'étude porte sur la compréhension de I'interaction cellule-virus.

La constante obligation qu'ont les virus a infecter les cellules d'un hote et
'éventail de réponses déclenchées par cet hote pour limiter les dégats possibles,
soulignent I'importance du concept de co-évolution et l'intérét de chercher & mieux
comprendre comment s'établit la relation hdte-virus qui détermine le type d'infection. En
2001, ’organisme International Commitee on Taxonomy of Viruses (ICTV) dénombrait
3 ordres, 69 familles, 9 sous-familles, 243 genres, et 1550 espéces de virus (Condit,

2001). Leur grande diversité donne virtuellement aux virus le pouvoir d'infecter a peu



pres tous les étres vivants en occasionnant les pathologies les plus diverses. Malgré tout,
il demeure que la plupart des virus ont un spectre plus ou moins restreint d'hétes
possibles, se limitant souvent a une ou quelques espéces chez qui ils n'infectent qu'un ou

quelques types cellulaires (Fields et Knipe, 1991).

3. Systéeme immunitaire et infection virale

Lors d'une infection virale typique, le syst¢tme immunitaire de 1'hdte met
rapidement en branle une série d'événements en réponse & l'agression. Cette réponse
immunitaire antivirale se fait & plus d'un niveau et utilise plusieurs armes différentes
pour contrer l'intrus tout en limitant les dégats. Pour engendrer une réponse immunitaire
efficace, plusieurs cellules doivent coopérer pour arriver a contenir et éliminer le virus.
Dans tout le branle-bas de combat mis en place pour contrer une infection virale, la
branche d’immunité naturelle ou innée entre en jeu en deux phases. La phase initiale
survient d’abord en réponse directe a la détection d’antigénes viraux et est rapidement
suivie par la phase innée proprement dite, qui est en quelque sorte une phase
d’amplification. De plus, les composantes de I'immunité naturelle mettent en place les
premiéres lignes de défense et préparent le terrain pour la mise en place de la réponse
immunitaire acquise spécifique (Biron et Sen, 2001). La réponse immunitaire face a
I’infection virale ne fait pas partie intégrante des objectifs reliés a notre étude et, bien
que sa manipulation représente un moyen fort répandu et efficace utilisé par plusieurs
virus pour réussir a établir une infection persistante chez un hote, elle ne sera que tres

briévement traitée dans le présent document.

3.1- Immunité antivirale naturelle

Pour contrer une infection, I’immunité naturelle compte d’abord sur la production
de nombreuses cytokines dont les interférons de type 1. Les cellules infectées par un
virus produisent habituellement ce facteur afin d'inhiber la réplication et la propagation
virale et il s’agit de la cytokine dont la production est induite de fagon la plus importante

lors d’infections virales (Biron, 1998).



Les composantes de I’immunité naturelle joue un réle dans la mise en place de
I’immunité acquise spécifique. En effet, les cellules dendritiques, qui représentent ni
plus ni moins qu’un intermédiaire entre les immunités innée et acquise, permettent
souvent le véritable déclenchement de la réponse acquise spécifique en activant les
lymphocytes T « naifs » spécifiques a un antigéne viral ou autre (Kadowaki et al., 2000).
Elles peuvent détecter une infection directement a 1’aide de récepteurs particuliers ou par
I’intermédiaire de cytokines tel les interférons de type 1 provenant d’autres cellules, ce
qui entraine I’activation de la réponse acquise impliquant les lymphocytes (LeBon et
Tough, 2002). Ainsi, les cellules dendritiques réussissent a traduire une information
captée par les cellules de I’immunité innée en langage compréhensible pour les cellules

de I’'immunité acquise et spécifique.

3.2- Immunité antivirale spécifique

L'immunité dite spécifique met en cause des mécanismes fort complexes de
coopération entre diverses cellules trés spécialisées afin de combattre les virus et autres
pathogénes de fagon efficace. Comme mentionné plus avant, de nombreuses cytokines
sont produites pour faire face a une infection virale. Ces molécules servent entre autre a
élaborer la mise en place d’un réseau de communication intercellulaire complexe et les
signaux communiqués par ces cytokines dés la mise en place de 1'mmunité naturelle
meénent éventuellement & une réponse acquise et spécifique optimale (Bloom et Ahmed,
1998). Cette seconde branche du syst¢éme immunitaire se subdivise elle-méme en deux
voies, I'immunité humorale, faisant surtout référence aux différentes classes d’anticorps
sécrétés par les lymphocytes B activés, et I'immunité & médiation cellulaire surtout liée
aux lymphocytes T cytotoxiques, les CTL (cytotoxic T lymphocytes), qui reconnaissent
des antigénes viraux, présents en association avec une molécule du complexe majeur
d'histocompatibilité CMH I a la surface de cellules infectées. Comme la trés grande
majorité des cellules nucléées de l'organisme portent un CMH I, les CTL peuvent donc
virtuellement détruire n'importe quelle cellule infectée. Les branches de I'immunité
humorale et & médiation cellulaire sont complémentaires et selon le type de virus qui

infecte, la branche de l'immunité spécifique efficace pourra changer. En effet, beaucoup



de virus cytopathiques, dont le virus de la forét de Semliki (SFV), le virus de la vaccine
(Vaccinia), et le virus de la stomatite vésiculaire (VSV), ont un cycle réplicatif trés
rapide et la cellule infectée est rapidement lysée en libérant de nouveaux virions. Les
anticorps sont dans ce cas trés efficaces pour contenir et éliminer les virus libres. Dans le
cas de virus non cytopathiques, tel le LCMV (lymphochoriomeningitis virus), dont le
cycle est plus lent, les lymphocytes T cytotoxiques peuvent agir plus efficacement et
¢liminer les cellules infectées. Les anticorps complétent le travail en éliminant les
quelques particules virales qui peuvent s'échapper lors de la lyse cellulaire (Kagi et
Hentgartner, 1996).

En bref, quel que soit le type de réponse immunitaire impliqué, les cellules qui y
participent produisent et sécrétent plusieurs cytokines qui servent de médiateurs
cellulaires afin de régir les communications intercellulaires ou qui peuvent avoir un rdle
direct de protection. Parmi la panoplie de cytokines, les divers types d’interférons sont

trés importants contre l'infection virale.

4. L'Interféron

C’est 4 la fin des années 50 que Isaacs et Lindemann (1957) publient leurs
travaux décrivant une molécule sécrétée pouvant interférer avec la réplication du virus
Influenza. On sait aujourd’hui que diverses formes d’interférons existent, qu’elles
peuvent jouer de nombreux roles différents et qu’elles sont sécrétées par différents types
cellulaires.

Parmi les diverses cytokines sécrétées par les cellules du systéme immunitaire en
réponse a une infection virale, l'interféron y, ou interféron immun, est une des plus
importantes. Du macrophage au lymphocyte, les cellules immunitaires répondent d'une
fagon ou d'une autre 4 un stimulus induit par l'interféron y et les principales cellules qui
produisent cette cytokine sont certains lymphocytes T et dans une moindre mesure les
cellules NK (Biron, 1998; Barber, 2001) et les lymphocytes T suppresseurs (Samuel,
2001). Les interférons o et B (IFN de type 1) représentent des facteurs apparentés a

l'interféron y et sont produits par d'autres cellules de I'organisme (Biron, 1998; Samuel,



2001) et la plupart des types cellulaires ont la capacité de les produire en proportion
variable selon le type d’infection (Biron, 1998; Goodbourn et al., 2000). La synthése des
interférons est régulée de fagon complexe. Sa production constitutive est trés faible,
voire inexistante, dans plusieurs type de cellules et I’induction de sa synthése est trés
importante lors de I’infection par a peu prés tous les virus, surtout pour l'interféron B
(Biron, 1998). Un des principaux effets biologiques des interférons de type 1 est donc lié
a la lutte antivirale et cette fonction se manifeste de plusieurs fagons pour induire un état
antiviral. Le role protecteur de I’interféron est clairement établi pour contrer I’infection
par plusieurs virus, notamment VSV (Samuel, 2001), en bloquant leur cycle réplicatif et
en permettant de conserver I’intégrité des cellules non infectées. Dans le cas de VSV, il
semble que la présence d’IFN favorise la production de virions ayant un pouvoir
infectieux trés réduit (Maheshwari et Friedman, 1980) Il appert que les dites particules
virales ont un déficit important en protéine matricielle (M) et en glycoprotéine (G)
virales (Maheshwari et al., 1980a; 1980b; 1980c) dont la glycosylation est altérée
(Maheshwari et al., 1980c).

Paradoxalement, bien que l'interféron protége la plupart du temps les cellules
contre les effets néfastes de l'infection virale, notamment lors d’une infection par VSV, il
ne permet pas l'élimination directe et compléte du virus et pourrait, dans certains cas,
contribuer a instaurer une infection persistante (Benedict et al., 2002; Ahmed et al.,
1997; Joklik,1991). Ce rdle particulier attribué a I’IFN a d’ailleurs ét¢ démontré lors de
Pinfection de cellules murines L par les sérotypes Indiana (Ramseur et Friedman, 1977)
et New Jersey (Nishiyama, 1977) de VSV.

Les recherches des derniéres années ont permis de mettre en évidence que, dans
certains cas, comme lors de I’infection par le virus Influenza (Balachandran et al.,
2000a), les interférons pouvaient aussi induire une susceptibilité accrue au processus
apoptotique dans les cellules infectées. Le mécanisme semble principalement survenir
via la voie faisant intervenir les facteurs FADD et caspase-8 reliés a la voie extrinséque
d’apoptose (Balachandran er al., 2000a; Barber, 2001). Actuellement, deux modéles
existent afin d’expliquer comment I’interféron peut a la fois protéger certaines cellules

contre une infection virale en permettant a ces dites cellules de conserver leur intégrité et



d’un autre cOté rendre certains types cellulaires plus susceptibles a I’apoptose. Le
premier modele suggere que seules les cellules infectées par un virus peuvent induire
leur processus de mort programmée. En effet, selon ce modele, 1’interféron, produit par
les cellules infectées, agirait d’une part de fagon autocrine en sensibilisant la cellule ot
se réplique un virus afin qu’elle mette en branle le processus de mort programmée.
D’autre part, I’interféron pourrait aussi agir de fagon paracrine, donc au niveau de
cellules avoisinantes non infectées, et, dans ce second cas, prévenir la réplication virale
de méme que I’induction d’apoptose qui pourrait étre induite par une infection virale
directe (Tanaka et al., 1998). Le second modele favoriserait plutot la mise en place d’un
état antiviral dans la cellule infectée ou non et engendrerait ou bien le processus
d’apoptose ou bien la survie cellulaire selon le type de virus qui infecte (Balachandran et
al., 2000a; Barber, 2001).

De nombreuses études, réalisées a 1’aide de souris dont I’expression du récepteur
des interférons de type 1 est abolie (souris knock-out), ont clairement démontré
’importance des IFN dans la réponse immunitaire contre une panoplie de virus de
familles différentes dont le virus de la Vaccine (Poxviridae), le LCMV (Arenaviridae),
VSV (Rhabdoviridae), et les alphavirus Sindbis et virus de la forét de Semliki
(Togaviridae) (Samuel, 2001). Mais I’importance de I’interféron pour contrer I’infection
virale est encore plus mise en évidence lorsque 1’on note le nombre de virus portant des
génes codant pour des protéines qui peuvent d’une fagon ou d’une autre altérer les
fonctions antivirales de cette importante famille de molécules (Samuel, 2001).
L’évolution a pris le temps de fagonner des molécules dont la fonction spécifique est de
brouiller la réponse antivirale liée & I'IFN afin de permettre que de nombreux virus
puissent échapper aux mécanismes cellulaires reliés a cette cytokine. Ceci suggére
fortement que I’IFN soit au centre d’une ou de multiples voies primordiales a éviter pour

échapper au systtme immunitaire et peut-étre arriver a établir une infection persistante.

