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Sommaire

Le signe caractérisant linfection d'une cellule par un Virus des Polyédroses
Cytoplasmiques (VPC) est la formation de corps d'inclusion (polyedres). La synthése de ces
polyedres n'a ét€ démontrée que dans les cellules épithéliales intestinales de larves d'insectes
infectés. Mais il est difficile de circonscrire l'infection au VPC & cet organe en se basant uni-
quement sur la présence de polyedres. En effet, plusieurs études ont prouvé que la réplica-
tion du génome viral peut avoir lieu sans I'expression de géne(s) de VPC. Il s'en dégage que
dans certaines conditions, I'agencement cristallin de la principale protéine virale (polyédrine)
a savoir celle responsable des polyedres, n’est pas respectée. De ce fait, la cellule infectée ne
présente pas de polyedres bien que le virus s'y réplique. Afin d'étudier le lien entre l'ex-
pression et la cristallisation de la polyédrine, nous avons fait exprimer par deux types de ba-
culovirus recombinants le géne de la polyédrine d'un VPC. Grice au tropisme des baculovi-
rus, nous sommes parvenus a exprimer in vivo la polyédrine du VPC d'Euxoa scandens. La
particularité de ce travail réside dans le fait que des tissus alors dépourvus de polyedres lors
d'infection au VPC, contenaient & présent des corps d'inclusion de VPC.

Dans un premier temps nous avons étudié 1'expression simple du géne de la polyédrine
du VPC par un baculovirus recombinant. Deuxi¢mement, nous avons analysé l'expression
simultanée du geéne de la polyédrine d'un VPC avec la polyédrine du baculovirus
recombinant. Nos résultats ont démontré que l'expression du gene de la polyédrine du VPC
dans des tissus ne montrant pas de signes d'infection au VPC est possible. Celle-ci résulte
en la cristallisation de la protéine 2 la fois dans le cytoplasme et dans le noyau des cellules
infectées par les baculovirus recombinants. De plus, nous avons démontré que la présence
de corps d'inclusion de VPC dans une cellule infectée par un Virus de Polyédroses
Nucléaires (VPN), n'interfere ni avec la réplication de ce baculovirus et ni avec I’inclusion

des baculovirions dans leurs propres corps cristallins. Notre étude a aussi montré la



possibilité de généraliser dans plusieurs tissus de larves, la formation de polyédres de VPC.
Ces derniers se retrouvent a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau des cellules infectées
par ces deux types de baculovirus recombinants. La présence de corps d'inclusion dans des
tissus auparavant dépourvus de polyedres, devrait déboucher sur I'étude des répercussions
physiopathologiques de la co-cristallisation de polyédrines cypovirale et baculovirale.

Dans le cadre d'élaboration de VPN recombinants ayant un potentiel bio-insecticide ac-
cru, nos résultats ont montré qu'il est possible d'obtenir un baculovirus avec un géne codant

un bio-insecticide ainsi qu’exprimant la polyédrine qui cristallise autour des virions recombi-

nants.



Introduction



Les Virus des Polyédroses Cytoplasmiques (VPC) sont trés répandus 2 la fois dans la
nature et dans les élevages d’insectes (Aruga, 1971). Le type d'infection qu'ils engendrent a
permis de les considérer comme candidats potentiels dans 1'élaboration de biopesticides
(Belloncik, 1989). Néanmoins, nos connaissances au niveau fondamental sur la physiopa-
thologie de cette infection doivent €tre davantage approfondies afin d’exploiter au maximum
ces agents viraux dans des programmes de contrdle d’insectes nuisibles.

L’infection par un VPC est diagnostiquée par I’identification uniquement dans les
cellules de 1'épithélium intestinal, d'une protéine a l'origine de corps d'inclusion cristallins
(polyedres) (Smith, 1967; Iwashita, 1971). En cristallisant, cette protéine (polyédrine) en-
castre des particules virales infectieuses (Wittig et al., 1960; Arnott et al., 1968; Kobayashi,
1971). Nous soumettons dans ce mémoire que le tropisme cellulaire attribué au VPC in
vivo, basé sur la présence de polyedres, pourrait étre plus large qu'actuellement estimé. En
effet, l'expression du géne de la polyédrine et la cristallisation de son produit sont des
processus influengables par différents facteurs cellulaires (Takami et al. 1967; Iwashita,
1971; Lavallée et al, 1993), environnementaux (Yamaguchi, 1968; Yamaguchi et al., 1969;
Belloncik et Arora, 1979; Belloncik et Arclla 1981; Payne et Mertens, 1983; Hukuhara,
1985; Belloncik, 1989; Truong, 1990) et par la présence d'un autre pathogéne (Iwashita,
1971; Arella et al., 1983). De plus, nous verrons que plusieurs indices montrent que les
VPC peuvent se répliquer sans exprimer le geéne de la polyédrine (Payne, 1976; Belloncik,
1989; Truong, 1990). Cela peut étre le cas des cellules ne montrant pas de signes classiques
d'infections aux VPC in vivo, mais supportant la réplication compléte des ces virus in vitro
(Belloncik, 1989).

Afin d’étudier la cristallisation de la polyédrine d’un VPC ailleurs que dans les cellules
épithéliales intestinales, nous avons ‘‘forcé’’ l'expression du geéne de la polyédrine dans
plusieurs tissus larvaires grace a deux types de Virus des Polyédroses Nucléaires (VPN)

recombinants exprimant le géne cypoviral dans les larves de vers & soie, Bombyx mori..



Cette étude a été faite au niveau de cellules ne montrant pas de signes d'infection in vivo,
mais supportant la réplication complete d'un VPC in vitro (les hémocytes). Ainsi, en forgant
l'expression de la polyédrine par un baculovirus recombinant dans les hémocytes, nous
avons regardé si la polyédrine exprimée cristallisait. De plus, en se concentrant sur le tissu
adipeux, nous avons analysé la dissémination de l'expression du geéne de la polyédrine d'un
VPC dans un tissu ot il y a absence de polyedres lors d'infection.

Les doubles infections faisant intervenir un VPC et un VPN sont fréquentes chez une
larve (Iwashita et Aruga, 1957; Bird, 1969). Les observations faites au niveau de la double
infection d'une méme cellule par ces deux virus, sont trés diverses (Quiot et al., 1980;
Inoue, 1981). Ainsi, les différents rapports publiés faisant compte de la répercussion de
I'expression de la polyédrine d'un VPC sur l'inclusion des virions de VPN de méme que sur
la co-cristallisation de la polyédrine du VPC et du VPN (Quiot et al.,, 1980; Inoue, 1981)
manquent de consensus. L'obtention d'un VPN exprimant a la fois sa propre polyédrine et
celle d'un VPC, nous a permis d'étudier dans la cellule deux aspects de cette infection. Le
premier concerne l'expression simultanée de deux différentes polyédrines et les
répercussions au niveau de leur cristallisation. Le second porte sur l'inclusion des virions
baculoviraux dans les polyedres. Notre travail a ainsi fait pour la premiere fois abstraction
de la composante "réplication du VPC", dans 1'étude de doubles infections VPC/VPN.

Notre projet de maitrise comporte ainsi deux objectifs. Le premier est de disséminer in
vivo l'expression du géne de la polyédrine d'un VPC dans des cellules ne montrant pas de
signe classique d'infection. Le second est de déterminer les répercussions de la co-expres-
sion de deux polyédrines cypovirale et baculovirale dans une méme cellule. Plus particulie-
rement, nous avons abordé les questions de co-cristallisation des polyédrines et d'inclusion

des virions de VPN dans les polyedres.
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1 Introduction.

Traditionnellement, le controle des insectes nuisibles a fait appel aux insecticides chi-
miques abordables et a large spectre. L’abolition de I'utilisation du DDT en 1950 due aux
impacts environnementaux et médicaux, a justifié 1'utilisation de produits plus écologiques
dans le contrdle des insectes ravageurs. A ce niveau, nos connaissances sur les virus d’in-
sectes (entomovirus) ont permis d’élaborer une nouvelle approche au probléme de la lutte
biologique.

Un des groupes d’entomovirus faisant 1’objet d’actives recherches, comporte des virus
entrainant la formation de corps d'inclusion dans les cellules qu'ils infectent. Ce groupe
contient des baculovirus (les Virus des Polyédroses Nucléaires (VPN) et les Virus des
Granuloses (VG)), des cypovirus du genre Reoviridae (Virus des Polyédroses
Cytoplasmiques ou VPC) et des entomopoxvirus. Les corps d'inclusion de ces virus
(polyedres de VPN, granules, polye¢dres de VPC et sphéroides, respectivement) sont diffé-
rents. Ainsi, il n'y a pas d'homologie entre les génes qui codent pour ces corps d'inclusion.
La composition des ces derniers ainsi que leur taille sont aussi différents (Summers et Smith,
1975-76; Rohrmann et al., 1980; Arif et Doerfler, 1984). Les corps d'inclusion
participeraient au niveau de la protection des virions contre l'inactivation par des facteurs
physico-chimiques (Smith, 1967; Aruga, 1971). De ces quatre entomovirus (VPN, VG,
VPC et entomopoxvirus), certains VPC se démarquent par le caracteére chronique de
l'infection qu'ils engendrent. Les infections aux VG, VPN et entomopoxvirus étant la
plupart du temps létales, ces virus seraient plus appropriés pour le contrdle & court terme des
populations d’insectes. Quant 2 certaines infections de type cypoviral (par exemple celle due
au VPC d'Euxoa scandens), leur caractere chronique permettrait de les impliquer dans la lutte
biologique a long terme (Belloncik, 1989).

Mais, I’utilisation des entomovirus ne se limite pas a la lutte biologique. Dans le cadre

de recherches médicales et fondamentales, 1’expression de diverses protéines par des VPN



recombinants est courante (Summers, 1995). De la protéine G du virus de la rage (Prehaud
et al., 1989) en passant par I’interferon humain o (Maeda et al., 1985; Horiuchi et al., 1987)
et B (Smith et al., 1983a), les particules poliovirales non infectieuses (Urakawa et al., 1989),
l'interleukine-3 murine (Miyajima ez al., 1987), certaines protéines du virus VIH-1 (Gheysen
et al., 1989), des protéines structurales du virus de la fievre aphteuse (BT V) (French et Roy,
1990) et les polyédrines de VPC (Fossiez, 1990; Mori et al., 1993), les applications médi-
cales, paramédicales et fondamentales de I’utilisation des ces virus d’insectes ne cessent
d'augmenter.

Parall¢lement, le domaine de l'agriculture pourrait aussi profiter du développement des
VPN en tant que vecteurs d’expression (Bishop et al., 1995). En effet, I’obtention de virus
recombinants exprimant des génes A caractere insecticide comme la delta-endotoxine
(Merryweather et al., 1990) et de la cytolysine du Bacillus thuringiensis (Li et al., 1995),
I’hormone diurétique de la larve du tabac Manduca sexta (Maeda, 1989), de neurotoxine
d'insecte (Maeda et al., 1991) ou de I’estérase de I’hormone juvénile (HLE) (Hammock et
al., 1990) ont permis aux chercheurs d’envisager diverses stratégies afin d’accroitre le
potentiel bio-insecticide de ces baculovirus.

Dans notre étude, nous nous sommes servis du syst¢me baculoviral pour étudier la
cristallisation d'une protéine virale a travers divers tissus larvaires. Ainsi, nous avons ex-
ploité deux caractéristiques des VPN, c’est & dire le caractére systémique de I’infection et la
facilité de construire des virus recombinants. Nous verrons dans les parties qui suivent
comment nous avons abouti a cette étude des VPC et pourquoi le VPN était I’outil par excel-

lence pour mener a bien notre projet.

2 Les Virus des Polyédroses Cytoplasmiques (VPC).

2.1 Généralités.
On retrouve les Virus des Polyédroses Cytoplasmiques ou cypovirus chez un bon

nombre d’arthropodes. L’infection causée par un VPC est caractérisée par la formation de



corps d'inclusion uniquement dans les cellules épithéliales intestinales (Hukuhara, 1985).
Certains types de VPC sont plus virulents que d'autres. Ainsi, le VPC d'Orgyia pseudotsu-
gata est extrémement virulent (Martignoni et al., 1969, Payne et Mertens, 1983). De plus,
contrairement a la virose induite par le VPC d'Euxoa scandens, un haut taux de mortalité ap-
parait lors d'infections de Bombyx mori par un VPC en élevage (Belloncik, 1989). Par
contre, lors de l'isolement du Es VPC en laboratoire (Quiot et Belloncik, 1977) un faible
taux de mortalité a ét€ observé malgré un haut taux de contamination des larves en élevage.
Ainsi, les VPC qui ne tuent pas entrafnent chez leur hote des signes de croissance et de
développement anormaux (Bullock er al, 1970; Simmons et Sikorowski, 1973; Bell et
Kanavel, 1976; Bell, 1977; Bellemare et Belloncik, 1981). Ces effets seraient dus a un
débalancement des fonctions de l'intestin infecté, réduisant l'absorption de nutriments
(Hukuhara et al., 1981; Hukuhara, 1985). La persistance dans l'environnement des larves
infectées permet I’excrétion, par les voies normales de défécation, de polyedres contenant
des particules virales infectieuses. Ce phénoméne naturel favorise la transmission
horizontale et I'amplification de l'agent infectieux (Saito et Yamaguchi, 1960; Boucias et
Nordin, 1978). Quant 2 la transmission verticale, la contamination de la coquille des ocufs
ou de l'embryon lui méme a été suggérée lorsque les adultes survivent & une infection (Aruga
et Nagashima, 1962; Hukuhara, 1962; Aruga, 1971). Par ailleurs, les larves qui ne
succombent pas 2 linfection démontrent une susceptibilité accrue aux stress

environnementaux (Belloncik, 1989).

2.1.1 Historique

Ishimori (1934) a constaté la présence de corps d'inclusion intracytoplasmiques dans
les cellules épithéliales intestinales de vers a soie (Bombyx mori). Il fallut attendre I’année
1950 pour que Smith et Wyckoff publient leurs études faites sur des structures cristallines

associées a la virose induite par les Virus des Polyédroscs Nucléaires (VPN). Ce groupe a



rapporté la présence de cristaux intracytoplasmiques qui, a la différence de ceux retrouvés
dans le noyau des cellules infectées aux VPN, ne comportaient pas de baculovirions. Par
contre, on y devinait la présence d'empreintes sphériques de 50 a2 70 nm de diamétre, dissé-
minées a travers la totalité de la matrice cristalline de ce nouveau type de polyedre. Plusieurs
laboratoires se sont penchés sur I’identification de ces corps cristallins (Hukuhara et
Hashimoto, 1966; Smith, 1967; Federici et al.,1973; Kawase et al., 1973; Lipa, 1977) et
aujourd’hui, on les associe a I'infection due au VPC avec pour rdle de protéger les virions
dans I’environnement (Smith, 1967; Aruga, 1971).

En 1982, Mattews a proposé l'intégration des VPC dans la famille des réoviridés.
Celle-ci comporte aujourd'hui un nouveau genre (cypovirus) regroupant tous les VPC avec
comme prototype le VPC de Bombyx mori (Bm VPC) (Holmes, 1991). Environ 249 in-
sectes repartis sur quatre genres (Martignoni et Iwai, 1986, Hukuhara et Bonami, 1992) et
un crustacé (Federici et Hazard, 1975), ont déja été identifiés comme susceptibles & une in-
fection cypovirale. Parallelement, l'observation de pseudo-virions et de corps d'inclusion
chez certains nématodes (Irahim et al., 1978) ainsi que dans les oocytes de plasmodium res-
ponsable de la malaria des rongeurs (Bird et al., 1972) laisse présumer un spectre d’hote en-
core plus large qu’actuellement estimé. Des études faites sur la susceptibilité des cellules aux
VPC in vivo et in vitro ont clairement démontré que I’infection classique par ce virus est limi-

tée aux invertébrés (Ignoffo, 1968; Katagiri, 1981; Granados, 1978; Belloncik et al., 1987).

2.1.2 Morphologie des virions.

L'observation microscopique des particules virales extraites de polyédres (Hosaka et
Aizawa, 1964), révele la présence de virions possédant une capside de symétrie icosaédrique
dont l'aspect tridimensionnel n'est pas sans rappeler celle des réovirus (Hills et Smith, 1959;
Hozaka et Aizawa, 1964; Miura et al., 1969). Les virions d'une dimension d'environ 70 nm

de diametre, posseédent 12 spicules (Miura et al., 1969). Bien qu'ils fassent partie des



Reoviridae, les cypovirus ne possédent pas une double capside (Stoltz et Hilsenhoff, 1969;

Lewandowski et Traynor, 1972).

2.1.3 Caractérisation génomique.

Le génome des VPC est constitué d’un ARN double brin (ARNdb) (Miura et al.,
1968) segmenté d’une masse moléculaire tournant autour de 15 x 106 Da (Payne et Rivers,
1976). Selon le profil électrophorétique de migration des 10 segments d'ARNbc sur gel
contenant 3% de polyacrylamide (PAGE), 12 différents types ont été répertoriés (Payne et
Rivers, 1976; Payne et Harrap, 1977; Payne et Mertens, 1983). Récemment, un 13¢me et
14%me type ont été suggérés (Fouillaud et Morel, 1994; Belloncik et al., 1995). Par contre,
l'utilisation de gel de polyacrylamide de 10% permet d'identifier la présence de sous-types
(Payne et al., 1983). Ces derniers proviennent du fait que certains segments migrent
différemment selon la matrice du gel (Payne et Mertens, 1983). Morphologiquement
similaires, les 12 principaux types de VPC sont sérologiquement différents (Mertens et al.,
1989) possédant peu ou pas d'homologie de séquences nucléotidiques (Payne et al., 1986).
Les rapports montrant l'absence d'homologie de séquence entre le géne de la polyédrine du
BmVPC, type 1 (Arella er al. , 1988) et celui d'un VPC (type 5) de la larve d'Euxoa
scandens (Es VPC) (Fossiez et al., 1989) corroborent ces observations. A l'instar des
réovirus pour lesquels la taille théorique des produits primaires d'expression des génes peut
étre déduite a partir de celle des divers segments d'ARNdb (Both et al., 1975), le poids
moléculaire des protéines structurales des VPC concorde en général avec les valeurs prédites
(Lewandowski et Traynor, 1972; Payne et Kalmakoff, 1974; Payne et Tinsley, 1974; Payne
et Rivers, 1976). En association avec le génome viral, les particules virales infectieuses
possedent plusieurs enzymes impliquées dans les premiéres phases de la réplication (Dai et

al., 1982). Ainsi, l'initiation du processus de réplication est grandement favorisée; ces
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enzymes étant disponibles aussitdt que le génome viral est introduit dans le cytoplasme de la

cellule.

2.1.4 Cycle de réplication des VPC.

Trois points importants ressortent des données accumulées sur la réplication cypovi-
rale: Premitrement, les particules virales n'ont pas besoin d'€tre altérées pour permettre
l'initiation de la réplication. Il est bien connu que I'ARNdb des Reoviridae ne peut servir
d'ARN messager (Joklik, 1974) et qu'il n'est donc pas a l'origine de la synthése de
protéines virales. Lewandowski et al. ont ét€ les premiers en 1969 a rapporter la présence
d'une ARN polymérase ARN dépendante 2 l'intérieur de la capside d'un BmVPC. A la
différence de la transcriptase des réovirus, celle des VPC ne nécessite pas l'altération de la
capside par des enzymes protéolytiques ou par des chocs thermiques pour son activation
(Joklik, 1974; Lewandowski et Traynor, 1972; Storer et al. 1973 et 1974). Yasaki et Miura
(1980) ont émis I'hypothese que la transcriptase cypovirale est présente dans les spicules des
virions. Seuls les produits de transcription de 'ARNdb viral sont injectés dans la cellule a
travers les protubérances de la capside; les VPC imiteraient donc l'infection par les
bactériophages. Ils s'adsorberaient a la surface de la cellule cible et y introduiraient un
transcript de chaque segment de leur ARNdb a travers les spicules (Kobayashi, 1971). En
observant la présence de virions dans des phagosomes cellulaires, Belloncik (1989) a
proposé la viropexie comme processus précédant l'injection des acides nucléiques dans la
cellule. Les groupes de Furuichi (1974) et Shimotohno et Miura (1974) ont démontré que
les ARN viraux retrouvés dans la cellule juste avant l'initiation de la réplication du VPC,
étaient monocaténaires et correspondaient a des trancripts du génome viral. Le fait qu'aucun
appariement n'a été décelé a l'intérieur méme de ces populations d'’ARNdb, démontre que
seulement un brin de chaque segment d'’ARNdb viral, sert de gabarit lors de la transcription

(Lewandowski et al., 1969; Shimotohno et Miura, 1973; Furuichi, 1974).
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Deuxiemement, les VPC ne requierent pas d'enzymes cellulaires pour l'initiation de
leur réplication. En effet, les seuls éléments indispensables a leur réplication sont empruntés
a leurs hotes en cours d'infection tels que les nucléotides triphosphates (NTP) ainsi que les
donneurs de groupes méthyles. Furuichi (1974, 1981) et Wertheimer et al. (1980) ont com-
plété 1'étude de la réplication cypovirale. Ces derniers ont démontré que les produits de la
transcription (ARNm) augmentaient proportionnellement avec la concentration du donneur de
groupe methyl, soit la S-adenosineméthionine. Ces résultats ont été liés au phénomeéne de
coiffe (Shatkin, 1976) des ARNm intervenant dans le processus de traduction de ces demiers
par les unités ribosomales et requérant une nucléotide phosphohydrolase, une guanyl transfé-
rase ainsi qu'une méthylase. Storer et al. (1974) ainsi que Dai et al. (1982) ont confirmé la
présence a l'intérieur des cypovirions des ces enzymes et leur association avec le génome vi-
ral. La stabilité des 10 segments d'ARNdb viraux dans le cytoplasme a été récemment dé-
montrée dans notre laboratoire (données non publiées). Lors d’expériences, les 10 segments
d'ARNdb du Es VPC ont été isolés 7 jours apres leur transfection dans des cellules permis-
sives d'une lignée cellulaire d'Euxoa scandens. Cette stabilité est attribuée a la coiffe de 1'ex-
trémité 5' des ARNs des VPC permettant entre autres, d'accroitre leur résistance aux ribonu-
cléases présentes dans le cytoplasme de la cellule (Furuichi et Miura, 1975; Shimotohno et
Miura, 1977; Furuichi, 1978; Wu ez al., 1981).

Troisiemement, l'infection aux VPC n'est pas lytique in vitro. On retiendra trois li-
gnées cellulaires d'insectes, Trichoplusia ni, Lymantria dispar et Spodoptera frugiperda qui
infectées respectivement avec les VPC de T. ni (Granados et al., 1974), d’Euxoa scandens
(Quiot et Belloncik, 1977) et de Chrysodeixin eriosoma (Longworth, 1980) ont montré 1’ab-
sence (ou presque) de lyse cellulaire. Depuis, plusieurs rapports ont fait état de diverses
autres lignées cellulaires d'insectes supportant la réplication compléte d'un VPC (Belloncik,
1994). La persistance de l'infection cypovirale in vitro a entre autres été démontrée par

Belloncik et al. (1995). Ce dernicr groupe est parvenu a effectuer de 15 a 50 passages de
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cellules infectées avec les VPC d’E. scandens et d’Heliotis armigera respectivement. Le taux
d'infection avec le dernier VPC s’est maintenu & 30%(+/- 10%) a partir du 20°™€ passage.
Le fait que la réplication des VPC a lieu sans perturber la synthése protéique cellulaire a été
démontré

par Arella et al. (1984). En effet, la synth¢se prot€éique semble se poursuivre en paraliéle

avec la synthese de particules virales infecticuses et de polyedres.

2.1.5 Expression des génes.
A l'instar des réovirus (Joklik, 1974; McCrae et Joklik, 1978), il est logique de présumer
que les 10 segments d’ARNdDb détiennent chacun un géne contenant 1'information nécessaire
pour la syntheése de protéines virales. Selon McCrae et Joklik (1978), un seul brin de chaque
segment, celui possédant la coiffe a son extrémité 5', servirait de gabarit pour la synthése
d'ARNdb responsables de la synthe¢se protéique. Dans le cas des VPC, lorsque 'ARNdb
dénaturé est mélangé avec un lysat de réticulocytes de lapins, on observe la syntheése de
diverses protéines identifiables sur gel dénaturant de polyacrylamide (Mertens, 1979;
McCrae, 1982; McCrae et Mertens, 1983; Pullin et Moore, 1985). Des 12 protéines
obtenues lors de la traduction in vitro, quatre synthétisées respectivement a partir des seg-
ments 1, 2 ou 3, 4 et 6 représentent les protéines structurales isolées de particules virales pu-
rifiées. Aux huit autres dont fait partie la polyédrine, des fonctions non-structurales indéfi-
nies sont supposées (Lewandowski et Traynor, 1972; Payne et Kalmakoff, 1974; Payne et
Rivers, 1976). La cinétique de synthese et d'association des protéines virales a été étudiée
par Miyajima et Kawase (1968). Ils ont montré que suite & 3 h d'éclipse, il y a une
augmentation réguliere du nombre de particules virales dans le cytoplasme des cellules, pour
atteindre un plateau aprés 24 h. Tout de suite aprés cette phase d'éclipse, le seul signe
d'infection est la présence de stroma virogéniques, (Xeros, 1956, Sohi et al., 1971) dans le

cytoplasme, contenant 2 la fois de I'ARN viral et des protéines virales. Ces viroplasmes
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fusionnent (Kobayashi, 1971) pour former de véritables usines de production de particules
virales infectieuses (Amott et al., 1968). Selon Kobayashi (1971), le "core" du virus
origine de la périphérie du stroma virogénique et s'insére a l'intérieur des capsides naissantes
dépourvues de spicules. Une fois ces nucléocapsides matures, il y a greffe des spicules au

sommet des capsomeéres. Certains virions restent libres, alors que d'autres sont
emprisonnés dans des corps protéiques. Nous verrons plus loin le processus d'inclusion

des virions et de cristallisation de la polyédrine entrant en jeu a ce niveau.

