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Le virus influenza active les leucocytes polymorphonucléaires
(PMNL). Ces cellules jouent un rdle important dans la défense précoce
contre le virus grippal et dans la guérison de I'hdte. Des évidences récentes
indiquent que la phosphorylation de protéines, via la protéine kinase C
(PKC), est un procédé majeur dans l'activation des PMNL. La PKC est une
enzyme membranaire qui joue un réle crucial dans la transduction de
signaux qui peuvent mener a des réponses immunitaires ou a des
mécanismes de défense. Nous avons donc étudié I'effet des protéines du

virus grippal sur l'activité PKC des PMNL humains.

Les PMNL ont été isolés du sang provenant de donneurs volontaires.
llIs ont été incubés en présence du virus influenza de type A et des
protéines virales purifiées, soit 'hémagglutinine (HA), la neuraminidase
(NA) et la protéine matricielle (M). Les cellules stimulées ont par la suite été
incorporées a un milieu réactionnel et ['activité PKC (pmol/2x10°
cellules/min) a été mesurée en quantifiant l'incorporation de phosphates

radioactifs dans un substrat synthétique spécifique a I'enzyme.

Le virus influenza (67,4 + 3,8) augmentent de fagon significative
Factivité PKC des PMNL humains, par rapport aux cellules non stimulées

(20,3 £ 0,9). Les composantes virales, responsables de cette élévation



xil

d’activité PKC, ont été identifiées. Une augmentation significative est
observée chez les PMNL incubés en présence de 0,25 pg des protéines
virales purifiées, soit la HA dépourvue de sont activité hémagglutinante
(80,0 £ 7,6), la NA sans activité enzymatique (83,6 + 9,0) et la protéine M
(86,2 £ 9,0). Les oligosaccharides présents sur la HA et la NA ne paraissent
pas jouer de réle critique dans l'activation de la PKC puisque la protéine M,
qui est non glycosylée, a un potentiel d’activation similaire a celui des
glycoprotéines. De plus, I'activation de la PKC est indépendante de I'activité
hémagglutinante de la HA et de l'activité enzymatique de la NA car les
glycoprotéines dotées de leur activité biologique ont un potentiel
d’activation similaire a celui des glycoprotéines dépourvues de leur activité

biologique.

Les résultats démontrent que 'augmentation d’activité PKC observée
est spécifique aux protéines virales. Cette assertion se base selon les
observations suivantes. D'abord, 'albumine sérique bovine (23,0 £ 1,2), qui
a été utilisée a titre de témoin ne provoque pas d'augmentation d'activité
PKC significative par rapport au PMNL non stimulés (20,3 £ 0,9). De plus,
I'activité PKC induite par les glycoprotéines est inhibée par la présence
d’'anticorps anti-NA/HA. Les cellules qui ont été traitées avec le complexe

virus (5 pg)-anticorps (10 pg) montrent une diminution d’activité de 47% par
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rapport aux cellules incubées avec le virus seul et des diminutions de 58%
et 65% ont été observées chez les PMNL incubés avec les complexes HA
(0,25 pg)-anticorps (10 upg) et NA (0,25 upg)-anticorps (10 pg)

respectivement.

Les résultats démontrent également que la PKC est responsable de
laugmentation d’activité observée. D’abord, la translocation qui est un
index de I'activation enzymatique a été observée. Chez les PMNL non
stimulées l'activité PKC se situe au niveau du cytosol et une stimulation
avec la HA et la NA provoque une baisse d'activité cytosolique qui s'est
trouvée cing fois moins élevée aprés 30 min de stimulation. Quant a
l'activité membranaire, elle s'est trouvée quatre fois plus élevée. La
translocation s’est également produite chez les cellules stimulées par le
virus purifié. L'activité membranaire a augmenté environ quatre fois aprés
30 min de stimulation parallelement a une diminution de [I'activité
cytosolique du méme ordre. Deuxiémement, un inhibiteur spécifique a
'enzyme a été incorporé dans le milieu réactionnel. Les résultats
démontrent que la présence de 50 uM d'inhibiteur provoque une chute
d’'activité de plus de 90%. Troisi€émement, les résultats indiquent que les
isoformes o et/ou B de la famille des PKC conventionnelles (cPKC) ont été

activés car I'absence de calcium dans le milieu réactionnel a provoqué une



diminution d'activité de plus de 80% chez les cellules stimulées par le virus
et les glycoprotéines. Enfin, la phosphorylation d’'un substrat spécifique

permettant la détection sélective des cPKC confirme ces résultats.

Le ou les mécanismes impliqués dans l'activation de [a PKC par les
protéines virales restent & déterminer. Toutefois, les résultats suggérent
I'implication d'un site cellulaire. Les études de compétition indiquent que la
HA et la NA ciblent le méme site cellulaire et ce dernier est évidlemment
différent de celui utilisé par le PMA. Les PMNL traités par la HA (0,25 pg) et
subséquemment stimulés avec le PMA (1 pM) montrent une augmentation
d'activité PKC (134,5 + 1.8) prés de deux fois supérieure par rapport a
I'activité PKC des PMNL stimulés par HA seulement (75,8 £ 2,5). Quant aux
cellules traitées par HA et subséquemment stimulées par la NA (74,7 £ 2,3),
elles ne montrent aucune différence significative par rapport aux cellules
stimulées par HA seulement. Les observations sont similaires chez les
cellules qui ont d'abord été traitées par la NA. Enfin, si un site cellulaire est
impliqué dans I'activation de la PKC par les protéines virales, ce dernier est
différent du site d'attachement de la HA puisque la HA dotée de son activité
hémagglutinante provoque une activation PKC similaire a celle de la HA

dépourvue d’activité hémagglutinante.



Dans leur ensemble, nos résultats montrent le potentiel des protéines
virales purifiées pour stimuler l'activité de la PKC. L'activation de cette
enzyme pourrait étre particuliérement intéressante étant donné le réle clé
qu’elle joue dans l'induction de réponses immunitaires et de mécanismes de

défense qui contribuent a la défense contre une infection grippale.



INTRODUCTION



La grippe est une maladie des voies respiratoires supérieures tres
contagieuse causée par le virus grippal ou virus influenza. Ce dernier, qui
est responsable de 20 millions de morts dans les années 1918 et 1919, a
été isolé pour la premiére fois chez I'humain en 1933 (Kilbourne, 1987). |l
est aujourd’hui classé en trois types: A, B et C, qui peuvent tous infecter
'humain. Le virus de type A, qui est le plus répandu, comprend différents
sous-types et les sous-types HIN1, H2N2 et H3N2 sont responsables des
infections chez I'homme. L’émergence de nouveaux sous-types est
généralement associée avec des épidémies plus ou moins sévéres. Les
sous-types H2ZN2 et H3N2 sont respectivement responsables des épidémies
de grippe asiatique de 1957 et de grippe de Hongkong de 1968 (Wilson et
Cox, 1990; Kilbourne, 1987). Cette grande capacité de variation fait de ce
virus I'un des agents infectieux que nous ne pouvons toujours pas contrdler

a fong terme.

La défense contre le virus influenza impliquent plusieurs
composantes du systéme immunitaire. Entre autres, les macrophages et les
neutrophiles représentent les premiéres lignes de défense rencontrées par
le virus au moment de son entrée dans I'organisme. Chez les macrophages,
des substances immunorégulatrices telles que le facteur de nécrose des

tumeurs (TNF) et l'interleukine-1 (IL-1) et des substances antivirales telles



que des réactifs oxygénés sont induites par le virus grippal ou par ses
protéines purifiées (Roberts et al., 1986; Arora et Houde, 1991). Les
neutrophiles sont également activés par le virus et en résultat a cette
activation, ils générent des mécanismes de défense tels que le métabolisme

oxydatif et la phagocytose (Hartshorn et al., 1992b).