5. Infection aigué vs infection persistante
Selon la réponse antivirale mise en branle par I'h6te et selon le degré de virulence

du virus, les infections virales peuvent étre de deux types. Le premier, qualifié



d'infection aigué, implique une multiplication et une propagation rapide du virus. C’est
une course entre la réplication virale et la réponse antivirale de 1’h6te. Dans ce cas, un
effet cytopathique important peut étre observé et un certain nombre de cellules peuvent
étre lysées lors du cycle réplicatif du virus. In vivo, le systtme immunitaire de I’hote
réussira a contre-attaquer afin d’éliminer le pathogéne, a défaut de quoi des symptdmes
plus ou moins sévéres apparaitront et pourront méme éventuellement mener a la mort.
Comme préalablement mentionné, l'infection persistante existe aussi et représente une
situation plus énigmatique ou le virus demeure a l'intérieur de cellules infectées sans se
faire détruire et sans détruire I'h6te. (Oldstone, 1996; Oldstone et de la Torre, 1996;
Whitton et Oldstone, 2001) L’interaction virus-cellule est centrale dans la détermination
du type d’infection qui survient. Toutefois, cette interaction demeure obscure a plus d’un

niveau et plusieurs déterminants importants qui I’influencent restent a identifier.

5.1 Les infections persistantes

Certains virus ont développé des stratégies leur permettant de moduler une
infection aigué afin de s’établir dans un hote et d’y persister. Selon le type d'infection
persistante, il y aura production de virions complets de fagon continuelle ou épisodique
ou encore seul certaines composantes virales (génome viral par exemple) seront
détectées a l'intérieur des cellules infectées.

L'infection dite persistante peut étre de deux types in vivo (Ahmed et Stevens,
1991; Ahmed et al., 1997). Dans le premier cas, on est face a une infection chronique ou
il y a continuellement production de virions pouvant étre détectés. Des exemples sont le
virus de I'hépatite B chez I'humain de méme que le LCMV chez la souris (Ahmed et
Stevens, 1991). D'un autre c6té, une infection dite latente, ou le génome viral peut
demeurer sous différents états, dépendant du type de virus, et ou la production de
particules virales n'est qu'occasionnelle, peut aussi survenir. S'ajoutent aussi a cette
classification, les infections a lentivirus comme le VIH (un rétrovirus), qui sont en fait
un cas spécial d'infection latente qualifiée de lente, ou le virus intégre carrément son

génome dans celui de son hote (Borzakian, 1993).



De plus, il a été démontré qu'in vitro, l'infection chronique peut se subdiviser
encore en deux formes. La premiére, l'infection stable, (mieux connue sous le nom de
steady state), est celle ou a peu prés toutes les cellules d'une population sont infectées
par un virus non lytique. La seconde fagon d'installer la persistance virale chronique dans
une population cellulaire in vitro, est appelée état porteur (carrier state). Ici, seulement
quelques cellules sont infectées puis lysées a chaque cycle viral. Il se crée un équilibre
entre la multiplication des cellules résistantes au virus et la lyse de celles qui sont

infectées et l'infection persistante survient. (Borzakian, 1993)

5.2 Stratégies virales conduisant a la persistance

Bien que beaucoup de mécanismes restent a élucider autour de la mise en place et
du maintien d'une infection persistante, certains faits notoires sont tout de méme connus.

Selon Oldstone (1991), le portrait histopathologique d’une infection persistante
est habituellement différent de celui observé en infection aigu€. L'infiltration de
lymphocytes et la destruction des cellules infectées qui est associée a I’infection de type
aigué, est souvent absente ou trés peu présente lors d’une infection persistante. De plus,
plusieurs antigénes viraux habituellement retrouvés a la surface des cellules infectées (en
particulier des glycoprotéines) le sont peu ou méme pas en contexte de persistance. Cette
situation fait en sorte que la lyse nécessitant les anticorps devient fort peu efficace et
réduit la capacité de I'immunité & médiation cellulaire a reconnaitre et tuer les cellules
infectées (Oldstone, 1991).

Comme mentionné plus avant, pour pouvoir persister, ’effet cytolytique d’un
virus doit également étre limité. Une des fagons semble étre I’infection de cellules semi-
permissives dans lesquelles I’expression de certains génes viraux est restreinte (Tyler et
Nathanson, 2001). Les cas des virus HSV dans les neurones, EBV dans les lymphocytes
B et du papillomavirus dans les cellules basales de la peau sont des exemples bien
documentés (Ahmed et al., 1997)

Pour établir une persistance, les virus doivent également tenter de déjouer le
systéme immunitaire et ainsi lui échapper. De nombreuses stratégies sont apparues au

cours de 1’évolution. Une fagon fort répandue, qu'ont développé plusieurs virus pour
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arriver a cette fin, est la production de protéines immunomodulatrices (Spriggs, 1996).
Ces virokines sont de diverses natures. Plusieurs sont en fait des analogues de cytokines
immunitaires inhibitrices qui empéchent certains types cellulaires de bien jouer leurs
roles dans la réponse antivirale. D'autres agissent plutét de fagon intracellulaire, en
empéchant entre autre la cellule infectée de pouvoir présenter les antigénes viraux et/ou
les molécules CMH a sa surface ou encore en stoppant l'induction de l'apoptose.

(Spriggs, 1996; Oldstone and de la Torre, 1996).

5.2.1 Modulation du systéme immunitaire par les virus; des exemples fascinants
Selon Ahmed et collaborateurs, il existe au moins sept différentes stratégies ayant
été élaborées par les différents virus au cours de leur co-évolution avec leur hote afin
d’établir et de maintenir une infection persistante. Nommément, ces stratégies sont (1)
I’expression restreinte de certains génes viraux, (2) I’infection de site a surveillance
immunitaire réduite, (3) la variation antigénique, (4) I'inhibition d’expression de
molécule de surface essentielle pour la reconnaissance immunitaire, (5) I’interférence
dans la présentation d’antigéne, (6) la production de molécules interférant avec la
fonction de cytokines immunitaires et (7) I'induction de la tolérance immunitaire face a
un virus spécifique (Ahmed et al., 1997). Selon une certaine école de pensce, I’inhibition
de I’apoptose devrait aussi étre considérée comme faisant partie des stratégies de
modulation des défenses de I’hdte contre les virus (Barber, 2001). Dans les pages qui
suivent, plusieurs exemples de modulation du systéme immunitaire par une panoplie de
virus différents sont résumés sous forme de tableaux. L’importance de déjouer les
défenses de I’hote afin d’avoir une chance d’établir une infection virale persistante, est
mise en évidence de fagon frappante lorsqu’on voit le nombre de virus ayant élaboré

autant de moyens pour arriver a se faire « oublier un peu ».



Tableau 1. Exemples choisis de virus capables d’altérer la réponse

immunitaire

Altération de la présentation antigénique

VIRUS

HSV

EBV

\VAY

HCMV

HHV-8
HHV-7
Adénovirus

B,C,D,E

Adénovirus 12
(sous-genre A)

Virus Myxoma

VIH

HTLV-I1

PROTEINES

ICP47 (IE-12)

EBNA-I

ORF66

uS2

US3

uS6

USII

K3 et K5

U2l

E3-19K

EIA

MV-LAP

Nef

Vpu
pl2

FONCTION

retient CMH I au
réticulum endoplasmique
en s’associant 8 TAP

altére dégradation de
peptides au protéasome

accumulation de CMH |
au Golgi

redirection de CMH |
vers le protéasome

empéche le passage
des CMH I du réticulum
vers le Golgi

empéche le chargement
des CMH I avec peptide
en liant TAP dans réticulum

redirection de CMH |
vers le protéasome

augmente I’endocytose
des CMH |

redirige CMH I pour
dégradation endocytique

retient CMH | au
réticulum endoplasmique

inhibe d’expression de I’ARN
de la chaine lourde de CMH |

augmente endocytose
de CMH 1

augmente endocytose
et relocalisation de CMH |
vers réseau trans-golgien

induit dégradation de CMH |

se lie 4 la chaine lourde du

CMH I et la redirige pour
dégradation au protéasome

REFERENCE

Hill et al., 1995
Fruh et al., 1995
Tomazin et al., 1996

Levitskaya et al.,
1995; 1997
Abendroth ef al., 2001
Mocarski, 2002

Mocarski, 2002

Mocarski, 2002

Mocarski, 2002

Ishido et al., 2000

Gewurz ef al., 2001

Blair et Hall, 1998

Blair et Hall, 1998

Guérin et al., 2002

Schwartz et al., 1996

Kerkau ef al., 1997
Johnson ef al., 2001




Tableau 1 (suite). Exemples choisis de virus capables d’altérer la réponse

immunitaire

Production d’homologues de cytokines, chimiokines et récepteurs immunomodulateurs

VIRUS
HHV-6

HCMV

HHV-8

EBV

Vaccinia

Cowpox

Myxoma virus

PROTEINES
ul12

Us1

US28

cmvIL-10

vMIP-1

VMIP-11
vMIP-111

BCRF1

VCP

B29R
(C23L)
vIL-18BP

AS3R
vIL-18BP

CrmE

M-T7

M-T1

M-T2

FONCTION

homologue de récepteur
a B-chimiokines
(RANTES, MIP et MCP-1)

altére recrutement de

lymphocytes T en liant RANTES

et en inhibant son expresssion

homologue de récepteur

a B-chimiokines
(RANTES, MIP et MCP-1)
et 4 fractalkine

homologue de 'IL-10
inhibe prolifération de PBMC

homologue de chimiokine
se liant au récepteur CCR8

idem que vMIP |

homologue de chimiokine
se liant au récepteur CCR4

homologue de I’'[L-10
altére la production d’IFN y

inhibe le complément
en s’associant aux sous-unités
C3 et C4 du complément

protéine soluble se liant
a chimiokines

homologue soluble
du récepteur pour I’1L-18

homologue du récepteur TNF

homologue soluble
du récepteur pour I’IL-18

homologue récepteur TNF

homologue récepteur IFNy
et protéine soluble se liant
a chimiokine

protéine soluble se liant
a chimiokines et module
la migration de leucocytes

homologue du récepteur
aTNF

REFERENCE
Isegawa et al., 1998

Milne et al., 2000

Bodaghi et al., 1998

Kledal ef al., 1998
Spencer et al., 2002

Endres ef al., 1999

Sozzani et al., 1998

Stine ef al., 2000
Moore ef al., 1990

Howard et al., 1998

Alcami ef al., 1998

Smith ef al.,2000

Alcami et al., 1998
Smith et al.,2000
Saraiva et
Alcami, 2001
Upton et al., 1992
Lalani et al., 1997

Graham ef al, 1997

Xuetal., 2000
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Tel qu’il en a été fait mention a la section 4.0, les interférons ont un réle
primordial dans la défense antivirale en général et lors d’une infection par le VSV en
particulier (Samuel, 2001). Le Tableau 2 qui suit, entre autre inspiré de Garcia-Sastre
(2002), illustre des exemples de virus ayant élaboré des stratégies pour contrer la
production d’IFN ou la machinerie y étant associée, en particulier les mécanismes
associés 2 PKR, a I’intérieur méme des cellules. Sachant que PKR peut jouer un role
important dans la prévention d’infection virale persistante (Yeung et al., 1999), la
modulation a la baisse de cette kinase lors d’infections virales souligne I’importance

d’une production adéquate d’IFN dans la réponse antivirale.