2.2 Caractéristiques de I’infection.

2.2.1 Cytopathologie

Les VPC se répliquent dans le cytoplasme des cellules infectées. Les stroma virogé-
niques ou viroplasmes (Xeros, 1956; Sohi et al., 1971) croissent en dimension au fur et 2
mesure que l'infection progresse et finissent par fusionner. A ce stade, ils contiennent 2 la
fois des capsides vides et des virions infectieux. En fin de cycle, les particules virales infec-
tieuses migrent vers la périphérie du viroplasme ainsi atrophié et commencent a s'éparpiller
(Hukuhara et Bonami, 1992). La polyédrine, alors présente en grande quantité dans le cy-
toplasme, diffuse vers les plus gros agrégats de virions et débute sa cristallisation pour for-
mer des polyedres incluant des particules virales (Hukuhara, 1985). Lors d'une infection
typique due au VPC, le noyau cellulaire montre quelques changements pathologiques dont
des variations au niveau de la distribution de la chromatine (Steinhaus et Dineen, 1959; Stairs
et al., 1968, Amott et al., 1968) ainsi qu'une hypertrophie nucléaire en fin d'infection (Vago
et Bergoin, 1963; Harpaz et al., 1965). Par ailleurs, la présence de corps d'inclusion nu-
cléaires pour certaines souches de BmVPC (Hukuhara, 1985) donne lieu & des polyedres dé-
pourvus de virions. Les changements cellulaires incluant le démantélement du réticulum en-

doplasmique rugueux (Kobayashi, 1971), la vacuolisation (Grace, 1962; Arnott et al., 1968)
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et une hypertrophie du cytoplasme (Xeros, 1966, Amott et al., 1968; Kobayashi, 1971)

ainsi que des mitochondries (Anthony et al., 1973) ont été rapportés.

2.2.2 Spécificité de I'infection.

In vivo, en se basant sur la présence de polyedres, l'infection due au VPC semble étre
limitée aux cellules épithéliales intestinales (Smith, 1967; Iwashita, 1971) malgré la présence
de virions libres dans I'hémolymphe des larves infectées (Sikorowski et al., 1971; Miyajima,
1975; Belloncik, 1989). Par contre in vitro, il y a perte de ce tropisme cellulaire. En effet,
plusieurs groupes ont démontré que le VPC peut se répliquer dans des cultures cellulaires
primaires ou continues de cellules ovariennes d'insectes (Grace, 1962; Vago et Bergoin,
1963; Kawarabata et Hayashi, 1971; Sohi et al., 1971; Quiot et Belloncik, 1977, Belloncik et
al., 1985). Des cellules trachéales (Sohi et al.,, 1971) ainsi que des hémocytes en cultures
primaires (Rocheleau, 1987; Belloncik, 1989) et continues (Granados et al., 1974) ont aussi
montré leur susceptibilité au VPC. Toutes ces études démontrent que la susceptibilité des
cellules 2 l'infection cypovirale change lorsque placées in vitro. La réplication du VPC d'E.
Scandens dans des hémocytes en culture primaire normalement indécelables in vivo
(Rocheleau, 1987) prouve bien qu'un changement au niveau de la cellule a lieu in vitro.
Cette expérience a €ét€ poussée plus loin par Belloncik (1989) qui a montré que des
hémocytes infectés in vivo, ne présentent des signes classiques de la virose due au VPC que
si placés in vitro. La susceptibilité d'une cellule face au VPC est donc étroitement liée a la

nature de celle-ci et au milieu dans lequel elle se trouve.

2.2.3 Physiopathologie.

Nous avons déja vu que la découverte des VPC s'est faite A partir de larves soupgon-
nées d'étre infectées par le VPN (Smith et Wyckoff, 1950). Il fallut attendre l'année 1959
pour que la physiopathologic de la virose soit caractérisée. Cette année, Ishikawa et

Asayama (1959) ont montré que les polyedres apparaissent préférentiellement dans les cel-
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lules cylindriques de 1'épithélium intestinal au niveau de l'intestin moyen. Le symptdme ca-
ractéristique étant alors un organe possédant un aspect turgescent et laiteux (Iwashita et al.,
1968, Watanabe, 1971). Par contre, la présence des polyedres ailleurs que dans ce tissu n'a
été rapportée que par Stoltz (1969). Ce dernier les a retrouvés dans les cellules du tissu adi-
peux. Malheureusement, ces résultats n'ont jamais été reproduits.

Ignoffo et Adams (1966), Martignoni et al. (1969), Simmons et Sikorowski (1973),
Magnoler (1974) et Bellemare et Belloncik (1981) ont effectué des essais biologiques sur des
larves infectées par un VPC. Les résultats obtenus ont permis de noter l'absence de mortalité
significative (pour certains types de VPC) chez la majorité des larves d'insectes lorsqu’infec-
tées apres le troisieme ou le quatriéme stade de maturation. Paralleélement, une diminution de
l'appétit jumelée a de la diarthée, est a l'origine d'un taux de croissance larvaire réduit ainsi
que de larves chétives et difformes (Bullock er al., 1970; Bell, 1977; Simmons et
Sikorowski, 1973; Bell et Kanavel, 1976). Contrairement au taux de mortalité des larves,
celui des pupes est tres élevé, de sorte que la majorité des larves ne se rend pas au stade pa-
pillon. Par contre, pour la faible minorité des chrysalides qui échappe a l'emprise du virus,
trois destinées sont possibles. La premiere est 1'émergence de papillons difformes et mori-
bonds n'ayant quasi aucune chance de survie (Neilson, 1965; Vail et Gough, 1970;
Bellemare et Belloncik, 1981). La seconde est I'obtention de papillons peu fertiles sinon
stériles et donc incapables de procréer (Simmons et Sikorowski, 1973; Vail et Gough, 1580;
Bellemare et Belloncik, 1981). La troisieéme est l'apparition d'adultes transmettant le VPC a
leur progéniture (Aruga et Nagashima, 1962; Hukuhara, 1962; Aruga, 1971). De ce féit, les
jeunes larves issues des ces géniteurs entrent rapidement en contact avec le VPC souvent
suite 2 la contamination de la coquille de leurs oeufs. La transmission verticale du VPC par
contamination de l'embryon a l'intérieur de l'ocuf n'a pas encore ét€ définitivement prouvée.
Ainsi, l'infection des jeunes larves suite 2 la contamination de l'extérieur de la coquille de

l'oeuf parait un important mode de transmission du VPC de génération en génération. Si



16

certains types de VPC (dont le Es VPC) ne tuent pas leur hote, le fait qu'ils affaiblissent
considérablement les larves suppose que ces dernitres sont beaucoup plus susceptibles aux

conditions environnementales.

3 Les Virus des Polyédroses Nucléaires (VPN).

3.1 Généralités.

Les premiéres allusions concernant une infection de type VPN ont été faites en 1527
lors de la description de la jaunisse du ver a soie. En 1856, Maestri et Cornelia furent les
premiers a établir un lien entre la présence de cristaux dans les cellules et les symptomes de
la jaunisse associés par Bergold (1947) a un virus de type baculoviral. Apres la deuxieme
guerre mondiale, les chercheurs ont abouti & la conclusion que ces virus se retrouvaient de
fagon courante chez différentes populations de 1épidopteres nuisibles. Si des essais sur le
terrain démontraient 1’utilit€¢ des VPN comme insecticides biologiques (Ignoffo, 1973), ils ne
rivalisaient pas avec les produits chimiques alors sur le marché. Comme les VPC, les bacu-
lovirus sont restreints aux arthropodes et 600 différents isolats ont déja été identifiés a partir
d’insectes, de crustacés et d’arachnidés (Martignoni et Iwai, 1986; Rohrmann, 1992). A
I’intérieur des Baculoviridae, les VPN qui nous intéressent ici, se retrouvent uniquement
chez les insectes dits holométaboles (qui se métamorphosent complétement). Plus précisé-
ment, on retrouve les VPN a simple capside (VPNS) chez les lépidopteres, les hyméno-
pteres, les dipteres, les coléopteres et les trichopteres. Par contre, certaines infections chez
les 1épidopteres sont aussi dues aux VPN multi-encapsidés (VPNM) (Rohrmann, 1986).
Deux types de VPN ont servi de modeles dans les études de la morphologie et de la réplica-
tion des virions. En Amérique du Nord et en Europe, le VPN de la larve d'Autographa cali-
Jornica (AcVPN) sert de prototype alors qu’en Asie celui du ver a soie (Bombyx mori) est
plus couramment pris en 1éférence (BmVPN).

3.2 Caractéristiques du virus et de la virose.

Les Virus des Polyédroses Nucléaires possédent un génome constitué d’un ADN
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double brin circulaire d’environ 130 kpb et contenant jusqu’a 80 genes (Kelly, 1982;
Blissard et Rohrmann, 1990). Aujourd’hui, la totalit¢ du génome du VPN d’Autographa
californica (AcVPN) a été séquencé. Trois cent trente sept cadres de lecture ouverts (ORFs)
on été identifiés, 154 d’entre eux se chevauchent (Possee et al., 1995). Ces genes peuvent
étre classifiés selon l'ordre d'apparition des protéines correspondantes dans la cellule
infectée (précoces immédiates, précoces, tardives et trés tardives). Les geénes précoces et
intermédiaires sont exprimés avant la réplication de I’ADN viral, alors que les deux autres
types ne le sont, qu'apres I’initiation de la réplication génomique (Kelly, 1982; Blissard et
Rohrmann, 1990). Parmi les génes a expression retardée, sont exprimés de fagon abondante
ceux de la polyédrine et de la pl0 (Figures 1.1 et 1.2). Ces protéines sont impliquées
respectivement dans la formation des corps d'inclusion (polyédres) et de masses fibreuses
intranucléaires (Van der Wilk et al., 1987).

Les microscopes photonique et électronique ont permis 1’étude ir vivo de la cytopatho-
logie des infections par les VPN (Adams et al., 1977; Granados et Lawler, 1981; Granados
et Williams, 1986; Keddie et al., 1989). Ces études ont montré qu’apres la dissolution des
polyedres dans le suc digestif alcalin, les virions libérés traversent la membrane
péritrophique puis 1'épithélium intestinal, par fusion avec la membrane plasmique au niveau
des microvillosités situées sur la partie apicale des cellules cylindriques de 1’épithélium
intestinal. Les nucléocapsides sont transportées dans le noyau cellulaire ol suite a leur
dégradation, I’ADN viral se réplique résultant en la formation de nouvelles particules
infectieuses (Volkman, 1986). Selon Flipsen et al. (1993), certains virions s’incluent dans
des polyedres au niveau des cellules basales de I’intestin alors que les polyedres présents
dans les cellules cylindriques sont petits et dépourvus de particule virale infectieuse dans leur
matrice. Les virions libres, principalement situés dans la région basolatérale du noyau,

bourgeonnent éventuellement dans 1’hémolymphe des larves pour initier une infection dans
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la majorité des tissus (Volkman et Goldsmith, 1985; Charlton et Volkman, 1993). Les VPN
sont particulirement intéressant car ils présentent un cycle de réplication biphasique. Il en
résulte la production de deux types de virions structurellement différents bien que
génétiquement identiques (Volkman, 1986; Blissard et Rohrmann, 1990; Wood et
Granados, 1991). Le premier type référe aux virions bourgeonnants (VB) produits
relativement tot apres l'infection de la cellule, lorsque les nucléocapsides virales migrent du
noyau vers la membrane cytoplasmique et bourgeonnent de la surface de la cellule. Ces
derniers sont caractérisés par une glycoprotéine virale de 64 kDa (gp64) exprimée lors de la
phase précoce de l'infection (Blissard et Rohrmann, 1989; Blissard, 1995). Cette protéine
est présente 2 la surface externe de la membrane cytoplasmique des cellules infectées de
laquelle dérive l'enveloppe des VB (Volkman et Goldsmith, 1985; Chariton et Volkman,
1993). Produits plus tard, les virions inclus (VI) dans la matrice protéiniques des polyedres
intranucléaires sont visibles. Les VB et VI jouent différents roles dans le cycle infectieux
des VPN (Wood et Granados, 1991). Les VI transmettent l'infection horizontalement par
transite de l'intestin dans les féces et sont responsables de l'infection du systeme digestif
(infection primaire). Quant aux VB, ils disséminent I'infection dans la majorité des tissus
d’un individu (Volkman et Goldsmith, 1985; Charlton et Volkman, 1993). Les différents
roles des VI et VB lors de la réplication des VPN sont le reflet des différences rapportées au
niveau du pouvoir infecticux des ces deux types de virions dans l'intestin et en culture de
tissus respectivement (Volkman et Summers, 1977; Pritchett et al., 1982; Volkman, 1986).
A ce niveau les polyedres sont déterminants. Alors que les VB administrés par voie orale
sont rapidement inactivés par les sucs intestinaux, les VI sont protégés contre de longues
expositions a ces sucs grace aux polyedres. Ainsi, ce n’est qu’une fois que 1’environnement
de ’intestin est favorable a la dissolution des poly&dres que les VI sont libérés vis a vis de

leur cellules cibles.
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La dissémination de l'infection dans les divers tissus d'une méme larve a partir de
l'intestin résulte ultimement en la liquéfaction et la rupture des tissus. Cela entraine la mort
de la larve et la libération des polyédres dans I'environnement. A la différence des VPC oi
les polyedres sont libérés suite a la desquamation de 1'épithélium intestinal des larves, les
polyédres sont dispersés dans I’environnement suite a la décomposition des insectes
infectés. Tout le processus physiopathologique de I'infection au VPN prend de 5 & 10 jours
selon le type de VPN et I'hote infecté (Blissard et Rohrmann, 1990).

3.2.1 Le géne de la polyédrine des VPN.

Le gene de la polyédrine des VPN en plus d'étre hyper-exprimé lors de la virose, est
non-essentiel pour la synthése de particules virales infectieuses. Ce caractére le rend donc
candidat idéal pour des manipulations génétiques permettant l'expression de protéines d'inté-
réts 2 la place de la polyédrine.

La polyédrine est abondamment exprimée en fin d'infection. Il est estimé que le
niveau d'expression atteint 25 % de la quantité totale des protéines de la cellule infectée
(Miller, 1988) ou 50% des protéines exprimées pendant l'infection (Luckow et Summers,
1988a). De 1 a 2 millions de cellules infectées, nous pouvons recueillir jusqu'a 1 mg de
polyédrine principalement sous la forme de 50 & 100 corps d'inclusion par cellule (Luckow
et Summers, 1988a). Les cristaux de polyédrine ont la caractéristique d'inclure des virions
(Figures 1.1; 1.2 et 1.4) et sont identifiables au microscope photonique. La nature non-
essenticlle du geéne de la polyédrine au niveau du pouvoir infection des virions, a été
démontrée in vitro par Smith er al.(1983b). Le protocole alors établi pour la construction du
VPN possédant un gene altéré de la polyédrine est & la base de ceux utilisés aujourd'hui pour
la synthese de VPN recombinants, c'est & dire exprimant des génes étrangers (Figure 1.3).
En effet, l'introduction de mutation(s) dans le geéne de la polyédrine a été effectuée en co-

transfectant des lignées d'insectes susceptibles 8 'ADN du VPN sauvage, avec un plasmide
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contenant le géne muté de la polyédrine. Grice a la recombinaison homologue entre le
génome viral et les séquences conservées encadrant le géne muté, un virus mutant incapable
d'exprimer le géne de la polyédrine a été isolé des cellules transfectées.

Une séquence de 12 paires de bases (pb) apparemment controle 'expression du géne
de la polyédrine. Celle-ci a été identifiée par Rohrmann (1986) comme étant commune 2
toutes les régions 5' en amont des génes de toutes les polyédrines de VPN séquencées.
Cette séquence est contenue 2 l'intérieur du point d'initiation de la transcription de I'ARN
messager (ARNm) de la polyédrine (Possee et Howard, 1987). Plusieurs équipes ont dé-
montré que ['altération ou la délétion de cette séquence diminuait considérablement le niveau
d'expression du géne en question (Matsuura et al., 1987; Possee et Howard, 1987; Rankin
et al., 1988) alors que des mutations en aval du geéne de la polyédrine n'avaient aucune ré-
percussion notable sur son expression (Matsuura et al., 1987; Possee et Howard, 1987). II
en découle donc I'importance de conserver la séquence en amont du geéne, dans le cadre d'in-

sertion de séquences étrangeres au niveau du géne de la polyédrine.

3.2.2 Le gene de la protéine p10.

Le géne de la plO fait aussi partie des genes exprimés en fin d'infection alors qu'il
code pour une protéine de 10 kDa (Kuzio et al., 1984). Cette p10 dite non-structurale, n'est
pas considérée comme indispensable pour la réplication des VPN in vitro (Croizier et al.,
1987, Vlak et al., 1988) (Figures 1.1; 1.2 et 1.3), mais semble jouer un rdle dans le phéno-
mene de lyse cellulaire, observé lors d'infections aux VPN (Williams et al., 1989). Les ob-
servations au microscope électronique de cellules infectées par un VPN démontrent ['accu-
mulation de cette protéine formant des masses fibreuses intranucléaires (Van der Wilk et al.,
1987). Vlak et al. (1988) ont proposé le remplacement du géne de la p10 par un géne étran-
ger selon le méme protocole que pour la polyédrine afin d’obtenir un virus recombinant

s'incluant dans des polyedres et donc stable hors de I'hdte (Figure 1.4). Les résultats de ces
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essais ont montré que le virus obtenu posséde des polyedres dépourvus de membrane et
donc plus susceptibles a des stress physiques (Williams ez al., 1989). Ceci démontre qu'un
virus déficient en p10 aurait des polyédres moins stables dans 1'environnement comparé 2 la
souche sauvage. Si cela est le cas, les virus recombinants polyedres (+)/p10 (-) seraient des
bio-insecticides de choix. En effet ces virus seraient suffisamment stables pour une utilisa-
tion commerciale, mais pas assez résistant pour persister trop longtemps dans 1'environne-
ment.

A linstar du géne de la polyédrine, les études de Weyer et Possee (1989) soulignent
l'importance de la séquence en téte du geéne de la p10 quant a son taux d'expression. Il est
important de noter que la p10 est exprimée quelques heures avant la polyédrine (Roelvink et
al., 1992). Cette découverte a suscité différents groupes a rechercher l'existence d'interac-
tions entre la transcription et/ou la traduction du géne de la polyédrine et de la p10. Van Oers
et al. (1992) ont montré que la transcription et/ou la traduction de chacun de ces deux génes
n'interférent pas avec l'autre. En effet, ce groupe a construit différents baculovirus ayant le
gene bactérien LacZ sous le contréle du promoteur du géne de la pl0 avec diverses mutations
au niveau du géne de la polyédrine. Dans aucun des cas, ils ont noté I'augmentation de 1'ex-
pression du gene rapporteur LacZ. D'un autre cdté, Chaabihi et al. (1993) ont montré que
des délétions au niveau du promoteur pl0 entrainent I'augmentation de la transcription du
géne de la polyédrine alors que l'inverse est sans conséquence pour le géne de la p10. Les
auteurs attribuent ces résultats a la présence d'une compétition naturelle au niveau de la trans-
cription, entre 'expression du géne de la p10 et du geéne de la polyédrine.

Dans le cas de manipulations génétiques des baculovirus, il faut retenir de ces deux
analyses que la nature des génes présents sous le contrdle des deux promoteurs, est sans
conséquence pour leur expression. Par contre, des altérations au niveau de la séquence du
promoteur de la pl0 entrainent un débalancement au niveau du taux d'expression du géne

remplagant celui de la polyédrine.



Figure 1

l1a4

Caractéristiques de I'infection au VPN

Figure 1.1: Hémocyte de larve infectée au BmVPN de type sauvage.
Barre = 500 nm; PN= Polyédre de VPN; P10= Protéine pl0; V=
Virions de VPN

Figure 1.2: Cellules NISES BoMo-15-Allc infectées avec le BmVPN
de type sauvage.

Barre = 400 nm; N= Noyau; PN= Poly¢dre de VPN; P10; Protéine
pl0; V= Virions de VPN.

Figure 1.3: Cellules NISES BoMo-15-Allc infectées avec un
BmVPN recombinant n'exprimant pas le géne de la polyédrine.
Barre = 400 nm; N= Noyau; P10= Protéine p10; V= Virion de VPN.

Figure 1.4: Cellules NISES BoMo-15-Allc infectées avec un
BmVPN recombinant n'exprimant pas le gene de la p10.
Barre = 667 nm; C= Cytoplasme; N= Noyau; M= Membrane
nucléaire; PN= Polyedre de VPN; V= Virions de VPN.
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3.3 Les baculovirus comme vecteurs d'expression.

Une panoplie de vecteurs d'expression baculoviraux construits permet l'expression
d'un ou de plusieurs génes étrangers dans des lignées continues d'insectes (Bishop, 1992).
Ces genes étrangers sont introduits dans le génome baculoviral par la co-transfection de
I'ADN viral avec un vecteur de transfert contenant le géne d'intérét. Ce dernier peut étre
placé sous le controle de promoteurs viraux comme celui de la protéine p10 ou de la poly-
édrine, afin de permettre I'hyper-expression de la protéine dans des cellules permissives.
Selon le promoteur et le géne inséré, on peut en obtenir jusqu'a 50% du poids total de la cel-
lule en protéines. A part le type de glycosylation (Miller, 1986) toutes les autres modifica-
tions post-traductionnelles des protéines sont semblables aux autres cellules eukaryotes.
Ainsi, la protéine exprimée est antigéniquement et immunogéniquement identique a la sau-
vage, si l'on en juge par le nombre de protéines déja exprimées.

Plusieurs types de construction s'offrent quant aux choix du promoteur 2 utiliser.
Nous avons opté pour ceux de la polyédrine et de la p10 qui sont toutes deux exprimées en
fin du cycle de réplication. Ainsi, les génes étrangers sous le controle de ces unités trans-
criptionnelles, sont exprimés environ 10 & 15 h post-infection. Afin de raccourcir ce temps,
Miller (1988) a proposé l'utilisation de promoteurs précoces. Bien que ces derniers ne soient
pas trés puissants en comparaison avec ceux de la polyédrine et de la p10, l'expression pré-
coce des geénes a caracteres bio-insecticides pourrait compenser pour la réduction du niveau
d'expression. Si un promoteur précoce €était utilisé, le nouveau géne pourrait étre exprimé
lors d'infections semi ou non permissives, rompant alors la spécificité d'hdte (McClintock et

al., 1986).

4 Les polyédrines cypovirales.
4.1 Généralités.
Nous avons vu que la caractéristique cytologique principale de la virose cypovirale est

la présence de corps d'inclusion ou polyedres dans le cytoplasme des cellules infectées.



Alors que ces structures ressemblent aux polyédres baculoviraux (VPN), les études faites
aux niveaux génétiques et antigéniques ont démontré le contraire (Rohrmann et al., 1980).
Les points communs entre ces deux types de polyedres, se résument en leur role ainsi qu'en
leur capacité d'inclure les virons (pour la majorité (Hukuhara, 1985)) issus de la méme
souche. Il existe une panoplie de polyedres de VPC différents quant a la séquence du géne
correspondant, leur morphologie et leur lieu de cristallisation dans la cellule. Ces corps
d'inclusion caractérisent chaque type et souche de VPC.

La présence de polyedres dans les cellules infectées ne semble pas €tre a elle seule a
I'origine de la pathologie. En effet, l'infection cypovirale entraine une augmentation de la ré-
génération de 1'épithélium intestinal infecté, rappelant les phénomenes inflammatoires. La
régénération active de 'épithélium infecté, due au taux élevé de desquamation des cellules
matures présentant des polyedres, serait a la base des épithéliums immatures retrouvés chez
les insectes souffrant de polyédroses (Iwashita, 1971). Les fonctions physiologiques de
l'organe devenant ainsi quasi inexistantes, explique le phénoméne de malnutrition observé
chez les larves infectées (Yamaguchi, 1962; Yamaguchi et Ayuzawa, 1970; Yamaguchi et
Hukuhara, 1973). Lors de la transmission horizontale du virus, on attribue aux polyedres la
capacité de relacher les virions uniquement lorsque le pH intestinal est alcalin (pH= 10,8).
En effet, la capacité des corps d'inclusion a se dissoudre a des pH alcalins les rend particu-
lierement susceptibles aux sucs digestifs de l'insecte au niveau de l'intestin moyen. Ainsi,
les polyedres participent dans l'acheminement des virions jusqu'aux cellules susceptibles,

par leurs propriétés chimiques.

4.2 Le processus de cristallisation de la polyédrine.
Lors des cinétiques de synthése des protéines cypovirales, la polyédrine apparait 9 h
apres l'infection (Kawase et Miyajima, 1969, Arella er al.,, 1984). La polyédrine diffuse

jusqu'a la surface des stroma virogéniques atrophiés ou jusqu'aux agrégats de virions libres



dans le cytoplasme. La polyédrine encore non cristallisée, antigéniquement différente de
celle des polyedres, (Belloncik et al., 1986) débute sa cristallisation. Cette derniere résulte
en l'assemblage compact des fibres de polyédrine formant ainsi une matrice cristalline
réguliere et dense autour des virions (Kobayashi, 1971; Hukuhara et Bonami, 1992). Tout
au long de la cristallisation, il y a inclusion aléatoire de virions (Wittig er al., 1960; Amott et
al., 1968; Kobayashi, 1971) jusqu'a l'obtention de polyédres matures pouvant atteindre 10
pm et contenir de 1 & 10% virions (Amott et al., 1968; Stairs et al., 1968, Longworth et
Spilling, 1970; Kobayashi, 1971). 11 semblerait que les particules virales incluses ne
different pas de celles qui restent libres (Lipa, 1977; Payne et Kalmakoff, 1974). Certaines
souches de BmVPC (Hukuhara, 1985) possédent des polyédres n'encastrant pas de virions a
cause de leur localisation cellulaire (dans le noyau: BmVPC A, B, Bl et B2), de leur
cristallisation (BmVPC C2) ol de la combinaison de ces deux derniers (BmVPC C1 et C2).
Mais pour la majorité€ des VPC, 30% des virions se retrouvent encastrés dans des polyedres
intracytoplasmiques & matrice cristalline rigoureuse (Hayashi, 1970). Alors que l'inclusion
de particules virales se fait aléatoirement, on ne retrouve dans des poly&dres cypoviraux que
des virions de VPC (Arella et al., 1983; Payne et Mertens, 1983). En effet, 1'absence
d'organelles cellulaires ou d'autres contaminants dans les polyedres cypoviraux, suggere la

possibilité de phénomenes de reconnaissance entre les virions et la polyédrine (Amott ef al.,

1968).