Des évidences récentes indiquent que la phosphorylation de
protéines, via la PKC, est un procédé majeur dans l'activation des cellules
phagocytaires. (Wenzel-Seifert et al., 1994, Phillips et al., 1992). La PKC
est une enzyme associée a la membrane des phagocytes et elle joue un
réle crucial dans la transduction de signaux qui peuvent mener a des
réponses immunitaires ou a des mécanismes de défense. Son implication
dans la production de PlL-1 et du TNF chez les macrophages et dans la
stimulation du métabolisme oxydatif chez les neutrophiles a été démontrée

(Shapira et al., 1994; Wolfson et al., 1985).

La PKC représente une famille de 12 isoformes qui sont classées en
trois groupes selon leurs caractéristiques structurales et biochimiques, soit
les cPKC, les PKC nouvelles (nPKC) et les PKC atypiques (aPKC). Chez
les cellules phagocytaires, les cPKC et les nPKC ont été décrites (Wenzel-

Seifert et al, 1994; Devalia et al., 1992). Les PKC de ces deux groupes



peuvent étre activées de fagon exogéne par une action directe avec les
phorbols esters qui se lient sur un site spécifique de I'enzyme, ou de fagon
endogéne par les diacylglycérols (DAG) qui sont produits suite a une
interaction entre un agoniste et un autre récepteur cellulaire. De plus,
I'activation des cPKC est dépendante du calcium alors que celle des nPKC

en est complétement indépendante (Pears, 1995).

Etant donné le rdle important que jouent les neutrophiles dans la
phase précoce contre une infection grippale et dans la guérison de 'hote,
I'activation de ces cellules par le virus influenza est un phénoméne qui
attire une attention considérable (Hennet et al., 1992; Hartshorn et al.,
1992a; 1992b; Tsuru et al., 1987). Nos résultats précédents démontrent que
les protéines purifieces HA, NA et M du virus influenza stimulent le
métabolisme oxydatif des neutrophiles humains (Arora et Henrichon, 1994).
De plus, Hartshorn et al., (1992b), ont démontré que l'inhibition de I'activité
PKC réduit le métabolisme oxydatif des neutrophiles exposés au virus
influenza. Considérant le réle clé que joue la PKC dans l'induction de ce
meécanisme de défense, nous avons donc voulu vérifier I'effet des protéines

du virus grippal sur l'activité PKC des neutrophiles humains.



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



1.0 Généralités sur le virus influenza
1.1 Taxonomie

Le virus grippal fait partie de la famille des orthomyxoviridae et ne

compte qu'un seul genre, l'influenzavirus. Les trois types sérologiques A, B
et C qui sont répertoriés sont définis a partir des propriétés antigéniques de
leur protéine M et de leur nucléoprotéine (NP). Le type A, qui est
responsable de la majorité des pandémies et des épidémies, infecte une
grande variété de mammiféres (hommes, porcs, chevaux) et les oiseaux,
tandis que les virus de type B et C sont exclusivement des pathogénes
humains (Kilbourne, 1987). De plus, chez les virus de type A, les propriétés
antigéniques de leurs glycoprotéines HA et NA déterminent les différents
sous types (Wilson et Cox, 1990). |l existe a ce jour 14 sous types HA et 9
sous types NA (Lin et al., 1994). Les sous types H1N1, H2N2 et H3N2 sont
ceux retrouvés lors d'une infection chez I'humain et les sous types H1N1 et

H3N2 sont présentement en circulation (Shaw et al., 1992).

1.2 Propriétés physico-chimiques

Le virus influenza est une particule de 80 a 120 nm de diamétre
(Murphy et Webster, 1990) dont la masse moiéculaire est environ 250 x 10°
kDa (Kilbourne, 1987). Le coefficient de sédimentation du virus est de 700 a

800 s et sa densité sur gradient de saccharose est 1.19 g/cm®. Les



différentes composantes du virus sont 70 & 75 % de protéines, 20 a 24 %
de lipides 5 a 8 % d'oligosaccharides et 0,8 38 1 % d'’ARN (Choppin et
Compans, 1975) . L'infectivité du virus diminue grandement a pH acides et
en présence des rayons ultraviolets (U.V.). De plus, il peut étre rapidement

inactivé a des températures supérieures a §6°C (Klenk,1991).

1.3 Morphologie

Le virus grippal provenant d'isolats frais est une particule pléomorphe
pouvant aussi étre filamenteuse (Murphy et Webster, 1990). Toutefois, les
souches adaptées au laboratoire sont généralement sphériques tel que
démontré a la figure 1 (Zuckerman, 1996; Lamb et Choppin, 1983). La
particule virale présente a sa surface des spicules, soit les glycoprotéines
HA et NA et elle est enveloppée d'une couche de lipoprotéines dérivée de
la cellule héte. Sous I'enveloppe lipidique se retrouve la protéine M1 qui
forme une couche renfermant la nucléocapside. Cette derniére comprend
huit segments d'’ARN a polarité négative, dont les extrémités 5' et 3' sont
conservées. La NP et les polymérases virales PB1, PB2 et PA s'associent a
ces segments d’ARN pour ainsi former les complexes ribonucléoprotéiques

(RNP) hélicoidaux (Murphy et Webster, 1990).



Figure 1. Représentation schématique du virus influenza.
(d’apres Zuckerman, 1996)

Le virus influenza comprend huit segments d'’ARN a polarité neégative qui
forment, en association avec la protéine NP et les polymérases PB1, PB2,
et PA, les complexes RNP. La protéine M1 se trouve sous |'enveloppe
lipidique sur laquelle se trouvent greffées les glycoprotéines de surface HA
et NA. Les protéines M2, NS1 et NS2 sont non structurales.
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1.4 Protéines

Numérotés par ordre décroissant de poids moléculaire, les huit
segments d’ARN du virus influenza codent pour dix polypeptides. Les
segments 1 & 6 codent pour les protéines structurales PB2, PB1, PA, HA,
NP et NA respectivement. Le segment 7 code pour la protéine M1 qui est
structurale et la protéine M2 qui est non structurale. Quant au segment 8 il
code pour deux protéines non structurales soit NS1 et NS2 (Murphy et
Webster, 1990). Le tableau | résume les caractéristiques de ces protéines

virales ainsi que leurs réles possibles.

Les protéines PB1, PB2 et PA sont codées par des génes qui font
respectivement 2340, 2340 et 2230 nucléotides de long. Constituées
respectivement de 757, 759 et 716 résidus d’acide aminés, elles sont des
composantes de I'ARN polymérase (Lamb et Choppin, 1983). La masse
moléculaire pour chacune de ces protéines est 86 kDa pour la PB1, 84 kDa
pour la PB2 et 83 kDa pour la PA. Associées aux segments d’ARN par des
liaisons non covalentes, elles sont présentes dans le virion dans une
moyenne de 30 & 60 molécules par particules virales (Lamb, 1989). Ces
trois protéines sont impliquées dans la synthése des ARN viraux (ARNv). La
protéine PB2 permet une liaison de la transcriptase avec la coiffe des ARN

messagers (ARNm) cellulaires utilisés comme amorce pour la



Tableau l. Protéines du virus influenza.
(d'aprés Shaw et al, 1992)

Géne Longueurdu Protéines Masse Fonctions
géne moléculaire
(nuciéotides) (kDa)

1 2340 PB2 84 Transcription de FARN.

2 2340 PB1 86 Transcription et réplication
de 'ARN.

3 2230 PA 83 Implication probable dans la
réplication de I'ARN.

4 1765 HA 75 Attachement du virus aux
récepteurs de la cellule, en-

(HA1) (50) trée du virus dans la cellule
(HA2) (25) et fusion des membranes
virales et cellulaires.

5 1565 NP 56 Initiation de la transcription,
élongation de I'ARN, antiter-
minaison durant la synthése
de I'ARN.

6 1413 NA 55 Action enzymatique respon-
sable de la coupure du lien
a-cétonique sur les récep-
teurs cellulaires reconnus par
la HA.

7 1025 M1 28 Assure le transport du com-
plexe RNP, sert de jonction
entre la nucléocapside et |la
membrane virale, impliquée
dans l'arrét de la réplication
de 'ARN.

7 1025 M2 15 Pompe & ions H".

8 890 NS1 25 Régulateur du transport des
ARNm, rdle dans Yarrét de la
synthése protéique cellulaire
et de 'ARN viral.