Tableau 2. Exemples de virus altérant la réponse cellulaire liée a la production d’IFN

VIRUS

Vaccinia

Influenza

VIH-1

HCV

HBV
HPV

HSV

Adénovirus

PROTEINES
E3L

K3L

BI8R

B8R

NSI

Complexe Tat
et ARN TAR

NS5A

E2
Core antigen
E6

E7

ICP34.5

EIA

VAI RNA

(Virus associated typel RNA)

FONCTION

lie I’ARN bicaténaire
et inhibe la PKR

inhibe la OAS

homologue de elF2a
inhibe la PKR

homologue soluble
du récepteur a I'IFN typel

homologue soluble
du récepteur a I'IFN y

lie PARN bicaténaire
et inhibe la PKR

inhibe I’auto-
phosphorylation de PKR

PKR lie TAR puis Tat lie
ce complexe et inactive

la capacité kinase de PKR
et/ou Tat se lie a et inhibe
directement PKR

Inhibe I’homodimérisation
de PKR et son activation

Inhibe I’activation de PKR
Inhibe la production d’IFN f

Se lie au facteur de
transcription IRF-3 et
réprime la production d’IFN 1

S’associe a la tyrosine kinase
Tyk2 et inhibe la voie de
réponse liée a 'IFN |

S’associe au facteur de
transcription IRF-1 et
réprime la production d’IFN B

Recrute la phosphatase cellulaire
la pour déphosphoryler elF2a
agissant donc en aval de PKR

Interagit avec le facteur
de transcription Stat 1 et
bloque la production d’IFN y

S’associe avec et inhibe PKR

REFERENCE
Chang et al., 1992

Rivas et al., 1998
Davies et al., 1993

Symons et al., 1995

Alcamief al., 2000

Alcami et al., 1995
Mossman et al., 1995

Luet al., 1995
Bergmann et al., 2000

Cai et al., 2000

Galeeral., 1998

Taylor et al., 1999
Whitten et al., 1991
Ronco et al., 1998

Lietal., 1999

Park et al., 2000

He et al., 1997

Look ef al., 1998

Ghadge et al., 1994
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La majorité des virus présentés dans les tableaux précédents sont des virus a
ADN contenant souvent plus d’une centaine de génes, voire méme jusqu’environ 200
pour certains Poxvirus. Parmi tous ces génes, ce type de virus posséde, on I’a vu a I’aide
des multiples exemples cités, plusieurs génes encodant des protéines permettant
d’élaborer, comme le disent si bien Lucas et collaborateurs, des stratégies de camouflage
et de sabotage pour déjouer le systtme immunitaire pour faciliter I’établissement d’une
persistance (Lucas ef al., 2001). Cependant, méme si certains virus & ARN possédent des
facteurs leur permettant de moduler le systéme immunitaire, la majorité des virus 8 ARN
ont trés peu d’espace dans leur génome et ne portent pas de génes encodant des protéines
immunomodulatrices efficaces. Pourtant, méme parmi les plus petits virus 8 ARN qui ne
possédent pas autant de «technologie» que les virus & ADN, plusieurs réussissent a
établir une persistance. Contrairement aux virus 8 ADN, qui possedent des mécanismes
de contrdle de la réplication, le génome des virus a ARN subit beaucoup plus de
mutations dans le temps, ce qui, jusqu’a un certain point, leur permet d’évoluer dans leur
héte et dans bien des cas, de parvenir a y persister. Les principales stratégies de ces virus
sont souvent basées sur la rapidité de réplication et d’adaptation au changement
occasionné par la pression sélective du milieu (Lucas ef al., 2001). Ces mutants peuvent
représenter des populations de quasi-espéces qui sont en fait des variants potentiellement
trés utiles pour un type viral donné. En effet, parmi les formes les plus utiles de variants
associés aux quasi-espéces, on retrouve entre autre la capacité réduite a induire la
production d’IFN ainsi que la capacité & échapper aux anticorps ou aux lymphocytes T;
toutes des caractéristiques pouvant aider a la mise en place d’une persistance virale en
déjouant le systéme immunitaire. La caractérisation de la dynamique de maintien des
quasi-espéces compte aujourd’hui sur le concept révolutionnaire de mémoire
moléculaire évolutive, retrouvée chez une minorité des mutants potentiels dans une
population (Ruiz-Jarabo et al., 2000). En bref, il appert que, un peu a I’instar de la
mémoire immunitaire, ’existence de cette mémoire moléculaire permet & une quasi-
espéce donnée de réagir trés rapidement & une pression sélective a laquelle la population
virale a déja été exposée (Domingo, 2000). Le virus LCMV représente un exemple

particuliérement efficace d’adaptation. En effet, ce virus réussit a échapper a I’'immunité
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humorale en modifiant continuellement sa protéine d’enveloppe au niveau d’épitopes
habituellement visés par les anticorps neutralisants (Ciurea ef al., 2001). De plus, la trés
vaste majorité des virus, qu’ils soient 4 ADN ou a ARN, visent, & I’intérieur d’un
organisme, des sites ou les défenses de 1’hOte, en particulier celles attribuables aux

cellules immunitaires comme telles, sont moins efficaces.

5.3 Persistance virale: quelques exemples

Le Tableau 3, est adapté de Ahmed et collaborateurs (Ahmed et al., 1997) et
présente des exemples de virus pouvant établir une infection persistante chez I’animal.



Tableau 3. Virus pouvant établir une infection persistante chez ’animal

VIRUS ANIMAL HOTE PATHOLOGIE(S) ASSOCIEE(S)

ADN

Parvovirus félin chat ataxie cérébrale, panleucopénie

Herpés B singe encéphalite

Cytomégalovirus souris maladie d’inclusion du

cytomégalovirus
virus du polyome souris tumeurs multiples
SV40 singe Leucoencéphalopathie

multifocale progressive
chez sujet immunosupprimé

hépatite du canard canard hépatite, hépatocarcinome
hépatite de la marmotte marmotte hépatite, hépatocarcinome
ARN
Virus de Theiler (TMEV) souris démysélinisation au SNC
Coronavirus murin (MHV) souris démyélinisation au SNC
Virus du Distemper canin chien démyélinisation au SNC
Virus de Ia chorioméningite
lymphocytaire (LCMV) souris glomérulonéphrite chronique
Virus Visna mouton pneumonie, démyélinisation au SNC
Virus de I’encéphalite et
de Parthrite caprin chévre Arthrite chronique, encéphalomyélite
Virus de ’anémie cheval Anémie hémolytique récurrente
infectieuse équine
Virus de la leucose aviaire poulet Leucémie
Virus du sarcome aviaire poulet sarcome
Virus de la leucémie murine souris Leucémie

Certains virus humains semblent également étre impliqués dans I'établissement
de maladies dont l'étiologie serait, au moins en partie, reliée a une infection virale
persistante. Le Tableau 4 qui suit est également adapté de Ahmed et collaborateurs
(Ahmed e al., 1997) et présente une liste d’exemples bien documentés de virus pouvant
établir une infection persistante chez I’humain et étant associés au développement de

pathologie particuliere.



Tableau 4. Virus pouvant établir une infection persistante chez I’humain

VIRUS

ADN

Adénovirus

Cytomégalovirus

Virus Epstein-Barr

HSV-1et2

HHV-6
HHV-8

Varicella zoster
Hépatite B
Hépatite D
Papillomavirus

Parvovirus B19

Polyomavirus BK

Polyomavirus JC

SITE DE PERSISTANCE

glandes adénoides,
amygdales, lymphocytes

reins, glandes salivaires,
lymphocytes, macrophages

cellules épithéliales du pharynx,
lymphocytes B

neurones dans
ganglions sensitifs

monocytes/macrophages

cellules endothéliales/ lymphocytes B

neurones dans
ganglions sensitifs

hépatocytes,
lymphocytes, macrophages

hépatocytes

cellules épithéliales de la peau

progéniteur érythroide
dans la moelle osseuse

rein

rein, oligodendrocytes du SNC

possibilité de leucémie
lymphoblastique aigué

pneumonie, rétinite

mononucléose infectieuse,
lymphome de Burkitt,
carcinome nasopharyngien,
lymphome non-Hodgkinien

feu sauvage, herpés génital,
encéphalite, kératite

roséole

sarcome de Kaposi,
lymphome

varicelle, zona
hépatite, hépatocarcinome

exacerbation
de I’Hépatite B

papillome, carcinome

Anémie hémolytique,
déficience chronique de
la moelle osseuse

cystite hémorrhagique

Leucoencéphalopathie
multifocale progressive

PATHOLOGIE(S) ASSOCIEE(S)
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Tableau 4 (suite). Virus pouvant établir une infection persistante chez

I’humain
VIRUS SITE DE PERSISTANCE PATHOLOGIE(S) ASSOCIEE(S)
ARN
Hépatite C hépatocytes, lymphocytes, hépatite, hépatocarcinome
macrophages

Rougeole neurones et cellules gliales (SNC) Panencéphalite subaigué
sclérosante (PESS)

Rubéole SNC Panencéphalite progressive
du virus de la rubéole

Virus de lymphocytes T CD4, SIDA

PImmunodéficience monocytes/macrophages,

Humaine (VIH) microglies

Virus T-lymphotrope lymphocytes T leucémie lymphoide T,

humain de type | paraparésie spastique

(HTLV-1) tropicale

Virus T-lymphotrope lymphocytes T aucune connue

humain de type 2

(HTLV-2)

HCoV SNC aucune confirmée a ce jour

5.4 Le Systéme Nerveux Central : un site de choix pour la persistance virale

Le SNC représente un site de choix ou plusieurs virus peuvent s’établir pour

persister et I’implication potentielle de virus est suggérée dans un nombre grandissant de
neuropathologies apparemment liées a une infection persistante. En effet, la présence de
divers virus demeurant dans un état de persistance a lintérieur de certains types
cellulaires semble étre impliquée dans certaines maladies neurodégénératives.

Le HCoV (human coronavirus) représente un des virus fort intéressant a étudier
dans le contexte de la persistance au SNC chez I’humain. En effet, bien qu’aucune
pathologie n’ait & ce jour été associée hors de tout doute a la persistance du HeoV au
niveau du SNC, plusieurs faits reliés & son neurotropisme (Bonavia et al., 1997; Arbour
et al., 1999a; 1999b) et a son pouvoir neuroinvasif (Arbour et al., 2000) rendent trés

intéressante 1’étude de ce virus. Qui plus est, la capacité d’établir une infection
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persistante & I’intérieur des lignées cellulaires humaines issues du SNC a aussi été mise
en évidence (Arbour ef al., 1999a; 1999b). L’activation de lignées de cellules gliales en
culture a également été mise en évidence suite a I’infection par la souche HCoV-OC43
(Edwards et al., 2000). Bien qu’il convienne d’étre prudent sur les conclusions a tirer de
toutes ces études, il appert que I’infection de cellules représentatives du SNC par le
coronavirus humain peut survenir et que chez certains types cellulaires, I’infection mene
a la production de molécules pro-inflammatoires ayant déja été associées a certaines
pathologies neurodégénératives.

De plus, au moins deux virus humains, cités dans le Tableau 4, sont clairement
associés a des pathologies neurologiques démyélinisantes. Le virus de la rougeole peut
établir une infection persistante au niveau du SNC et, dans de rares cas, induire la
panencéphalite subaigué sclérosante (PESS ou SSPE en anglais), une encéphalite
progressive a développement lent qui survient entre 5 et 10 ans apres que les symptomes
caractéristiques de la rougeole aient disparus. Des inclusions intranucléaires et
cytoplasmiques caractéristiques sont observables a I’intérieur d’oligodendrocytes et de
certains types de neurones. La pathologie est invariablement fatale et s’accompagne de
zones de démyélinisation plus ou moins importantes au niveau de la matiére blanche du
cerveau. On observe aussi une importante astrogliose ainsi qu’une infiltration chronique
de lymphocytes et de plasmocytes. (Stohlman et Hinton, 2001). La leucoencéphalopathie
multifocale progressive est associée au polyomavirus JC, et comme la PESS, est une
maladie démyélinisante progressive et fatale. Les cellules infectées par le virus sont les
oligodendrocytes et les astrocytes et, contrairement & la PESS, il n’y a pas de réponse
inflammatoire chronique associée. Méme si la pathologie touche le SNC, il appert
qu’avant le déclenchement des premiers symptdmes, le virus établit son site de
persistance en périphérie, probablement au niveau du rein, et qu’il migre vers le SNC
lors d’épisodes particuliers chez les personnes immunosupprimées. (Stohlman et Hinton,
2001)

5.4.1 Immunité antivirale et auto-immunité au SNC
A part les neurones, le SNC se compose de plusieurs autres types cellulaires. Ces

cellules gliales remplissent des fonctions trés importantes mais bien différentes de celles



22

des neurones. Les oligodendrocytes représentent un type cellulaire important au niveau
du SNC. Elles ne semblent pas jouer de réle immunitaire mais sont trés importantes en
produisant la gaine de myéline autour des axones neuronaux. Ces cellules sont
également des cibles de choix pour certains virus (Bilzer et Stitz, 1996).

Les microglies représentent une population vraisemblablement de méme origine
que les macrophages et sont donc considérées comme leur équivalent au SNC (Bilzer et
Stitz, 1996). En réponse a une infection virale, elles produisent plusieurs des mémes
cytokines que les macrophages mais également certaines substances pouvant devenir
toxiques pour les neurones. Ce sont les cellules qui remplissent le plus adéquatement la
fonction de CPA au SNC (Aloisi ef al., 1998).

Les astrocytes sont les cellules les plus abondantes du SNC et jouent plusieurs
fonctions majeures au niveau du cerveau (Sun ef al., 1997). lls sont impliqués dans la
régulation de I'eau et des ions de méme que dans le métabolisme des acides aminés et de
l'apport d'énergie et de nutriments pour les neurones (Cox et al., 1997). Ce sont aussi des
cellules qui peuvent répondre fortement a l'infection virale. L'astrogliose est d'ailleurs
une réponse immunitaire caractéristique ou les astrocytes se gonflent et migrent vers le
site infectieux (Bilzer et Stitz, 1996; Cox et al., 1997).