4.3 Cristallisation en fonction de la cellule infectée.

Le microscope photonique et I'oeil nu nous permettent de noter les effets cytopatholo-
giques et physiopathologiques de l'accumulation de polyédres dans l'intestin (Iwashita,
1971; Belloncik, 1989). Mais les virions non inclus (Hayashi, 1970), échappent a ces ob-
servations. Certes, ils jouent un role capital dans la dissémination de l'infection a l'intérieur

de l'intestin (Aruga et al., 1963; Kobayashi, 1971). Par contre, la présence de hauts titres
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viraux dans I'némolymphe de larves infectées per os, démontre qu'il y a aussi une
dissémination systémique des particules virales infectieuses. Mis a part des résultats de
Stoltz (1969) encore non reproduits, aucun rapport n’a €té fait concernant la présence de
polyedres ailleurs que dans I'épithélium de l'intestin. Mais certaines cellules comme les
hémocytes, ne montrent in vivo aucun signe d'infection due au VPC bien qu’elles supportent
la réplication complete de ce virus in vitro. Truong (1990) a démontré qu’il est possible
d'obtenir la réplication de I'ARN viral in vitro sans l'expression des genes, donc sans la
synthése de virions ou de polyedres. Kobayashi et Belloncik (résultats non publiés) ont
confirmé cette possibilité en montrant qu'il y a réplication du génome viral du Es VPC dans
une lignée de B. mori (BmN4 et NISES BoMo-15-Allc), sans formation de particules virales
infectieuses ni de polyedres.

Trois possibilités différentes peuvent étre envisagées au niveau de la réplication in-
compléte d'un VPC. La premiere est la réplication du génome viral sans expression des
geénes (Truong, 1990; Belloncik et Kobayashi, (données non publiées)). La seconde est la
synthese de particules virales infectieuses sans expression du géne de la polyédrine. La troi-
sitme est la réplication normale du virus sans cristallisation de la polyédrine exprimée
comme c'est le cas pour certaines souches de BmVPC (Hukuhara, 1985). En bref, par
réplication incompleéte d'un VPC on peut entendre un phénoméne d'inhibition de l'expression
de certains ou de tous les genes viraux (dont celui de la polyédrine) ou une entrave a
l'agencement final des produits d'expression de ces génes. A priori, on ne peut écarter une
quatrigme possibilité d'une infection abortive au VPC. Dans ce cas, il n'y aurait en début
d'infection que la production de protéines non-structurales a partir du génome viral (donc
sans particules virales, ni polyedres). Par contre aucun indice d’un tel phénomeéne n’a encore
été rapporté.

A la lumigre de ces observations, la spéculation voulant que les VPC puissent se répli-

quer de fagon partielle dans certaines cellules in vivo (comme les hémocytes) est fondée. Un
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second fait appuyant cette spéculation est la présence de données faisant état de phénomenes
d'infections latentes suggérant la persistance d'ARN viral ou de particules virales infectieuses
en quantité infinitésimale, dans les cellules. L'induction de stress telles que la présence d'un
autre virus (Grace, 1962; Belloncik ez al., 1992) ou l'injection de larves avec de l'eau stérile
(Belloncik et al., 1991), peut réveiller l'infection cypovirale latente. Une discussion plus ap-
profondie de ce phénomene encore controversé, est présentée par Aruga (1971).

Nous avons investigué in vivo D’existence d’entraves a la cristallisation de la poly-
édrine. Ainsi, nous avons regardé si la polyédrine d'un VPC cristallisait une fois son ex-
pression assurée par un VPN recombinant. Lors de la réalisation de notre projet, nous avons
étudié le lien entre 'expression et la cristallisation de la polyédrine sans se préoccuper de
facteurs connexes tel que le processus de réplication du génome cypoviral. Il est important
de rappeler que la réplication du vecteur de transfert, a savoir le VPN recombinant, n’inter-
fere pas au niveau de l'expression et des modifications de la protéine étrangére exprimée
(Maeda et al, 1985; Horiuchi et al., 1987; Miyajima et al., 1987; Gheysen et al., 1989;
Prehaud et al., 1989; Urakawa et al., 1989; French et Roy, 1990; Mori et al., 1993).
Parallzlement, des études en cours portant sur la détection d'ARN viral dans les cellules ne

montrant pas de signes d'infection tels que décrits plus haut, compléteront le tableau.

4.4 Facteurs influencant la cristallisation.
Des études ont montré que la cristallisation de la polyédrine cypovirale a elle seule,

pouvait étre influencée par des facteurs de types cellulaires, environnementaux et génétiques.

4.4.1 Influence de la cellule.

Lors de l'infection per os de vers a soie par un BmVPC, Iwashita (1971) a observé que
la formation de polyedres n'avait pas lieu dans les cellules immatures de 1'épithélium intesti-
nal. Par ailleurs, une fois le processus de différenciation des cellules enclenché, on notait

l'accumulation de corps d'inclusion dans leur cytoplasme. L'auteur a attribué ces observa-



tions a l'absence de substance cellulaire requise pour la réplication du VPC dans les cellules
immatures ou bien a l'absence de récepteur pour le VPC 2 la surface des cellules basales.
Ainsi, la maturation de ces derni¢res permettrait de combler ces lacunes et de rendre les cel-
lules susceptibles a l'infection. Dans le méme ordre d'idée, l'infection in vitro de cultures
d'embryons de Bombyx mori a permis de démontrer l'importance du niveau de différencia-
tion & la fois fonctionnelle et structurale de I'épithélium intestinal quant & sa capacité a
supporter une infection cypovirale (Takami et al., 1967). A la lumitre de ces résultats, il
semblerait que le stade de maturation de la cellule d'insecte détermine sa susceptibilité au
VPC.

Parallelement, le type de cellule est aussi capital dans l'agencement du produit d'ex-
pression des génes de VPC. Selon Lavallée et al. (1993) l'expression du geéne de la poly-
édrine d’Es VPC dans un systéme procaryotique (E. coli) est possible mais la cristallisation
normale de la protéine ne s’effectue pas. L'absence de glycosylation de la polyédrine (Payne
et Kalmakoff, 1974; Arella et al., 1988) aurait pu étre & la source des observations faites.
Mais, Lavallée et al. (1993) ont démontré que le phénomene de glycosylation absent chez les
bactéries, ne pouvait justifier la cristallisation anormale de la polyédrine recombinante. En
effet, si la polyédrine sauvage et la recombinante migrent au méme niveau lors d'analyses sur
gel de polyacrylamide, cela confirme I'absence de différence entre les deux polyédrines. On
ne peut donc aftribuer cette cristallisation anormale a la nature méme de la protéine recombi-
nante synthétisée dans ce systeme cellulaire. I est fort probable que la présence ou 1’absence

de facteurs cellulaires et non des voies métaboliques, entravent le processus de cristallisation.

4.4.2 Influence de I'environnement extracellulaire.
La composition de l'environnement de la cellule est aussi un facteur dont il faut tenir
compte lors de la recherche de cellules montrant des signes caractéristiques de l'infection due

au VPC. En effet Belloncik (1989) a rapporté qu'en culture primaire, des hémocytes ne pré-
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sentant aucun signe d'infection bien que provenant de larves infectées, supportent la réplica-
tion du virus et la formation de corps d'inclusion caractéristiques. L'auteur a attribué I'ab-
sence de signes d'infection chez les hémocytes in vivo, a la présence d'agents antiviraux em-
péchant soit la réplication du virus, soit 1'expression des génes ou directement affectant la
cristallisation de la polyédrine. Afin de pouvoir identifier le niveau sur lequel jouent ces
agents anti-VPC quant a l'infection d'hémocytes aux VPC in vivo, deux stratégies sont ac-
tuellement utilisées. La premicre est l'isolement d'ARN viral dans les cellules ne comportant
pas de polyedre, a partir de larves infectées. La seconde, est l'identification de l'expression
du gene de la polyédrine par détection de la protéine non cristallisée.

Nous avons vu que l'accumulation de polyédrine mene a la formation de cristaux a
Pintérieur d’une méme cellule. Les études qui ont porté sur la formation des polyedres
montrent que des phénomenes de fusion (Stoltz et Hilsenhoff, 1969) ainsi que de morcelle-
ment des corps d'inclusion (Hukuhara, 1985) sont possibles. Ces réarrangements naturels
semblent étre sous 1’égide de facteurs cellulaires, dont le déréglement peut étre induit par I’ir-
radiation de type gamma des cellules infectées (Belloncik et Arella, 1981). Cette irradiation
se traduit par l'augmentation de l'expression de la protéine ainsi que la cristallisation anor-
male et anarchique de la polyédrine. Le systéme atteint par l'irradiation reste a &tre identifié.
Mais il est évident que ce demier participe dans la régulation de la cristallisation des
polyedres de VPC.

Parallelement, la présence de toxine dans le milieu de culture interfere avec le nombre
et la morphologie des cristaux de polyédrine. En effet, I’ajout de la toxine 3’-déoxyadéno-
sine de champignon ou cordycépine dans une culture cellulaire de Lymantria dispar infectée
avec du VPC d'E. scandens entraine une réduction de la réplication du VPC et du nombre
total de polyedres, proportionnelle a la dose de toxine utilisée (Belloncik et Arora, 1979).
D’autre part, l'infection de cette méme lignée avec I’Es VPC mais en présence d’Actinomy-

cine-D (AMD), a montré que la réplication de 'ARN viral sans synth¢se de polyédrine est
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possible (Arella, 1983). La présence de ces toxines dans le milieu influence donc a la fois la
réplication et 'expression des geénes de VPC; ce qui supporte ainsi I'hypothése de Belloncik
(1989) attribuant & des agents anti-viraux l'absence de polyeédres dans les hémocytes de
larves infectées.

D'autre part, il est possible d’infecter une lignée cellulaire avec un VPC isolé in vivo a
partir des virions libres présents dans I'hémolymphe de larves infectées. Ainsi, Quiot et
Belloncik (1977) ont démontré que le passage sur une lignée L. dispar du virus Es VPC pro-
duit in vivo, entraine la formation de corps d'inclusion parfaitement et exclusivement cu-
biques alors que chez les larves, 99% des polyedres sont sphériques. Afin de démontrer que
le groupe n'était pas en présence de deux souches différentes d'Es VPC, les auteurs ont
passé in vivo le virus produit in vitro et vis versa plusieurs fois. Une seule souche de VPC
donna des cristaux cubiques en culture cellulaire et sphériques in vivo. La présence d'un
profil de migration €lectrophorétique identique pour I'ARNbc viral provenant de suspensions
virales des deux systémes, a permis aux auteurs de conclure que la cristallisation de la poly-
édrine semble étre influencée par les conditions environnementales dans lesquelles se trou-

vent les cellules.

4.4.3 Influence de la température.

Un troisi¢me facteur bien connu influengant 1’expression et la cristallisation de la poly-
édrine est la température. De hautes températures (37° C) empéchent la réplication en inacti-
vant I’ARN polymérase du virus (Payne et Mertens, 1983). De basses températures (10° C)
diminuent la quantité de polyedre retrouvée dans les cellules infectées (Arella, 1983) voire
inhibent I'expression du geéne de la polyédrine tout en permettant la réplication du génome vi-
ral 2 4° C (Truong, 1990). Paradoxalement, des études sur la souche C2 du VPC de Bm
donnant une polyédrine ne cristallisant pas ont montré qu’in vivo plus la température était

basse plus ces corps étaient volumincux (Yamaguchi, 1972). Par ailleurs, la souche A du
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méme VPC donnant des cristaux intranucléaires, a la propriété d’avoir des polyedres défor-
més quand la température d’incubation varie entre 30° C et 40° C. Ces anomalies peuvent
étre rectifiées par un retour 2 la température optimale d’infection, soit 25° C. (Yamaguchi,
1968; Yamaguchi et al., 1969). Hukuhara (1985) attribue ces changements de formes a la

recherche d’états thermodynamiquement stables selon de la température du protoplasme.

4.4.4 Influence génétique de la souche virale.

La question des différentes souches de VPC a I’intérieur d’'un méme type n’est pas ré-
cente. Les études qui ont principalement porté sur le prototype cypovirale (BmVPC) ont
démontré I’existence de 9 souches différentes donnant chacune un type particulier de corps
d'inclusion. Trois groupes de souches peuvent étre ainsi distingués. Le premier comporte
les souches I, H et P possédant des polye¢dres qui ne different que par leur forme. Le
second groupe, les souches A, B et B2, est constitué de VPC dont la polyédrine peut
cristalliser dans le noyau des cellules; évidemment sans inclure de virions. Enfin, le
troisieme groupe rassemble les VPC de Bm souche B1, C1 et C2, dont la polyédrine ne
cristallise pas et peut se retrouver soit dans le noyau (C1, C2) soit dans le cytoplasme (B1 et
rarement C2). A Dintérieur de toutes ces souches, seules la A, H et I possédent une
polyédrine sérologiquement identique dont la séquence en acide aminé est trés similaire
(Hukuhara et Hashimoto, 1966; Miyajima, 1976; Kawase et Yamaguchi, 1974; Hukuhara et
Midorikawa, 1983). Récemment, Mori et al. (1989) ont montré que la seule différence entre
les souche A et H se situe au niveau de la partie C-terminale de la polyédrine. Ainsi, la A
présente une séquence qualifiée de signal d’internalisation nucléaire. Des variations au
niveau de la séquence du geéne de la polyédrine a l'intérieur méme d'un type de VPC sont
aussi a l'origine de la variété des polyedres obtenus (Nakazawa et al., 1994; 1995).

5 Présence simultanée de deux polyédrines dans une méme cellule.

Comme nous l'avons vu, les VPC et les VPN induisent des viroses fréquemment ob-
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servées dans la nature. Les doubles infections VPN/VPC rapportées confirment la présence
des deux virus en méme temps dans le tissu intestinal (Iwashita et Aruga, 1957; Bird, 1969;
Belloncik et al., 1982; St-Amand, 1982) et démontrent qu'il peut y avoir infection de deux
cellules adjacentes avec deux virus différents sans observer la double infection d'une méme
cellule. D'un autre coté expérimentalement, plusieurs études ont €té faites au niveau d'infec-
tions doubles concermnant deux VPC, un VPC et un autre entomovirus et un VPC avec un
VPN. Au niveau de l'expression des polyédrines deux possibilités ont été retenues: Soit la

co-expression des deux polyédrines, soit I'expression sélective de l'une d'entre elles.

5.1 Double infection cypovirale.

L’infection de larves de B mori par deux souches de BmVPC (Aruga et al., 1961;
Tanaka et Aruga, 1967; Yamaguchi, 1974, 1975 a et b) ou par deux VPC différents (Tanada
et Chang, 1964) ont montré la formation simultanée mais dans des cellules intestinales diffé-
rentes, de polyedres caractéristiques & une souche. La co-expression et la co-cristallisation
de deux polyédrines peuvent ainsi avoir lieu dans des cellules différentes d'un méme tissu.
Payne (1976) montra que deux types de VPC pouvaient se répliquer dans un méme intestin,
en |’occurrence un VPC de type 2 et un du type 3 dans une larve d’Arctia caja. Par contre,
seule la polyédrine du VPC type 3 était produite. Belloncik (1989) poussa I'expérience en-
core plus loin. Il démontra qu’in vitro trois VPC (Es VPC, Heliotis armigera (Ha) VPC et
BmVPC) pouvaient se répliquer en méme temps. Deux d'entre eux (Es et Ha) pouvaient le
faire dans une méme cellule avec production de polyedres caractéristiques de chaque type

identifiés au microscope électronique par marquage immunologique a I'or colloidal.

5.2 Double infection YPC/VPN.
Iwashita et Aruga (1957), Belloncik et al. (1982) et St-Amand (1982) ont rapporté la
possibilité de doubles infections in vivo entre un VPC et un VPN se traduisant par des poly-

édres cypoviraux et baculoviraux dans des cellules distinctes, respectant le tropisme viral.
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Paradoxalement, Inoue (1981) avait rapporté la double infection de larves de Bm avec un
VPN endogene et un BmVPC souche A (donnant des polyedres intranucléaires). Dans la
méme cellule, il a montré que la cristallisation des deux polyédrines pouvait avoir lieu avec
l'inclusion de certains virions baculoviraux dans les corps d'inclusion cypoviraux, situés ici
dans le noyau. Cette observation allait & I'encontre du principe voulant que l'inclusion des
particules virales infectieuses dans leurs polyedres soit basée sur des phénoménes de recon-
naissances spécifiques entre les virions et la polyédrine (Arella et al., 1983; Payne et
Mertens, 1983).

Le processus d'inhibition de l'inclusion de virions de VPN dans leurs polyedres a été
démontré par Quiot et al. (1980). Ce groupe a rapporté que suite au développement du VPC
de Es dans une lignée Spodoptera littoralis, il y avait inhibition de 1'inclusion des virions de
VPN dans leur propre polyédrine. De plus ils ont montré que les particules baculovirales
n'étaient pas enveloppées. Quiot et al. (1980) auraient ainsi démontré que la réplication du
VPC et/ou l'expression du geéne de la polyédrine cypovirale interférent avec le processus
d'inclusion des VPN. Récemment, Akoury et Belloncik (1993) ont rapporté que les lipides
et le cholestérol avaient un effet sur la synthése de 1’enveloppe et sur I’inclusion des virions
in vitro. Ainsi, toutes ces données suggerent que l'inhibition de la formation de l'enveloppe
virale par la polyédrine cypovirale, la réplication du VPC Quiot et al. (1980) ou certains
composés dans le milieu de culture des cellules (Akoury et Belloncik, 1993) pourraient étre a
l'origine de l'inhibition de l'inclusion des VPN dans les polyedres.

En bref, trois scénarios différents ressortent, concernant les doubles infections
VPC/VPN: Un, les polyedres des deux virus se retrouvent dans des cellules différentes
conformément au tropisme de chaque virus. Deux, les deux polyédrines peuvent cristalliser
dans la méme cellule et les virions baculoviraux peuvent s'inclure dans les deux sortes de
polyedres. Trois, les deux polyédrines peuvent cristalliser dans la méme cellule mais 1'in-

clusion des virions de VPN dans leurs propres polyedres est inhibée.
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5.3 Double infection VPC/Virus de la flacherie et Iridovirus.

Si on retrouve des phénomenes d'interférences lors de doubles infections cypovirales,
les infections ayant pour protagonistes un VPC et un autre entomovirus sont plutdt indépen-
dantes. En effet, la co-infection d'un VPC avec le Chilo Iridescent Virus (CIV) (Arella et
al., 1983) a montré l'absence d'interférence entre cet entomovirus et le cypovirus avec un
certain favoritisme de la réplication du VPC. La présence simultanée des deux types de par-
ticules virales ne semblant pas avoir affecté l'inclusion spécifique des virions cypoviraux
dans leur polyédrine. Par contre, l'infection de Bombyx mori avec un VPC et avec le virus
de la flacherie (Iwashita, 1971) a démontré une interférence surtout au niveau de la grosseur
des polyeédres de VPC dans les cellules cylindriques. En effet, il a été noté que les deux vi-
rus se répliquent dans le méme type de cellule (cylindrique). Dans le cas de la double infec-
tion de ces cellules avec le VPC et le virus de la flacherie, les polyédres de VPC
normalement éparpillés a travers tout le cytoplasme se¢ retrouve en moins grande
concentration, dans la partie apicale des cellules et posséde une taille inférieure en

comparaison avec ceux présents lors d'infection simple due au VPC.
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Matériel et Méthodes
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1 Maintien de la lignée NISES BoMo- 15-Allc

Cette lignée a été établie par Inoue et al. (1990) au National Institute of Sericultural and
Entomological Scienses (NISES) a Tsukuba au Japon a partir de cellules d'embryons de
Bombyx mori. Les cellules sont cultivées dans des flacons de 25 cm? (Falcon, F>5) 2 raison
de 200 000 cellules par mL de milieu MGM-448 (Annexe 1) + 10 % Sérum de Veau Foetal
(SVF) décomplémenté (56°C pendant 30 min) pH= 6.7, contenant 200 mM de gentamicine.
La température optimale de croissance est de 25° C; température a laquelle la confluence est
atteinte au bout de 7 jours. Suite & un lavage du tapis cellulaire avec 3 mL de solution de
Carlson (Annexe 3) servant a éliminer les protéines du milieu, les passages se font par
décollement des cellules avec 1 mL d'une solution contenant de la pancréatine (Annexe 2) a

la température de la pi¢ce pendant 10-15 min.

2 Elevage de larves de Bombyx mori.

Les larves regues d'Agriculture Canada (Sault St-Marie, M. Robert McCron) au 3&me
stade, sont élevées en chambres 4 environnement controlé de type Conviron (I-23L
Controlled Environmental Equipment, Manitoba, Canada) a 25 °C et 70 % d'humidité, avec
une photopériode de 8 : 16 h (clarté : noirceur). La nourriture est constituée exclusivement
de feuilles de mfriers fraiches, gardées & 4° C pour la durée d'un élevage, soit de 4
semaines. Les larves de troisi¢me et quatrieme stades sont nourries de feuilles jeunes, alors

que les plus lignifiées sont données aux chenilles plus dgées.

3 Préparation de l'inoculum viral.

Les larves infectées sont recueillies et peuvent étre saignées stérilement pour obtenir du
virus libre de VPC ou de VPN a partir de I'hnémolymphe. Au moyen d'une aiguille stérile,
les larves infectées et stérilisées a l'éthanol 70%, sont piquées au niveau d'une patte.
L'hémolymphe est alors recueillie a froid dans un tube contenant du PBS 1X avec 0,001%

de phénylthiourée pour prévenir la mélanisation. Les échantillons sont ensuite centrifugés a
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1 000g pendant 10 min 4 4 °C, pour se débarrasser des cellules. Le surnageant contenant les
virions libres est filtré puis congelé & -20° C pour un titrage éventuel sur une lignée
permissive.

Dans le cas ou 1'état des larves ne permet pas une saignée, ces derniéres sont placées
dans un volume identique de milieu Grace (Sigma, Chemical company) sans SVF, contenant
0,001% de phénylthiourée et broyées dans un homogénéiseur Dupont™ de S0 mL. La
chitine et autres débris larvaires sont éliminés du broyat dit brut, par filtration sur quatre
épaisseurs de gaze stérile. Les polyedres peuvent étre séparés des virus libres par
centrifugation a 4° C, 7 000 rpm pendant 10 min dans une centrifugeuse de type Sorval™
(Dupont Inc.) avec le rotor SS-34 de Beckmann. Le culot représentant les polyedres est
resuspendu dans du PBS 1 X et congelé€ & -20° C. Le surnageant contenant les virions libres
est directement congelé ou filtré (filtre de 0,45 um), titré et congelé pour une analyse
ultérieure.

Dans le cas du Es VPC (Quiot et Belloncik, 1977), le virus avait déja été produit sur
des larves d'Euxoa Scandens dans notre laboratoire (Lot # 14). Quant au VPN de Bombyx
mori, nous l'avions amplifié sur des vers a soie & partir d'un lot de polyedres purifiés

produit par le Dr. J. Kobayashi et conservé a -20° C.

4 Multiplication virale in vivo et in vitro.

4.1 Infection de BoMo-15-Allc par un VPC et un VPN.

4.1.1 Infection de culture cellulaire en boite (F35).

Dans un Fys5, 800 000 cellules sont ensemencées dans 4 mL de milieu MGM-448
complet. Elles sont laissées 16 h dans le but qu’elles s’adsorbent a la surface du plastique.
Apres avoir vidangé le vieux milieu, les cellules sont infectées avec 1 millilitre (mL) de

suspension virale (VPC et/ou VPN) a une Multiplicité d'Infection (MI) de 3.
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Apres une absorption de 60 min sous agitation constante sur une plaque basculante  la
température de la piéce, l'inoculum est éliminé pour étre remplacé par 4 mL de nouveau
milieu MGM-448 + 10% SVF par F>5. L'infection se déclare généralement aprés 4 4 S jours

d’incubation dans les conditions optimales de croissance (25° C).

4.1.2 Infection de culture cellulaire en cupule (Lames Labtek™).

Les cellules NISES BoMo-15-Allc sont ensemencées sur lames Labtek™ 2 raison de
60 000 cellules par 200 uL, par puits. Une fois qu'elles ont adhéré (environ 16 h apres), le
milieu est enlevé et une suspension de virus libres (soit VPC ou VPN) préparée dans du
milieu MGM-448 complet, est ajoutée dans les puits a une Mutltiplicité d'Infection de 3.
Suite 2 une incubation de 72 h (temps optimal pour avoir le plus possible de polyédrine et le
moins possible de polyedres dans les cellules), I'infection est arrétée en enlevant le milieu et

en ringant délicatement les cellules avec 300uL / puits de PBS 1X froid.

4.2 Infection de larves.

4.2.1 Par ingestion de polyédres viraux (per os)

Sur une feuille fraiche d'environ 10 cm2, 3 mL de suspension contenant 107 poly&dres
par mL sont répartis sur la totalit¢ de la surface au moyen d'un pinceau a usage unique,
préalablement stérilisé dans de I'éthanol 70%. Vingt larves sont placées sur la feuille et
laissées dessus sans addition de nourriture, jusqu'a ce qu'elles aient consommé toute la
feuille contaminée. Enfin, des feuilles sont placées dans le contenant pour satisfaire l'appétit
des chenilles. Les larves infectées sont recueillies et sacrifiées 4 et 14 jours apres en ce qui

concemne une infection par un VPN et VPC respectivement.