8 890 NS2 12 inconnue

11

*Les portions HA1 et HA2 sont obtenues suite a un clivage protéolytique de

la protéine HA.
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synthése des ARNm viraux. De plus, elle joue un réle dans l'initiation de la
synthése des ARNm. Quant a la protéine PB1, elle est impliquée dans
I'élongation de la molécule d'ARN. Le polypeptide PA n'a toujours pas de
role défini. Toutefois, son implication dans la synthése d’ARN pourrait étre
importante puisque cette protéine est associée aux protéines PB2 et PB1 et
elles progressent toutes trois en méme temps sur la molécule d’ARN

(Barcena. et al., 1994).

La NP, qui est codée par un segment qui fait 1565 nucléotides de
long, se divise en deux classes phylogénétiquement différentes dont une
est d'origine humaine et 'autre d’origine aviaire (Gammelin et al., 1989).
Cette protéine est constituée de 498 résidus d'acide aminés et posséde une
masse moléculaire de 56 kDa (Shaw et al, 1992). Elle est la composante
structurale majeure du virion qui interagit avec 'ARN génomique (Lamb,
1989). Hautement phosphorylée, la NP est abondante dans le virion, soit
environ 1000 molécules par particule virale (McCauley et Mahy, 1983).
Associee aux ARNv, elle protége ces derniers contre la dégradation.
Plusieurs autres rdles lui sont également attribués, soit l'initiation de la
transcription (Barcena et al.,, 1994), I'élongation de la chaine d'ARN
(Shapiro et Krug, 1988) et finalement I'antiterminaison durant la synthése

de ’ARNm (Beaton et Krug, 1986).



13

La protéine M1 quant a elle est la plus abondante du virus, environ
3000 molécules par particules virales. Codée par le segment 7 qui fait 1025
nucléotides de long, elle est constituée de 252 résidus d’acides aminés et
elle posséde une masse moléculaire de 28 kDa (McCauley et Mahy, 1983).
La protéine M1 forme la couche épaisse retrouvée sous I'enveloppe
lipidique du virus. Cette protéine intervient a plusieurs niveaux au cours du
cycle de réplication du virus. Elle assure le transport du complexe RNP,
nouvellement formé, du noyau de la cellule héte vers le cytoplasme (Martin
et Helenius, 1991) et elle sert de jonction entre la nucléocapside et la
membrane plasmique (Choppin et al., 1972). De plus, il semble qu’elie soit
impliquée dans l'arrét de la réplication d’ARN, ce qui montre le réle
régulateur que joue cette protéine permettant ainsi de passer de la

réplication de 'ARN a la maturation du virus (Yasuda et al.,1994).

La protéine M2 est synthétisée par suite d’un épissage de I'ARNm
transcrit a partir du segment 7. Cette protéine est composée de 97 résidus
d’acides aminés et posséde une masse moléculaire de 15 kDa. M2 est une
protéine transmembranaire abondamment exprimée a la surface des
cellules infectées mais trés peu représentée dans le virus, 23 a 60
molécules par particules virales sont retrouvées (Lamb, 1989). De plus,

cette protéine ne se retrouve que chez les virus influenza de type A (Shaw
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et al., 1992). La protéine M2 a la propriété d'agir comme pompe a ions H*
lui permettant d'intervenir a plusieurs niveaux dans la réplication du virus.
D’abord, elle prend part a 'acidification du compartiment endosomai, ce qui
entraine un changement conformationnel de la protéine de surface HA,
permettant ainsi la fusion entre I'enveloppe virale et la membrane
endosomale (Pinto et al., 1992). Elle joue également un réle au moment de
la décapsidation en permettant I'hydrolyse de la jonction entre la protéine

M1 et la nucléocapside libérant alors le complexe RNP (Yasuda et al.,

1994).

Les protéines les moins connues chez le virus influenza sont les
protéines non structurales NS1 et NS2. Elles sont le produit du géne 8 qui
fait 890 nucléotides de long et elles ne sont retrouvées que dans les
cellules infectées (Shaw et al., 1992; Lamb, 1989). La protéine NS1 qui est
phosphorylée est constituée de 237 résidus d'acide aminés et elle posséde
une masse moléculaire de 25 kDa (Krug, 1989). Le role de la protéine NS1
n'est toujours pas décrit d’'une fagon précise. Cependant, il est clair que la
NS1 posséde un domaine lui permettant de se lier de fagon spécifique aux
queues de poly(A) des ARNm et cette particularité, que posséde la NS1 de
se lier aux séquences polyadénylées, lui conférerait un réle de régulateur

du transport des ARNm autant cellulaires que viraux (Qian et al.,1994: Qiu
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et Krug, 1994). De plus, un rdle dans l'arrét de la synthése protéique
cellulaire et de la synthése de I'ARN viral lui a été attribué (Koennecke et
al., 1981: Wolstenholme et al., 1980). Quant a la protéine NS2, peu
d’informations sont disponibles. D’'une masse moléculaire de 12 kDa, elle
est composée de 121 acides aminés et elle est synthétisée par suite d’un
épissage de 'TARNm transcrit a partir du segment 8 (Shaw et al., 1992). La

localisation de NS2 dans les cellules infectées ainsi que la ou les fonctions

qgu'elle posséde ne sont toujours pas connues (Lamb, 1989).

Les glycoprotéines de surface HA et NA qui sont I'objet de ce projet

sont décrites plus en détails dans les sections 2.0 et 3.0.

1.5 Cycle de réplication du virus grippal

La premiére étape du cycle de réplication du virus influenza se
caracterise par 'adsorption du virus par sa HA aux résidus d’'acide sialique
(acide N-acétyl-neuraminique o 2-3 ou o 2-6 galactose) des récepteurs
cellulaires (Rogers et al., 1983). Le virus pénétre ensuite dans la cellule par
endocytose, olu dans des conditions acides, la HA est clivée en HA1 et
HA2. Ce clivage contribue a la fusion des membranes virale et cellulaire
menant ainsi a la décapsidation et a la libération de la nucléocapside dans

le cytoplasme (Carr et Kim 1994).
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La nucléocapside est libérée dans le cytoplasme et migre vers le
noyau ol s'effectue la réplication du génome viral, caractérisée par trois
phases (Shapiro et al., 1987; Marsh et Helenius, 1989). La premiére phase
qui est indépendante de la synthése protéique, soit la transcription primaire,
résulte en la synthése de deux types d’ARN: ARNm qui sont coiffés et
polyadenylés et qui seront traduits en protéines et les ARN
complémentaires (ARNc) qui sont non coiffés et non polyadénylés servant
de matrice pour les ARNv. Ces deux types d’ARN sont produits a partir de
chacun des 8 segments d’ARN de polarité négative a l'aide des ARNm
cellulaires qui servent d'amorces, des polymérases virales PB1, PB2 et PA
et de 'ARN polymérase |l de la cellule héte (McCauley et Mahy, 1983). La
deuxiéme phase, la transcription secondaire précoce, est dépendante de la
synthése protéique. La synthése d’ARNc atteint son maximum 30 a 90
minutes aprés l'infection et est accompagnée d’'une synthése amplifiée des
ARNm et des ARNv des segments 5 et 8. Au moment de la derniére phase,
la transcription secondaire tardive, la synthése des ARNm et les ARNv des
segments 4, 6 et 7 est amplifiée alors que celle des ARNm, des ARNc et
des ARNv du segment 8 diminue. Tout au long de la transcription
secondaire, la synthése des ARNm et des ARNv du segment 5 reste élevée
tandis que celle des segments 1 a 3 demeure faible (Lamb et Choppin,

1983; McCauley et Mahy, 1983).