Un processus complexe de régulation réciproque existe entre le SNC et le
systéme immunitaire. D’un c6té, le SNC envoie des signaux au systéme immunitaire par
I’entremise d’hormones dont certains glucocorticoides, d’un autre le systéme
immunitaire communique avec le SNC a ’aide de cytokines dont I’IL-1pB, le TNF a et
I’IL-6, principalement relarguées par les macrophages et certains types de lymphocytes
(Rivest, 2001; Rivest et al., 2000). La principale voie utilisée par le SNC pour réguler le
systtme immunitaire est connue sous le nom d’axe hypothalamo-hypophyso-
corticosurrénalien, en Anglais; hypothalamic-pituitary-adrenal axis ou HPA (Webster et
al., 2002). En altérant le métabolisme normal de certaines cellules gliales ou de neurones
infectés et avoisinants, on peut penser qu’une infection virale persistante pourrait avoir
une influence sur la bonne marche d’un mécanisme aussi important et complexe et

occasionner divers types de problémes, entre autres d’ordre auto-immunitaire.
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Le SNC est un environnement tres particulier de l'organisme ou, la plupart du
temps, les cellules effectrices du systéme immunitaire conventionnel ne sont pas les
bienvenues lorsqu’elles sont activées. Les méninges, le liquide céphalorachidien (LCR),
la barriere hémato-LCR au niveau du plexus choroidien, l'absence de réseau lymphatique
conventionnel et la fameuse barriére hémato-encéphalique proprement dite, représentent
autant de barriéres naturelles qui protégent le SNC contre les infections virales (Bilzer et
Stitz, 1996).

Pourtant, le systeme n'est pas parfait puisque des infections virales peuvent
survenir au SNC et engendrer une réaction inflammatoire, premiere étape d'une bonne
réponse immunitaire conventionnelle. Comme mentionné plus avant, des cellules
immunitaires peuvent ainsi passer les barriéres naturelles, parmi celles-ci des
lymphocytes T cytotoxiques activés. Le SNC est un site ou les antigénes du soi risquent
malencontreusement d'étre reconnus comme étant étrangers par les lymphocytes T
cytotoxiques, puisque certaines de ces cellules peuvent réagir contre des épitopes
retrouvés sur les cellules. Une réaction auto-immunitaire importante peut s'en suivre et
causer des dommages au tissu nerveux environnant. C'est ce qui semble I'explication la
plus plausible dans l'apparition de maladies comme la sclérose en plaques par exemple
(Poser, 1993).

Comme préalablement mentionné, diverses études tendent en effet & montrer
I’implication d’infections virales persistantes en tant qu’agent étiologique partiel de
pathologies neurodégénératives. Celles-ci impliqueraient peut-étre un volet d’ordre auto-
immunitaire; i-e ou le systéme immunitaire, trompé par l'infection virale, devient lui-
méme cause de la maladie en s’attaquant au soi (Talbot et al., 2001). Le Tableau 5,
adapté de Talbot et collaborateurs (2001), résume bien les différentes situations ou
infection virale au SNC et pathologie auto-immunitaire peuvent étre liées. Il devient
donc primordial de bien caractériser les facteurs permettant au VSV d’établir une
infection persistante au niveau de cellules issues du SNC si, comme il est présenté a la
derniére section du chapitre I, on entend éventuellement utiliser le VSV pour détruire des
cellules tumorales situées au niveau du SNC ou méme ailleurs dans 1’organisme, étant

donné le pouvoir neuroinvasif du virus.
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Tableau 5. Implication possible d’infections virales dans le développement
de pathologies auto-immunitaires au systéme nerveux central

Induction ou maintien
de la réponse immunitaire
spécifique

Augmentation de
réponse immunitaire
non spécifique

Effet systémique sur
la réponse immunitaire

Induction possible de réaction
immunitaire croisée entre Ag
viral et Ag du SNC
(mimétisme moléculaire)

Réponse immunitaire contre
Ag du soi provenant du SNC

et transportés vers les ganglions
lymphatiques périphériques

Activation des CPA

Modification dans I’équilibre
entre les différentes cellules
immunitaires et le patron

de cytokines

Induction de molécules
impliquées dans la
migration lymphocytaire

Effet au niveau
du SNC

Réponse immunitaire
contre Ag viral exprimé
au niveau des cellules neurales

Augmentation du niveau
d’expression ou libération
d’Ag neural libéré par
cellules infectées

Sensibilisation aux auto-Ag
et induction d’un bris de
tolérance immunitaire

Propagation de déterminants

Présentation antigénique
par CPA du SNC a des
lymphocytes présensibilisés

Au niveau de la BHE :
Induction de chimiokines
et de molécules d’adhésion

Activation de CPA
périvasculaires

Au niveau du parenchyme :
Activation des microglies
comme CPA et cellules
productrices de cytokines

Augmentation des

fonctions effectrices des

cellules gliales en général :
-Production de NO,
-Cytokines, protéases
-capacit¢ ADCC

Ag: antigéne

CPA: cellule présentatrice d’antigéne

NO: oxydes nitriques

ADCC : Antibody Dependent Cell Cytotoxicity BHE: Barriére Hémato-encéphalique
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Bien que certains virus et des co-facteurs associés (notamment génétiques) soient
déja identifiés de fagon plus ou moins formelle comme agents étiologiques possibles de
certaines maladies neurologiques, il reste encore beaucoup a connaitre a propos des
mécanismes précis régissant le tout. Nombre de virus ont été utilisés comme modéle,
autant in vitro que in vivo, pour tenter de comprendre comment I’infection persistante

pourrait jouer un réle pour mener a de telles pathologies.

5.4.2 Virus et persistance : modéles animaux de neuropathologies associées
Quelques modéles d'infection virale persistante existent chez 1’animal et sont
utilisés afin de tenter d'élucider, au moins en partie, comment ce type de pathologie peut
survenir. Le coronavirus MHV et le virus de Theiler (TMEV; Theiler's murine
encephalomyelitis virus) sont deux modeles murins étudiés depuis longtemps et sont de

mieux en mieux caractérisés et compris.

5.4.2.1 Le virus de Theiler : TMEV

Le virus de Theiler de la famille des Picornaviridae, est un pathogéne entérique
naturel de la souris. Etant donné la filiation avec le virus de la poliomyélite qui est aussi
un picornavirus avec un cycle vital trés similaire, Max Theiler a, au cours des années 30,
surtout utilisé « son virus » comme modéle pour comprendre le virus de la poliomyélite.
Toutefois, en virologie moderne, I’infection de souris SJL/J génétiquement susceptibles
par le TMEV est devenu ’un des modéles animaux de la sclérose en plaques humaine
les plus utilisés (Brahic, 2002). Les souches virulentes GDVII et FA ont la capacité
d’induire une encéphalomyélite monophasique généralement fatale (Stohlman et Hinton,
2001). Les souches virales moins virulentes, DA (Daniel’s) et BeAn peuvent également
induire une encéphalomyélite aigué suivie de I’établissement d’une infection persistante
associée a une phase démyélinisante chronique chez la souris (Talbot, 1995; Stohlman et
Hinton, 2001). Il s’agit d’un des modéles les plus pertinents de la sclérose en plaques
humaine a cause de nombreuses similarités d’ordre pathologique et immunologique

(Miller et Gerety, 1990) En effet, dans ce modéle, la gaine de myéline abimée par une
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réaction auto-immunitaire peut se reformer entre des crises, ce qui représente une des
formes de sclérose en plaques chez I’humain (Miller et al., 1995).

La capacité du virus a établir et maintenir une infection persistante semble en
partie liée a la présence d’une protéine particuliere, la protéine L*, issue d’'un ORF
alternatif a ’intérieur du géne VP2 du virus (van Eyll et Michiels, 2000; Ghadge ef al.,
1998).

5.4.2.2 Le coronavirus murin : MHV

Le Mouse Hepatitis Virus (MHV) fait partie de la famille des Coronaviridae. La
plupart des souches de MHV sont d’abord, comme leur nom I’indique, des virus ayant
un tropisme pour les cellules hépatiques (Matthews et al., 2002), pourtant certaines
souches, en particulier MHV-A59 et JHM (MHV-4), peuvent aussi infecter les neurones
ainsi que les cellules gliales (Matthews et al., 2002). Ces 2 souches neurotropes du
MHYV, peuvent créer une infection persistante au niveau du SNC chez la souris.
Habituellement, lors d’une infection aigué, le MHV entraine une encéphalomyélite ou
toutes les cellules du SNC peuvent étre infectées (Stohlman et Hinton, 2001). Suite a une
infection aigué au cerveau par la souche JHM, seulement un trés faible pourcentage des
souris infectées survivent et développent une pathologie chronique et démyélinisante
(Lampert ef al, 1973; Weiner, 1973), c’est pourquoi plusieurs des études sur la
pathologie démyélinisante liée a une infection persistante se font aujourd’hui a I’aide de
mutants dont la capacité a infecter les neurones est altérée (Perlman, 1998; Stohlman et
Hinton, 2001). En fait, la souche MHV-JHM peut, aprés inoculation intranasale,
engendrer une maladie démyélinisante plusieurs semaines plus tard et a ce point, la
moelle épiniére devient un site ou 'ARN viral demeure (Perlman et al., 1990). Dans des
conditions similaires d’infection, I’ARN de la souche MHV-AS59 est retrouvé dans le
cerveau jusqu’a 12 mois post-infection (Lavi et al., 1984a). De plus, la souche MHV-
A59 injectée par voie intracrinienne ou intranasale, engendre une courte encéphalite
aigué dans certaines régions du SNC suivie d'une maladie démyélinisante chronique
associée a une persistance du génome viral (Lavi et al., 1984a; 1984b; 1984c). 1l est tout

a fait clair que le systtme immunitaire, particuliérement par I’entremise des lymphocytes
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T, est impliqué dans la pathologie démyélinisante associée a la persistance du MHV au

SNC (Wu et Perlman, 1999; Wu et al., 2000).

5.4.2.3 Virus mutants et persistance au SNC

On I’a vu, certaines mutations virales peuvent altérer la capacité d’infection des
virus en modifiant partiellement leur tropisme; c’est notamment le cas de la souche
MHV-JHM (Perlman, 1998). D’autre part, certains virus ne persiste que lorsque des
mutations rendent les virions moins virulents. Le tropisme des virus ou leur capacité a
interagir avec certaines protéines cellulaires peuvent étre modifiés, de méme que leur
capacité de réplication. Il existe un type particulier de mutation relié a la température ou
plut6t a une sensibilité accrue a celle-ci. Il semble établi depuis déja un bon moment que
des mutants thermosensibles (ts) apparaissent & l’intérieur d’une population virale
donnée lors des cycles réplicatifs successifs en conditions de croissance semi ou non
permissives. In vitro et in vivo, un processus de sélection de ce type de mutants jouerait
certainement un rdle dans I’établissement et/ou la maintenance d’une infection
persistante. (Preble et Youngner, 1975)

Le virus de la rougeole est un type de virus dont la biologie favorise I’apparition
de mutants ts. Une étude menée chez le hamster nouveau-né, afin de vérifier le potentiel
"encéphalitogéne” de neuf mutants ts de ce virus, a démontré que la réplication de ceux-
ci pouvait étre inhibée lors d’une infection par injection intracranienne. Le virus de type
sauvage entraine une encéphalite aigué chez les hamsters nouveau-nés alors que les
différents mutants ts sont plus ou moins fortement atténués au niveau de leur potentiel de
neurovirulence selon la nature de leur mutation ts. En fait, il semble que si la mutation ts
altére le cycle réplicatif de fagon précoce, le mutant sera atténué. Inversement, si la
perturbation survient vers la fin du cycle, le virus mutant gardera en bonne partie son
potentiel de virulence. (Haspel et al., 1975)

11 semble toutefois clair que des facteurs cellulaires au niveau du SNC participent
au processus d’atténuation virale en engendrant une altération dans 1’expression de
certains génes viraux, ce qui favorise la mise en place d’une infection non-lytique et

persistante (Schneider-Schaulies et al., 1999). Quoiqu’il en soit, il est également clair
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que de nombreuses mutations ont été identifiées au niveau du géne M d’isolats cliniques
de virus de la rougeole associés a des cas de panencéphalite subaigué sclérosante (PESS)
(Ayata et al., 1998), une maladie rare associée a une persistance du virus de la rougeole
au niveau du SNC. Le canine distemper virus (CDV) représente un autre exemple
intéressant de virus pouvant persister au SNC. Comme dans le cas de la rougeole, des
mutations dans le géne codant pour la protéine matricielle ont été mises en évidence chez
des souches virales pouvant persister au SNC (Stettler et al., 1997).