4.2.2 Par injection de virus dans 1'hémolymphe.
Deux suspensions virales ont été préparées pour &tre injectées. Une suspension virale

de VPC provenant de virus libérés a partir polyédres de VPC dissous dans le tampon



carbonate (NapCO3/NaHCO3 0,1 M, pH = 10,8) et une suspension de VPN libres
provenant de surnageants de cultures cellulaires infectées. Dans les deux cas, le titre de la
suspension virale a été ramenée & 107 DICTso/ mL et les larves ont été injectées au niveau de
l'avant derniére paire de pattes avec une seringue de 1 mL. Environ 50 yL sont injectés dans
chaque larve du 4°me stade juste aprés la mue, afin d'obtenir une réponse maximale. Douze
h aprés l'injection, les larves mourantes sont éliminées, considérées comme souffrantes de
contaminations autres que virales. L'élevage se poursuit pendant 4 jours lorsqu'on infecte
avec le VPN afin de minimiser les effets de la mue sur l'infection de l'intestin; mue qui a
périodiquement lieu tous les 5 & 6 jours. Quant a l'infection au VPC, son développement est

laissé pendant 10 & 15 jours avant de récolter les virus.

5 Extraction de I'ARN du VPC d'Euxoa scandens (Es).

D'un broyat brut de larves Euxoa scandens infectées avec le VPC endogene (Lot #
14), 200 uL en sont extraits. De la protéinase k (Boehringer Mannheim) et du SDS sont
ajoutés a une concentration finale respective de 1 mg/mL et de 1%. Suite & une incubation de
3 ha37° C, un volume égal de solution saturée de phénol est ajouté pour ensuite poursuivre
l'incubation pendant 1 h 2 56° C dans un bain circulant en agitant toutes les 5 min. Le tout
est ensuite centrifugé dans une centrifugeuse de table (Canlab) a la température de la pitce
pendant 10 min 2 10 000g. Apres avoir retiré la phase aqueuse, I'ajout de 100 yL. de tampon
TE pH= 8 (tris HCI, 10 mM pH= 8; EDTA, 1 mM pH 8) sert a récupérer un maximum
d'acide nucléique pris dans l'interphase juste au-dessus de la phase organique. Une fois
bien mélangé au vortex, une centrifugation identique a la précédente est exécutée et le volume
de TE récupéré est ajouté a celui de la phase aqueuse précédemment recueillie. Un second
lavage a la température de la piéce avec un volume de phénol identique a la phase aqueuse est
effectué sur la solution d'acides nucléiques précédente. La séparation des deux phases se

fait selon le protocole de centrifugation cité plus haut. Une seconde extraction utilisant un
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volume égal de solution de phénol: chloroforme: alcool isoamylique (25:24:1) suit, pour finir
avec une centrifugation a 10 000g, pendant 5 min, a la température de la piece. Afin de se
débarrasser du phénol, deux extractions au chloroforme: alcool isoamylique (24:1) sont
exécutées, entrecoupées de centrifugations de 10 000g, pendant 2 min, 2 la température de la
piece. La phase aqueuse contenant les acides nucléiques ainsi débarrassés des protéines, est
traitée avec 0,3 pug/mL d'ADNase (Boehringer Mannheim) pendant2 ha 37° C. A la fin de
cette incubation, 3 unités de ARNase T1 (Gibco BRL, Life technologies Inc.) sont ajoutées
et l'incubation se poursuit 30 min de plus dans les mémes conditions. Un mg/ mL de
Protéinase k est ajouté et l'incubation se poursuit pendant 12 h 2 37° C. L'élimination des
enzymes se fait par une extraction au phénol: chloroforme: alcool isoamylique précédant 2
extractions au chloroforme: alcool isoamylique selon les conditions précédemment décrites.
La phase de précipitation de I'ARN a lieu suite & 1'ajout de 1/10 du volume de la phase
aqueuse en NH40Ac, 3 M et de 2,5 fois ce demier dans I’éthanol 95 % a -20° C.
L'incubation pour la précipitation a -70° C dure 60 min ou une nuit si faite 2 -20 °C. Il suffit
alors d'une centrifugation a 4° C, 10 000g pendant 20 min pour mettre au culot I'ARNdb.
Apres lavage dans de 1'éthanol 70% glacial, le culot est séché sous vide pendant 5 min. La
dissolution 2 lieu dans 10 uL d'eau distillée stérile, traitée au diethylpyrocarbonate (DEPC).
L'échantillon d’ARNdb viral est ainsi conservé 2 4° C en vue d'une migration sur gel

d'électrophorese dans les 24 h qui suivent (Figure 2).

6 Purification du géne de la polyédrine d'Es VPC.

Suite 2 la dilution de la solution ARNbc viral dans le tampon de chargement (0.1 %
de bleu de bromophénol, 0,1% de xylene cyanol FF et 40% de glycérol), le tout est passé€ a
travers un gel d'agarose 0,8 %, dans du TAE 1X (0,04 M tris acétate; 0,001 M EDTA) a
100 Volts (Fisher Scientific) pendant 45 min (Bio-Rad, Mini-Wide-Sub™). Le gel est

ensuite coloré dans une solution de bromure d'éthidium 0,5 mg/ mL et le 10 #me segment est



Figure 2:

Profil électrophorétique de I' ARN viral du Es VPC. Extraction

du segment #10 et comparaison avec I' ADNc synthétisé.

Puits 1 et 5: Standard de taille (1 kpb)
Puits 2: Profil électrophorétique de I'ARN viral d’Es VPC sur gel d'agarose

0,8%.
Puits 3: Segment #10 de I'ARN viral d'Es VPC isolé (environ 1 kpb).
Puits 4: ADNc du gene de la polyédrine d'Es VPC (846 pb).
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excisé du gel sous une lampe 2 UV a longue longueur d'onde (300 nm). La purification de
la bande se fait en suivant les instructions fournies par la trousse de Bio 101 Inc, RNaid-
kit™. Brievement, |'agarose est dissout & 56° C dans une solution de Nal et 5 L. de matrice
sont ajoutés afin que I'ARNbc s'y lie. Le tout est incubé a la température de la piece pendant
10 min puis centrifugé afin de concentrer la matrice combinée aux acides nucléiques. Le
culot est lavé 3 fois dans la solution de lavage fournie et 1'élution de I'ARNbc se fait dans 10
pL d'eau distillée stérile traitée au DEPC, a 56° C. L'élimination de la matrice par
centrifugation & 10 000g permet de recueillir le segment d'ARN # 10. Un uL d'éluat est
passé a travers un gel d'agarose 0,8% afin d'estimer la concentration et de s'assurer de la
pureté du produit (Figure 2). La concentration du segment #10 de I'ARNdb viral est
approximativement déterminée en comparant l'intensité de la bande représentant le fragment
sur un gel d'agarose 0,8% coloré au bromure d'éthidium avec l'intensité des fragments de

I'ADN du phage Lambda digéré avec EcoR I et Hind III (Voir la Iégende de la Figure 4).

7 Syntheése de I' ADN complémentaire (ADNc) du géne cypoviral

7.1 Choix des amorces |

Les amorces ont €té choisies en fonction de la séquence de 'ADNc publiée du géne de
la polyédrine du Es VPC. Pour faciliter le clonage dans les différents vecteurs de transfert
baculoviraux, un site Sma [/Xma I est inséré aux extrémités de l'amplicon.

Amorce PEsCH1: 5'-GTCCCCCGGGATGCACGGAACTAG- 3'

Amorce PEsCH2: 5’-GAAGCGTTGACTGGAATGCA- 3’

Amorce PEsCI1 : 5'-GTCCCCCGGGTTAAATCCCGGTT- 3'

Ces amorces correspondent respectivement aux nucléotides 352 48, 41024430 ¢t 830 a

843 de la séquence publiée par Fossiez et al. (1989).

7.2 Réaction de transcription inverse

Dans un tube Eppendorf (B) de 0,5 mL, 50 pmol d'amorce PEsCI1 et 200 a 400 ng
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d'ARNbc du segment #10 sont mélangés dans un volume de 12 ul.. Afin de dénaturer
I'ARNbc, on chauffe 4 100" C pendant 5 min, suivi d'un refroidissement subit sur glace
durant au moins 2 min. A cette solution est ajouté le tampon RT constitué de: Deux uL de
dNTP, 10 mM (Pharmacia), 2 uL. de tampon d'amplification (50 mM tris HCl pH= 7,6; 50
mM KCl), 2 L. de MgClz a4 25 mM, 10 U (1xL) d'inhibiteur de ARNase, RNA guard™
(Pharmacia) et pour finir, 200 U (1 uL) de transcriptase inverse ( MuLV Superscript™
RNAse H- de Gibco, BRL). Une incubation de 45 min a 37° C précéde la dénaturation de

l'enzyme et I'arrét de la réaction par chauffage 98° C pendant 5 min.

7.3 Réaction de polymérisation en chaine (PCR).

Dans un tube identifié A, est mélangé 80 uL. du premier cocktail de la réaction
contenant 50 pmol d'amorces PEsCI1 et PesCH1, 10 yL. de tampon 10X de réaction de la
polymérase & ADN Taq sans MgCl; et une unité de cette derniere (Gibco, BRL). Pour un
départ & chaud (Hot start), ce cocktail est chauffé & 94° C pendant 5 min puis la température
est abaissée a 72° C, température a laquelle le tube B est préalablement chauffé. Les
contenus des tubes A et B sont mélangés, avec un plus une goutte de paraffine solide pour
éviter les changements de concentrations par évaporation. Trente-cinq cycles de PCR sont
effectués dans un thermocycleur programmable (Perkin Elmer Celtus). Chaque cycle étant:
Une min a 98° C pour la dénaturation des brins, 1 min & 45 °C pour l'appariement
amorce/ADNmc et 90 secondes & 72° C pour la réaction de polymérisation. Une fois les
cycles complétés, le tube réactionnel est ramené a 4 °C pour solidifier la paraffine et la
solution d'amplification est retirée.

La réaction de RT-PCR est répétée cinq fois afin de s'assurer du produit amplifié, vu
les erreurs induites par la Taq ADN polymérase. Pour visualiser 1'amplification, 5 yL de

solutions sont passés sur gel d'agarose 0,8% et la présence d'une bande a environ 900 pb



confirma ’amplification de I’ADNc du géne de la polyédrine d'Es VPC selon le témoin

positif (Figure 3).

7.4 Purification du produit d'amplification.

Les produits d'amplification sont purifiés de tous les réactifs ajoutés pour le
déroulement de la réaction de RT-PCR, par la trousse GeneClean de Bio 101 Inc.
Briévement, selon les recommandations du foumnisseur, 3 fois le volume de solution
d'amplification sont ajoutés en Nal fourni et 10 yL de matrice de silice y sont mélangés au
vortex en vue d'une incubation de 15 min sur glace. Aprés la mise au culot du complexe
silice-ADN, ce dernier est lavé trois fois avec la solution de lavage fournie par la trousse.
L'élution de I'ADN se fait dans un tampon TE pH= 8 a 56" C pendant 10 min La silice
éliminée par centrifugation a 12 000 rpm, nous nous retrouvons avec une solution pure
d'ADNCc du gene de la polyédrine cypovirale, dont la détermination de la concentration se fait
par estimation en comparaison avec un standard d’ADN lambda, digéré avec Hind III et

EcoR I (Gibco-BRL) (Figure 4).

8 Clonage et séquencage de I' ADNc synthétisé.

8.1 Insertion de ' ADNc dans le plasmide pUC-18.

Selon les divers protocoles qui nous sont offerts, un ratio ADNc: plasmide de 5:1
parait le plus approprié. Pour ce faire, 100 ng de pUC-18 linéarisé et déphosphorylé au site
de clonage Sma I (Pharmacia) sont mélangés avec 143 ng de I'ADNc préalablement digérés
avec l'endonucléase Sma I (1 ng d'ADNc a 900 pb donnant 3,5 fois plus de molécules que 1
ng de pUC-18 a 3,2 kpb). En suivant les instructions fournies avec la trousse de ADN
Blunting™ (Bio/Can Scientific Inc.), nous procédons a l'insertion du fragment dans le
plasmide en utilisant les propriétés de la T4 ADN ligase pour former les liens
phosphodiesters entre les extrémités franches du pUC-18 et du géne. La stratégie d'insertion

choisie,



Figure 3:

Gel d'agarose comportant les produits des cinq réactions de RT-

PCR effectuées a partir du segment #10 de ' ARNbc du génome

d'Es VPC.

Puits 1: Standard de taille (1 kpb)

Puits 2: Témoin positif. Amplification de ’ADNc contenu dans la
construction de Fossiez (1990) pBR322 - ADNc du segment #10 d'Es VPC
Puits 3 3 7: Produits de la réaction de RT-PCR sur le segment #10 de I'ARN
viral d'Es VPC (846 pb)

N.B.: Le contrdle négatif (non montré ici) comportant a la place du segment

#10 du Es VPC celui du BmVPC ne donne aucun produit amplifié.
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nous permet de recréer le site Sma I aux deux extrémités de 'ADNCc, dans le but de pouvoir

l'extraire par cette méme enzyme du pUC-pol ainsi construit (Figure Sa).

8.2 Transformation de bactéries compétentes.

Deux cents L. de bactéries compétentes (Epicurian coli JM-109, Stratagene) sont
décongelés sur la glace pendant 10 min et du B-mercaptoéthanol fraichement préparé est
ajouté pour avoir une concentration finale de 25 mM. Délicatement brassés, 50 ng de pUC-
pol sont mélangés a 75 L. de bactéries. Apres 30 min d'incubation sur glace, les cellules
subissent un choc thermique de 42 °C pendant 45 sec et sont immédiatement refroidies sur
glace. Six cents uL de milieu SOC (20 g de Bacto-tryptone™; 5 g de Bacto-Yeast™; 0,5 g
de NaCl par litre; 20 mM de glucose) sont ajoutés et le tout est incubé pendant 60 min a 37
°C en rotation & 225 tours/min. Au terme de cette incubation, 200 uL de bouillon bactérien
par Pétri sont ensemencés sur des géloses Luria-Bertani (LB/ Litre: 10 g de Bacto-
tryptone™ ; 5 g de Bacto-yeast™ ; 10 g de NaCl et 15 g/L de Bacto-Agar™) contenant 60 pg/
mL d'Ampicilline et 400 yg de 5-bromo4-chloro-3-indolyl-8-D-galactoside (X-gal) et 800
ug de isopropylthio-B-D-galactoside (IPTG), dans le but d'opérer une sélection
bleue/blanche des colonies. Les colonies blanches devant contenir le plasmide avec l'insert.

Le tout est incubé 16 h 437 °C.

8.3 Détection de pUC contenant l'insert (pUC-pol)

Les colonies blanches récoltées aprés 16 h sont ensemencées dans 2 mL de bouillon
2x YT (Pour 1L: 16 g de Bacto-tryptone™; 10 g de Bacto-yeast™; 5 g de NaCl), contenant
60 ug/ mL d'Ampicilline. Leurs pendants sur gélose LB+Amp sont identifiés
numériquement dans le but de pouvoir éventuellement y retourner. Suite & une incubation
de 16 h a 37 °C, les bactéries sont mises au culot par centrifugation a 10 000g. Ce culot
bactérien est resuspendu dans une solution glaciale de TEG (tris HCI, 25 mM pH=8; EDTA
10 mM pH= 8; glucose 50 mM) et lysé avec une solution de SDS 1% et de NaOH 0,2 N.



Figure 4:

Purification et quantification de deux produits de la réaction de
RT-PCR effectuée a partir du segment #10 de I'ARNbc du
génome d'Es VPC.

Puits 1: ADN du phage Lambda, digéré avec EcoR I et Hind III. Sachant que
la grosseur du génome du phage L.ambda est de 49 kpb, 9,8 uL d'une solution
stock a 50 ng/uL permet de déterminer la concentration d'ADN a partir de la
taille de chaque segment.

Puits 2 et 3: 1 uL de produit d'amplification (2 et 3, Figure 3) purifié par la
trousse GENECLEAN™

L'estimation de la concentration en se basant sur l'échelle du puits #1, donne

100 ng/uL dans l'échantillon du puits #2 et 200 ng/uL dans le #3
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Figure 5a: Schéma récapitulatif de la construction du pUC-pol.
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La neutralisation se fait avec une solution d'acétate 5 M, potassium 3 M suivie d'une
incubation de 5 a4 60 min sur la glace. Apres centrifugation, le surnageant contenant les
plasmides est retiré et extrait avec un volume égal de phénol: chloroforme: alcool
isoamylique (25:24:1). Apres la centrifugation, la phase aqueuse est resuspendue a deux
reprises dans suffisamment de chloroforme:alcool isoamylique pour éliminer tout le phénol.
Afin de concentrer I'ADN plasmidique, un volume d'isopropanol 100% égal a 2,5 fois le
volume de 1'échantillon est ajouté et la suspension est incubée a la température de la pitce
pendant 10 min. Le précipité d'ADN est concentré par centrifugation a 4 °C 4 12 000g
pendant 10 min puis lavé a 1'éthanol 70% pour enfin &tre séché et resuspendu dans 50 uL de
tampon TE pH= 8 contenant 20 pg/mL de ARNase A. Decux uL de cette derniere solution
sont retirés, mélangés avec 1 uL de tampon de chargement et 3 L. d'eau stérile. Le tout
migre sur gel d'agarose 0,8% dans du TAE 1X. Suite 2 une électrophorése de 100 volts
pendant 45 min, les résultats sont visualisés sous lampe UV (300 nm) apreés coloration du

gel au bromure d'éthidium selon la méthode décrite plus haut (Figure 6).

8.4 Confirmation de la présence de l'insert.

Les clones positifs montrant une bande d'ADN plasmidique de 1 kpb (I'insert faisant
900 pb) plus grosse que les autres sont retenus. Suite a leur digestion par 1 U
d'endonucléase Sma I dans les conditions requises suggérées par le fournisseur (Gibco-
BRL), la présence d'un fragment d'ADN a environ 0,9 kpb permis de considérer les clones

correspondant comme positifs, c'est & dire comme contenant le plasmide avec l'insert (pUC-

pol) (Figure 7).

8.5 Amplification des clones bactériens positifs.
Cinq clones positifs provenant de différents produits d'amplification de I'ADNc par
RT-PCR sont identifiés et amplifiés dans 4 mL de milieu 2x YT + Amp, 16 ha 37° C en

agitation constante a 250 rpm. Le culot bactérien obtenu est traité sclon la technique



Figure 6: Exemple de migration du plasmide pUC-pol sur gel d'agarose.

Puits 1: Standard de taille (ADN Lambda digéré avec EcoR I et Hind III)

Puits 2: ADN plasmidique (super-enroulé) pUC-18 ne contenant pas d'insert.
Les deux bandes de moindre intensité, comprises entre 2,3 kpb et 4,3 kpb
représentent différents isomeres du vecteur pUC-18.

Puits 3 et 4 ADN plasmidique pUC-pol, environ 900 pb plus gros que celui de
pUC-18, contenant I'ADNCc (846 pb) du gene de la polyédrine d'Es VPC.
Puits 5: Standard de taille (1 kpb)
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Figure 7:

Visualisation sur gel d'agarose, de la réaction d'extraction de

I'ADNc du plasmide pUC-pol.

Puits 1: Standard de taille (1 kpb)

Puits 2 4 5: Profil de digestion de pUC-pol avec 10 U d'endonucléase Sma I.
On note 'extraction d'un fragment de 900 pb correspondant & I'ADNCc inséré.
Puits 6: Plasmide pUC-18 linéarisé avec Sma I

Puits 7: Plasmide pUC-pol non digéré comportant les trois isomeres du

vecteur (circulaire “nicked”, circulaire fermé et super-enroulé)
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recommandée par la trousse Magic Mini-Prep™ (Promega) dans le but d'obtenir un ADN
suffisamment concentré et pure pour en déterminer la séquence nucléotidique. Bri¢vement,
le culot bactérien est resuspendu dans un tampon tris HCl pH= 7,5; EDTA 10 mM; ARNase
A 100 pg/ mL et lysé dans une solution contenant du SDS 1%, NaOH 0,2 N. La
précipitation des produits de la lyse (protéines et ADN génomique) se fait dans de 1'acétate de
potassium 2,5 M pH = 4,8. Une fois débarrassée des débris suite & une centrifugation de 10
000g (2 min), la phase contenant I'ADN plasmidique est passée sur une colonne d'affinité
permettant la rétention dans certaines conditions osmotiques des plasmides. Apres lavage de
cette résine, les ADN plasmidiques sont €lués dans de tampon TE pH= 8. La concentration

est déterminée par spectrophotométrie & 260 nm ol une unité de densité optique est égale a

50 ng/ uL d'ADNbc.

9. Séquencage de I' ADNec.

Le séquencgage du fragment inséré est réalisé par le service de séquengage de 1'Institut
Armand-Frappier, selon la méthode "Dideoxy" décrite par Sanger et al. (1977). Les
trousses commerciales "sequenase sequencing Kit™" (USB) et "T7 sequencing Kit™"
(Pharmacia) sont utilisées. Les séquences obtenues sont analysées par le programme

GeneWorks IntelliGenetic™ sur Macintosh .

10. Construction des vecteurs baculoviraux recombinants.

10.1 Choix des vecteurs baculoviraux.

Deux vecteurs de transfert sont utilisés pour parvenir 2 la construction de baculovirus
recombinants exprimant le géne de la polyédrine du Es VPC (Figure 5b). Le PBNT1 (7,9
kpb) gracieusement fourni par S. Tomita du NISES au Japon comporte un squelette
pBluescript™ dans lequel est inséré le promoteur du géne de la pl0 du BmVPN en amont
d'un fragment de la région 5' du gene de la protéine p10. Un site unique de clonage Nru I

est créé entre ces deux fragments dans le but d'insérer le géne d'intérét. Ce dernier se



retrouve ainsi inséré sous le controle du promoteur de la plO dans le baculovirus
recombinant, empéchant l'expression de cette protéine. Dans ce cas-ci, l'expression de la
polyédrine baculovirale n'est pas perturbée. Le second vecteur de transfert pBm4 (8,6 kpb),
fourni par Dr. J. Kobayashi (Kobayashi et al., 1990) posséde un squelette pUC-19. I
comporte le promoteur du géne de la polyédrine baculovirale en amont d'un fragment de la
région 3' de ce demier. Un unique site de clonage Nru I est créé dans le méme but que
précédemment sité. Le baculovirus recombinant issu de la recombinaison homologue entre
le vecteur contenant le géne d'intérét et I'ADN viral sauvage, exprimera le géne inséré a la

place de la polyédrine endogéne.

10.2 Extraction de 'ADNc du pUC-pol

A partir de différents clones positifs, I'ADN plasmidique pUC-pol est extrait par les
enzymes Sma [ ou Xma I en suivant les recommandations du fournisseur (Gibco-BRL).
Suite a 2 h de digestion, les échantillons sont passés sur gel d'agarose 0,8% dans le tampon
TPE 1X (tris-phosphate 90 mM; EDTA, 2 mM). La bande retrouvée a 900 pb selon I'échelle
1 kpb (Gibco-BRL), est excisée du gel et purifiée par la technique déja décrite de
GeneClean™ (Bio 101 Inc.). Un uL de solution contenant I'ADNc purifié est encore une
fois passé a travers un gel en méme temps que de I'ADN lambda digérée avec Hind III et

EcoR I (Gibco-BRL) dans le but d'estimer sa concentration en acides nucléiques.

10.3 Linéarisation des vecteurs PBNT1 et pBm4.

Cinq cent soixante ng de vecteur sont linéarisés par digestion avec 10 unités d'enzyme
Nru I dans les conditions optimales suggérées (New England Biolab) 4 h a2 37 °C. Suite &
l'inactivation de l'enzyme pendant 10 min a 56 °C , 30 U de BAP (Bovine Alkaline
Phosphatase™) sont ajoutés avec du tris-HCl pH= 8 dont la concentration finale devait
atteindre 0,1 M. Le tout est incubé 30 min a 65 °C et extrait deux fois au phénol:

chloroforme: alcool isoamylique (25:24:1) et une fois avec du chloroforme: alcool



Figure Sb: Schéma récapitulatif de la construction de pBm4-pol et PBNT1-

pol.
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Figure 8: Migration sur gel d'agarose des vecteurs pBmd4 et PBNTI1

linéarisés.

Puits 1: Migration du vecteur PBNT1 (7,6 kpb) linéarisé par 1'endonucléase
Nrul.

Puits 2: Standard de taille (1 kpb).

Puits 3: Migration du vecteur pBm4 (8,7 kpb) linéarisé par 1'endonucléase Nru

L.
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isoamylique (24:1). La précipitation des vecteurs ainsi linéarisés et déphosphorylés, se fait
dans du NaCl 0,3 M avec 1'ajout de 2,5 fois le volume de 1'échantillion en éthanol 100% a
-70 °C. Une incubation de 16 h a -20°C, s’avéra la meilleur fagon de récolter un maximum
d'ADN. Suite a la déshydratation du culot d'ADN obtenu par centrifugation a 10 000g.
pendant 30 min 2 4 °C, ce dernier est resuspendu dans un volume approprié de tampon TE

pH= 8 et la concentration est estimée selon le protocole ci-haut mentionné (Figure 8).

10.4 Ligation de I' ADNc dans les vecteurs baculoviraux.

Le ratio vecteur: géne opté est celui de 1:5. Ainsi, 200 ng de vecteurs pBm4 d'environ
8,6 kpb sont mélangés avec 21 ng de ADNc de 0,9 kpb et 200 ng de PBNT1 (7,9 kpb) sont
mélangés avec 23 ng de ADNc. Selon I'enzyme utilisée pour extraire le géne du pUC-pol,
deux protocoles sont établis.