Les ARNm nouvellement synthétisés sont transportés du noyau vers
le cytoplasme de I'hdte ou s'effectue la synthése des protéines virales.
(Shapiro et al., 1987). Quant aux nouveaux ARNv, ils sont également
transportés vers le cytoplasme. Ils s’associent aux protéines NP, PB1, PB2
et PA nouvellement synthétisées pour ainsi former les complexes RNP qui
eux se lient a la protéine M1. L'assemblage du virus se compléte par une
liaison & la membrane plasmique sur laquelle les glycoprotéines de surface

HA et NA sont exprimées (Lamb et Choppin, 1983).
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2.0 L’hémagglutinine
2.1 Caracteres généraux

L’hémagglutinine est une glycoprotéine de surface codée par le
segment quatre du génome viral. Distribuée de fagon uniforme a la surface
du virus, elle représente environ 25% des protéines totales et
approximativement 80% des projections de surface (Webster et al., 1982).
Des études de microscopie électronique montrent que la HA est sous forme
de batonnet ayant une dimension de 135 A de longueur par 40 A de
largeur. Elle est présente a la surface du virus sous la forme d’'un trimére de
225 kDa qui est composé de trois monomeéres identiques de 75 kDa liés de
fagcon non covalente (Wilson et Cox, 1990). La HA est synthétisée en un
unique polypeptide (HAO) qui subit plusieurs modification post-
traductionnelles: (1) la glycosylation qui se fait dans le reticulum
endoplasmique rugueux de I'hdéte (Wilson et Cox, 1990; Wiley et Skehel,
1987), (2) te clivage par protéoiyse du peptide signal hydrophobe de 16
résidus situé en position N-terminal (Lamb et Choppin, 1983; Air, 1979), (3)
'association de trois monoméres formant ainsi le trimére (Murphy et
Webster 1990), (4) le clivage protéolytique par des protéases cellulaires en
deux chaines polypeptidiques, HA1 et HA2 qui sont & l'origine fermement
associées par un pont disulfure entre les résidus Cys 14 de HA1 et Cys 137

de HA2 (Wilson et Cox, 1990; Murphy et Webster, 1990) et (5)
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I'attachement d’acides gras sur des résidus Cys (Naeve et Williams, 1990;

Steinhauer et al., 1991).

2.2 Structure

La segment 4 codant pour I'hémagglutinine fait 1765 nucléotides de
long dont 20 nucléotides qui précédent le codon d’initiation AUG, la région
transcrite et une région 3'-terminale non transcrite de 35 nucléotides. La
protéine HA (figure 2) synthétisée a partir de ce géne est composée de 566
acides aminés, soit un peptide signal de 14 résidus, une portion HA1 de
328 résidus et 221 résidus pour la portion HA2, un acide aminé (Arg) étant
perdu lors du clivage protéolytique (Lamb et Choppin, 1983). La portion N-
terminale de HA2 qui est hydrophobe et hautement conservée parmi les
souches est probablement impliquée dans le processus de pénétration du
virus. Quant a la portion C-terminale de HA2, il y a une région de 24 acides
aminés hydrophobes qui traversent la couche lipidique permettant I'ancrage
de la protéine dans I'enveloppe virale (Murphy et Webster, 1990). Les
portions HA1 et HA2 sont maintenues ensemble par un pont disulfure
interchaine, des ponts disulfures intrachaines sont aussi présents, dont
quatre au niveau de HA1 entre les résidus 42 et 273, 55 et 67, 90 et 134 et
277 et 301 ainsi qu'un pont au niveau de HA2 entre les résidus 144 et 148

(Waterfield et al., 1981; Ward, 1981).



20

Figure 2. Organisation de I'hémagglutinine.
(d'aprés Lamb et al., 1983)

Le monomére est constitué de deux portions, HA1 et HA2, qui sont
maintenues ensemble par un pont disulfure interchaine. Le peptide signal a
Pextrémité N-terminale (qui débute au résidu -14) est suivi de la portion
HA1 (qui se termine au résidu 328), de la région du clivage protéolytique,
de la portion HA2 (qui se termine au résidu 221), du domaine membranaire
et du domaine cytoplasmique hydrophilique. La portion HA1 comprend
quatre ponts disulfures intrachaines et HA2 en contient un. Les
oligosaccharides sont présents en majorité sur la portion HA1.
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Les oligosaccharides présents sur les glycoprotéines HA et NA
originent de I'hote. lis sont attachés aux résidus Asn par des liaisons N-
glycosidiques et sont classés en deux types, soit le type 1 qui se compose
de glucosamine, mannose, galactose et fucose et le type Il qui se compose
de glucosamine et de mannose (Schwarz et al.,, 1977; Keil et al., 1979).
Plusieurs sites potentiels de glycosylation (5 a 7) sont retrouvés sur les
différents sous types de HA et la majorité de ces sites se retrouvent sur la
portion HA1. Des analyses de séquences révélent une grande variabilité
autant pour le nombre que pour la localisation de ces sites de glycosylation
parmi les différents sous types de HA. Toutefois, deux sites potentiels sont
hautement conservés soit Asn-12 et Asn-478 et le site Asn-28 est semi
conservé puisqu'il est absent chez les sous types H4, H8, H9 et H12
(Roberts et al., 1993). Les deux types d’'oligosaccharides (I et [l) se
retrouvent chez la HA, cependant, le type Il prédomine a 70% (Arbatsky et
al., 1988). Les oligosaccharides présents a des sites variables présentent
des propriétés antigéniques (Skehel et al., 1984), ils jouent un réle dans
I'attachement du virus a la cellule (Robertson et al., 1987) et seraient aussi
impliqués au moment du clivage protéolytique de la protéine (Kawaoka et
Webster, 1989; Munk et al., 1992). Quant aux oligosaccharides présents a
des sites conservés, il semble qu'ils permettent aux molécules de HA

monomeéres de s’'assembler adéquatement, ils empéchent I'agrégation de la
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protéine et la protégent contre la dégradation (Wilson et al., 1981; Wiley et

Skehel, 1987).

La structure tridimensionnelle de la HA a été déterminé a l'aide de la
cristallographie et de la diffraction aux rayons X a trois dimensions (figure
3a). La HA est composée de deux régions distinctes soit une région
globulaire et une région tubulaire. La région globulaire ne comprend que les
résidus HA1 et elle est formée de huit feuillets B anti-paraliéles. Cette
région qui a un diamétre d’environ 40 A, supporte le site de liaison au
récepteur ainsi que les différents sites antigéniques. Elle est connectée a la
région tubulaire par deux chaines anti-parailéles (Wilson et al., 1981). La
région tubulaire quant a elle se compose de deux hélices a. Elle fait environ
76 A de longueur et se compose des portions HA1 et HA2. La forme
trimériqgue de la protéine, présentée a la figure 3b, est maintenue par des
forces de van der Walls qui interviennent au niveau de la région tubulaire.
Les hélices de chacun des monoméres s’enroulent les unes autour des
autres en une super hélice a main gauche exposant de cette fagon leur
portion hydrophobe les unes vers les autres (Wilson et Cox, 1990). La
forme trimerique permet alors a la protéine d'acquérir une plus grande
rigidité et une plus grande stabilité. L'ancrage de la protéine dans la

membrane virale se fait par la portion C-terminale de HA2. Une portion
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Figure 3. Structure tertiaire de la HA et arrangement trimérique.
(d’aprés Wilson et al., 1981)

La structure tertiaire de la HA (modifiée a l'aide du logiciel “MS Paint
Brush”) est présentée en a. La région globulaire (région 1) repose sur la
région tubulaire (région 2). Ces régions sont composées de feuillets p dont
les brins sont représentés par les fleches bleues et d’hélices a (cylindres
rouges). Les portions N-terminales de HA1 et HA2 ainsi que la portion C-
terminale de HA2 sont au niveau de la région tubulaire. La figure b présente
la HA trimérique (135 A de longueur) ancrée a la membrane virale. Les
sites antigéniques (site Ac) et les sites récepteurs sont présents dans la
région globulaire tandis que les oligosaccharides (Cho) sont présents au
niveau des deux régions.
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hydrophobe de 26 résidus, située entre les résidus 185 et 210, traverse la
membrane alors qu'une petite portion hydrophilique de 11 résidus, située
entre les résidus 211 et 221, se situe a la surface interne de la membrane

(Bullough et al.,1994; Wilson et Cox, 1990; Ward, 1981).