Malgré tous les exemples de virus déja connus pour leur potentiel a causer une
infection persistante reliée ou non a I’apparition de divers types de mutants, certains
¢léments manquent pour bien expliquer le portrait global. Un outil supplémentaire pour
tenter de comprendre encore mieux I’infection persistante, et du méme coup les
neuropathologies qui pourraient y étre reliées, est certes le Virus de la Stomatite

Vésiculaire (VSV).

6. VSV : Le Virus de la Stomatite Vésiculaire

Le VSV fait partie d'une des plus grandes familles de virus connues, les
Rhabdoviridae, nom dont I'étymologie est grecque, le terme rhabdos signifiant batonnet.
On compte deux genres de Rhabdoviridae. Les Lyssavirus, dont fait partie le virus de la
rage, forment le premier, alors que VSV représente le second, nommé Vésiculovirus. Ces
virus peuvent s'attaquer & un grand nombre d'espéces vivantes, autant animales que
végétales. Parmi cette myriade d'hbtes possibles, certains Rhabdoviridae dont le VSV,
vont méme pouvoir infecter des mammiféres, incluant I'humain. (Wagner, 1991;
Letchworth et al., 1999)

Les sérotypes New Jersey et Indiana représentent les deux souches ou sérotypes
majeurs de VSV. Ils sont principalement présents dans la partie ouest de la planéte. Le
sérotype Indiana compte quelques sous-groupes et bien que les deux sérotypes soient
considérés virulents, Indiana semble I’étre beaucoup plus que New Jersey (Fultz et
Holland, 1985). L’exercice de comparaison des génomes indique que les sérotypes
Indiana et New Jersey sont passablement différents. En effet, I’homologie de séquences

en acides aminés des protéines majeures des deux souches varie de 32% pour la protéine
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P, a 68% pour la protéine N. Entre ces extrémes, I’homologie entre les protéines M
présente 62%, celle des deux protéines G est de 51% (Gill et Banerjee, 1986) et celle des
protéines L est de 65,3% (Feldhaus et Lesnaw, 1988).

Plusieurs sérotypes moins répandus sont retrouvés a travers le monde. Le Tableau
6 qui suit, adapté de Rose et Whitt (2001) et de Letchworth et collaborateurs (1999),
présente une liste exhaustive des différents sérotypes de VSV a travers le monde. Les
souches portant un astérisque (*) sont celles pour lesquelles une capacité a infecter
I’humain, en causant une maladie apparentée a une grippe sévére mais non fatale, a été
démontrée (Letchworth ef al., 1999). Du cté économico-agricole, il est & noter que le
VSV engendre habituellement une stomatite vésiculaire, d’ott son nom. La pathologie
ressemble en fait aux symptomes attribués a la fiévre aphteuse et se traduit la plupart du
temps par I’apparition de lésions vésiculaires et érosives sous la langue souvent
accompagnée d’apparition de grosses vésicules sur les gencives, les 1évres, et méme sur
les trayons au niveau du pis ou encore sur le prépuce. Des symptomes plus sévéres,
impliquant entre autres une gliose au niveau du SNC, peuvent étre observés suite a une
injection intradermique dans la langue. Les conséquences économiques peuvent
facilement se chiffrer 4 100-250 dollars US par vache dans un troupeau (Letchworth ef
al., 1999).



TABLEAU 6. Membres des deux principaux sérotypes du Virus de la Stomatite
Vésiculaire et autres Vesiculovirus retrouvés dans la nature

VIRUS ISOLATION SOURCE EN NATURE
VSV-New Jersey* New Jersey, USA 1926 mammiferes, moustiques,
bestiaux, chevaux mouches noires, mouches a cheval

(Cotton 1927)

VSV-Indiana* Indiana, USA 1925 mammiféres, moustiques,
bestiaux mouches des sables
(Cotton, 1926)

VSV-Indiana 2* Trinidad, Brésil, 1964 mammiferes, moustiques, mites
(Cocal) insectes, rongeurs
(Jonkers et al., 1964)

VSV-Indiana 3* Brésil, 1964 mammiféres, mouches des sables
(Alagoas) chevaux, bestiaux, humains
(Federer et al., 1967)

Autres vesiculovirus apparentés

Chandipura* Indes, 1965 mammiféres, mouches des sables
humains
(Bhatt et Rodrigues, 1967)

Piry* Brésil, 1973 mammiféres
opossum
(Theiler et Downs, 1973)

Isfahan* Iran, 1975 mouches des sables, tiques
Humains
(Tesh et al., 1977)

Calchaqui* Argentine, 1982 moustiques
Insectes
(Calisher et al., 1987)
Jurona moustiques
Carajas mouches des sables
Maraba mouches des sables
Yug Bogdanovac mouches des sables
Perinet moustiques, mouches des sables
Porton-S moustiques

* souches virales pouvant infecter les animaux domestiques et I’humain
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Comme tous les Rhabdoviridae, VSV posséde une forme caractéristique en balle
de fusil, rappelant le batonnet ou rhabdos déja mentionné. Il est composé de deux
constituants structuraux majeurs, soit une nucléocapside ou ribonucléoprotéine et une
enveloppe constituée d'une double couche lipidique recouvrant de trés pres la
nucléocapside. Cette derniére est en fait constituée du génome d'ARN monocaténaire a
polarité négative associé a 1258 molécules de la nucléoprotéine N arrangées comme les
perles d’un chapelet autour du génome, a raison d’une molécule N par 9 nucléotides.
Dans I'enveloppe, 1205 molécules de la glycoprotéine G ayant une portion
transmembranaire forment des spicules trimériques a l'extérieur de l'enveloppe pour
permettre une meilleure adsorption aux cellules cibles. On évalue donc a environ 400, le
nombre de ces triméres & la surface d’un virion typique. De plus, 1826 molécules de
protéine matricielle M sont situées a l'intérieur de I'enveloppe virale et forment ni plus ni
moins qu'un pont permettant de rattacher la nucléocapside a I'enveloppe. Deux autres
composantes structurales importantes du virion sont les protéines P et L. La protéine P
est en fait une phosphoprotéine associée a L (large protein) pour former un complexe
qui représente la ARN polymérase dépendante de I’ARN. On retrouve 50 molécules de L
et 466 molécules de P par virion. (Rose et Whitt, 2001)

Le virus de la stomatite vésiculaire posséde un génome d'’ARN monocaténaire
non-segmenté a polarité négative de 11 161 nucléotides (Figure 1) ou cinq génes, codant

pour les protéines structurales.
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Figure 1. Représentation schématique d’un virion du virus de la stomatite vésiculaire
et de I’organisation de son génome monocaténaire 3 polarité négative.
le : leader, tr : trailer
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Les génes viraux sont présents de I'extrémité 3' vers 5' selon l'ordre dans lequel
leur transcription s'effectue (Wagner, 1987). En amont de ces cinq genes est retrouvé une
séquence de téte (leader) de 47 nucléotides, transcrite mais non coiffée ni polyadénylée
et non traduite. Cette région du génome a déja été associée a une possible fonction
d'inhibition de transcription chez la cellule hote (Weck et Wagner, 1979; Weck et al.,
1979; McGowan ef al., 1982). Certaines études ont toutefois démontré que la séquence
de téte n’avait pas de role essentiel dans ce processus (Dunnigan ef al., 1986). Quoiqu’il
en soit, la séquence de téte sert principalement de promoteur pour les processus de
transcription et de réplication du génome par I’ARN polymérase dépendante de I’ARN
(Emerson, 1992; Whelan et Wertz, 1999a). Une étude plus pointue a permis de mettre en
évidence que les 24 premiers nucléotides de la séquence de téte servaient a la fois pour la
réplication et la transcription, alors que les nucléotides 25 a 47 ne servaient que pour
rendre optimal le processus de transcription (Li et Pattnaik, 1999). Un modg¢le alternatif
suggére que la polymérase peut aussi débuter la transcription a un site interne dans le
génome en amont du géne N (Chuang et Perrault, 1997). Trois nucléotides (AAA)
séparent la séquence de téte du premier géne N, correspondant au gene de la
nucléoprotéine (1333 nucléotides), puis viennent ensuite les quatre autres génes, toujours
séparés entre eux par les 2 nucléotides GA ou CA. Dans 'ordre, on retrouve d’abord le
géne P (anciennement NS), codant pour la phosphoprotéine du complexe polymérase,
qui doit étre phosphorylée pour étre fonctionnelle (821 nucléotides). Deux petites
protéines de 55 et 65 acides aminés respectivement appelée C et C’, sont également
encodées dans le géne P. Ces deux protéines n’ont aucun rdle identifié ni dans la
réplication, ni dans la synthése d’ARN et de protéines virales, ni dans la fonction de
shutoff cellulaire engendré lors d’une infection par VSV. Toutefois, elles sont conservées
chez tous les vesiculovirus et il est suggéré qu’elles pourraient avoir un réle dans la
pathogenése (Rose et Whitt, 2001). En continuant sur le génome, viennent ensuite les
génes M, qui encode la protéine de la matrice (833 nucléotides), G, la glycoprotéine de
surface (1672 nucléotides) et enfin L, qui code en fait pour la protéine principale du
complexe polymérase viral (6380 nucléotides). Tous les ARN messagers débutent par la

séquence coiffée AACAG et se terminent par UAUG-polyA (Rose et Whitt, 2001).
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Complétement en aval, une queue de 59 nucléotides non traduits est également présente
et un role dans la réplication, pour cette région nommée frailer (Tr), est aujourd’hui
connu. Elle contient des séquences nucléotidiques importantes pour initier une
réplication efficace de nouvelles molécules génomiques a polarité négative a partir de
molécules antigénomiques (aussi appelées intermédiaires génomiques) a polarité
positive. Le role du Tr est essentiellement attribué a la réplication du génome,
contrairement 2 la séquence de téte qui est également importante pour une transcription
efficace des ARNm viraux (Whelan et Wertz, 1999a). Le Tr contient également des
séquences liées a ’encapsidation des génomes viraux (Whelan et Wertz, 1999b).

Le VSV posséde donc sa propre ARN polymérase qui est en fait un complexe
"ARN polymérase-ARN dépendante" afin de transcrire les cinq ARN messagers
(ARNm) correspondants aux cinq protéines incluses dans le virion. Le génome est
associé a la protéine N, pour former le core RNP ou ribonucléoprotéine. Les protéines L
et P font également partie du core et l'association de toutes ces protéines semble
nécessaire pour amorcer et entretenir la transcription. La transcription du leader en brin
positif semble requise pour que le complexe associé a la polymérase puisse atteindre le
géne N et vraiment initier la transcription dARNm. Les cing ARNm correspondant aux
cinq génes sont coiffés et polyadénylés et la quantité de transcrit de chacun dépend de sa
position sur le génome. Le leader ést synthétisé en quantité plus grande que le géne N,
qui lui I'est plus que P, et ainsi de suite. La traduction des cing ARNm en protéines
correspondantes se fait par la machinerie cellulaire, immédiatement aprés la transcription
(il y a méme chevauchement entre les deux processus) et la quantité relative de chaque
protéine est 4 peu prés proportionnelle & celle des ARNm correspondants (Wagner,
1987; Rose et Whitt, 2001). Les courtes régions intergéniques (en vert sur la Figure 1)
semblent également importantes dans la régulation de la transcription des différents
ARNm (Barr et al., 1997).

Le mécanisme de réplication du virus doit aussi étre mis en place. Il implique le
méme complexe de polymérisation mais en association avec des facteurs cellulaires tels
la caséine kinase II (une protéine kinase) impliquée dans la phosphorylation de la

protéine virale P ou encore un facteur d'élongation nécessaire a la synthése protéique, le
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EF-1 (Banerjee, 1997). La traduction se fait ici en paralléle au processus de réplication.
Les mémes protéines virales impliquées dans la formation du complexe servant a la
transcription des messagers sont nécessaires. En fait, l'interaction entre I'ARN leader et
la protéine N contrdle la réplication. Les protéines N, L et P, dans l'ordre, s'associent
toutes trois & 'ARN /leader et le tout forme un complexe ribonucléoprotéique résistant
aux RNAses pour permettre la polymérisation et la réplication du génome entier
(Wagner, 1987; Rose et Whitt, 2001). En fait, N agirait comme agent "anti-terminateur"
en empéchant le clivage au site intercistronique (entre chaque géne) lors du processus de
réplication du génome (Peluzo et Meyer, 1988). Il est aussi & noter qu'au moins trois
types de protéines P existent a I’intérieur d’une cellule infectée; P-0, P-1 et P-2, qui
different par leur niveau de phosphorylation (Banerjee, 1997). Lorsque P-2 se lie au
complexe, le tout est dirigé vers la transcription alors que la réplication est inhibée. P-2
aurait en quelque sorte un réle complémentaire 8 M qui elle, inhibe la transcription
(Chang et al., 1994). La dite protéine M est trés importante pour VSV au niveau
structural mais elle posséde également d’importantes fonctions permettant au VSV de

rapidement prendre le contrble de la cellule infectée.