ADNCc extrait par Sma I du pUC-pol: CCC/ GGG

Huit U de Weiss de T4 ADN ligase (Pharmacia) sont ajoutés conjointement avec le
tampon de réaction approprié, ramené a une concentration de 1X. Une incubation de 16 h a

11 °C suffit pour compléter la réaction.

ADNc extrait par Xma [ du pUC-pol: CCCGG /G

En suivant les instructions fournis par la trousse DNA blunting™ (Takara Inc.), de la
ligase T4 2 ADN en méme temps que le tampon de réaction contenant les dNTPs, sont
ajoutés afin de rendre franches les extrémités cohésives produites par Xma I. Suite a cette
réaction, la ligase T4 3 ADN fournie est mélangée a la solution réactionnelle précédente et le
tout est incubé 16 h a 11 °C. La purification et précipitation de I'ADN s'est faite selon le
protocole classique d'extraction avec des solvants organiques et de précipitation dans

I'éthanol en présence de sels.



Figure 9a: Migration sur gel d'agarose du vecteur pBm4-pol, isolé a partir de

bactéries JM-109 transformées.

Puits 1 &4 3: 5 ulL d'ADN plasmidique extraits de trois clones bactériens
soupgonnés de contenir le vecteurs PBNT1-pol. La premieére bande de forte
intensité correspondant au vecteur de forme circulaire fermé; la seconde de
moindre intensité correspond au vecteur super-enroulé.

Puits 4: 2 uL de Vecteur PBNT1 stock.

Les ADN plasmidiques des puits 1 & 3 sont d'environ 900 pb plus gros que
celui du puits 4. La présence de I'ADNc (846 pb) dans le vecteur en 1, 2 et 3

est ainsi confirmée.
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Figure 9b:

Migration sur gel d'agarose du vecteur PBNT1-pol, isolé a partir

de bactéries JM-109 transformées

Puits 1 2 3: 5 uL d'ADN plasmidique extraits de trois clones bactériens
soupg¢onnés de contenir le vecteurs pBm4-pol.

Puits 43 6: S uL d'ADN plasmidique de trois clones bactériens comportant le
Vecteur pBm4 sans insert.

Puits 7: 2 uL de Vecteur pBm4 (solution stock)

Puits 8: Standard de taille (ADN Lambda digéré avec EcoR I et Hind III)

Les ADN plasmidiques des puits 1 a 3 sont d'environ 900 pb plus gros que
celui des puits 4 2 8. La Présence de 'ADNCc (846 pb) dans le vecteur en 1, 2

et 3 est ainsi confirmée.

N.B.: Dans chaque puits, la bande de taille supérieur & 9,4 kpb correspond au
vecteur circulaire fermé; la seconde de moindre taille correspond au vecteur

super-enroulé.
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Une fois concentré par centrifugation et séchage, I'ADN est redigéré avec 1'enzyme Nru I
afin d'éliminer les vecteurs recircularisés et les dimers avant la transformation de bactéries

compétentes E. coli JM-109.

10.5 Isolement des clones possédant les vecteurs avec I'insert (PBNT1-
pol et pBm4-pol).

Suite & l'ensemencement des bactéries transformées sur des gélose LB + Amp, les
diverses colonies obtenues sont lysées par choc alcalin (Mini-préparation) et les profils de
migration sur gel d'agarose 0,8 % sont analysés. Les clones retenus sont ceux ayant la plus
grosse taille, soit environ 1 kpb de plus que les autres (Figure 9a et 9b). La confirmation de
la présence de l'insert se fait conjointement avec la détermination de son orientation dans les
vecteurs. Suite a l'extraction de I'ADN plasmidique des clones sélectionnés, deux digestions
sont faites: Une digestion avec 10 U d'endonucléase EcoR I et une autre avec 10 U de Hinc
IT sur les vecteurs PBNT1-pol et pBm4-pol. Suivant le profil obtenu, la présence et le sens
de l'insert ont ét€ déduits. En parallele, les vecteurs sans insert ont servi de témoins
négatifs. Une fois la digestion complétée 2 37 "C pendant 2 h, le tout est passé A travers un
gel d'agarose 2% dans du TPE 1X afin de visualiser les bandes critiques de faibles tailles,

apres coloration au bromure d'éthidium (Figure 9c).

11 Obtention des baculovirus recombinants.

11.1 Infection de cellules BoMo-15-Allc.

11.1.1 Extraction d'ADN viral a partir de virions inclus dans des
polyédres purifiés.

A partir d'un broyat brut de larves infectées au VPN (Sections 4.2.1- 4.2.2), les
polyedres sont séparés selon la méthode décrite en section 3. La suspension de corps
d'inclusion est ensuite déposée sur un gradient discontinu de sucrose de 30 a 70 % p/v dans

50 mM de tris-HCI pH=7,5. Le tout est centrifugé dans une ultracentrifugeuse de type



Figure 9c¢:

Détermination de l'orientation de I' ADNc¢ dans les vecteurs
baculoviraux: Profil électrophorétique du PBNT1-pol et pPBm4-
pol digérés avec EcoR I et Hinc II.

Puits 1 &3 6: PBNT 1-pol digéré avec EcoR I

Puits 7: PBNT1 digéré avec EcoR I

Puits 8 et 14: Standard de taille (1 kpb)

Puits 8 2 12: PBNT1-pol digéré avec Hinc II

Puits 13: PBNT1 digéré avec Hinc II

Puits 15: pBm4-pol digéré avec Hinc II
Puits 16: pBm4 digéré avec Hinc II

Puits 18: pBm4 -pol digéré avec EcoR I

Puits 19: pBm4 digéré avec EcoR |

PBNT 1-pol:

- Les puits 1 et 8 correspondent 2 un ADN plasmidique de PBNT 1-pol
contenant I'ADNCc, dans la bonne orientation.

- Les puits 2 et 9 correspondent 2 un ADN plasmidique de PBNT 1-pol
contenant deux ADNCc en tandem, dans la mauvaise orientation.

- Les puits 3 et 10 correspondent a2 un ADN plasmidique de PBNT 1-pol
contenant deux ADNCc en tandem, dans la bonne orientation.

- Les puits 4 et 11 ainsi que 5 et 12 correspondent a deux ADN plasmidiques
de pBNT 1-pol, contenant un ADNc dans la mauvaise orientation.

- Les puits 6 et 13 correspondent au profil de digestion d'un ADN
plasmidique de PBNT 1 sans insert.

pBm4 -pol:

- Les puits 15 et 18 correspondent 2 un ADN plasmidique de pBm4-pol
contenant un ADNc dans la bonne orientation.

- Les puits 17 et 19 correspondent au profil de digestion d'un ADN

plasmidique de pBm4 sans insert.
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Beckmann (rotor SW 40.1) a 25 000 rpm, pendant 120 min a 4° C. La bande de polyédres
située a l'interphase 60-70% est retirée et lavée a trois reprises dans 3 fois son volume en
PBS 1X, entrecoupées de centrifugation de 10 min a 7 000 rpm au froid. Une fois
débarrassé du sucrose, le culot de polyedres est resuspendu dans du tampon stérile NaCO3-
NaHCO3 0,1 M, pH= 10,8 pendant 15 min & la température de la piece. Un mg/mL de
Protéinase k et 1% et SDS sont ajoutés pour digérer les protéines et I'incubation se poursuit
4 56° C pendant 3 h. La purification de I'ADN se poursuit par 2 extractions au phénol saturé
et au phénol: chloroforme: alcool isoamylique (25:24:1), pour finir avec 2 extractions au
chloroforme: alcool iscamylique (24:1). Suite a la précipitation dans la solution sel/ éthanol,
I'ADN est centrifugé, séché et resuspendu dans du TE pH= 8 stérile. La détermination de la

concentration se fait sur gel d'agarose 0,8% et au spectrophotometre a 260 nm.

11.1.2 Co-transfection de I'ADN viral sauvage avec PBNT1-Pol ou
pBm4 -pol dans les cellules.

Deux flacons de 25 cm?2 (Falcon) sont ensemencés avec des cellules NISES BoMo-15-
Allc a 200 000 cellules par mL dans le milieu MGM-448 contenant 10% de SVF (milieu
complet). Apres une incubation de 16 h 4 25 °C, les cellules sont lavées a deux reprises avec
le méme milieu mais dépourvu de SVF. Un microgramme et demi de vecteurs recombinants
sont mélangés a 300 ng d'ADN purifié de BmVPN sauvage. Cette solution d’acide
nucléique est complétée a 12 uL. avec de l'eau stérile distillée puis mélangée & 12 uL de
solution contenant de la Lipofectine™ (8 uL de Lipofectine™ (Gibco-BRL) et 4uL d’eau
distillée stérile). Apres une incubation de 15 min a la température de la piece, la solution
d'ADN-Lipofectine est diluée dans 2,5 mL de milieu Grace (Sigma, Chemical company)
sans SVF et ajoutée délicatement sur le tapis cellulaire. Aprés 12 heures a la température
optimale de croissance des cellules (25° C), le milieu est vidangé et les cellules lavées trois

fois avec du milieu MGM-448 complet, pour éliminer la lipofectine cytotoxique. Cing mL
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de ce milieu sont enfin ajoutés et les cellules ont été incubées a 25° C pendant 52 7 jours, ou

jusqu'a I’obtention d'une cytopathologie maximale.

11.2 Isolement des baculovirus recombinants.

11.2.1 Isolement de populations virales.

Des plateaux de 6 puits (Flow Laboratories Inc.) sont ensemencés avec 2 X 106
cellules par puits et incubés a 25 °C pendant une journée. Une fois les cellules attachées, le
milieu est enlevé et 0,5 mL de dilutions décimales (10-2 4 10-3) du surnageant de transfection
est ajouté. Suite 2 une incubation de 90 min 2 la température de la piéce et sous agitation
constante, 1'inoculum est enlevé et remplacé par 2 mL de milieu MGM-448 + 10% de SVF+
1% d'Agar Seaplaque™ (Sigma, Chemical company) ramené a 37° C. Une fois l'agar
solidifié, les cellules sont incubées; en position inversée a la température optimale de
croissance. Quatre a cinq jours plus tard, les plages constituées de cellules contenant des
polyedres sont repiquées au moyen d'une pipette pasteur (Figure 10). Le repiquage se fait
dans des plateaux de 96 puits préalablement ensemencés avec 150 000 cellules NISES
BoMo-15-Allc par puits, a raison d'un puits par plage. Une seconde incubation de 4 jours a
25 °C permis le développement maximale de linfection. Le surnageant des cupules
préalablement infectées contenant du virus libre est retiré et gardé identifié 2 -20 °C. A partir
des cellules collées au fond des puits, la présence du gene cypoviral est détectée par
hybridation de type Southern.

Cette manipulation est répétée trois fois dans le but d'obtenir des populations virales

recombinantes le plus homogene possible.

11.2.2 Détection des populations virales recombinantes par hybridation

de type Dot Blot.

1- Préparation de la membrane avec les échantillons

Deux cents uL. de NaOH 0,2 N sont ajoutés sur les cellules dans les cupules



Figure 10: Observation au microscope photonique de plages de populations
de VPN recombinants, en milieu semi-solide.

Barre= 0,5mm , C: Cellules, P: polyedres
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dépourvues de leur sumageant puis le tout est incubé 15 min a la température de la pigce.
Pendant ce temps une membrane de nitrocellulose (Bio-Rad) est trempée dans du SSC 6X
(Solution stock de 20 X: 175,3 g de NaCl; 88,1 g de citrate de sodium, pH= 7) et placée
dans l'appareil Dot Blot de Bio-Rad. Quatre cents 1. de NaCl 2 N sont vidés dans les puits
de l'appareil ol les 200 uL de lysat cellulaire sont subséquemment ajoutés. Une fois que
tous les puits sont vidés de leur contenu sous l'effet du vide, la membrane de nitrocellulose
est incubée 2 80 °C sous vide pendant 2 h. Cette derniére est ensuite placée dans un sac a
hybridation (Gibco, BRL) pour analyse ultérieure.

2- Préparation de la sonde

Un pL et demi d'amorce PEsCH2 a 15 uM sont mélangés avec 8 uL. de tampon
"forward" approprié (0,5 M de tris HCI, pH 7,6; 0,1 M de MgCl2; 50 mM de DTT; 1 mM
de Spermidine; 1 mM d'EDTA, pH= 8) et avec 125 uCi d'ATP-gamma-B2IP (ICN
Biochemical Canada, Ltd.). Dix unités de T4 polynucléotide kinase (Gibco BRL) sont
ensuite ajoutées au cocktail et le tout est complété a 40 uL avec de l'eau distillée stérile. Une
incubation de 30 min 2 37° C précéde le comptage du nombre de coups par minute (cpm) que
contient 1 4L de sonde ainsi marquée. La sonde radioactive est ensuite gardée & 4 °C pour
un maximum de 2 semaines, correspondant a la demi-vie du phosphore radioactif.

3- Hybridation

La membrane (10 X 10 cm) contenant les acides nucléiques dénaturés et fixés, est
incubée 4 h a 68 °C sous agitation constante dans 10 mL de solution de pré-hybridation (900
mM de NaCl; 6 mM d'EDTA pH 8; 90 mM de tris-HCl pH 7,5; 0,1% de SDS; 100 ug /mL
d'ARN de transfert de levures (Boerhinger Mannheim). Suffisamment de sonde radioactive
y est ajoutée en fin d'incubation pour avoir un décompte de 5 X 105 a 106 cpm/ mL.
L'hybridation se fait 2 42 °C pendant 16 h avant de procéder au lavage de la membrane.

Trois lavages avec du SSC 2X, 0,1 % SDS a 55 °C permettent d'éliminer un maximum de



Figure 11:

Détection de populations isolées de VPN recombinants par la

technique d'hybridation radioactive de type Dot Blot.

Cupules A1 a H6: Plages provenant de surnageant de co-transfection de
BmVPN avec le vecteur PBNT1-pol.

Cupules A7 a H12: Plages provenant de surnageant de co-transfection de
BmVPN avec le vecteur pBm4-pol.

Coté supérieur droit: 100 ng d'ADNCc purifié (Témoin positif).

Co6té inférieur droit: 100 ng d'ADN plasmidique de pBm4 (Témoin négatif).
Coté supérieur gauche: 100 ng d'ADN plasmidique de PBNT1 (Témoin

négatif).

Les cupules D1, D3, H3 et A5 contiennent des populations de BmVPN
exprimant les deux polyédrines.

Les cupules B8, E8 et E11 contiennent des populations de BmVPN exprimant

uniquement la polyédrine de VPC
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sonde non appariée; suivis de trois autres lavages dans du SSC 1X, 0,1 % SDS a 55 °C.
Deux bains dans du SSC 0,1X, 0,1 % de SDS a la température de la piéce finalisent la
manipulation et la membrane est ensuite placée sous un film 2 X-OMAT RP (Kodak) a -70

°C pour une nuit (Figure 11).

11.3 Amplification des populations virales recombinantes isolées.

Les surnageants des cellules infectées (300 uL) contenant une population virale
recombinante isolée a partir des plages d'infection, sont inoculés a 800 000 cellules NISES
BoMo-15-Allc dans un volume final de 1 mL. Apres une incubation de 30 min a 25 °C, les
cellules sont ensemencées dans un flacon Fp5 avec 4 mL de milieu frais ol se poursuit la
croissance. Grace a cette technique, nous réussissons a mettre en contact un maximum de
cellules avec un minimum d'inoculum. Llinfection est arrétée une fois les effets
cytopathologiques maximales obtenus. Le surnageant contenant les virions libres est alors
centrifugé a 500g pendant 10 min a 4 "C pour €liminer les débris cellulaires. Ce demnier est
ensuite divisé en aliquots et congelé a -20 °C. Le titre viral est déterminé suite a l'infection
de cellules BoMo avec 25 uL d'inoculum en plateau de 96 puits (Belloncik et Chagnon,
1980) selon la formule de Kirber:

DICTsp/25uL=-A-3(S-0,5)

A=log 10 de la demniére dilution avec 100% d'infection 0= log10 du facteur de dilution

derniére dil 100%

8= Z : [(nbr de cupules (+) /nbr de cupules par répétition)]
derniere dilution

Connaissant la MI a laquelle nous voulons infecter un nombre déterminé de

cellules, il suffit d'effectuer le calcul suivant:

Volume finale de la suspension virale = DICTs50 X 0,693 .
Nombre de cellules X M1




Figure 12a et Isolement de populations de VPN recombinants par la

b: technique d'hybridation non-radioactive de type Dot Blot.

Figure 12a:

- Les cupules B2 a F6 contiennent des cellules infectées avec diverses
populations virales isolées par technique de plage en milieu semi-solide, &
partir de la suspension virale provenant de la cupule D1 (Figure 11)

- Les cupules A7 a G12 contiennent des cellules infectées avec diverses
populations virales isolées par la technique de plage, a partir de la
suspension virale provenant de la cupule B8 (Figure 11).

- La cupule A1 comporte 100 ng d'ADNc de la polyédrine du VPC
(Témoin positif)

- Le cupule H12 comporte 100 ng d'ADN purifié de Bm VPN (Témoin
négatif)

Figure 12b:

- Les cupules A1 a H6 contiennent des cellules infectées avec une
population virale provenant du surnageant d'infection de la cupule D1
(Figure 12a). Cette population virale exprime les deux polyédrines.

- Les cupules A7 a H12 (excepté A10, A11 et A12) contiennent les cellules
infectées avec une population virale provenant du surnageant d'infection de
la cupule A7 (Figure 12a). Cette population virale n'exprime que la
polyédrine du VPC.

- A10 et A11 sont respectivement les témoins positif et négatif. La cupule
A12 correspond 2 des cellules saines.

Le marquage de 100% des populations virales isolées dans le cas des deux
recombinants, indique que les suspensions virales des cupules D1 et A7
(Figure 12a) sont homogenes et que les deux virus expriment le géne de la

polyédrine du Es VPC.
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En générale, le titre est ajustée en fonction du nombre de cellule et de la MI désirées en
diluant l'inoculum viral. Le repiquage des plages polyédres (+), afin d'isoler une
population virale homogeéne au niveau des deux virus recombinants, a été fait deux autres
fois. Pour des raisons de sécurité, les hybridations se sont poursuivies avec la méme sonde
mais non radioactive. Le protocole suivi fut celui décrit en 11.2.1 quant 2 l'infection des
cellules. L'ADN viral et cellulaire furent fixés sur une membrane de nitrocellulose comme en
11.2.2 (1) et I'hybridation ainsi que la révélation colorimétrique se firent selon la technique

décrite en 13.4 (Figures 12a et b).

12 Détection du produit d'expression de ' ADNc par immunobuvardage
de type Western
1- Gel de polyacrylamide

Selon la technique de Lacmmli (1970), les cellules infectées débarrassées du milieu
sont lavées a deux reprises dans du PBS 1X glacial en les ramenant au culot par des
centrifugations a 500g. Ces cellules sont ensuite resuspendues dans un petit volume de
PBS 1X et lysées par addition d'un volume égal de tampon de lyse (50 mM de tris HCl pH
6,8; 1% de SDS; 1% de B-mercaptoéthanol; 10% de glycérol; 0,003 % de bleu de
bromophénol). Le tout est amené a 100 °C dans un bain-marie pendant 5 min et passé sur
mini-gel d'acrylamide: bisacrylamide (29:1) dénaturant de 12,5 % (Mini-Protein II™ de
Bio-Rad). La migration a lieu a 200 volts pendant 60 min dans du tampon 2 mM de tris,
250 mM de glycine, 0,1 % de SDS. Le gel est ensuite coloré dans une solution de bleu de
Coomassie 0,3 % p/v (40% v/v de méthanol, 10% v/v d'acide acétique glacial) pendant une
nuit et séché par chauffage a 80 °C sous vide (Figure 13).

2- Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose

Une fois la migration terminée, le gel est placé dans le tampon de transfert (20 % v/v

de méthanol; 192 mM de glycine; 25 mM de trs) afin de l'équilibrer. La membrane de



nitrocellulose subit le méme traitement pendant 10 min et est ensuite placée en contact avec le
gel selon les recommandations du fournisseur de ['appareil de transfert Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell™ (Bio-Rad). L'électrotransfert se fait 2 100 Volt et 250 mA
pendant 60 min a 4°C. Une fois le transfert terminé, la membrane est asséchée a l'air et
placée dans un sac de polypropyléne (Gibco-BRL).

3- Révélation immunologique

Les sites non spécifiques sont bloqués par incubation de la membrane dans un tampon
TBS (200 mM de tris; 5 M de NaCl, pH= 4,5) contenant 3% p/v de gélatine fondue pendant
1 h a50°C. Afin d'éliminer l'exceés d'agent bloquant, un lavage de 5 2 10 min dans du
TTBS (TBS, Tween 20, 0,05% v/v) est exécuté. L'anticorps de lapin anti-polyédrine
cypovirale (#540) est dilué¢ 1/1000 dans un tampon TTBS + 1% p/v de gélatine et la
membrane y est incubée 2 h a la température de la piece. Pour se débarrasser des anticorps
non liés, 2 lavages au TTBS sont faits avant d'ajouter l'anticorps de chévre marqué a la
peroxydase anti-anticorps de lapin dilué 1:3 000 dans le tampon TTBS. Suite 3 une
incubation de 2 h a la température de la piéce, la membrane est lavée & deux reprises dans le
tampon TTBS. La révélation se fait par addition de peroxyde d'hydrogene et de 4-chloro-1-
naphtol aux concentrations recommandées par le fournisseur (Bio-Rad). La réaction
colorimétrique est arrétée par trempage de la membrane dans de 'eau distillée. Les photos

sont prises sur un film Polaroid 665™ (Figure 13).

13 Détection de I'ADNc dans les virus recombinants.

13.1 Extraction de I' ADN viral recombinant.

Un mL d'hémolymphe de larves infectées par les virus recombinants est centrifugé a 7
000 rpm dans le rotor SS-34 (Beckmann) afin de mettre au culot les cellules et les polyedres
libérés. Le surnageant de centrifugation est recueilli et centrifugé sur un coussin de sucrose

20% plv a 25 000 rpm (rotor SW 40.1 de Beckmann) pendant 2 h 2 4°C. Les virus ainsi
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mis au culot sont resuspendus dans un volume suffisant de tampon TE pH= 8. La moitié de
I'échantillon est utilisé pour I'extraction d'ADN alors que le restant est congelé a -20°C.
Aux virus libres est ajouté 1 mg/mL de Protéinase k et du SDS 10% pour avoir une
concentration finale de 1% p/v. L'incubation se poursuit 2 56 “C pendant 2 h pour éviter le
clivage de 'ADN par des endonucléases contaminantes. Au bout de cette incubation, 2
extractions au phénol: chloroforme: alcool isoamilique (25:24:1) sont faites et deux lavages
au chloroforme:alcool isoamilique suivent pour se débarrasser du phénol. L'ADN est
ensuite précipité dans de l'acétate d'ammonium (NH4OAc) 0,3 M et de 1'éthanol 95% selon
la méthode précédemment décrite. Le culot d'ADN resuspendu dans le tampon TE pH= 8

sert pour la digestion enzymatique.

13.2 Digestion de I' ADN viral par des endonucléases.

Tout 'ADN resuspendu est utilisé et 10 U d'enzyme EcoR [ servent a la digestion de
ce dernier dans les conditions osmotiques appropriées, 2 37 °C pendant 2 h. La digestion
est arrétée apres incubation de 10 min & 56°C pour dénaturer l'enzyme. Le produit de
digestion est passé a travers un gel d'agarose de 0,8 % dans du TAE 1X a 100 volt pendant
1 h. La coloration dans un bain de bromure d'éthidium permet la visualisation du profil

électrophorétique (Figure 14).

13.3 Transfert de I' ADN sur membrane.

Suivant le protocole #1 de Pharmacia LKB Biotechnology VacuGene XL, La
membrane de nylon est hydratée dans du SSC 6 X et assemblée selon les recommandations
du fournisseur dans l'appareil a transfert. Le gel d'agarose est placé par dessus en méme
temps que le vide était appliqué. Une solution de dépurination (HCI 0,2 N) recouvre le gel
pendant 20 min ou jusqua ce que le bleu de bromophénol présent dans tampon de

chargement tourne au jaune. Suite & cette réaction, une solution dénaturante de 0,15 M de



Figure 14:

Détection de 1'ADNc incorporé dans le génome des VPN
recombinants, par la technique d'hybridation non radioactive
de type Southern.

Puits 1: Standard de taille (1 kpb).

Puits 2: ADNc détecté dans le Bm VPN-PNC, par hybridation avec la

sonde PEsCH2 marquée a la digoxigénine.

Puits 3: Profil de digestion de 'ADN du Bm VPN-PNC avec EcoR 1.
Puits 4: ADNCc détecté dans le vecteur PBNT 1-pol, par hybridation avec la
sonde PEsCH?2 marquée a la digoxigénine.

Puits 5: Profil de digestion du vectcur PBNT 1-pol avec EcoR 1.

Puits 6: ADNCc détecté dans le vecteur BmVPN-PC, par hybridation avec la
sonde PEsCH2 marquée a la digoxigénine.
Puits 7: Profil de digestion du BmVPN-PC avec EcoR I.

Puits 8@ ADNCc détecté dans le pBm4-pol, par hybridation avec la sonde
PEsCH2 marquée 2 la digoxigénine.

Puits 9: Profil de digestion du vecteur pBm4-pol avec EcoR I.

Puits 10: ADNc détecté dans le Bm VPN sauvage, par hybridation avec la

sonde PEsCH2 marquée 2 la digoxigénine.
Puits 11: Profil de digestion du Bm VPN sauvage avec EcoR 1.
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NaCl; 0,5 N de NaOH remplace la précédente pour aussi 20 min. La neutralisation se fait
pendant 20 min avec du tris 1M, pH= 7,5 dans du NaCl, 1,5 M. Le transfert des acides
nucléiques du gel sur la membrane se poursuit pendant 60 min avec du SSC 20X. La
membrane contenant I'ADN viral digéré est ensuite lavée dans la méme solution que
précédemment pendant 10 min. L'ADN est ensuite fixé 4 la membrane par contact avec des

rayons Ultra Violet (300 nm) pendant 5 min (UV Transluminator).