2.3 Sites antigéniques

Les sites antigéniques définissent les régions immunodominantes qui
réagissent avec les anticorps sans qu'il y ait une altération
conformationnelle de la protéine. lls sont situés exclusivement au niveau de
la région globulaire de la protéine puisque celle-ci se trouve plus exposée a
la surface de la particule virale. Le nombre et la nature de ces déterminants
antigéniques sont encore I'objet de controverses. Toutefois, quatre de ces
sites, A, B, C et D ont été identifiés sur la structure tridimensionnelle de la
HA chez le virus influenza humain H3N2 (Laver et al., 1981; Wiley et al.,
1981, Concannon et al., 1984a). Wiley et al., (1981) suggérent également la
présence d'un cinquiéme site, E. Quant au sous type H1N1, quatre
déterminants antigéniques ont été identifiés, soit les sites S, et S, qui sont
spécifiques aux souches virales et les sites C, et C, qui correspondent aux

sites communs a plusieurs souches. (Wilson et Cox, 1990). Selon Wiley et

Skehel (1987), les nouvelles souches responsables d'épidémies doivent
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contenir au moins une substitution d’acides aminés dans deux ou plus de

ces sites.

2.4 Fonctions

L'hémagglutinine est responsable de l'attachement du virus aux
récepteurs de la cellule hote permettant ainsi d'initier la premiére étape de
I'infection. Les sites reconnus par la protéine sont composés de résidus
d'acide sialique plus particulierement 'acide N-acétyl-neuraminique o 2-3
ou a 2-6 galactose (Rogers et al., 1983). Le site de liaison du récepteur de
la protéine se présente comme une dépression logée a la portion distale de
la molécule. Il se compose des résidus Tyr 98, Trp 153, His 183, GIn 190,
Leu 194 et Tyr 195 qui sont hautement conservés chez les souches
d'influenza A et B (Wilson et Cox, 1990; Wiley et Skehel, 1987). D’autres
résidus conservés, Cys 97, Pro 99, Cys 139, Pro 147, Tyr 195 et Arg 229,
qui sont a proximité, stabilisent la structure du site sans pour autant

interagir avec les récepteurs cellulaires (Wiley et Skehel, 1987).

L'entrée du virus dans la cellule ainsi que la fusion des membranes
virales et endosomales sont aussi médiées par {'action de la HA. Le virus
entre dans la cellule par endocytose, ou dans des conditions acides (pH

5.0-5.5), le potentiel fusiogénique de HA est activé (Bullough et al., 1994;
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Wilson et Cox, 1990; Wiley et Skehel, 1987). La fusion des membranes est
rendue possible lorsque la HA est clivée en HA1 et HA2. Le clivage de la
protéine permet alors la libération d'un peptide a I'extremité N-terminale de
HA2, appelé peptide de fusion, qui adhérerait aux membranes permettant

ainsi la fusion de celles-ci (Yu et al., 1994; Carr et Kim, 1994).

Finalement, la protéine HA est responsable de [l'induction de la
réponse immunitaire humorale protectrice. Les anticorps qui neutralisent
infectivité du virus influenza sont dirigés contre ses déterminants
antigéniques (Wilson et Cox, 1990). Toutefois, les variations que subit la
HA au niveau de ses déterminants antigéniques permettent par le fait méme
au virus d'échapper a ces anticorps neutralisants et de poursuivre l'infection

(Wiley et Skehel, 1987).
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3.0 La neuraminidase
3.1 Caractéres généraux

La neuraminidase est une glycoprotéine de surface codée par le
segment six du génome viral. Distribuée en amas, elle représente
approximativement 10 a 20% des projections de surface dont 5 a 10% de la
masse protéique totale du virus (McCauley et Mahy, 1983). Des études de
microscopie électronique montrent que la NA a la forme d'un champignon
dont la téte de 100 A x 100 A x 60 A est montée sur une tige de 15 A de
largeur par 100 A de longueur. La longueur de la tige peut cependant varier
selon le sous type (Colman et Ward, 1985). A la base de la tige il y a un
bouton hydrophobe qui cause [agrégation de la protéine purifiée en
I'absence de détergents (Laver et Valentine, 1969). LL.a NA est présente a la
surface du virus sous la forme d'un tétramére (figure 4a) dont la masse
moléculaire est estimée a 240 kDa soit, quatre sous unités identiques de 55
kDa (figure 4b) liées par des ponts disulfures et montées sur la tige qui
représente environ 17% de la structure protéique (Lamb, 1989; Colman et
Ward, 1985; Laver, 1978). La NA est synthétisée en un unique polypeptide
qui ne subit que quelques modifications post-traductionnelles: (1) la
glycosylation qui se fait dans le reticulum endoplasmique rugueux par des
glycosyltransférases cellulaires et (2) I'association des monoméres pour

former le tétramére. Contrairement a la HA, la NA ne subit aucun clivage
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Figure 4. Structure de la neuraminidase.
(d’aprés Murphy et Webster, 1990; Varghese et al, 1983)

La NA sous forme tétramérique (tracée a l'aide du logiciel “MS Paint
Brush”) est présenté en a. Les quatre monomeéres de NA sont maintenus
par des ponts disulfures et montés sur une tige au bout de laquelle il y a le
bouton hydrophobe qui permet I'ancrage dans la membrane virale. Les sites
enzymatiques sont présents sur chacun des monomeéres. Un monomére de
NA (modifié a I'aide du logiciel “MS Paint Brush”) est présenté en b. Les six
feuillets B (B1 a B6) sont composés chacun de quatre brins (fleches bleues
numerotées 1 a 4). Le brin le plus prés du centre de la sous unité a le
numéro 1 tandis que le plus éloigné a le numéro 4. Les extrémités C- et N-
terminales sont également identifiées.
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protéolytique et aucun peptide signal n’est préleve (Colman et Ward, 1985;

Blok et al., 1982).

3.2 Structure

Les séquences nucléotidiques de plusieurs sous types de NA sont
maintenant connues (Air et al., 1987). Quant a la séquence du sous type
N1, celui étudié dans ce projet, le segment fait 1413 nucléotides de long
avec une région 5 non codante de 20 nucléotides et une région 3' non
codante de 31 nucléotides. La protéine synthétisée a partir de ce géne est
composée de 470 résidus d’acide aminés. L'unique portion hydrophobe,
située a la base de la tige de la NA, se trouve a la région N-terminale et
consiste en 29 résidus, dont 18 résidus hydrophobes et 11 neutres (Lamb
et Choppin, 1983) qui sont précedés par six résidus polaires et tous
conservés chez tous les sous types (N1 a N9) de NA (Air et al., 1985).
Quant au monomeéres de NA, ils sont maintenus ensemble par des ponts
disulfures interchaines et elle posséde aussi plusieurs ponts intrachaines.
La NA de sous type N1 possede 19 résidus Cys qui sont impliqués dans les
liens disulfures soit 18 dans les liens intrachaines et un seul, Cys 78, dans

la liaison des paires de monomeéres (Colman et Ward, 1985).
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Les oligosaccharides de la NA sont retrouvés sur des résidus Asn et
sont maintenus par des liaisons N-glycosidiques. Les études démontrent
que les deux types d'oligosaccharides: N-acétyllactosamine (type ) et
oligomannoside (type Il) sont présents sur la protéine et selon les différents
sous types, plus de 50% de ces sucres se retrouvent au niveau de la tige
(Colman et Ward, 1985). Toutefois, tout comme pour la HA, il y a une
grande variabilité autant pour le nombre que pour la localisation des sites
de glycosylation chez la NA. Quant au sous type N1 on retrouve cinq sites
potentiels de glycosylation aux résidus Asn 44, 58, 73, 131 et 220 (Colman
et Ward, 1985; Concannon et al., 1984b). Certains de ces oligosaccharides
présentent des proprietés antigéniques et pourraient étre impliqués dans

I'activité enzymatique de la protéine (Ward et al., 1983, Griffin et al., 1983).