6.2 La protéine M de VSV : beaucoup plus qu’une protéine structurale

Les travaux de différentes équipes de recherche ont depuis longtemps démontré
que la protéine M du VSV pouvait jouer de multiples réles. La structure de la protéine M
du sérotype Indiana a été passablement étudiée et révele des domaines relativement bien
définis auxquels peuvent étre associés certaines fonctions particuliéres. La protéine M
participe entre autre a la régulation de la transcription virale (Clinton ef al., 1978; Carrol
et Wagner, 1979) et a I’assemblage des particules virales (Chong et Rose, 1994; 1993).
Les domaines fonctionnels associés a ’assemblage du virion & la membrane plasmique
sont situés entre les acides aminés 1 & 51 et 89 a 119. En effet, la région amino-terminale
(acides aminés 1 a 10) forme une structure en hélice alpha et permet 1’ancrage de la
protéine a la membrane plasmique (Barge et al., 1996; Rigault ef al., 1991). De plus, une
interaction directe de M avec la membrane plasmique semble attribuable a la formation

de liens électrostatiques entre cette membrane et le domaine 1 4 51 de M de méme qu’a
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une association hydrophobe créée entre le domaine 89-119 de M et la membrane
plasmique (Ye ef al., 1994). A Dintérieur de cellules infectées par VSV, on distingue
environ 10% de la quantité totale de la protéine associée a la membrane plasmique
(Chong et Rose, 1994; 1993).

La région amino-terminale de la protéine M contient également des domaines
importants pour |’assemblage et le bourgeonnement des virions. Un premier motif
particulier PPPY, situé entre les acides aminés 24 a 27 (Craven et al., 1999) est trés
important pour I’exocytose des virions. Un second motif, PSAP, situé entre les acides
aminés 37 a 40 (Harty et al., 1999) semble avoir un réle a jouer dans le déroulement
adéquat du bourgeonnement des virions. Le domaine PPPY peut interagir avec diverses
protéines cellulaires possédant des domaines WW dont une ubiquitine ligase localisée a
la membrane plasmique et ayant un role dans I’endocytose et influengant le
bougeonnement de VSV (Harty ef al., 2001)

Le domaine permettant I’association de M a la ribonucléoprotéine est quant a lui
situé entre les acides aminés 17 et 43 et est aussi responsable de I’inhibition de la
transcription virale (Coulon ef al, 1990). La protéine M interagit également directement
avec la glycoprotéine d’enveloppe (G) pour en stabiliser les sous-unités (Lyles et al.,
1992).

En plus des différentes fonctions attribuées a M en rapport au cycle viral lui-
méme, en particulier dans 1’assemblage éventuel des virions, on connait plusieurs rbles
joués par la protéine lors de I’infection pour aider le virus a prendre possession de la
machinerie cellulaire. La protéine M peut entre autre inhiber la synthése protéique
cellulaire (Francoeur ef al., 1987) en causant la déphosphorylation du facteur eIF4E et de
la eIF4E binding protein, occasionnant un arrét de la machinerie de synthése protéique
cellulaire tout en maintenant, au moins temporairement, la traduction des ARN viraux en
protéines (Connor et Lyles, 2002). Depuis plusieurs années, on sait également que la
transcription des génes cellulaires (Lyles et al., 1996; Paik et al., 1995; Black et Lyles,
1992), entre autre au niveau du géne de ’interféron  (Ferran et Lucas-Lenard, 1997), est
affectée de fagon importante par M. Toutefois, cette fonction semble trés peu spécifique

puisque la quantité de plusieurs ARN dont la transcription dépend des trois différentes
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ARN polymérases cellulaires est diminuée suite a I’expression ectopique de M seule ou
lors d’une infection par VSV (Ahmed et Lyles, 1998). De plus, cette inhibition
d’expression du géne de I’IFN [ est clairement attribuable a une capacité de M a inhiber
I’expression génique et la synthése protéique de fagon généralisée chez I’hote (Ahmed et
al., 2003).

La protéine M de VSV peut se retrouver au noyau (Lyles et al., 1988) entre autre
par I’entremise de deux NLS (Nuclear Localisation Signals) (Glodowski et al., 2002).
De plus, il a été montré que M pouvait bloquer le syst¢éme de régulation de transport des
ARN et des protéines entre le noyau et le cytoplasme (Her et al., 1997). Ce systéme de
transport requiert la GTPase RAN (Ras related nuclear protein), une protéine G pouvant
étre couplée au GTP (au niveau du noyau durant l'interphase) ou au GDP (dans le
cytoplasme, particulierement au moment de la mitose) (Moore, 1998; Pennisi 1998). On
sait maintenant que le processus implique une localisation de la protéine au niveau de
pores nucléaires (Petersen ef al., 2000). En fait une interaction directe de M avec la
nucléoporine Nup98 a été mise en évidence pour expliquer le phénoméne (von Kobbe ef
al., 2000). Lors d’une infection par le VSV la cellule abritant le virus meurt aprés avoir
subit des changements morphologiques menant & un arrondissement caractéristique lié¢ a
un effet de M (Blondel et al., 1990). Une partie de ’explication du phénoméne
d’arrondissement provient probablement de I’interaction directe de M avec la tubuline
du cytosquelette cellulaire (Melki et al., 1994). De plus, le géne M de VSV possede deux
codons AUG supplémentaires qui codent pour des méthionines aux positions 33 et 51 de
la protéine M mature. Jayakar et Whitt (2002) ont récemment montré que deux
polypeptides supplémentaires, M2 et M3, peuvent étre produits lors de I’infection par
VSV et il appert que leur fonction principale serait liée a I’induction de 1’arrondissement
cellulaire caractéristique. En effet, sans la présence de ces deux peptides, cet effet
cytopathique survient plus tardivement dans certains types cellulaires (Jayakar et Whitt,
2002).

Toutefois, des travaux plus récents (Kopecky et Lyles, 2003a) indiquent que
I’arrondissement cellulaire est une conséquence directe de 1’induction d’apoptose induite

par la protéine M. Cependant, bien que la protéine M puisse étre associée a I’induction
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d’apoptose lorsqu’exprimée seule sans aucun autre composant viral (Kopecky et Lyles,
2003a; 2003b; Kopecky et al., 2001) ou lors d’une infection virale (Kopecky et Lyles,
2003b; Desforges et al., 2002; Kopecky et al., 2001), il appert qu’un autre composant
viral est impliqué d’une quelconque fagon dans I’induction d’apoptose par VSV
(Kopecky et Lyles, 2003b; Kopecky et al., 2001). Le processus exact par lequel la
protéine M induit I’apoptose n’est pas connu et les chapitres II et III de cette thése visent
a en donner un apercu. Toutefois, il semble tout a fait clair que la fonction d’inhibition
d’expression génique de la cellule hote attribuée & M se fasse par I’intermédiaire des
fonctions d’inhibition de transcription directe et de blocage de transport bidirectionnel
entre le cytoplasme et le noyau dont il a été fait mention plus avant. Le phénoméne
d’inhibition d’expression des génes de la cellule hote semble étre la cause d’une
induction d’apoptose subséquente, qui elle engendre I’arrondissement cellulaire
(Kopecky et Lyles, 2003a). Toutefois, un bémol doit étre apporté a cette derniére
conclusion. En effet, il semble que la protéine M induise rapidement I’apoptose dans les
cellules ou I’induction d’apoptose ne nécessite pas la transcription de nouveaux geénes.
Dans les cellules ou I’induction d’apoptose nécessite 1’expression de nouveaux génes ou
I’augmentation d’expression de certains génes, M agirait plut6t en retardant I’apoptose
induit par un autre facteur viral non identifié, par son effet d’inhibition de transcription
des génes de la cellule-hote (Kopecky et Lyles, 2003b). Les chapitres II et III de la
présente thése font d’ailleurs mention de I’importance d’une induction d’apoptose
adéquate chez la cellule infectée pour prévenir le processus d’établissement d’une
infection persistante en partie liée a la protéine M lors de I’infection par VSV (Desforges

et al., soumis juin 2003; Desforges et al., 2002)

6.3 VSV : Divers types d’infections possibles

Comme il a été bri¢vement mentionné auparavant, VSV peut, de fagon naturelle,
infecter certains ruminants par ’entremise de vecteurs arthropodes (Wagner, 1991;
Letchworth et al., 1999) en produisant des lésions au niveau des muqueuses & I’intérieur

de la bouche des animaux. La plupart du temps, ces ulcéres guérissent et ’animal s’en
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remet bien. Lors d'infection chez les bestiaux, il arrive cependant que le génome viral
puisse étre détecté plusieurs mois aprés que l'infection ait été diagnostiquée (Letchworth
et al., 1996).

Diverses équipes ont de plus montré que des rongeurs tels le hamster (Stanners ef
al., 1975; Fultz et al., 1982; Barrera et Letchworth, 1996) ou la souris (Plakhov et al.,
1995; Bi et al., 1995a) pouvaient adéquatement servir de modéles animaux afin de
permettre 1’étude de I’infection liée & VSV et de chercher 4 comprendre comment peut
survenir une pathologie neurologique impliquant ce type de virus. Ces faits permettent
de compléter des études en culture cellulaire, qui ont entre autres permis de mettre en
évidence que VSV pouvait infecter des cultures primaires de neurones de souris
(Dubois-Dalcq et al., 1982). Pourtant, ni les processus impliqués, ni le type précis
d'infection comme tel, ne sont bien connus, d'ou la pertinence de viser & comprendre de
fagon plus détaillée les mécanismes impliqués lors de I’infection.

VSV est aussi capable d'infecter I’humain (Hanson ef al., 1950; Reif et al., 1987,
Tesh ef al., 1987; Quiroz ef al., 1988). Les symptomes reliés a une infection par le VSV
chez ’humain ressemblent en général a ceux que peut induire le virus influenza,
responsable de la grippe. Pourtant dans un cas au moins, Quiroz et ses collaborateurs
(1988) ont mis en évidence une relation entre l'infection par le VSV (Indiana) et le
développement d'une encéphalite chez un jeune gargon panaméen. Enfin, un autre fait
intéressant en rapport a une infection humaine provient d'une étude réalisée par I'équipe
de Hardgrave (1993) qui montre que des anticorps anti-VSV sont retrouvés chez des
patients atteints de lupus érythémateux, une maladie auto-immune répandue.

D’un autre c6té, il convient de s’arréter ici a un phénoméne nouveau concernant
le VSV. En effet, des études récentes ont montré que certains virus, dont le VSV,
présentaient un potentiel intéressant dans la lutte contre le cancer. Lorsque utilisé en
combinaison avec les interférons de type 1, le VSV semble infecter et tuer de maniere
préférentielle les cellules tumorales sans trop affecter les cellules saines & I’intérieur
d’un organisme. Des travaux de deux équipes de recherche (Stodjl et al., 2000; Barber,
2001) laissent présager que VSV pourrait éventuellement étre administré chez I’humain

afin de tester son véritable pouvoir en tant qu’agent anti-tumoral. Chercher a
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comprendre quels facteurs cellulaires ou viraux peuvent contribuer a transformer une
infection aigué en infection persistante est donc d’une grande importance afin de contrer
d’éventuels effets secondaires néfastes qui pourraient résulter d’un traitement anti-
cancer utilisant le VSV. La section 8 discute de fagon plus détaillée du concept de virus
oncolytique et présente de fagon plus compléte comment et pourquoi plusieurs virus, en
particulier le VSV, suscitent un véritable intérét dans le domaine des traitements contre

le cancer.