13.4 Hybridation de type Southern a la Digoxigénine (Dig.).

En suivant les instructions du fournisseur de la trousse Dig. Oligonucléotide Tailing™
(Boehringer Mannheim) & I'amorce interne (PEsCH2) du géne de la polyédrine cypovirale
est jointe une queue de Dig-11-dUTP /dATP (3'-déoxyuridine 5'-triphosphate couplé 2 la
Dig, entrecoupée de dATP). Cette sonde stable & -20 °C est ensuite congelée en aliquots de
10 mL contenant 1 pmol de sonde par mL. La membranc contenant les acides nucléiques
fixés est préhybridée pendant 4 h & 68 “C dans une solution contenant du SSC 5X, 1% de
protéines purifiées du lait (Blocking Reagent™, Bochringer Mannheim), 0,1 % de N-
laurylsarcosine (Sigma, Chemical company) et 0,02 % de SDS. La solution de
préhybridation est remplacée par la méme solution mais contenant 0,1 pmol/ mL de sonde
marquée a la Dig. L'hybridation se poursuit pendant 16 h & 42 °C pour se terminer par des
lavages de 10 min dans des bains successifs de concentrations décroissantes de SSC (2X a
0,1 X) dans du SDS 0,1 % & 55 °C.

La détection immunologique débute par un bain de 1 min pour €quilibrer la membrane
dans un tampon contenant de I'acide maléique 0,1 M et 0,15 M de NaCl pH=7,5. Les sites
non-spécifiques sont bloqués suite 2 une incubation de 30 min avec la solution de blocage a
la température de la piece (0,1 M d’acide maléique et 0,15 M de NaCl, pH= 7,5, 1% de
Blocking reagent™) et l'anticorps anti-Dig-PA (phosphatasc alcaline) a une dilution de 1: 5
000 dans la solution de blockage. La réaction effectuée pendant 2 h a la température de la

piece, est suivie par 2 lavages de 15 min dans le tampon d’acide maléique 0,1 M et 0,15 M
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de NaCl pH= 7,5 équilibré avec une solution contenant 100 mM de tris-HCl; 100 mM de
NaCl et 150 mM de MgCl,, pH= 9,5. Afin de révéler colorimétriquement la présence du
geéne, une solution contenant 0,02 % de NTB (tétrazolium de nitrobleu) et 0,04% de 5-
bromo-4-chloro-indolyl phosphate (X-Phosphate) est ajoutée a la membrane. Trente minutes
d'incubation sans agitation et dans |'obscurité, permettent le développement de la couleur.
Par ringage de la membrane dans du tris HCI, 10 mM contenant de ’EDTA pH= 8, 4 1 mM,

le développement de la couleur est arrété (Figure 14).

14 Détection de la polyédrine par immunoperoxydase.

14.1 Immunoperoxydase sur tapis cellulaire infecté.

Les cellules NISES BoMo-15-Allc infectées (Section 4.1.2) sont fixées a -20° C
pendant 20 min dans de 1'éthanol 70% contenant de 1’HCI 0,5 N. Le tapis est ensuite lavé a
deux reprises avec du PBS 1X et incubé pendant 30 min & 37 °C dans du tampon Tween 20,
0,05%; PBS 1X; BSA 1% afin de bloquer les sites non-spécifiques. Sans rincer,
l'anticorps de lapin anti-polyédrine d'Es VPC (lot #540) dilué 1: 1000 dans du PBS 1X, est
incubé avec les cellules fixées. Suite & une incubation de 16 h & 4° C, les puits sont lavés
trois fois pendant S min avec du TPBS (Tween 20, 0,05%; PBS 1X) pour €éliminer l'exces
d'anticorps libres. Le second anticorps de chévre anti-immunoglobuline G (IgG) de lapin
couplé a la peroxydase (Bio-Rad), est ajouté & une dilution de 1: 3 000. Deux lavages avec
le tampon TPBS avec un au PBS 1X pour éliminer le Tween 20, succédent & une incubation
de 60 min 2 37° C. Le substrat de la peroxydase, soit 0,01% de H;O; est ajouté avec 0,05
mg/mL de diaminobenzidine (DAB) dans du tris-HCI, 50 mM fraichement préparé et filtré.
Une incubation de 20 a 30 min permet le développement de la couleur brundtre
caractéristique. Le développement est ensuite arrété par un ringage a l'eau distillée. Les

lames sont ensuite montées et observées au microscope photonique.



14.2 Immunoperoxydase sur coupes histologiques de larves infectées.

Les larves infectées avec les VPN recombinants selon la technique décrite 4 la Section
4.2.2, sont fixées dans le fixateur de Carnoy (60% d'éthanol, 30% de chloroforme et 10 %
d'acide acétique glacial) pendant 24 h et déshydratées dans des bains successifs d'éthanol a
concentration en éthanol croissante (de 70% a 100%). Une fois enrobées dans la paraffine,
ces derni¢res sont coupées au microtome et placées sur des lames de verre. Les spécimens
sont ensuite trempés pendant 1 min dans le xyléne 100% afin de se débarrasser de la
paraffine. Pour éliminer la peroxydase endogéne, les coupes sont incubées pendant 30 min
dans une solution contenant 0,03 % de H2O; puis rincées deux fois avec du PBS 1X. Suite
a une incubation de 30 min dans la solution de blocage (PBS, Tween 20, BSA), l'anticorps
de lapin anti-polyédrine d'Es VPC ‘dilué 1:100 est ajouté. Deux heures d'incubation a la
température de la pieéce ou 16 h a 4° C suffisent pour que l'antisérum réagisse avec la
polyédrine d'Es VPC non cristallisée. Enfin, 3 lavages au PBS 1X et I'ajout de l'anticorps
de chevre anti-IgG de lapin couplé a la peroxydase (Bio-Rad) sont faits. Apres ringage et
révélation par addition du substrat et du chromogene, les lames sont montées et observées

au microscope optique.

15 Détection du produit d'expression de I'ADNc¢ au microscope
électronique.

15.1 Préparation des échantillons.

Les tissus larvaires (hémocytes, adipocytes et intestins moyens) ainsi que les cellules
infectées sont lavées & deux reprises dans du PBS 1X pH=7,2 a la température de la piece.
Les échantillons sont ensuite fixés dans une solution de PBS 1X contenant 0,1 % de
glutaraldéhyde et 4 % de paraformaldéhyde pH= 7,2- 7,4. Apres 4 h d'incubation 2 4° C, la
paraformaldéhyde et la glutaraldéhyde sont éliminées par 3 lavages entrecoupés de

centrifugations de 5 min a 3 000 rpm, avec du PBS 1X glacial contenant 3 % de sucrose.



La déshydratation des culots obtenus se fait progressivement dans des bains d'acétone :
H»0 de 25%, 50%, 75%, 95% et 100%. Les spécimens sont laissés une nuit & 21 °C dans
un mélange 1:1 d'acétone : résine spurr (10 g de dioxyde de Vinyl cyclohexene (ERL 4206);
6 g de diglycidyl d'ether de polypropyleéne glycol (DER 736), 26 g de nonenyl succinique
anhydre (NSA) et 0,4 g de diméthylaminoethanol (DMAE)). Deux incubations dans la
résine pure a la température de la piece sont effectuées, une de 3 h et l'autre de 2 h. Les
spécimens dans la résine sont alors incubés 24 heures 2 60 °C pour que la résine spurr
polymérise. Des coupes ultraminces sont faites & partir des blocs contenant les échantillons
enrobés avec un ultramicrotome de type LKB 2128. Les coupes sont ensuite déposées sur
des grilles de cuivre et colorées a l'acétate d'uranyl (5% p/v) dans de I'éthanol (50% p/v)
pendant 20 min a I'abri de la lumiére et au citrate de plomb (0,4 % p/v) pendant 5 min 2

I'abri du CO;. Les grilles sont ensuite observées au microscope électronique Hitashi 200.

15.2 Marquage a I'or colloidal.

Les coupes ultraminces déposées sur des grilles de nickel sont incubées pendant 60
min 2 la température de la pi¢ce dans une solution saturée de métapériodate afin de libérer les
sites antigéniques. Elles sont ensuite lavées dans du PBS 1X pH= 7,2 stérile pendant 5 min
avant d'étre placées dans une solution de PBS 1X contenant 1% d'ovalbumine (Sigma,
Chemical company) afin de bloquer les sites non-spécifiques. Sans lavage, une goutte
d'antisérum de lapin anti-polyédrine d'Es VPC dilué 1: 100 est déposée sur chaque grille qui
incube 16 heures a 4 °C ou 60 min 2 la température de la piece. Les grilles sont ensuite
lavées 3 fois, dans 3 gouttes de PBS 1X afin d'éliminer tout anticorps non adsorbé. Une
seconde incubation de 5 min dans la solution d'ovalbumine est faite avant de déposer de la
protéine A marquée au grains d’or de 20 nm (Sigma, Chemical company) diluée 1: 20 dans
une solution de PBS 1X, Tween 0,05% v/v, Albumine 0,5% p/v, filtrée. Apres 60 min

d’incubation a la température de la pitce, tout excés de protéinec A-or est éliminé par un
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lavage sous un jet de PBS 1X et par 3 trempages dans des gouttelettes d'eau distillée stérile.
Les échantillons sont ensuite colorés par la technique de double coloration décrite

précédemment et regardés au microscope €électronique.
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Résultats
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1 Séquence de I'ADNc du géne de la polyédrine cypovirale

Suite a la synthése de 'ADN complémentaire (ADNCc) par RT-PCR a partir du segment
#10 de I'ARN génomique du Es VPC (Figures 2 et 3), deux observations nous ont motivés
a considérer le produit de la précédente réaction comme étant 'ADNc du geéne cypoviral re-
cherché. Premitrement, le produit d'amplification par la réaction de RT-PCR était unique et
migrait au méme niveau que I'ADNc du méme gene (témoin positif) produit par Fossiez
(1990). Deuxi¢émement, le émoin négatif (le segment #10 du BmVPC) ne donna aucun pro-
duit suite & la réaction de RT-PCR. Ainsi, nous avons procédé au séquengage de certains
amplicons une fois insérés dans le plasmide pUC-18. Grace aux amorces externes synthéti-
sées a partir des séquences en amont et en aval du site de clonage dans le plasmide pUC,
celle de I'ADNc insérée fut déterminée. Deux différences ont été notées en comparant la sé-
quence de I’ADNc publiée par Fossiez et al. (1989) avec celle provenant de I’ADNc synthéti-
sée (Figures 15 et 16). La premiere, de faible envergure, est la substitution en position 734
de I’ADNCc d'une cytosine pour une guanine donnant un codon TGG au lieu de TCG. Cette
substitution n'a pas entrainé de changement quant a l'acide aminé (a.a.) codé, c'est a dire
une valine. Plus important, l'insertion en position 777 de la séquence nucléotidique d'une
adénine s'est traduite par 1'élagage de 16 a.a. de la partie carboxy-terminale de la protéine.
La polyédrine que nous voulions ainsi exprimer était composée de 253 a.a. au lieu de 269
d'apres les données Fossiez et al. (1989). Comme ces modifications se sont avérées pré-
sentes dans les cinq amplicons, elles ne pouvaient provenir d’erreurs de lecture par la Taq
polymerase. Nous sommes donc confiants que I’ADNCc synthétisé est fidele au segment #10

de la souche d’Es VPC que nous avions utilisée.

2 Etude de I'expression de la polyédrine cypovirale in vitro.
2.1 Expression par le Bm VPN de la Polyédrine du VPC (Bm VPN-PC)
L'infection avec le BmVPN-PC de la lignée NISES BoMo-15-Allc susceptible au Es

VPC et au BmVPN, nous a permis d'observer des signes d'infection rappelant une réplica-
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tion baculovirale classique in vitro. L’identité des corps d'inclusion était difficile a confirmer
au microscope photonique (Figure 17.1). Ainsi, nous ne pouvions pas confirmer la nature
des polyedres observés (polyedres de VPC ou de VPN 7). Par contre, 1'analyse protéique
de cellules infectées par une population virale isolée (technique de plage), a confirmé la
présence d'une seule protéine hyper-exprimée, d'environ 33 kDa (Figure 13a). Cette
protéine a été identifiée comme étant la polyédrine du VPC d'E. scandens par la technique
d'immunobuvardage de type Western (Figurc 13b) utilisant un antisérum reconnaissant
uniquement la polyédrine d'Es VPC (Polyédrine-C). L’absence de signal dans les puits 3, 5
et 7 (Figure 13b) confirme que I’antisérum utilisé ne reconnaissait ni la polyédrine de VPN
(polyédrine-N), ni les autres protéines virales et ni les protéines cellulaires. Sur le profil
protéique de cellules infectées par le BmVPN-PC (Figure 13a, puits 4), nous notons aucune
protéine de 33 kDa hyper-exprimée. L'absence de la polyédrine-N de 33 kDa confirme la
substitution du géne baculoviral par 'ADNc du géne de la polyédrine du VPC d'E. scandens
chez le virus recombinant. Nous avions donc bien isolé par la technique de plage, une
population de VPN recombinants exprimant uniquement le géne du VPC. L'expression de
la polyédrine du VPC fut confirmée in situ par la technique d'immunoperoxydase. Celle-ci
utilise le méme antisérum que celui de 1'immunobuvardage de type Western, permettant ainsi
d'identifier la polyédrine de VPC (polyédrine-C) non cristallisée (Belloncik, 1989; Fossiez,
1990). Ainsi, la présence de la polyédrine-C exprimée par les cellules infectées avec le
BmVPN-PC a éié identifiée par le marquage brunitre de leur cytoplasme (Figure 17.5).
Cette détection colorimétrique de la protéine non cristallisée, identique a celle observée in
vitro lors d'infection de cellules avec 1'Es VPC (Belloncik, 1989), donna un signal
maximal 12 h avant l'apparition des corps d'inclusion, soit 72 h apres l'infection des

cellules avec une suspension virale ayant une MI de 3. L'atténuation du signal une fois



Figure 15:

Séquence nucléotidique de ' ADNc du géne de la polyédrine d'Es
YPC.

- La séquence de VPC pol 94 correspond a celle que nous avons obtenue et est
comparée avec celle de Fossiez et al. (1989)

- Les nombres a droites indiquent la position du dernier nucléotide de la ligne
correspondante, en fonction du codon ATG de départ.

- La séquence soulignée est celle reconnue par Smal et Xma I.

- L'absence d'homologie est indiquée par la présence d'un tiret (-)
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Figure 16:

Séquence peptidique de 1'ADNc du géne de la polyédrine d'Es

VYPC.

- La séquence peptidique de la protéine pol 94 correspond a celle déduite de la
séquence nucléotidique VPC pol 94 de I'ADNc que nous avons obtenue. Cette
séquence est comparée avec celle publiée par Fossiez et al. (1989).

- Les nombres situés a droite, indiquent a la position du dernier acide aminé
sur la ligne adjacente, en fonction de I'acide aminé M (méthionine)
correspondant au codon ATG (départ).

- Seules les régions homologues sont encadrées.

- Un ‘X"’ correspond au codon ‘‘Arrét”’
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les 72 h écoulées (résultats non présentés) coincidait avec l'apparition de polyedres et
confirmait ainsi la spécificité de la détection de la polyédrine non cristallisée. Il est important
de noter que cette technique permet de détecter la polyédrine non cristallisée qui persiste avec
les polyedres dans le cytoplasme des cellules (Figure 17.5). En effet, il peut rester dans le
cytoplasme une certaine quantité de polyédrine qui ne cristallise pas. Nous avons ainsi
prouvé que la polyédrine de VPC était hyper-exprimée in vitro par le VPN recombinant
(BmVPN-PC) contenant I'ADNc du géne de la polyédrine cypovirale (PC) a la place du
gene de la polyédrine baculovirale. De plus, nous avons confirmé que ces VPN
recombinants n'exprimaient pas le gene de leur propre polyédrine.

Les observations au microscope €lectronique ont permis d'élucider plusieurs aspects
de la cristallisation de la polyédrine recombinante. Une des premiéres observations corrobo-
rant les résultats obtenus précédemment, est I'absence de poly&dre baculoviral. En effet, il
n'y avait pas de corps d'inclusion intranucléaire possédant des virions de VPN encastrés
dans leur matrice (Figure 17.2). Le marquage a l'or colloidal exclusivement des polyedres-
C par I’antisérum ne reconnaissant pas les protéines baculovirales (Figure 13b), nous a
permis de montrer que tous les corps cristallins présents dans la cellule infectée par le
BmVPN exprimant uniquement la polyédrine cypovirale, étaient des polyedres de VPC. 1l
n'y avait pas de polyedre baculoviral.

Parall¢lement, la présence de corps d'inclusion de VPC dans le cytoplasme et dans le
noyau fut observée (Figure 17.3). A plus fort grossissement il a été possible d'apprécier la
structure réguliere de la matrice cristalline des polyeédres nucléaires reconnus par l'antisérum
#540 (Figures 17.4 et 18.6). Ainsi, deux types de polyedres ont pu €tre identifiés: Des
corps d'inclusion & matrice cristalline réguliere dans le noyau (5 a 10) et d'autres, de formes
variables, & matrice cristalline irréguliere dans le cytoplasme (2 & 3). Dans les deux cas, il
s'agissait de la méme protéine mais ayant pris une configuration différente selon le compar-

timent cellulaire dans lequel elle se trouvait. Un fait, ne tenant pas forcément de la
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localisation des polyédres recombinants, a €té l'absence d'inclusion des virions de VPN
dans ces cristaux. Bien que dans le noyau, les polyédres de VPC se trouvaient a proximité
des virions de VPN libres, cela ne suffisait pas pour permettre l'inclusion des particules vi-
rales infectieuses dans une polyédrine qui ne leur était pas propre. Ainsi, l'infection de cel-
lules NISES BoMo-15-Allc avec le VPN exprimant le géne de la polyédrine de VPC
(BmVPN-PC) a montré qu'il y avait hyper-expression que de la polyédrine cypovirale re-
combinante. De plus, nous voyons que cette derniere cristallise a la fois dans le noyau et

dans le cytoplasme des cellules sans inclure de baculovirion.

2.2 Expression par le Bm VPN de polyédrines de VPN et de VPC
(BmVPN-PNC).

L'infection de la lignée NISES BoMo-15-Allc avec le BmVPN-PNC était plus facile 2
identifier au microscope photonique que celle avec le précédent VPN recombinant (Figure
18.1). En effet, les plages d'isolement de populations virales recombinantes ont ét¢ discri-
minées de celles du virus sauvage, par la présence simultanée de polyedres cytoplasmiques
et d'un noyau rempli & capacité de corps d'inclusion. Dans le cas de I'analyse protéique sur
gel de type SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie (Figure 13a), a cause de la faible diffé-
rence de grosseur entre les deux polyédrines, une seule bande d'environ 30-33 kDa a été ob-
servée. Celle-ci était deux fois plus intense que celle observée lors d'une expression simple
de la polyédrine par un VPC (puits 2), un VPN (puits 3 et 5) ou méme par un VPN recom-
binant (puits 4). Les 2 polyédrine ayant des poids moléculaires comparables, l'intensité de
la bande a suggéré la présence d'une double expression des polyédrines de VPC et de VPN.
Cette expression de la polyédrine de VPC en paraliele avec la polyédrine de VPN a été dé-
finitivement prouvée par la technique d'immunobuvardage de type Western. Ainsi, la bande
représentant 2 primabord une protéine hyper-exprimée de 30-33 kDa (Figure 13a; puits 6)
s’est avérée contenir la polyédrine de VPC de 30 kDa (Figure 13b; puits 6) et celle de VPN



Figure
(1a6):

17 Détections in situ de l'expression et de la cristallisation de la

polyédrine d'Es VPC par le BmVPN-PC in vitro.

Figure 17.1: Cellules NISES BoMo-15-Allc infectées.

Observation au microscope photonique.

Barre = 40 um; P= polyedres

Figure 17.2: Vue au microscope €lectronique d'une cellule infectée.
Barre = 1 ym; C= Cytoplasme; M= Membrane nucléaire; N= Noyau; PC =
polyedres de VPC, V= Virions de VPN; A = Grain d'or.

Figure 17.3: Agrandissement de la figure 17.2
Barre = 400 nm; C= Cytoplasme; M= Membrane nucléaire; N= Noyau; PC=
polyedres de VPC; V= Virion de VPN; A = Grain d'or

Figure 17.4: Polyeédre de VPC exprimé par le BmVPN-PC
Barre = 35 nm; ma= matrice cristalline; PC= Polyedre de VPC, A = grain d'or.

Fleche: matrice cristalline réguliere orientée dans une direction.

Figure 17.5: Cellules BoMo-15-Allc infectées avec le BmVPN-PC et
marquées a l'immunoperoxydase.

Barre = 9 um; C= Cytoplasme; M= Membrane nucléaire; PC= Polyedres
Cytoplasmiques; PN= Polyedres Nucléaires

Une réaction négative résulte en 1'absence de marquage. Voir Figure 18.4.

Figure 17.6: Cellules BoMo-15-Allc non infectée observées au microscope
photonique. Notez, I'absence de polyedre.

C= Cytoplasme; N= Noyau
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(33 kDa). L'antisérum #540 ne reconnaissant aucune protéine des cellules BoMo 15-Allc
saines (puits 7) ainsi qu'aucune protéine baculovirale (puits 5), les conclusions tirées des ex-
périences faisant intervenir le marquage a l'immunoperoxydase et a 1'or colloidal pourront
étre considérées comme valables. La présence simultanée de la polyédrine baculovirale fut
pour sa part confirmée lors des observations faites au microscope électronique.

Par la technique de marquage a l'immunoperoxydase des cellules infectées par le
BmVPN-PNC, nous avons été en mesure de révéler la présence de I'expression dans le cy-
toplasme de la polyédrine du Es VPC (Figure 18.4). Comme nous pouvons le voir, la
cellule saine (CS), celle ne présentant pas de polyedre intranucléaire, ne démontre aucune
coloration caractéristique du marquage a l'immunoperoxydase. Cela confirme bien que
l'antisérum #540 utilisé reconnait la polyédrine du Es VPC exprimée dans la cellule adjacente
(CI) dont le noyau contient des polyddres. A ce niveau-ci, nous avons démontré que la
polyédrine du Es VPC peut &tre exprimée en méme temps que la polyédrine de VPN par un
baculovirus recombinant contenant 'ADNc du géne de la polyédrine cypovirale a la place du
géne de la pl0 (BmVPN-PNC). Le microscope électronique est venu compléter l'étude au
niveau de la cristallisation des polyédrines (Figure 18.2). Dans le noyau des cellules
infectées par le BmVPN-PNC, des virions de VPN ainsi que des polyédres de VPN d'aspect
apparemment normal ont été identifiés (Figure 18.3). Ces derniers contenaient une multitude
de virus inclus et n'étaient pas marqués a l'or colloidal (Figure 18.2). L'absence de
marquage des corps d'inclusion baculoviraux par les grains d'or justifie encore une fois
l'utilisation de l'antisérum #540 (Fossiez, 1990).

Ce marquage a permis de révéler la présence de deux types de polyeédres de VPC. Un
type cubique, compact et & matrice cristalline trés réguliere dans le noyau auprés des
polyedres de VPN (Figure 18.6); ainsi qu'un type cytoplasmique informe pour certains, vo-
lumineux et A matrice cristalline lache et irrégulidre (Figure 18.5). A l'instar du VPN n'ex-

primant que la polyédrine de VPC (BmVPN-PC), aucune de ces deux sortes de polyedres-C



Figure 18 (1a  Détections in situ de I'expression et de la cristallisation de la

6): polyédrine d'Es VPC, par le BmVPN-PNC in vitro.

Figure 18.1: Cellules NISES BoMo-15-Allc infectées.

Observation au microscope photonique.
Barre = 22,5 ym; PC= Poly¢dres Cytoplasmiques; PN= Polyedres
Nucléaires.

Figure 18.2: Cellule infectée observée au microscope électronique.
Barre = 500 nm; C= Cytoplasme; M= Membrane Nucléaire; N= Noyau;
PC= Polyedre de VPC; PN= Polyedre de VPN, V= Virion de VPN; A=

Grain d'or

Figure 18.3: Agrandissement du noyau d'une cellule infectée au BmVPN-

PNC.
Barre = 200 nm; PC= Poly¢dre de VPC; PN= Polye¢dre de VPN; V= Virion
de VPN.

Figure 18.4: Cellules BoMo-15-Allc saine (CS) et infectée (CI).

Marquage a I'immunoperoxydase .
Barre = 5,25 um; C= Cytoplasme; N= Noyau; PN= Poly¢dres Nucléaires;
T= Témoin négatif.

Figure 18.5: Polyedre de VPC anarchiquement cristallisé, dans le
cytoplasme, exprimé par le BmVPN-PNC.

(Agrandissement de la figure 18.2)
Barre = 35 nm; PC= Poly¢dre de VPC; A= grain d'or

Figure 18.6: Polyedre de VPC dans le noyau de cellules infectées.

(Agrandissement de la figure 18.3).
Barre = 35 nm; PC= Polyedre de VPC; PN= Polyeédre de VPN, ma=

matrice cristalline
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n'a inclue de virions de VPN dans leur matrice bien que ces derniers étaient parfois trés
proches des polyedres de VPC (Figure 18.3).

Les résultats obtenus concernant l'infection in vitro avec le BmVPN-PC, c'est a dire la
cristallisation de la polyédrine cypovirale recombinante dans le noyau et dans le cytoplasme
des cellules infectées sans inclure de virions de VPN ont été corroborés par ceux de l'infec-
tion avec le BmVPN exprimant la polyédrine de VPC et sa propre polyédrine (BmVPN-
PNC). A ces observations sont venus se greffer celles démontrant la capacité de deux poly-
édrines différentes, cypovirale et baculovirale, a cristalliser en méme temps dans une méme

cellule.