La structure tridimensionnelle de la NA (figure 4b), a été déterminé
par des études de diffraction aux rayons X a partir de deux souches de
sous type N2 soit, A/Tokyo/3/67 et A/RI/5'/57 (Laver, 1978; Wright et Laver,
1978, Varghese et al., 1983). Le polypeptide se replie en six feuillets B
antiparalléles qui sont constitués de quatre brins identiques arrangés en
pales d’hélice lorsque la molécule est vue de sa face supérieure (Colman et
Ward, 1985). Chaque feuillet B a fa topologie d'un "W" et les brins sont

numérotés selon leur position. Le brin le plus prés du centre de la sous
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unité a le numéro 1 tandis que le plus éloigné a le numéro 4. Les brins sont
reliés par des boucles de longueur variable qui portent les acides aminés
impliqués dans l'activité enzymatique et la variation antigénique (Colman et
al., 1983). Quant a la tige, il n’y a aucune données obtenues par diffraction
aux rayons X, toutefois, la microscopie électronique montre une structure
longue et fibreuse. Des prédictions quant a sa forme suggerent un
repliement en feuillet p paralléles constitués de deux brins et ces chaines
polypeptidiques seraient stabilisées par des liens disulfures (Chothia et al.,
1977). L'ancrage de la protéine se fait par la portion N-terminale qui est
située au bout de la tige et qui comprend six résidus conservés qui sont

suivis par une portion hydrophobe constituant la portion transmembranaire

(Colman et Ward, 1985).

3.3 Sites antigéniques

La protéine NA posséde des sites antigéniques qui sont variables
quant a leur nature, leur nombre et leur localisation. Chez le sous type N2,
sept sites pouvant interagir avec les anticorps ont été identifiés aux résidus
1563, 197-199, 328-336, 339-347, 367-370, 400-403 et 431-434 (Coiman et
Ward, 1985). Quant au sous type N1, les mémes sites sont observés dont
un supplémentaire aux résidus 402-411 (Concannon et al., 1984b). Tous

ces déterminants antigéniques sont situés a proximité du site catalytique de
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la NA. Toutefois, la souche A/R1/5°/57 ne posséderait que quatre régions
potentiels pour les interactions avec les anticorps dont deux sont situées a

proximité du site catalytique (Webster et al.,1984).

3.4 Fonctions

La NA a pour fonction de couper, au niveau du récepteur cellulaire
reconnu par la HA, le lien a cétonique qui relie l'acide N-acétyl-
neuraminique aux sucres adjacents. La NA posséde cette capacité grace au
site catalytique présent sur chacun de ses monomeres. Ce site
enzymatique se présente comme une dépression a la surface distale de la
molécule et il est constitué de résidus conservés parmi les différents sous
types (Colman et al., 1983). Le mécanisme par lequel la NA coupe le lien
est complexe et peu connu. Lentz et al., (1987) suggérent que la coupure
se fait par un échange de protons et ceux-ci sont par la suite utilisés pour

briser le lien glycosidique résultant en la libération des sucres.

Cette propriété enzymatique que possede la NA, permet d’empécher
'agrégation des particules virales. Ce phénoméne facilite ainsi la libération
des virions de la cellule infectée permettant I'infection subséquente d’'autres
cellules (Liu et al.,1995; Griffin et al., 1983; Palese et al.,1974). Par

ailleurs, fa NA aiderait au transport du virus a travers le tractus respiratoire



en réduisant la viscosité de la mucine permettant ainsi l'infection (Colman
et Ward, 1985). Cette fonction de la NA reste toutefois ambigué puisque Liu
et al., (1995), suggérent que la NA ne joue pas de rdle critique dans le
transport a travers le tractus respiratoire méme si I'infection, avec un virus
déficient en NA, est moins productive. Finalement, {a fonction
d’hémagglutination peut étre aussi associée a certains sous types de NA

puisque les sous type N2 et N9 possédent une activité hémagglutinante

(Arora et Gabriel, 1986; Laver et al., 1984).
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4.0 Mécanismes de défense contre le virus influenza

La réponse d'un héte contre le virus influenza est un processus
compliqué impliquant les mécanismes immunitaires non spécifiques et
spécifiques. L'importance de I'immunité non speécifique contre une infection
a l'influenza a été démontrée. L’'administration de virus inactivé ou de virus
traité par un détergent stimule, chez la souris, les premiéres lignes de
défense, offrant par le fait méme une protection contre une infection
expérimentale (Arora, 1993). Ces premiéres lignes de défenses rencontrées
par le virus au moment de son entrée dans I'organisme sont représentées
par les macrophages, les PMNL et les cellules “natural killer” (NK) (Ada et
Jones, 1986; Fujisawa et al., 1987; Mak et al., 1983). La production de
réactifs oxygénés par les PMNL et les macrophages ainsi que
raugmentation d'activité cytotoxique des NK mis en présence du virus
influenza a eté démontré (Arora et Henrichon, 1994; Arora et Houde, 1991;
Arora et al., 1984) Les PMNL sont I'objet de cette étude et seront décrits

plus en détails dans la section 4.1.

L'immunité spécifique joue également un réle important dans la
defense contre une infection a linfluenza. Les celiules présentatrices
d'antigenes, tels que les macrophages, présentent des fragments

d'antigénes aux lymphocytes T entrainant ainsi la prolifération des T



auxiliaires et cytotoxiques. Les T auxiliaires contribuent par la suite a aider
les cellules B a fabriquer les anticorps (Roitt et al., 1989). Un infection a
l'influenza induit chez I'hote la synthése d’anticorps dirigés contre la HA, la
NA et la M. La protéine HA est cependant la cible majeure de la réponse
humorale protectrice (Wilson et Cox, 1990). Les anticorps neutralisants sont
dirigés contre la sous unité HA1 de la protéine et bloquent I'adhésion du
virus aux récepteurs cellulaires ainsi que la transcription de I'ARN viral
(Possee et al., 1982). Les anticorps dirigés contre la NA peuvent également
neutraliser P'infectivité, toutefois, la concentration en anticorps anti-NA doit
étre élevée pour étre efficace. Ces anticorps anti-NA agissent en inhibant la
libération du virus de la cellule hote (Ada et Jones, 1986). Des anticorps
anti-M sont aussi produits au cours d'une infection. Splepushkin et al.,
(1995) ont démontré que la vaccination des souris avec une protéine M
recombinante offre une protection contre une infection Iétale. Le mécanisme
par lequel ces anticorps protégent contre l'infection est cependant inconnu.
La réponse a meédiation cellulaire est également importante contre une
infection a l'influenza et la protéine HA en est sa cible majeure. Les deux
sous unités, HA1 et HA2, contribuent au développement des T cytotoxiques
et ceux-ci limitent la dissémination du virus par la lyse des cellules
infectées. (Gould et al., 1987). Les protéines NA et M sont également des

cibles pour la réponse cellulaire. Toutefois, leur contribution au
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développement des lymphocytes T cytotoxiques est inconnue (Matsui et al.,

1995; Wysockam et al., 1994).

4.1 Neutrophiles
4.1.1 Caractéres généraux

Les neutrophiles aussi appelés PMNL, font partie de la classe des
granulocytes. lls sont caractérisés par des granulations cytoplasmiques et
un noyau unique plurilobé. Les neutrophiles sont les plus nombreux des
leucocytes, ils représentent 40 a 75% des leucocytes circulants (Roitt et al.,
1989). lls sont également trouvés a l'extérieur du systéme vasculaire. Dans
le sang ils sont répartis en deux secteurs: un secteur circulant et un secteur
marginal de celiules adhérant aux parois des vaisseaux. D’un diameétre de
10 a 20 ym, ils sont composés d’'un noyau pouvant avoir jusqu’a cing lobes
réunis par des filaments de matériel nucléaire. Les neutrophiles présentent
deux types majeurs de granules: les granules azurophiles primaires qui
contiennent des hydrolases acides, de la myéloperoxydase (MPO) et de la
muranidase et les granules secondaires ou spécifiques qui contiennent en

plus du lysosyme de la lactoferrine (Wheater et al., 1988).