6.3.1 VSV : mutants et persistance

Tous les virus & ARN, surtout ceux possédant une ARN polymérase-ARN
dépendante ne possédant pas d'activité de correction d'épreuve (proof reading), ont un
taux de mutation trés élevé. Il n'est donc pas rare de retrouver parmi une population,
plusieurs mutants capables de se multiplier lorsque les conditions leur sont favorables.
Beaucoup de ces mutants sont qualifiés de thermosensibles (ts) alors qu'une mutation sur
une des protéines engendre une sensibilité accrue aux températures non-permissives. Le
taux d'apparition de mutants VSV peut atteindre 1,1x10™. Comme VSV posséde cing
protéines, cinq groupes principaux de mutants ts, appelés groupe de complémentation,
existent. Le groupe I représente les mutants dont la thermosensibilité est causée par une
mutation sur la protéine L, ou se retrouvent 90% des mutants ts. Les groupes II, III, IV et
V sont respectivement a relier aux protéines P, M, N et G. Un groupe VI semble relié a P
(peut-Etre P2) et certains mutants demeurent a ce jour "inclassifiables" (Wagner, 1987).

Dans le cas du sérotype Indiana, plusieurs mutants fs existent et nos études
antérieures ont montré que six de ces mutants ts, tous issus d’un variant particulier
nommé HR, pouvaient persister dans des cultures de cellules murines L-929 et simiennes
VERO. Il a par la suite été démontré que tous, sans exception, portaient une seconde
mutation sur la protéine matricielle M (Charron, 1996; Desforges et al., 2001). Les
mutations de M sont identifiées (Beausoleil, 1994; Desforges et al., 2001) et toutes
semblent altérer la fonction reliée a l'inhibition de synthése protéique et de transcription

génique. Cependant, les mutations induisant le phénotype ts a I’intérieur de cette série de
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variants demeurent pour la plupart inconnues a ce jour. On sait toutefois qu’elles ne
touchent pas la protéine M puisque tous les révertants conservent la mutation dans M.

Un mutant ts particulier de VSV-Indiana, G31 (groupe de complémentation III,
protéine M), peut engendrer une infection persistante in vitro, lorsque l'infection est
accompagnée de particules défectives. Dans ces conditions particuliéres, ce mutant
persiste sur trois différents types cellulaires; soit la lignée L-929 (fibroblastes de souris),
une lignée issue d’un oligodendrogliome humain ainsi qu’une lignée gliale de rat
(Huprikar ef al., 1986). Holland et Villareal (1974) avaient préalablement montré le
méme phénomene sur des cellules BHK-21 durant au moins 150 jours. Le méme mutant
ts, injecté par voie intracrdnienne a des souriceaux nouveau-nés, entraine une pathologie
plus lente et progressive que ne le fait la souche sauvage. Une paralysie des membres
inférieurs survient assez to6t puis la mort suit aprés environ une semaine. Un second
mutant, /s 41, (groupe de complémentation IV, portant donc la mutation s sur la protéine
N), a été étudié de fagon similaire mais aucun symptdme neurologique n'a cependant été
observé (Rabinowitz et al., 1976).

Stanners et Goldberg (1975) avaient déja démontré que le mutant ts T1026, issu
de VSV Indiana-HR, pouvait induire une infection persistante in vitro en condition
restrictive & 39°C. In vivo, le méme mutant ts, engendre une paralysie des membres
inférieurs et acquiert un pouvoir neuroinvasif accru par rapport 4 HR lorsqu’il est injecté
de fagon intra péritonéale (Stanners et Goldberg, 1975; Stanners et al., 1975). Les
travaux réalisés par Charron (1996) ont confirmé les résultats in vitro établis par
Stanners et Goldberg et ont également identifié au moins trois mutants fs
supplémentaires, issus de la méme souche sauvage HR-Indiana (Francoeur et al., 1987),
pouvant induire la persistance in vitro sur des cellules L-929 et VERO. Ces mutants, TP-
2, 3 et 4, possédent également une protéine M mutée qui entraine la perte de capacité
d’inhibition de la synthése protéique (PSI) et d'inhibition de transcription génique,
fonction importante dans l'induction de l'infection aigué accompagnée d'un important
effet cytopathique. Ces deux caractéristiques doivent exister de fagon concomitante pour
que l'infection persistante puisse s’établir et demeurer au niveau des types cellulaires

susmentionnés. Au moins deux mutants de la méme série ne montrent qu’une sensibilité
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accrue a la chaleur (donc fs), TP-5 et TP-6, et ne réussissent pas a établir une infection
persistante sur les deux lignées fibroblastiques, pas plus d’ailleurs que ne le peut le
mutant TP-1, également issu du virus HR, et portant une mutation sur M mais n’étant
pas s (Charron, 1996). Une mutation consensus a 1’acide aminé 163 a aussi été mise en
évidence dans la protéine M d’une population virale hétérogéne issue d’une infection
persistante de cellules L (Ahmed et Lyles, 1997).

Des cultures primaires de neurones d’embryons de 12-13 jours de souris
C57BL/6 ont aussi été étudi€ées en relation avec une infection possible par le sérotype
Indiana de VSV. Dans ce cas, il semble que des neurones différents sont affectés de
fagon variable. Les neurones sensitifs sont les premiers atteints alors qu’on y voit
rapidement des antigénes viraux de méme qu’une réplication plus ou moins active.
Lorsque des particules défectives (DI) sont ajoutées, I’infection se modifie et devient
persistante. Dans ces circonstances, aucune particule virale n’est retrouvée dans le milieu
mais il est possible d’observer la formation du complexe ribonucléoprotéique (RNP) de
VSV au niveau de la membrane cytoplasmique des cellules infectées (Faulkner et al.,
1979). Le VSV de sérotype Indiana peut persister de fagon systémique pour plusieurs
mois chez la souris (Cave ef al., 1985) ou le hamster (Fultz ef al., 1982) lorsque des
particules défectives ou des mutants ts (Doll et Johnson, 1988) sont présents lors de
I’infection.

Pour expliquer la mise en place d’une infection persistante induite par VSV-
Indiana, il semble donc important de considérer la formation de particules virales
défectives interférentes (DI). Celles-ci peuvent jouer un rdle important pour contrer la
virulence d’une souche de type sauvage (Cave ef al., 1985) mais aussi dans certains cas,
pour atténuer une souche considérée ts (Holland et Villareal, 1974). Ainsi, on peut croire
qu’au moins in vitro une des fagons dont la thermosensibilité pourrait en bout de ligne
s’exprimer, serait par la tendance d’un mutant ts & produire des particules DI. Selon le
géne affecté par la mutation ts, le virus produira une quantité variable de virions
(nécessairement plus faible que celui d’une souche non ts & température non permissive)

et une proportion de ces virions seront incomplets ou défectifs. Une des fagons de
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concevoir le pouvoir infectieux atténué d’un mutant ts, serait donc relié a sa capacité

plus ou moins altérée a former des particules complétes

6.3.2 Infection persistante par VSV; autres cas

Des anticorps anti-VSV, ajoutés a des cultures primaires de neurones de souris,
permettent de contenir I’infection et méme d’établir une infection persistante pour au
moins 2 semaines. En présence d’anticorps, il semble y avoir protection contre
’infection aigué. Certaines cellules non neuronales, présentes dans la culture primaire,
éliminent efficacement la proportion de neurones infectés qui produisent des particules
virales. La plupart des neurones ne produisent pas de virions mais plusieurs d’entre eux
contiennent bel et bien le génome viral sous une forme latente sans qu’on y retrouve
d’antigénes viraux et encore moins de particules virales (Dubois-Dalcq et al., 1979).

Plus récemment, Barrera et Letchworth ont réussi & démontrer la persistance de
VSV au niveau du SNC chez des hamsters en mettant en évidence la persistance dARN
viral au niveau du SNC, plusieurs mois aprés l'infection intra péritonéale par la souche
sauvage New Jersey (Barrera et Letchworth, 1996). Moins de 10% des animaux sont
morts suite 3 l'infection aigué et aucun virion n’est détecté chez les animaux qui
survivent. L’ARN génomique viral est détecté de fagon systémique 2 mois aprés
I’infection chez la majorité des animaux de méme que chez 2 animaux au niveau du
SNC apres 10 mois et chez un seul apres 1 an.

La problématique générale, concernant I’étiologie de maladies neurologiques en
est une qui semble fort complexe. Méme si la cause demeure encore obscure
aujourd’hui, ’implication possible des virus semble de plus en plus plausible. Plusieurs
hypothéses sont mises de ’avant pouvoir expliquer au moins en partie ce phénomeéne et
parmi celles-ci, une infection persistante liée 4 une modulation de l'apoptose par certains

facteurs viraux pourrait étre impliquée.
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7. Apoptose et infection virale

Dans la dynamique de mise en place et d’entretien d’une infection virale,
I’apoptose peut entrer en jeu. Dans le cas ou les virus sont impliqués, il convient de
parler de modulation de I’apoptose puisqu’il peut y avoir autant induction qu’inhibition
du processus, dépendant du virus en cause ainsi que des cellules qu’il infecte.
L’interaction virus-cellule est donc, encore une fois, primordiale. (Teodoro et Branton,
1997a)

Comme on I’a vu plus avant, plusieurs iiveaux d’intervention existent pour que
le systtme immunitaire puisse arriver a contrer une infection virale. Le processus
évolutif a permis a 1’h6te de développer un formidable réseau de défense intégré ou les
réponses immunitaires naturelle et adaptative se complétent. Au cours des derniéres
années, plusieurs travaux importants ont permis de mettre en lumiére I’importance de la
bonne mise en place du processus apoptotique pour que les divers éléments du systéme
immunitaire puisse efficacement combattre les virus. La réplication et la propagation
virale de méme que I’établissement d’infection persistante des cellules infectées

représentent différents niveaux d’intervention ot I’apoptose entre en jeu. (Barber, 2001)

7.1 L’apoptose : un processus complexe de destruction cellulaire régulée

Avant de s’aventurer plus avant dans une discussion sur ’importance de
’apoptose en réponse a une infection virale, une présentation de ce phénoméne
complexe est de mise puisqu’il est au coeur de nos travaux.

De fagon trés générale, le processus peut étre réduit a trois étapes principales.
D’abord, le stimulus, étape nécessaire pouvant étre due a différents événements dont
’infection virale. La seconde étape de I’apoptose est la phase d’exécution, ou I’on
observe un changement morphologique plus ou moins marqué des cellules infectées,
avec une vacuolisation de leur cytoplasme, une condensation de la chromatine puis une
fragmentation de ’ADN. A noter que de nombreux organites demeurent longtemps
intacts et que les mitochondries sont actives trés longtemps. Enfin, la formation de corps
apoptotiques, (soit des structures de chromatine extrémement condensée), qui s’associent

a la membrane avant d’étre phagocytés par d'autres cellules, représente la troisiéme
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étape. C’est le bourgeonnement, souvent caractéristique, observé en microscopie.
(Teodoro et Branton, 1997a)

Le processus apoptotique, souvent nommé mort cellulaire programmée, sert a
plusieurs fins dans ’organisme. L’élimination de cellules en excés lors du
développement embryonnaire, de lymphocytes lors des processus de sélection au niveau
du thymus et de cellules devenues dangereuses parce qu’infectées ou transformées chez
un organisme mature, résume de fagon globale, les situations ou il est extrémement
important de pouvoir compter sur la bonne mise en place de 1’apoptose (Hengartner,

2000).

7.1.1 Perspective historique

La premiére publication faisant état d’une possibilité de mort programmée décrit
les observations de Carl Vogt travaillant sur le développement du systéme nerveux chez
les amphibiens dés 1842. Plusieurs années plus tard, en 1951, I’embryologiste
Gluksmann parle d’une mort cellulaire induisant des changements morphologiques
particuliers. Par la suite, Lockshin et Williams décrivent la mort cellulaire survenant lors
de la morphogenése chez les insectes et en 1966, J.R. Tata démontre que la perte de la
queue chez les tétards dépend d’un processus de mort cellulaire nécessitant une synthése
protéique active (Vaux et Korsmeyer, 1999).

Cependant, la véritable reconnaissance d’un processus actif de mort cellulaire
programmée différent de la nécrose, date officiellement de 1972. C’est au Royaume-Uni,
dans la revue British Journal of Cancer que Kerr, Willie et Currie propose que le terme
Apoptose (du Grec pour décrire la perte des pétales chez une fleur) soit utilisé pour
décrire le mécanisme qui régit la mort cellulaire faisant contrepoids au processus de
mitose pour réguler le développement cellulaire chez les animaux supérieurs (Kerr ef al.,
1972).