3 Etude de I'expression de la polyédrine-C in vivo.

Deux types de cellules susceptibles aux VPN ont été choisies afin d'analyser la cristal-
lisation de la polyédrine cypovirale recombinante: Les hémocytes et les adipocytes. Notre
choix s'est arrété sur ces deux car faciles a isoler, ils représentent expérimentalement un
échantillonnage suffisant pour permettre l'extrapolation des résultats. De plus, les hémo-
cytes sont des candidats intéressants pour analyser la cristallisation de la polyédrine de VPC.
En effet, ces cellules ne montrent aucun signe d'infection lors de la réplication du VPC chez
la larve mais supportent la réplication compléte de ce virus in vitro. L'analyse sur ces deux
types de cellule de la cristallisation de la protéine recombinante a travers une infection bacu-
lovirale, a permis de comparer le phénomene de cristallisation de la polyédrine-C a celui ob-
servé lors de l'infection sauvage. A l'instar des études faites in vitro, 'immunoperoxydase
in situ et le marquage a l'or colloidal ont permis la détection et la distinction entre polyédnne
et polyedres.

Dans I'étude suivante, les larves infectées par l'injection de 100 L de suspensions vi-
rales contenant des virus recombinants libres (titre = 107 DICTso/ mL), ont montré des

signes d'infection 4 jours aprés. Les larves d'apparence saines, contenaient une quantité im-



112

portante de polyedres a la fois intrahémocytaires et libres dans I'némolymphe. La distinction
entre les larves infectées et saines s'est faite par un simple test d'analyse de I'hnémolymphe
des individus au microscope a contraste de phase. Isolés, les sujets positifs ont été dissé-

qués pour extraire les divers tissus ou fixés pour l'analyse des coupes histologiques.

3.1 Expression par le BmVPN-PC.

Par immunoperoxydase sur des coupes histologiques d'intestin de larves infectées
avec le BmVPN exprimant uniquement la polyédrine cypovirale, aucune détection
d'expression de la protéine recombinante a été rencontrée. Ainsi, 1’absence de coloration
caractéristique par marquage a l'immunoperoxydase des cellules de I'épithélium intestinal de
larves infectées et I’absence de polyedres ainsi que de virions de VPN dans ces cellules vues
au microscope €lectronique sont sans équivoque: L’intestin des larves n’ a pas été infecté
par le VPN. Cette interprétation origine de la comparaison entre ce dernier marquage et celui
de I'intestin de larves infectées avec le VPC d'E. scandens (Figures 20.1 et 2).

Dans le tissu adipeux, la situation était totalement différente. En coupe histologique, le
marquage a l'immunoperoxydase a révélé la présence de polyédrine en quantité importante
dans le cytoplasme des cellules adipeuses a en juger par l'intensit€¢ du marquage (Figure
19.1). De plus, l'obtention de corps d'inclusion marqués a l'or colloidal dans le
cytoplasme, a confirmé que la cristallisation de la polyédrine de VPC recombinante a lieu
dans ce type de cellule (Figure 19.2).

Mais ce fut dans les hémocytes que les résultats ont été les plus révélateurs. En effet,
afin de mieux visualiser les corps d'inclusion dans ces cellules, 2 & 3 h de contact avec le
fond en plastique d'un Péiri a permis I'adsorption des cellules. Une fois qu'elles étaient éta-
lées, le microscope photonique a permis la distinction des polygdres cubiques dans le noyau
et dans le cytoplasme (Figures 21.1 et 2). Au microscope €électronique, en comparaison avec

le témoin négatif (Figure 21.3), la cristallisation de ces polyedres a été démontrée par leur



Figure 19:

Détections de 1'expression et de la cristallisation du géne de la

polyédrine d'Es VPC, par le BmVPN-PC dans le tissu adipeux.

Figure 19.1: Tissu adipeux d'une larve infectée au BmVPN-PC (marquage a
l'i'mmunoperoxydase)

Barre = 40 ym; N= Noyau, PC= polyédrine de VPC marquée.

Figure 19.2: Polyedre de VPC dans le cytoplasme d'un adipocyte, vu au

microscope électronique
Barre = 700 nm; C= Cytoplasme; PC= Polyedre de VPC, V= Vésicule
lipidique, A= Grain d'or






Figure 20 Détections de polyédrine et de polyédres de VPC in vivo, lors

d'une infection au Es VPC de larves de Bombyx mori.

Figure 20.1: Coupe histologique d'intestin d'une larve infectée (marquage a
I'immunoperoxydase).

Barre = 20 ym; PC= Polyedres de VPC.

Figure 20.2: Coupe histologique de tissus adipeux et musculaires d'une larve
infectée (Marquage a l'immunoperoxydase).
Barre = 40 um; A= Adipocytes, MU= Muscle, N= Noyau.

On peut noter l'expression de polyédrine uniquement dans le tissu intestinal.
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marquage aux grains d'or, caractéristique de la polyédrine cristallisée. L'absence de
polyedre de VPN et la présence de protéine p10 dans le noyau ont confirmé 1’expression de
I'ADNCc du géne de la polyédrine du Es VPC sous le controle du promoteur puissant de la
polyédrine baculovirale. De plus, les virions de VPN présents en grande quantité dans le
noyau aux ctés des polyédres recombinants, ne se sont pas inclus dans ces derniers. Ces
observations sont aussi valides en ce qui concerne I’infection du tissu adipeux.

En bref, l'expression de la polyédrine cypovirale recombinante peut avoir lieu dans les
adipocytes et les hémocytes 1a ou elle n'a jamais été identifiée lors de l'infection avec un
VPC. La production de virions libres possédant une enveloppe et s'incluant dans leurs
propres polygdres, ne semble pas étre entravée par la présence de corps d'inclusion de VPC.
Finalement, le processus de spécificité d'inclusion des virions de VPN dans leurs polyedres

n’est pas perturbé par la présence de poly¢dres cypoviraux.

3.2 Expression par le BmVPN-PNC.

L'infection de larves de Bombyx mori par injection dans I'hémolymphe de virions de
BmVPN devant exprimer les polyédrines baculovirale et cypovirale s'est traduite par la pré-
sence au bout de 3 a 4 jours, de polyedres dans 1'hémolymphe probablement due a la lyse
des hémocytes infectés. Cela a permis d’arréter 1'expérience avant que la liquéfaction des
tissus n'ait lieu. L'absence d'infection de 1’épithélium intestinal par ce virus recombinant
corrobore les résultats obtenus avec le baculovirus n'exprimant que la polyédrine du Es VPC
(BmVPN-PC).

Quant au tissu adipeux, le noyau et le cytoplasme des cellules contiennent des poly-
¢dres suite a l'infection avec le BmVPN exprimant les deux polyédrines. Sur des coupes
transversales de larves infectées, ce tissu révéle par marquage 2 l'immunoperoxydase de la
polyédrine, la présence d'une grande quantité de polyédrine de VPC non cristallisée. On I'y

identifie conjointement avec des polyedres dans le noyau (Figure 22.1). Suite au marquage a



Figure 21:

Expression et la cristallisation de la polyédrine d'Es VPC,
exprimée par le BmVPN-PC dans les hémocytes.

Figure 21.1: Hémocytes de larves infectées au Bm VPN-PC vus au

microscope photonique.
Barre= 22,5 ym; PC= Polyedres cytoplasmiques; PN= poly&dres nucléaires.

Figure 21.2: Hémocyte de larve infectée au BmVPN-PC, vu au microscope

électronique.
Barre = 1 ym; M= Membrane nucléaire; PC= Polyedres de VPC; P10=
Protéine p10; V= Virion de VPN.

Figure 21.3: Hémocyte de larve saine, marquage a l'or colloidal. Témoin

négatif. On peut noter l'absence de polyedres et de protéine P10.
Barre = 1.5 ym; C= Cytoplasme; M= Membrane nucléaire; N= Noyau.
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l'or colloidal, il est possible de mettre en évidence au microscope électronique la présence de
polyédres de VPN dans le noyau de ces cellules. Ces demiers incluent au sein de leur ma-
trice des virions de VPN. D'autre part, des poly&dres de petite taille parfaitement cristallisés,
marqués aux grains d'or et ne possédant aucun virion inclu, sont aussi présents dans le
noyau (Figure 22.2). Enfin, des polyedres plus volumineux, intracytoplasmiques, dont la
cristallisation est caractérisée par l'or colloidal complete le tableau. De taille parfois équiva-
lente aux polyédres baculoviraux, ces derniers polyedres sont exclusivement retrouvés dans
le cytoplasme et ne comportent évidemment pas de particule virale de VPN (Figure 22.4).
Ces résultats, montrent que la co-cristallisation des polyédrines cypovirale et baculovirale
peut avoir lieu dans la méme cellule adipeuse et que les deux phénomenes sont indépendants.
De plus, nous notons que seulement les polyedres baculoviraux (non marqués aux grains
d'or) comportent des virions de VPN.

L'infection des hémocytes par le BmVPN-PNC confirme les observations faites précé-
demment. Au microscope photonique la présence de polyedres dans le noyau est évidente,
alors qu'une masse informe et dense dans le cytoplasme suggere la présence de polyedres
anarchiquement cristallisés (Figure 23.1). A plus fort grossissement et A travers le marquage
a I'or colloidal des polyedres de VPC, les hémocytes infectés redémontrent que la co-cristal-
lisation des polyédrines de VPC et de VPN est possible (Figure 23.2). La cristallisation de
la polyédrine de VPC dans le cytoplasme est confirmée par le marquage a 'or colloidal du
cristal dans le cytoplasme (Figure 23.3). Par ailleurs, la structure anarchique des polyedres
intracytoplasmiques rappelle celle observée lors des expériences faites avec ce méme virus in
vitro.(Figures 18.2 et 18.5). L'absence de la protéine p10 a la place de laquelle a été inséré
le gene de la polyédrine cypovirale dont le produit d'expression est correctement agencé dans
les cellules infectées, confirme la nature du VPN recombinant. Ces observations prouvent
que la polyédrine cypovirale peut cristalliser avec la polyédrine des VPN. De plus, la cristal-

lisation de la protéine recombinante n’interfere ni dans la cristallisationde la polyédrine



Figure 22:

Détections de I'expression et la cristallisation de la polyédrine

d'Es VPC, exprimée par le BmVPN-PNC dans le tissu adipeux.

Figure 22.1: Coupe histologique du tissu adipeux d’une larve infectée.

(marquage a 1'immunoperoxydase)
Barre = 40 um; A= Adipocytes; PC= Polyédrine cytoplasmique; PN=
polyedres nucléaires.

Figure 22.2: Vue au microscope électronique d'une cellule adipeuse infectée.
Barre = 500 nm; C= Cytoplasme; M= Membrane nucléaire; N= Noyau; PC=
polyedre de VPC; PN= polyedre de VPN; V= Virions de VPN; VL= Vacuole
lipidique; A= Grain d'or.

Figure 22.3. Coupe histologique du tissu adipeux d’une larve infectée avec

le BmVPN sauvage (marquage a l'immunoperoxydase). Notez 1’absence de

marquage.
Barre = 40 ym; A= Adipocytes; N= noyau; PN= Polyedres nucléaires.

Figure 22.4: Vue au microscope électronique d'un polyedre de VPC dans

une cellule adipeuse infectée.
Barre = 450 nm; C= Cytoplasme; PC= Polyédre de VPC; VL= Vacuole
lipidique; A= Grain d'or
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baculovirale ni dans les phénoménes d'inclusions des baculovirions dans leurs propres
polyedres.

Toutes ces expériences 2 la fois in vitro et in vivo ont la particularité de se confirmer
mutuellement et de se compléter. Cela permet d'aboutir & un schéma trés clair des possibili-
tés existantes quant a la cristallisation et a la co-cristallisation de la polyédrine lors d’une in-
fection baculovirale. Dans tous les tissus susceptibles a l'expression des génes tardifs bacu-
loviraux, 'expression simple de la polyédrine cypovirale par un VPN recombinant entraine
la formation de polyedres de VPC dans le cytoplasme et dans le noyau des cellules infectées.
Cette cristallisation prend deux formes: Elle est régulieére pour les polyedres intranucléaires,
ressemblant a la cristallisation lors d'infection sauvage due au VPC et elle est irréguliére pour
les polyedres cytoplasmiques. Dans tous les cas, l'inclusion dans les polyedres de VPC de
virions de VPN est inexistante.

Quant a la double expression des polyédrines cypovirale et baculovirale par le
BmVPN-PNC, elle confirme les résultats obtenus avec le VPN exprimant que la polyédrine
de VPC (BmVPN-PC). De plus nous avons prouvé que l'expression et la cristallisation de
polyédrines de VPC et de VPN pouvaient se produire simultanément dans une méme cellule,
sans que la morphologie des polyedres baculoviraux soit perturbée et sans que le(s) proces-

sus d'inclusion de virions soi(en)t entravé(s).



Figure 23: Expression et la cristallisation de la polyédrine d'Es VPC, par le

BmVPN-PNC dans les hémocytes.

Figure 23.1: Hémocytes de larves infectées par le BmVPN-PNC.
Barre= 25 ym; M= Membrane Nucléaire, PC= Polyeédres Cytoplasmiques;
PN= Polyedres nucléaires

Figure 23.2: Hémocyte de larve infectée par le BmVPN-PNC, vu au
microscope €lectronique (marquage a I’or colloidal).

Barre = 250 nm; M= membrane Nucléaire; PC= Poly¢dre de VPC; PN=
Polyedre de VPN; V= Virions de VPN; A= Grain d'or.

Figure 23.3: Polyedre de VPC dans le cytoplasme d'hémocyte de larve infectée
par le BmVPN-PNC, vu au microscope €lectronique.

Barre = 400 nm; C= Cytoplasme; M= Membrane nucléaire; N= Noyau; PC=
Polyedres de VPC; PN= Polyedre de VPN; V= Virions de VPN; A= Grain

d'or.
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Discussion
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Le choix des amorces lors de I'amplification par RT-PCR du géne de la polyédrine cy-
povirale, nous a permis d'insérer un site de restriction Sma I/ Xma I aux extrémités de
I'ADNc produit. La nature isoschysomérique de ces deux endonucléases nous laissait un
champ de clonage plus vaste. Les deux vecteurs baculoviraux PBNT1 et pBm4 utilisés dans
notre projet de recherche, ont toujours €té utilisés pour l'insertion de fragments d'ADN ayant
des extrémités protrusives (Kobayashi et al., 1990 et 1992, Tomita et al,, 1992) ou non
franches. Sachant que leur site de clonage était constitué par Nru I (TCG / CGA), nous
avons opté pour la synthése d'un fragment d'insertion ayant des extrémités franches pour
simplifier le clonage. Le probléme résidait dans le fait que la distance entre le promoteur et le
site d'initiation de la traduction influengait trés fortement la transcription des ARNm (cf. sec-
tions 3.1.3 et 3.1.4). Nous ne voulions donc pas courir le risque de faire varier cette dis-
tance en changeant la stratégic de clonage, mais nous voulions aussi, éviter trop de manipu-
lations inutiles surtout au niveau d'utilisations ultérieures dc ces vecteurs. Afin de contour-
ner cette difficulté, nous avons choisi de créer un site CCC GGG aux extrémités de notre
ADN, site reconnu par l'enzyme Sma 1 (5-CCC/GGG-3") et par Xma I (5'-C/CC GGG-
3". Le clonage utilisant cette derniere ne différait pas des autres expériences faites avec ces
vecteurs, c’est a dire la synthe¢se d'extrémités franches compatibles avec le site de clonage,
par polymérisation via la polymérase T4 24 ADN, des extrémités 3' récessives (Kobayashi et
al., 1992; Tomita et al., 1992). Quant 2 Sma I, elle tronquerait de deux nucléotides la dis-
tance entre le promoteur et le codon ATG de I'ADNc permettant la synthése directe
d'extrémités franches. Les résultats obtenus par immunobuvardage de type Western, ont
démontré qu'il n'y a pas de différence significative au niveau de l'expression de la
polyédrine cypovirale quant aux recombinants VPN-PNC-Sma I et VPN-PNC-Xma [ que
nous avons réussis a isoler. En fait, l'intensité des bandes représentant la polyédrine
cypovirale et baculovirale était la méme dans les deux cas. Nous pouvons ainsi déduire que

la délétion de deux nucléotides au niveau 5' juste en amont du codon départ (ATG) du gene
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inséré, n'a pas interféré dans l'efficacité de la transcription de ce dernier. Il semble donc que
selon les observations faites par Matsuura et al. (1987), Possee et Howard (1987), Rankin et
al. (1988) ainsi que par Weyer et Possee (1989) au sujet de l'efficacité d'un promoteur
tronqué, ne s'appliquent pas ici; la séquence altérée en amont de I'ADNc de la polyédrine
cypovirale que nous avions insérée n'appartenant pas aux promoteurs.

La synthése de I'ADNc par la technique de RT-PCR utilisant les amorces basées sur la
séquence du geéne de la polyédrine du VPC d'E. scandens publiée (Fossiez et al., 1989),
nous a permis d'amplifier un fragment d'ADN de 846 pb soit une paire de nucléotides de
plus que la séquence prédite. Ce résultat est dfl a l'insertion d'un nucléotide en position 777,
entrainant un changement du cadre de lecture en C-terminal de la séquence du géne. Cette in-
sertion se répercute sur la longueur et la séquence de la protéine codée. En effet, cette der-
niere de 269 a.a. posséde 16 a.a. de moins que la polyédrine déja publiée par Fossiez et al.
(1989). Elle se rapproche d'avantage des polyédrines de BmVPC qui possédent 248 a.a.
(Nakazawa et al., 1994; 1995). L'insertion a l'origine de ces résultats ne peut étre attribuée a
la polymérase Taq 2 ADN utilisée lors des amplifications, car I'anomalie a été identifiée au
niveau de clones provenant de 5 amplifications différentes.

A la différence des résultats obtenus par Fossiez et al. (1989) o la protéine avec 16
a.a. de plus cristallisait uniquement dans le noyau, la présence de polyedres dans les deux
compartiments cellulaires suggere que cette séquence supplémentaire d'a.a. en C-terminale,
joue un rdle important dans I'acheminement de la protéine vers le noyau avant l'initiation de
la cristallisation. L'hypoth&se que nous venons d'émettre est corroborée par la découverte de
signaux 2 action similaire pour la polyédrine de BmVPC souche A (Mori et al., 1989). La
seule présence d'un signal RLLV en C-terminale de la polyédrine de la souche BmVPC-A,
permet le transport de cette protéine dans le noyau des cellules ol elle cristallise. L'absence
d'un tel signal au niveau de la polyédrine de la souche BmVPC-H quasi homologue a la A,

se traduit par l'accumulation de corps d'inclusion uniquement dans le cytoplasme. Par
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contre, les études de Nakazawa et al. (1994; 1995) montrent que cette séquence signale n'est
pas a elle seule a l'origine du transport des polyédrines cypovirales. En effet, une mutation
en position 234, soit proche de la partie carboxy-terminale de la polyédrine de la souche
BmVPC-C2, favorise son internalisation dans le noyau malgré l'absence de séquence RLLV
au niveau de la protéine sauvage. Il est donc difficile de dresser un mécanisme de transport
définitif de la polyédrine de VPC dans les différents compartiments cellulaires. On retiendra
de ces résultats qu'il n'y a pas une unique séquence responsable de l'internalisation des poly-
édrines cypovirales dans le noyau. A la lumigre de ces observations, l'identité du peptide de
16 a.a. identifié au niveau de la polyédrine d'Es VPC reste a étre déterminée. Dans notre
cas, l'obtention de polyedres a la fois dans le noyau et dans le cytoplasme peut étre la
résultante de la présence de plusieurs de ces signaux dont un vient probablement d'étre
identifié. Des études plus poussées de mutagénese dirigée pourraient éclairer ce phénomeéne
encore mal compris.

Hors mis l'influence de peptides signaux responsables de la mobilité des polyédrines
de VPC, nous pouvons aussi spéculer sur la présence de facteurs baculoviraux. Ces
derniers peuvent régir le transport de toute protéine issue de la traduction du génome des
VPN (recombinant ou non) vers le noyau cellulaire. Ainsi, il se peut que les protéines
recombinantes exprimées par un VPN soient automatiquement acheminées vers le noyau de
la cellule. Cette hypothese explique les résultats de Fossiez (1990) ou la polyédrine d'Es
VPC exprimée par un BmVPN recombinant, cristallise uniquement dans le noyau. Mais
depuis, l'expression par un baculovirus recombinant de Type AcVPN de la polyédrine du
BmVPC-H cristallisant normalement que dans le cytoplasme, a permis d'observer une
polyédrine cypovirale recombinante présente a la fois dans le noyau et dans le cytoplasme en
proportion identique (Mori et al., 1993; Nakazawa et al,, 1994; 1995). Nos propres
observations sur l'expression de la polyédrine du Es VPC par un baculovirus recombinant

confirment les études précédentes. En effet, nous avons détecté dans les deux
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compartiments cellulaires des polygdres cypoviraux de structure cristalline réguliére et anti-
géniquement similaire aux poly&dres issus d’une infection par un VPC. Il semble qu'expri-
mées dans le contexte d'une infection baculovirale, I’acheminement de la polyédrine cypovi-
rale serait sous I’influence du vecteur d’expression. Ce dernier favoriserait le transport de la
polyédrine vers le noyau et ce peu importe le systtme d'expression (Ac ou BmVPN), la
lignée cellulaire d'insecte (BmN4, Sf-9 ou NISES BoMo-15-Allc) utilisée pour 1'obtention
de virus recombinants (Mori et al., 1993; Nakazawa et al., 1994; 1995 et ce mémoire) ou le
type de polyedre exprimé soit le type 1 (Mori ef al., 1993; Nakazawa et al., 1994; 1995) ou
le type 5 (ce mémoire).

Néanmoins, en regardant de plus proche les deux scénarios envisagés (signal pepti-
dique ou pression du vecteur), un consensus peut étre établi. En effet, il est logique d'envi-
sager la présence d'un équilibre entre la nature protéique des polyédrines de VPC régissant
leur localisation et leur cristallisation, et les facteurs baculoviraux exergant une pression addi-
tionnelle sur le devenir des polyédrines recombinantes. Cet équilibre justifie dans le cas de
Mori et al. (1993), de Nakazawa et al. (1994; 1995) et dans notre cas, la présence de poly-
e¢dres a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau des cellules infectées par les baculovirus
recombinants qui les expriment. L'exception restera le rapport de Fossiez et al. (1990); ré-
sultats que nous attribuons 2 la séquence nucléotidique du géne de la polyédrine exprimé: La
présence du peptide de 16 a.a. en C-terminal de la protéine exprimée ferait pencher
I'équilibre en faveur de l'internalisation de la polyédrine recombinante dans le noyau de la
cellule. Nous verrons plus loin que l'affinité naturelle de la polyédrine-C pour une région
particulire de la cellule présentant une activité reliée a la réplication virale peut aussi étre a
l'origine de l'accumulation de polyédrine en un endroit plutdt qu'en un autre.

L'analyse des protéines provenant de cellules BoMo-15-Allc infectées avec les VPN
recombinants sur gel de polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE), démontre bien I'efficacité

de 'expression par un syst¢eme baculoviral au niveau des deux sortes de recombinants obte-
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nus. De plus, l'hyper-expression de la polyédrine baculovirale (polyédrine-N)
conjointement avec la polyédrine de VPC (polyédrine-C) souligne l'indépendance de ces
deux phénomenes. La virose de type VPN étant lytique, l'utilisation de promoteurs tardifs
aurait pu paraitre injustifiée. Néanmoins, malgré le déréglement des fonctions cellulaires au
profit du VPN, l'obtention de grandes quantités de polyédrine-C a la fois en simple et en
double expression avec la polyédrine-N, confirme le choix des constructions effectuées.
Parall¢lement, a 'instar des protéines de type sauvage, la quantité de polyédrine-C exprimée
est sensiblement la méme que lors d'une infection cypovirale.

Nos résultats au niveau de la détection de polyédrines cypovirales cristallisées par mar-
quage sélectif a I'or colloidal, corroborent ceux de Nakazawa et al. (1994; 1995). En effet,
ce groupe a confirmé la structure cristalline des polyédrines de certaines souches de BmVPC
exprimées par un baculovirus recombinant de type AcVPN. Ainsi, l'absence de marquage a
I'or colloidal des corps d'inclusion d’apparence fibreux issus de la souche BmVPC Cl1
confirme la nature sélective de ce type de marquage. C'est d'ailleurs la raison nous avons
opté pour cette technique afin identifier et de discriminer la polyédrine des polyedres
(Belloncik, 1989).