Le deéveloppement et la différenciation des granulocytes ou

granulopoiése débute dans la moelle osseuse a partir de cellules souches
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déterminées. Le myéloblaste est le premier stade différencié de la
granulopoiése et il donne naissance au promyélocyte qui est caractérisé
par des granulations azurophiles primaires. A partir du stade promyélocyte,
la quantité de granulations primaires décroit progressivement tandis
qu'augmente la proportion de granulations spécifiques secondaires. Le
promyélocyte passe ensuite par les phases de myelocyte et métamyélocyte
pour devenir neutrophile non segmenté. Ce dernier est le précurseur
immédiat du neutrophile a noyau plurilobé (neutrophile mature) et il
posséde un noyau irrégulier en fer a cheval ou en anneau. Le temps de
maturation du neutrophile est de 6 a3 9 jours et la durée de vie du
neutrophile mature circulant est de 6 heures a quelques jours (Wheater et
al.,1988). La croissance des granulocytes est favorisée par plusieurs
cytokines: les facteurs de stimulation de colonies des granulocytes,
("granulocyte colony stimulating factor”, G-CSF), les facteurs de stimulation
de colonies des granulocytes et des macrophages, (“granulocyte-
macrophage colony stimulating factor”, GM-CSF) et interleukine-3 (IL-3)

(Roitt et al., 1989).

Les neutrophiles matures possédent a leur surface plus de 40
différents marqueurs impliqués dans les fonctions d'adhésion, de

chimiotactisme de phagocytose et dans [I'activation du métabolisme
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oxydatif. Certains antigénes, tels que les molécules de classe Il du
complexe majeur d’histocompatibilité sont perdus au cours de la
différenciation. Quant aux marqueurs retenus par les phagocytes matures,
on dénombre entre autres les “cluster designation 16" (CD16) et CD32, qui
sont des récepteurs pour la portion F¢ des immunoglobulines et des
récepteurs liant diverses composantes du complément, soit les récepteurs
CR1 et CR3 qui jouent un réle dans le chimiotactisme, 'adhésion et la
phagocytose (Roitt et al., 1989). Des marqueurs additionnels, tels le
“leukocyte function antigen-1" (LFA-1) et le p150,95 ont été identifiés a la
surface des neutrophiles et sont aussi impliqués dans le phénoméne
d’adhésion (Rotrosen et Gallin, 1987). La PKC, qui sera décrite plus en
détails dans une section suivante, est un autre récepteur présent chez les
neutrophiles. Activée de facon exogéne par le phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) et de fagon endogéne par les DAG, cette protéine joue un
réle important dans I'activation du métabolisme oxydatif en plus de jouer un
réle critique dans la transduction de plusieurs autres signaux (Wenzel-

Seifert et al.,1994; Tauber, 1987).

4.1.2 Activation des neutrophiles et métabolisme oxydatif
Les neutrophiles libérés de la moelle osseuse circulent dans le sang

ol ils se retrouvent en présence de diverses substances chimiotactiques
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pouvant les activer. Sous l'effet d'un phénoméne de chimiotactisme, les
neutrophiles activés sont les premiéres cellules phagocytaires s’accumuiant
dans les tissus affectés lors d'une inflammation. Au moment de la réaction
inflammatoire, le neutrophile peut mettre en marche ses fonctions
effectrices pour une période de un a deux jours leur permettant ainsi de
détruire divers agents pathogenes voir méme des tumeurs. (Hartshorn et

al., 1990).

La fonction primordiale du neutrophile est la phagocytose. Cette
activité caractérisée par l'adhésion, l'ingestion et éventuellement Ia
digestion de particules constitue I'élement essentiel de la réaction
inflammatoire. La phagocytose peut étre dépendante ou indépendante d’'un
récepteur spécifique. La cellule enveloppe la particule a détruire et
linitiation de ce phénoméne mene a la fusion des granules avec le
phagosome pour former éventuellement le phagolysosome. Le pH acide du
phagolysosome, l'activité des protéases et acides hydrolases permettent la

destruction du pathogéne (Roitt et al.,1989).

Le metabolisme oxydatif du neutrophile, amorcé durant Ia
phagocytose, participe également 4 la destruction des pathogénes

(Yamamoto et al., 1989). Il résulte en la génération d'oxydants suite a
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I'activation d'une enzyme membranaire, la nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase. Au cours de la réaction, la
NADPH oxydase agit a titre de donneur d’'électron permettant la réduction
de I'oxygene en anion superoxyde (O,) qui sera converti par la superoxyde
dismutase en peroxyde d'hydrogéne (H,0,) (Downey, et al., 1995; Tauber,
1987). Lors d'une infection, ces agents oxydants sont responsables des
dommages induits aux agents pathogénes mais également aux tissus
environnants. D’autres réactifs oxygénés, tels que les radicaux hydroxyles
(OH) et les halogénes oxydants (HOCI/OCI) sont produits suite & une
interaction du H,0, avec la MPO. Ces produits sont aussi importants dans
les réactions cytotoxiques (Watson et al.,, 1991) (figure 5). L'importance
d'un tel systéme chez le phagocyte est démontré par une maladie
héréditaire chronique qui est le résultat d’'une déficience de la NADPH
oxydase. Chez le patient atteint, la NADPH oxydase ne génére pas de
réactifs oxygénés ayant pour résultats des infections récurrentes pouvant

étre mortelles (Maly et Schiirer-Maly, 1995; Tauber, 1987).

4.1.3 Neutrophiles et virus influenza
Les neutrophiles ont une interaction compiexe et cliniquement
pertinente avec le virus influenza. Suite & une infection expérimentale par le

virus, les neutrophiles sont les premiéres cellules a se présenter au



Figure 5. Réactions du métabolisme oxydatif.

La NADPH oxydase est le donneur d’électron qui permet la réduction de
I'oxygéne en O,. L’action de la superoxyde dismutase provoguera la
conversion de 'O, en H,0, et ce dernier interagit avec la MPO pour former
des produits tels que le HOCL, le OCL et 'OH".



1) Réduction de I'oxygéne en O,".

20, + NADPH - NADP" + H" + 20,

2) Conversion de 'O, en H,0, par la superoxyde dismutase.

20, + 2H" > H,0, + O,
3) Interaction du H,0, avec la MPO.

H202 + CI + H* "5° H,0 + HOGL
HOCL < H*+ OCL"
HOGCL + CL" = CLa + OH'

45
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niveau du site inflammatoire et elles jouent un réle important dans la
guérison de 'hdte (Yamamoto et al., 1989; Fujisawa et al., 1987; Tsuru et
al., 1987). Par ailleurs, plusieurs travaux démontrent également que le virus
grippal peut altérer les activités de défense des neutrophiles, prédisposant
ainsi I'hdte & des infections bactériennes secondaires (Hartshorn et al.,

1995; 1988; Abramson et Mills, 1988; Abramson et al., 1982).

Afin de déterminer plus précisément le réle des neutrophiles lors
d'une infection grippale, Yamamoto et al.,(1989) ont étudié [I'interaction
entre les PMNL humains et le virus influenza par microscopie électronique.
lls ont démontré que le virus se lie au neutrophile dans un ratio de 1000
particules virales par cellule. La liaison est sensible a I'action de la NA,
suggérant une liaison a des récepteurs d’'acide sialique. Le virus disparait

ensuite de la surface des cellules, ou il est probablement phagocyté.

L'activation du neutrophile est caractérisée par le métabolisme
oxydatif. L'effet du virus influenza ou de ses glycoprotéines purifiées sur
'activité du métabolisme oxydatif des neutrophiles a été particuliérement
étudié. Selon Hartshorn et al., (1992b), le virus active la NADPH oxydase, il
y a production de H,0, mais aucune production d'O,” n’est observée.

Contrairement, Arora et Henrichon (1994), ont démontré que les
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glycoprotéines HA et NA purifiées et la protéine M qui est non glycosylee
provoquent, chez les neutrophiles, une augmentation significative d'O, par

rapport aux cellules témoins.