Pendant longtemps, les processus de prolifération et de différenciation cellulaire
présentaient un grand intérét pour de trés nombreux chercheurs alors que le processus de
mort cellulaire, que I’on croyait invariablement nécrotique et passif, n’attirait I’attention

d’a peu prés personne. Pourtant, la publication de Kerr et collaborateurs, en 1972, et de
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nombreuses autres au cours des années 70, ont rapidement contribué a changer la fagon
de voir les choses a propos de la mort des cellules. A partir de ce moment, on prenait
conscience et on avait la preuve que la mort des cellules pouvait étre trés intéressante a
étudier parce qu’elle représentait un processus actif, contrdlé, voire méme programmé

sur lequel il serait peut-étre possible d’intervenir (Wyllie ef al., 1980).

7.1.2 Les caspases : des protéases particuliéres

La vaste majorité des changements morphologiques observés chez une cellule en
apoptose sont a relier d’une fagon ou d’une autre & une classe particuliére de protéases a
cystéines; les cysteine-dependent aspartate-specific proteases ou caspases. Il existe au
moins 14 caspases différentes divisées en 3 groupes. Le groupe I contient les caspases
impliquées dans la maturation de cytokines. Le groupe II est composé des principales
caspases effectrices; les caspases 2, 3 et 7 et les membres du troisiéme et dernier groupe
comprend les caspases initiatrices 6, 8, 9,10 et 12. Méme si leur r6le principal est associé
a la maturation de cytokines (caspases du groupe I) ou a I’apoptose (groupe II et III),
certaines études ont démontré que ces protéases pouvaient avoir d’autres fonctions dans
la cellule (Algeciras-Schimnich ef al., 2002a). En effet, des roles ont été attribués a la
caspase-1 dans la migration cellulaire (Antonopoulos et al., 2001), a la caspase-8 dans
internalisation de récepteur (Algeciras-Schimnich er al., 2002b), la prolifération
cellulaire (Kennedy et al., 1999) et la survie cellulaire, par un mode d’action impliquant
un domaine différent de celui responsable de sa fonction pro-apoptotique (Chaudhary et
al., 2000). Finalement, des roles ont également été suggérés pour la caspase-3 dans
I’inactivation de voie de survie cellulaire liée au facteur NF-kB pour favoriser
I’induction d’apoptose (Tang et al., 2001; Kang et al., 2001). Il semble que la
compartimentalisation des caspases a ’intérieur des cellules, au moins dans certaines
situations particuliéres, puisse expliquer comment ces protéases peuvent jouer leur role
accessoire sans nécessairement entrainer le processus d’apoptose (Algeciras-Schimnich
et al., 2002a).

Les caspases sont synthétisées dans la cellule sous forme de zymogene, et sont en

général composées de quatre domaines différents. Un prodomaine de taille variable selon
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la caspase se retrouve en portion amino-terminale. Une grande et une petite sous-unité
sont également présentes dans cette forme inactive et sont séparées par une région
charniére. Lors du processus d’activation, il y a clivage protéolytique entre les domaines
et élimination de la région charniére et du prodomaine. Les grandes et petites sous-unités
s’assemblent alors pour former un complexe actif hétérodimérique. En fait, la forme
active des caspases comprend habituellement deux hétérodiméres interagissant au niveau
de la petite sous-unité et représente donc un tétramére ou I’on retrouve deux sites
catalytiques et chaque site actif est formé par des interactions précises entre acides
aminés se retrouvant a la fois dans la grande et la petite sous-unité (Nunez ef al., 1998).
Bien qu’elles reconnaissent toutes des séquences ou se retrouve un acide aspartique en
position P1 et qu’elles puissent la plupart du temps cliver & plus d’une site de
reconnaissance, les caspases présentent toutes une préférence de substrat optimal. La
spécificité de substrat est en bonne partie déterminée par des séquences de quatre acides
aminés incluant I’acide aspartique P1; en général, I’acide aminé en P4 est le plus critique
car il interagit avec une sequence particuliére d’une petite sous-unité du complexe
caspase (Thornberry ef al., 1997; Nunez ef al., 1998).

Lors d’un stimulus pro-apoptotique, plusieurs caspases sont habituellement
activées en cascade. Basé sur leur hiérarchie chronologique d’activation dans cette
cascade protéolytique, les caspases sont divisées en caspases initiatrices (en amont de la
cascade) et caspases effectrices (en aval dans la cascade). Dans de trés nombreux cas, le
clivage engendré par une caspase méne a I’inactivation de protéines-cibles. Cependant, il
peut également mener & une activation; deux exemples trés probants sont représentés par
(1) ’inter-clivage de plusieurs molécules de caspase 8 menant a leur propre activation
lors de I’induction d’apoptose par la voie extrinséque liée aux récepteurs de mort de la
famille TNF receptor et (2) le clivage de la caspase 3 soit par la caspase 8 (voie
extrinséque d’apoptose) soit par la caspase 9 comprise dans I’apoptosome, un

phénoméne lié 4 la voie apoptotique mitochondriale (Hentgartner, 2000).
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7.1.3 Différents stress et différents organites

Il existe différentes voies métaboliques impliquées dans la bonne marche du
processus apoptotique. La voie extrinséque, utilisant différents récepteurs de la famille
des récepteurs de mort situés a la membrane cytoplasmique dont les six membres
actuellement bien caractérisés sont le récepteur TNF-R1 TNF-Receptorl (CD120a), Fas
(CD95), DR-3 Death Receptor3 (APO-3, TRAMP), TRAIL-R1 TNF-Related Apoptosis-
Inducing Ligand Receptorl (APO-2, DR4), TRAIL-R2 TNF-Related Apoptosis-Inducing
Ligand Receptor2 (DR5, KILLER) et DR6 Death Receptor6 (Sartorius ef al., 2001). Au
moins dans les cas du TNF-R1 et de Fas, il y a trimérisation des récepteurs suite a leur
ligation avec leur ligand trimérique. La suite des événements permet de recruter
plusieurs molécules adaptatrices, ce qui en bout de ligne favorise la proximité de
molécules de caspase-8 qui interagissent ensemble pour s’activer ( Sartorius ef al., 2001;
Hengartner, 2000).

Selon les plus récentes avancées en matiére d’apoptose, la voie intrinséque
menant a la perturbation de I’homéostasie intracellulaire, longtemps assimilée a la seule
mitochondrie, pourrait plutot étre associée & plusieurs mécanismes impliquant plusieurs
organites cellulaires. Il semble en effet, que différents organites d’une cellule soient
capables de détecter certains stress et d’induire une réponse locale pour s’adapter ou un
processus menant vers la mort cellulaire, si le stress est trop fort et les altérations qui
s’en suivent dépassent un certain seuil de tolérance (Ferri et Kroemer, 2001).

La Figure 2, adaptée de Hengartner (2000), Eldadah et Faden (2000) et Sartorius
et collaborateurs (2001), présente de fagon succinte les voies principales connues
impliquant les caspases. Pour fin de simplification, certaines composantes des
différentes voies n’ont pas été incluses dans le schéma afin de ne pas surcharger

d’avantage une figure déja fort complexe.
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Figure 2. Représentation schématique des principales voies apoptotiques faisant intervenir les caspases.

La voie extrinseque fait intervenir les récepteurs de mort de la famille TNF. Dans le cas du
récepteur TNF-1, la molécule adaptatrice TRADD (TNFR-associated death domain) forme le
pont entre les récepteurs a la surface cellulaire et FADD (Fas-associated death domain). Cette
voie permet de recruter plusieurs molécules de caspase-8 dans la méme région L’association de
toutes ces molécules entre elles mene a la formation du DISC (Death-Inducing Signaling
Complex) et active habituellement la caspase-8 (parfois la caspase-10) qui pourra directement
aller activer la caspase-3 dans les cellules de type I. Dans les cellules de type II, une quantité
moindre de DISC est formée et I’activation de la caspase-8 méne plut6t au clivage de Bid qui
s’associe a Bax et I’entraine vers la mitochondrie pour activer la voie mitochondriale. La caspase-
8 peut-étre inhibée par cFLIP, un inhibiteur cellulaire naturel. 1l arrive que la caspase-8 soit
activée en aval de la caspase-3.

La voie mitochondriale intrinséque plus classique peut aussi étre activée suite a un stimulus venant
de I'intérieur de la cellule. Dans cette voie, le facteur transcriptionnel p53 peut étre impliqué en
augmentant I’expression de Bax qui sera relocalisé vers la mitochondrie ou il participe a la
formation de pore menant a la libération de facteurs apoptogénes dont le cytochrome C. En
présence d’ATP, ce demier s’associe au facteur Apaf-1 et & la procaspase-9 pour former
’apoptosome qui peut activer la procaspase-3 en caspase-3. La voie impliquant le réticulum
endoplasmique est aussi reliée & la voie intrinséque et implique I’activation de la caspase-12, qui
peut étre activée par la calpaine suite a une augmentation de la concentration de calcium
intracellulaire. La caspase-12 peut jouer un rdle pour activer les caspases -8 et -9.

Dans tous les cas, la voie finale d’activation de la caspase-3 peut avoir des intermédiaires mais
meéne inévitablement & 1’apoptose suite au clivage de nombreux substrats et 4 la fragmentation de
I’ADN. Les facteurs antiapoptotiques Bcl-2 et Bcl-X inhibent [I’activation de la voie
mitochondriale et Bcl-2 peut aussi altérer I’activation de la caspase-8.
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Quel que soit le type de stress occasionné, les symptomes de changements
morphologiques et biochimiques ultimes lié a 1’apoptose sont souvent les mémes. Cet
état de fait a mené a 1’élaboration du concept « d’exécuteur central » par lequel sont
intégrés les diverses voies initiatrices d’apoptose pour ultimement mener a I’activation
des caspases et a la perméabilisation des membranes interne et externe de la
mitochondrie (Ferri et Kroemer, 2001).

Le noyau représente le premier organite ou I’on a pu mettre en évidence une
machinerie capable de sentir un stress pouvant mener a I’apoptose. Certaines kinases,
dont la protéine kinase dépendante de I’ADN ou DNA-PK (DNA-dependent protein
kinase) et ’ATM (Ataxia teleangiectasia mutated ) détectent les brisures dans I’ADN et
démarrent une cascade de réactions menant a la phosphorylation et la stabilisation du
facteur transcriptionnel pS3 (Ashcroft et Vousden, 1999). En situation normale, p53 est
présent en trés faible quantité principalement dans le cytosol. Suite & sa phosphorylation,
la demi-vie de p53 passe de 20-30 minutes a environ 5-6 heures et la protéine passe du
cytosol vers le noyau (Jimenez et al., 1999; May et May, 1999). Cette situation pourra
contribuer a induire un processus apoptotique qui ménera a la perméabilisation
éventuelle de la mitochondrie en activant entre autre 1’expression du facteur pro-
apoptotique Bax et en inhibant I’expression du facteur anti-apoptotique Bcl-2
(Vogelstein et al., 2000).

Le réticulum endoplasmique (RE) peut également participer a I’induction
d’apoptose dans une cellule par deux mécanismes différents. Le premier de ces
mécanismes, nommé Unfolded Protein Response (UPR), est en fait une réponse liée a
une accumulation trop importante de protéines souvent mal repliée a I’intérieur du RE.
Ces protéines mal repliées peuvent entre autre s’associer a la chaperone Bip/Grp78, ce
qui ménera éventuellement & une induction d’apoptose en favorisant entre autre
I’expression du facteur transcriptionnel CHOP/GADD-153 qui inhibe I’expression du
facteur anti-apoptotique Bcl-2. Une perméabilisation éventuelle possible de la
mitochondrie surviendra et ménera a I’activation de plusieurs caspases (Ferri et
Kroemer, 2001). Le second mécanisme d’induction d’apoptose passant par le RE est li¢

a Pactivation de la caspase-12. Suite a une accumulation importante de calcium, cette
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caspase, située du c6té cytoplasmique du RE, est clivée et activée par la calpaine I et
pourra par la suite aller activer les caspase-8 et 9 (Jimbo et al., 2003). Comme le systéme
UPR, ce second mécanisme de signalisation pouvant mener a une induction d’apoptose
controlée par le RE est contrdlé par des chaperones dont la Bip/Grp78. C’est donc dire
qu’il y a chevauchement dans le contrdle des deux voies de régulation de I’apoptose liée
au RE (Oyadomari et al., 2002; Ferri et Kroemer, 2001).
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