Les résultats de l'infection in vivo ont démontré pour la premiere fois que la polyédrine
d'un VPC pouvait cristalliser ailleurs que dans les cellules épithéliales intestinales. La spéci-
ficité cellulaire de l'expression du géne de la polyédrine qui est observée in vivo lors de I'in-
fection avec I'Es VPC (Belloncik, 1989) et qui se traduit comme pour les autres souches de
VPC par la présence de polyddres uniquement dans les cellules épithéliales intestinales
(Kobayashi, 1971) a été rompue pour la premiere fois. Le marquage positif des adipocytes
par la technique d’immunoperoxydase in situ (Figures 21.1 et 19.1) et des hémocytes et adi-
pocytes par la technique d’or colloidal (Figures 20.2; 21.4 et 22.3) suggere que la
dissémination de l'expression de la protéine cypovirale recombinante responsable de la

formation des corps d'inclusion est possible.
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Dans notre cas, I’absence de polyédrine voire d’infection par le VPN dans I’épithélium
intestinal peut provenir du fait que I’inoculum infectieux administré par injection contenait
des virus bourgeonnants (VB) prélevés du milieu de culture (surnageant cellulaire) oll I’am-
plification des VPN recombinant a été faite. Nous pouvons envisager le cas ol les VB utili-
sés dans l'inoculum ne sont pas infectieux pour l'intestin. En effet, nous avons vu que la ca-
ractéristique des VB est la présence de la gp64 a la surface de l'enveloppe virale issue de la
membrane cytoplasmique des cellules infectées (Blissard et Rohrmann, 1989). Cette glyco-
protéine est reconnue comme étant impliquée au niveau de la pénétration des VB dans la cel-
lule cible. Ainsi, il est suggéré que les nucléocapsides nues envahissent le cytoplasme cellu-
laire suite a la fusion de l'enveloppe virale avec la membrane cytoplasmique. (Volkman et
Goldsmith, 1985; Volkman, 1986). La gp64 étant responsable de la pénétration des virions
dans la cellule (Volkman et Goldsmith, 1984, 1985), un systéme de reconnaissance spéci-
fique entre la gp64 et une protéine trans-membranaire cellulaire est sans doute a l'origine du
processus. Ainsi, un VB ne rencontrant pas ce syst¢me de reconnaissance (au niveau des
cellules de 1'épithélium intestinal) ne peut que s'adsorber 2 la surface de la cellule (Volkman
et Goldsmith, 1984, 1985). Au niveau de l'infection de l'intestin par les virions issus des
polyedres (VI), un systtme n'impliquant pas la gp64 est sQrement en place (Derksen et
Granados, 1988; Uchima et al., 1988; Granados et Corsaro, 1990; Wood et Granados,
1991). Ainsi, en plus du fait que les VB sont sujets a l'inactivation par les conditions
physico-chimiques de l'intestin (Volkman et Summers, 1977; Pritchett et al., 1982),
'absence d'un systtme de reconnaissance adéquat (gp64/membrane cellulaire) pourrait
expliqué 1'absence d'infection de 1'épithélium intestinal que nous avons observée. Etant
donné que les VPN recombinants exprimant uniquement la polyédrine cypovirale, ne
s'incluent pas dans les polyedres, et sachant que les virions libres sont susceptibles a
I'inactivation par les sucs intestinaux (Volkman et Summers, 1977; Pritchett et al., 1982),

nous étions contraints de procéder par injection des particules virales infectieuses. Dans le
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but d'uniformiser nos expériences, nous avons procédé de la méme maniére quant aux autres
infections (BmVPN-PNC et VPC).

Flipsen et al.(1993) rapportent que la quantité de corps d'inclusion de VPN dans
1I'épithélium intestinal est dramatiquement réduite chez les larves ayant mué apres I'infection.
Nous ne pouvons attribuer nos résultats & ce phénomene physiologique car toutes les
précautions furent prises pour éviter le chevauchement entre l'infection et la période de mue.
En effet un signe caractéristique d'une larve en mue est le jeine. Comme nous I'avons décrit
dans la section "Matériel et Méthodes", les larves furent infectées tout de suite apres l'arrét
du jeine. De plus, les larves jugées suffisamment infectées furent sacrifiées alors qu'elles se
nourrissaient encore, donc alors qu'elles €taient entre deux périodes de mue. Ainsi, nous
pouvons écarter la possibilité que les tissus intestinaux étudiés provenaient de larves
infectées mais ayant mué. Quant aux autres tissus, l'obtention de polyedres de VPC dont la
matrice cristalline est réguliere (démontrée par les observations au microscope €lectronique)
et dont l'antigénicité est conservée (selon les expériences de marquage a l'or colloidal)
confirme les observations de Fossiez (1990) soit, l'absence d'altérations du produit
d'expression au niveau de son agencement final, malgré le caractére cytolytique de la virose
baculovirale.

Nous avons pour la premiere fois démontré que la cristallisation de la polyédrine cy-
povirale exprimée par un baculovirus recombinant est possible dans des cellules ne présen-
tant pas de signe d’infection cypovirale in vivo. Ainsi a l'exception du tissu intestinal ot le
marquage a l'or colloidal s’est avéré négatif, les hémocytes et adipocytes comportent tous
des polyedres de VPC et donc, sont capables de supporter la cristallisation de la polyédrine
in vivo. Les résultats au niveau de la nature des corps d'inclusion cypoviraux obtenus nous
permettent d'envisager trois facteurs influengant la cristallisation de la polyédrine: La
concentration en un point de la polyédrine exprimée, la quantité totale présente dans un com-

partiment cellulaire et 1'osmolarité intracellulaire.
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Certains indices montrent que la cristallisation de la polyédrine des VPC est étroitement liée 3
la concentration de celle-ci dans la cellule. L'expression du géne ne serait plus le facteur
déterminant la présence de cristaux. Selon Gatenby (1992), I'assemblage des protéines en
une structure définitive dite mature, nécessite entre autres des conditions oll en un point
donné, la concentration en protéine immature est trés élevée. 11 est donc fort possible qu’en
certains points dans le cytoplasme, la quantité de protéine exprimée est insuffisante pour
amorcer le phénomene de cristallisation. Nous pouvons extrapoler ce principe afin d’expli-
quer la présence de polyédrine anarchiquement cristallisée dans le cytoplasme de certaines
cellules infectées avec les baculovirus recombinants. En effet, une concentration insuffisante
mais dépassant le seuil critique pour amorcer la cristallisation serait éventuellement a la
source de nos observations. Lavallée et al. (1993) ont montré aussi l'absence de
cristallisation de la polyédrine-C exprimée chez des procaryotes. Par contre, il est intéressant
de noter que la formation de cristaux ne peut avoir lieu que suite & la congélation des
bactéries exprimant le géne de la polyédrine. Encore une fois, suivant les regles de la
thermodynamique, la congélation d'une solution entraine inévitablement la concentration en
un point du soluté. Ce phénomene de concentration par congélation est peut-€tre a l'origine
des observations faites par ce groupe. De ce fait, nous pouvons rajouter a I'hypothese
voulant que l'expression résulte en la cristallisation, 1a notion de quantité. Un certain seuil
minimal critique d'expression amorce la cristallisation de la polyédrine cypovirale. Cette
quantité selon Belloncik et Arella (1981), est aussi importante pour la cristallisation
lorsqu'elle atteint un niveau extréme. En effet, due a l'irradiation de cellules infectées au
VPC, une trop importante expression de la polyédrine a entrainé la cristallisation anormale de
la protéine. A la lumidre de ces observations nous pouvons dire qu'il existe une quantité
optimale de polyédrine en dessous et au dessus de laquelle la cristallisation de la protéine de
VPC est affectée.

Nous avons démontré que le transport de la polyédrine cypovirale peut &tre influencé
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par des signaux peptidiques présents au sein méme de cette derniére. D'autres facteurs sem-
blent aussi jouer un role dans la concentration de la polyédrine de VPC en un point donné.
L'exemple de la cristallisation de la ferritine est particulierement intéressant pour expliquer la
présence de polyédres recombinants anormalement cristallisés dans le cytoplasme cellulaire.
Selon Arosio et al. (1983), l'isoferritine provenant de la rate de cheval cristallise & partir d'un
noyau d'ions sulfate de cadmium (CdSO42-). La cristallisation a donc lieu 2 partir d'un foyer
dense en sels. Il est intéressant de noter que dans l'infection cypovirale, les seuls foyers
denses vus au microscope electronique sont les stroma virogéniques présents au niveau du
cytoplasme des cellules infectées au VPC (Xeros, 1956, Sohi et al., 1971). Selon Hukuhara
(1985), la polyédrine diffuse vers ces stroma contenant des particules virales infectieuses en
assemblage et y cnstallise de fagon concentrique. Une certaine affinité de la polyédrine pour
ces foyers est mise en cause. Dans notre cas, la cristallisation réguliere des polyedres
recombinants dans le noyau des cellules nous permet de faire un lien entre les stroma
virogéniques présents dans le cytoplasme des cellules infectées avec un VPC et le noyau des
cellules infectées avec un VPN ol le virus se réplique et ol les particules virales sont
assemblées. Dans le cytoplasme, l'absence de tels foyers peut expliquer l'absence de
régularité dans les polyedres recombinants de VPC. En effet, la polyédrine ne trouvant pas
de foyers pour initier sa concentration en un point et sa subséquente cristallisation, se trouve
a former des structures cristallines irrégulieres et laches. Ainsi, pour la polyédrine de VPC,
nous soupconnons une intéraction avec les régions de réplication et d'assemblage des virions
infectieux. Cela permettrait a la fois l'attraction de la protéine non-cristallisée, la
concentration et la cristallisation de cette derniere.

Le processus de cristallisation peut lui aussi étre influencé par des facteurs environne-
mentaux locaux a l'intérieur de la cellule. Ainsi, on peut envisager que tout comme la ferri-
tine (Trikha et al., 1994) la teneur en sel ainsi que la nature des ions présents dans la cellule

sont A 'origine de la forme des cristaux observés. Cette hypothese a été déja soulevée par
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Hukuhara (1971) pour expliquer les différentes formes de polyedres observés pour les
BmVPC. Ainsi, sachant que l'infection au VPN entraine d'importantes modifications au ni-
veau du métabolisme cellulaire (Volkman et Knudson, 1986), il est logique de penser qu'il y
a modification de 1'osmolarité dans le cytoplasme des cellules infectées. Cette modification
affecterait la cristallisation de la polyédrine retrouvée dans ce compartiment. La présence
dans certaines cellules de polyedres intracytoplasmiques dont nous qualifions la
cristallisation d'anarchique, vient renforcer cette hypothese.

Comme nous l'avons vu, certains polyedres cytoplasmiques possédent une matrice
cristalline irréguliere et une forme anormale a la différence des polyedres de VPC intranu-
cléaires. Cette différence morphologique peut provenir du fait que dans I'éventualité ol la
quantité de polyédrine est identique dans les deux principaux compartiments cellulaires, un
plus grand confinement de celle-ci dans le noyau contribue a I'accroissement de la concentra-
tion de la polyédrine-C. Ceci expliquerait la présence de cristaux 2 réseau cristallin régulier
et homogene. Dans le cytoplasme, due a une plus grande dilution de celle-ci, la
concentration en polyédrine peut atteindre le seuil minimal critique entrainant la formation de
polyedres anarchiquement cristallisés, manquant de cohésion et de régularité. Evidemment
on ne peut soustraire les effets des signaux de transport sur la destiné de la protéine et donc
directement, sur les concentrations dans les divers compartiments cellulaires. Par contre
nous pouvons aussi attribuer la forme anarchique des polyedres de VPC dans le cytoplasme
A des changements osmotiques induits par la virose au VPN. Etant donné que l'assemblage
final des protéines baculovirales a lieu dans le noyau, ce compartiment peut rester
relativement inaffecté par ces modifications et ainsi favoriser la formation de cristaux de VPC
apparemment normaux. L'environnement dans lequel se retrouve la polyédrine non
cristallisée est donc déterminant pour la forme des polyedres.

Nous avons spéculé sur le role de l'environnement intracellulaire pouvant influencer la

cristallisation de la polyédrine cypovirale. Indirectement cet environnement est lié au milieu
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extracellulaire. Ainsi toute modification de ce dernier se répercutera & moindre échelle sur le
milieu intracellulaire. Alors que des expériences telle que l'irradiation de type gamma des
cellules (Belloncik et Arella, 1981) ont permis de noter la présence de cristallisation anormale
de la polyédrine de VPC, les répercussions directes au niveau de la composition du hyalo-
plasme cellulaire en divers sels et composés organiques n'ont pas été étudiées. Pourtant a la
lumiere de nos observations, nous pouvons suggérer une altération du milieu intracellulaire
due a I'irradiation entrainant les résultats décrits. Cette suggestion est corroborée par les ex-
périences de Belloncik (1989) sur des hémocytes de Galleria mellonella infectés in vivo.
Sachant que l'environnement dans lequel baignent les cellules in virro est différent de
I'némolymphe, nous pouvons encore une fois spéculer sur l'altération du milieu
intracellulaire ou des récepteurs viraux, lorsque les hémocytes sont cultivés in vitro. Ces
altérations peuvent étre a l'origine de la cristallisation de la polyédrine cypovirale dans les
hémocytes infectés, en cultures primaires. Nos résultats suggerent donc que se n'est pas tant
la cellule qui empéche la cristallisation de la polyédrine cypovirale lors d'une infection de
type VPC mais que I'environnement dans lequel cette demiére évolue est déterminant.

Le travail présenté ici suggere pour la premiere fois la possibilité d’interaction entre le
vecteur d’expression baculoviral et la protéine exprimé. En effet, les polyedres du VPC d’E.
scandens sont les seuls corps d’inclusion cristallins ayant été artificiellement disséminés a
travers plusieurs tissus larvaires par des VPN recombinants. La transition de la polyédrine
en polyedres peut étre attribuée a des facteurs baculoviraux. En effet, ces derniers pourraient
favoriser la cristallisation de protéines ayant la capacité de cristalliser, comme par exemple la
polyédrine cypovirale. Néanmoins, cette hypothése devra étre confirmée par la repétition de
telles expériences avec d’autres protéines capables de cristalliser. A ce jour, aucun rapport
n’a été fait suggérant I’existence d’interaction entre le VPN recombinant et la (ou les)
protéine étrangére qu’il exprime. Afin de confirmer la présence de tels facteurs, il serait

judicieux d'exprimer le géne de la polyédrine cypovirale sous le contrdle de promoteur(s) de
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genes baculoviraux précoces. Ceci permettrait la diminution des effets provenant de facteurs
viraux croissant au fur et 3 mesure que l'infection progresse. On s'assurerait ainsi d'un
minimum d'interventions de la part du vecteur viral tout en maintenant la dissémination de la
protéines & travers plusieurs tissus larvaires.

L'inclusion de particules baculovirales infectieuses dans les polyedres de VPC recom-
binants est inexistante que ce soit lors de I’expression simple de la polyédrine cypovirale ou
lors d’une double expression avec la polyédrine de VPN. Ces observations corroborent
ceux de Fossiez (1990) et de Nakazawa et al. (1994; 1995) A ce niveau, les observations
faites par Inoue (1981) voulant que les virions baculoviraux s'incluent dans des polyédres de
BmVPC-A cristallisant dans le noyau, restent isolées. Nos résultats soulévent deux points.
Le premier est que la polyédrine cypovirale ainsi exprimée (recombinante) ne reconnait pas
les virions baculoviraux; tout comme la polyédrine de type sauvage. Deuxi®mement, la
théorie de spécificité d'inclusion des virions dans leur propre polyédrine tient toujours.
Néanmoins, il reste la composante ‘‘réplication des VPC’’ qui est intentionnellement absente
de notre étude et qui pourrait expliquer les résultats rapportés par Inoue (1981). Ainsi, il est
possible que certains facteurs dérivant de la réplication du VPC interférent dans le cycle de
réplication des VPN et plus particulitrement au niveau de la cristallisation de la polyédrine
baculovirale, lors de double infection d’une méme cellule avec un VPC et un VPN.

En bref, nous pouvons affirmer que la cristallisation de la polyédrine de VPC est la ré-
sultante d'une multitude de facteurs tels que les signaux peptidiques I’ affinité pour une ré-
gion d'activité particuliere ou I’osmolarité du milieu intracellulaire. Nous avons vu qu’il est
possible que le recrutement de la polyédrine cypovirale recombinante vers le noyau est a I’o-
rigine des polyedres a structure cristalline réguli¢re. Nous avons aussi suggérer que la pré-
sence de polyédrine non cristallisée et de polyedres anarchiquement cristallisés dans le cy-
toplasme est la résultante d’une faible concentration de polyédrine dans ce compartiment

cellulaires. Afin de confirmer ces hypotheses, il sera important d’isoler la fraction cyto-
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plasmique de la fraction nucléaire de cellules suite & une infection par 1’'un des deux VPN re-
combinants obtenus, afin de quantifier la concentration de protéine dans ces deux comparti-
ments.

Afin de pousser I’étude des VPC et de leur cycle infectieux, des études portant sur
l'isolement d'ARN viraux a partir de tissus de larves infectées par un VPC permettront de
démontrer si le virus ce réplique ailleurs que dans D’intestin. Deux scénarios sont possibles.
Soit qu'il n'y a pas réplication des VPC ailleurs que dans l'intestin, soit qu'il y a réplication
et expression sélective de certains génes selon I’environnement dans lequel se trouve le virus
et/ou le tissu infecté. Ainsi, dans les cellules épithéliales intestinales les virions
exprimeraient le géne tardif de la polyédrine. Cela favoriserait la transmission horizontale de
la virose par la libération de virions inclus dans des polyédres et donc protégés de
I'environnement. Dans les autres tissus, la production des polyedres ne serait pas justifiée
vue que ces demiers n’atteindraient I’environnement que trés tard étant donnée la nature
chronique de I’infection. De ce fait on referait les mémes observations faites aujourd'hui
soient des polyedres dans I'intestin et du virus libre ailleurs dans la larve.

Toutes les expériences faites in vivo et in vitro montrent que les deux polyédrines peu-
vent cristalliser en méme temps dans les tissus susceptibles a une réplication compléte du
VPN. A la différence des observations faites par Quiot et al. (1980), la cnistallisation de la
polyédrine de VPC n'interfére aucunement dans l'inclusion des virions baculoviraux dans
leur propre polyedre (Figure 23.2 et 23.3). Nous pouvons dire que la double cristallisation
des polyédrines cypovirales et baculovirales se fait sans interférence de la part des deux pro-
téines lorsqu'elle ne fait pas intervenir la réplication des cypovirus. Notre conclusion
voulant que l'expression et la cristallisation de la polyédrine de VPC en méme temps que la
réplication complete d'un VPN dans une méme cellule ne vient pas démentir celle de Quiot et
al. (1980) mais ne fait que limiter le nombre d'éventuels agents causals, responsables de I'in-

hibition de l'inclusion des virions baculoviraux dans leurs cristaux. En effet, nos résultats
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indiquent que l'infection avec le virus exprimant les deux polyédrines ne fait que reproduire
les effets cytopathologiques de I'infection sauvage avec un VPN avec la présence addition-
nelle de polyeédres de VPC. Nous pouvons ainsi supposer que le processus de réplication
des VPC peut étre a l'origine de I’inhibition de I'inclusion des virions de VPN observée par
Quiot et al. (1980). De plus selon ce groupe, ce phénomene aurait lieu non seulement au
sein d'une méme cellule, mais aussi a distance, & partir d'autres cellules infectées par le
VPC. Les auteurs avaient ainsi conclu en la production de facteurs inhibiteurs diffusibles,
rappelant l'action des interférons. La réponse cellulaire & une infection de type VPC est donc
une autre voie a explorer pour expliquer les interférences que Quiot e al. (1980) ont notées.
Les études présentement en cours dans notre laboratoire explore la possibilité d'infecter
simultanément des cellules avec un VPC et un VPN. Ces expériences devraient permettre de
reproduire les conditions de double expression des polyédrines en y rajoutant la réplication
des deux virus.

Finalement, a l'instar de la double infection avec certains cypovirus (Es VPC et
Heliothis armigera VPC) (Belloncik, 1989), nos résultats ménent a croire que deux poly-
édrines différentes peuvent coexister dans une méme cellule sans que l'on observe d'interfé-
rence. Nous avons noté que les polyedres de VPC exprimés par le VPN contenant les deux
genes actifs de polyédrines, étaient de grosseur inférieure 2 ceux exprimés par le VPN n'ex-
primant que la polyédrine cypovirale. Malgré un niveau d'expression du geéne identique a
celui obtenu lors de I'expression simple comme le démontre l'analyse par immunobuvardage
de type Western et bien que nous n'observons pas une augmentation du nombre de
polyedres cytoplasmiques qui suggere une redistribution de la polyédrine, la petitesse des
corps d'inclusion cypoviraux dans le noyau ne peut étre expliquée que par la présence des
polyedres de VPN. Ces derniers peuvent empécher de facon stérique le plein développement
des cristaux recombinants. L'hypotheése voulant que les poly&dres baculoviraux soient a

l'origine du phénomene, est confirmée par la présence de corps d'inclusion cytoplasmiques
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de taille normale, lors d'infection avec le VPN exprimant les deux types de polyédrines.
Cette interférence ne peut survenir dans des conditions normales de co-infection. En effet,
les polyedres de VPC ne cristallisent que dans le cytoplasme des cellules ot il n'y a jamais de
cristaux de VPN (sauf pour quelques souches de VPC cristallisant dans le noyau). Nous ne
pouvons tenir compte de tels résultats dans l'analyse des phénoménes de co-cristallisation
des deux polyédrines. Un point particulier vient & l'esprit lorsque nous parlons de double
cristallisation de polyédrines C et N: La susceptibilité d'une cellule & deux viroses respon-
sables de la formation des deux types de corps d'inclusion. Le fait que I'on a jamais observé
la présence de deux types de polyedres dans une méme cellule lors de double infection d’une
larve par un VPC et un VPN peut provenir du fait que la population de VPC infectant les
hémocytes et les adipocytes n'exprime pas la polyédrine. Nous avons prouvé que l'ex-
pression simple ou double des polyédrines pouvait avoir lieu en dehors des cellules intesti-
nales. Notre étude ayant portée sur l'aspect expression des génes cypoviraux 2 travers la
larve en prenant pour exemple celui de la polyédrine, elle reste a étre complétée par 1'étude de
la réplication des VPC ailleurs que dans les cellules épithéliales intestinales.

Bien que notre projet de maitrise n'a pas porté sur l'élaboration d'un VPN ayant un
potentiel bio-insecticide accru, nous avons démontré que la dissémination d'une protéine
normalement confinée a un tissu, était possible & travers toutes les cellules susceptibles a une
infection au VPN a condition que suffisamment de temps soit donné pour que le virus puisse
atteindre tous les tissus cibles. Les répercussions de cette dissémination au niveau physiopa-
thologiques sur les larves se situent & deux niveaux. Le premier consiste en la généralisation
de cristaux protéiques (poly&dres) 2 la fois dans le cytoplasme et dans le noyau des cellules.
L'étude des répercussions au niveau physiologique de l'engorgement des tissus avec des
polyedres a la fois cypoviraux et baculoviraux pourrait défricher le terrain pour l'obtention
future de baculovirus exprimant une protéine non pas chimiquement toxique mais de nature

physique "encombrante". A un second niveau, l'insertion d'un géne codant pour une pro-



téine toxique, permettrait l'expression de cette derniére 2 travers la majorité des tissus lar-
vaires via un VPN recombinant, augmentant ainsi le pouvoir insecticide des VPN.

Puisque I’utilisation de virus dans le cadre de lutte biologique nécessite la connaissance
de toutes les répercussions environnementales possibles, les applications ci-haut
mentionnées méritent d'€tre sérieusement étudiées afin d'en connaitre toutes les
répercussions et implications, avant de se lancer dans l'application sur le terrain de ce type

d'agent bio-insecticide.
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Conclusion
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Nos avons pour la premiére fois démontré que la polyédrine d'un VPC peut cristalliser
dans les cellules adipeuses et dans les hémocytes des larves infectées. Ceci a été accompli
avec deux VPN recombinants différents, exprimant I'ADNc du géne de la polyédrine du
VPC d'E. scandens. Ces résultats nous permettent d'affirmer que l'expression de la poly-
édrine cypovirale dans ces cellules, entraine sa cristallisation.

Nos travaux montrent que l'expression normale du géne de la polyédrine entraine la
cristallisation de son produit. Ainsi, ils laissent présumer que la cristallisation de la poly-
édrine dans des cellules ne montrant pas de signes d'infection au VPC in vivo, signifie que
l'expression du gene lors de l'infection cypovirale n'a pas lieu ou est trés limité dans ces
cellules. Deux possibilités sont ainsi induites quant a la susceptibilité de ces cellules aux
VPC in vive. La premiere est qu'elles sont incapables de supporter la réplication compléte
de ces virus dans l'environnement naturel dans lequel elles baignent, due 2 différents facteurs
déja élaborés. La seconde, est que d'apres les scénarios rapportés par la littérature, le VPC
se réplique dans ces cellules avec une expression du géne de la polyédrine quasi, sinon
completement absente. Afin de compléter 1'étude, la détection quantitative d'ARN viral en
fonction du temps ainsi que la détection de particules virales infectieuses dans ces cellules,
sont présentement en cours.

Nos travaux portant sur l'expression simultanée de polyédrines cypovirale et baculovi-
rale dans une méme cellule, ont démontré que ces deux phénomeénes n'interférent pas entre
eux. Ainsi la cristallisation des deux polyédrines se fait indépendamment 1'une de l'autre.
Ces résultats permettent d'éclaircir les travaux de Quiot et al. (1980). En effet, I'expression
et la cristallisation de la polyédrine cypovirale, lors d'une double infection VPC/VPN d'une
méme cellule, ne sont pas a l'origine des interférences noter par ce dernier groupe. Ainsi, la
polyédrine cypovirale n'est pas impliquée dans 1’empéchement du passage de nucléocapsides

a des virions enveloppés et de I'inclusion des particules baculovirales dans leurs propres po-
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lyedres. Les résultats de ce groupe seraient ainsi dues 2 la réplication conjointe du VPC et du
VPN, dans une méme cellule.

Quant aux observations d'Inoue (1981), il se pourrait fort bien que la réplication d'une
souche de VPC exprimant ses polyedres dans le noyau de la cellule soit elle aussi & l'origine
de l'inclusion des virions baculoviraux dans les polyedres cypoviraux. En effet, selon notre
étude portant sur deux types de VPN recombinant, I'unique expression et cristallisation de la
polyédrine de VPC ne sont pas suffisants pour reproduire ce phénomeéne.

Dans un autre cadre, notre projet a montré que la dissémination de l'expression d'une
protéine d'intérét dans les tissus larvaires susceptibles au VPN, par l'intermédiaire d'un ba-
culovirus recombinant, est possible. La généralisation de l'expression in vivo de la poly-
édrine cypovirale montre que d'autres protéines d'intérét dont I'expression est limitée 2 un
seul tissu, peuvent subir le méme sort. Ainsi, les études portant sur les possibilit€s d'aug-
menter le potentiel bio-insecticide des VPN pourrons alors cibler toute une gamme de pro-

téines & caractére insecticide, afin de les répandre dans tout l'organisme de la larve.
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