La réponse des neutrophiles face au virus influenza a été comparée a
la réponse de ces cellules face au N-formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine
(FMLP). L'effet du FMLP chez les neutrophiles est aujourd’hui bien
caractérisée et I'équipe de Hartshorn et al., (1992b) conclue que le
mécanisme de transduction utilisé par le virus pour activer la NADPH
oxydase des neutrophiles est similaire a celui utilisé par le FMLP. Suite a
I'interaction du virus avec un récepteur cellulaire, il y a activation de la
phospholipase C (PLC). Au moment ou elle est active, la PLC provoque la
génération de l'inosito! 1,4,5-triphosphate (IP;) et du DAG. Ces produits
sont respectivement responsables de la libération du calcium intracellulaire
et de l'activation de ta PKC. Finalement, I'activation de la PKC résulte en la
phosphorylation d'une composante de la NADPH oxydase permettant alors
a cette derniére de s'activer et de produire des radicaux oxygénés qui
seront dommageables pour les pathogénes (Curnutte et al., 1994; et
Verhoeven et al., 1993). De plus, l'équipe de Hartshorn (1992b) a
également démontré que l'utilisation d’un inhibiteur de la PKC, diminue la

production de H,0, induite par le virus ou le FMLP, confirmant par le fait
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méme le réle crucial que joue la PKC dans I'activation des neutrophiles par
le virus influenza. Les protéines virales qui sont responsables d'activer ces
différents éléments du mécanisme de transduction sont inconnues.
Toutefois, les glycoprotéines de surface du virus pourraient étre les cibles
de choix. Il a été démontré par Rott et al., (1995) que la HA a le potentiel

d’activer la PKC chez les iymphocytes B.

Non seulement le virus grippal active les neutrophiles, mais il est
aussi responsable de la perturbation des fonctions chimiotactiques,
phagocytaires et anti-bactériennes de ces cellules (Hartshorn et al., 1996;
1995; 1992a; Abramson et al., 1991; Cassidy et al., 1989). Le mécanisme
par lequel le virus déprime les neutrophiles n'est pas clairement identifie.
Toutefois, il semble que le virus active les neutrophiles initialement a une
dépression (Hartshorn et Tauber 1989). De plus, Cassidy et al., (1989),
proposent un réle pour la HA dans le mécanisme de dépression des
neutrophiles. L'attachement de la protéine au récepteurs d'acide sialique
serait en partie responsable de la dépression alors que I'activité de fusion
ne serait pas requise. Plus récemment, Hartshorn et al., (1995), ont
démontré que la dépression des cellules serait dépendante du récepteur
cellulaire utilisé par le virus. La liaison du virus au CD43, provoquerait

également la dépression des neutrophiles.
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Divers agents sont cependant reconnus pour éviter la dépression des
neutrophiles par le virus grippal. Les cellules mises en présence de
produits, tels que le GM-CSF, le guanosine triphosphate et le 1-oléoyl-2-
acétylglycérol générent une réponse positive contre le virus influenza
(Abramson et al., 1991). Le surfactant pulmonaire, associé a une lectine, a
la propriété d’augmenter la liaison des neutrophiles au virus et I'activation
du métabolisme oxydatif contre le virus en plus de diminuer le phénoméne

de dépression (Hartshorn et al., 1994; 1996).
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5.0 Transduction des signaux chez les phagocytes

Les neutrophiles répondent aux signaux extracellulaires auxquels ils
sont soumis en activant leur diverses fonctions. La phosphorylation de
protéines, catalysée par les protéines kinases, est reconnue comme un
procédé majeur dans la régulation des fonctions cellulaires. Chez les
mammiféres, plus de 100 kinases sont connues pour leurs différents roles
physiologiques (Goldsmith et Cobb, 1994). Dans le cadre de ce projet, le
type de kinase étudié est la PKC. Cette protéine joue un rdle crucial dans la
transduction des signaux extracellulaires. Elle se retrouve dans les fractions
cytosolique et membranaire des neutrophiles et la phosphorylation de
protéines via la PKC joue un rdle important dans [l'activation de ces
phagocytes (Wenzel-Seifert et al., 1994; Phillips et al., 1992; Hartshorn et

al., 1992b; Tauber, 1887).

La PKC est le récepteur majeur des phorbols esters qui sont connus
pour activer les neutrophiles. L'activation des phagocytes par de tels
agents, meéne a un spectre de réponse, incluant ['agrégation, la
dégranulation de granules spécifiques et la stimulation du métabolisme
oxydatif (Tauber, 1987). Les mécanismes moiéculaires par lesquels la PKC
peut médier de telles réponses ne sont pas tous bien connus. Cependant, il

est clair que la PKC joue un réle important dans la transduction des
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signaux, qui résultent en un mécanisme de deéfense ou en une réponse

immunitaire, chez les cellules phagocytaires (Aderem, 1992).

5.1 La protéine kinase C
5.1.1 Caractéres généraux

La PKC a été identifiée pour la premiére fois dans le cerveau de rat
au cours des années 1870 comme une sérine/thréonine protéine kinase
(Stabel, 1990). Aujourd’hui, cette enzyme est associée a tout le régne
animal et elle joue un réle important dans la transduction d’'une large variété
de signaux cellulaires. Elle est impliquée directement ou indirectement dans
la régulation de la prolifération et de la différenciation cellulaire, dans le
contrble de diverses réponses immunitaires et au niveau des
communications intra et inter-celullaires (Buchner, 1995; Kikkawa et al.,

1989; Nishizuka, 1989; 1988).

La PKC représente une famille qui comprend au moins 12 isoformes
(isoenzymes ou sous-espéces), qui différent par leurs structures et leurs
propriétés enzymatiques (Stabel, 1990; Nishizuka, 1988). La famiile des
PKC est divisée en trois groupes: les cPKC, qui comprennent les isoformes

alpha (o), beta | et Il (B,,) et gamma (y), les nPKC, composées des



isoformes delta (&), epsilon (g), éta (n), théta (0), et mu () et les aPKC,
caractérisées par les isoformes zéta (), iota (1), et lambda (1) (Buchner,
1995). Les cPKC sont dépendantes du calcium et sont activées par les
DAG, les phorbols esters et la phosphatidylsérine (PS) tandis que les nPKC
sont indépendantes du calcium. Quant aux isoformes aPKC, elles sont
indépendantes du calcium et ne sont pas activees par les phorbols esters et
les DAG. Toutefois, il semble que la PS et le phosphatidylinositol 1,4,5-
triphosphate (PIP,) seraient impliqués dans I'activation de certaines
isoformes de ce groupe (Buchner, 1995; Nelsestuen et Bazzi, 1991;

Kikkawa et al., 1989).

Les isoformes de PKC proviennent de génes difféerents ou sont le
produit d'épissage alternatif. Les génes codant pour les PKC «, B, v et u
chez 'humain, ont été localisés sur les chromosomes 17, 16, 19 et 21
respectivement (Coussens et al.,, 1986; Johannes et al., 1994). La
localisation chromosomique des autres isoformes reste toujours a
déterminer. Les isoformes Bl et Bl dérivent d'épissage alternatif générant
ainsi deux polypeptides qui ne différent que par 50 acides aminés au niveau
de la portion C-terminale (Coussens et al., 1987). L'isolement d’ADNc
indique que les isoformes ¢ et { pourraient aussi étre le produit d'épissage

alternatif. Les deux isoformes ¢ possibles (¢ et g,), différent par leur portion
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N-terminale. La PKC ¢, different de l'isoforme ¢ par un acide aminé a la
position 240 qui est remplacé par une séquence représentant un codon
d’arrét. Quant a la PKC £ deux ADNc ont été isolés et ils codent pour des
protéines qui différent par leurs 112 premiers acides aminés (Ono et al.,

1988; 1989b).

Ces protéines, se retrouvent dans plusieurs types de cellules et une
méme cellule peut exprimer plusieurs isoformes dans des ratios variables.
La distribution intracellulaire de I'enzyme dépend de i'état d’activation de la
cellule (Kikkawa et al., 1989). Au niveau des tissus, les isoformes a, B, 8, €
et £ sont ubiquitaires dans le cerveau, les poumons, la rate, le thymus et la
peau (Hug et Sarre, 1993; Kikkawa et al., 1989, Ono et al., 1989b;
Nishizuka, 1988) tandis que la PKC y se retrouve exclusivement dans le
systéme nerveux central (Nishizuka, 1988). La PKC n est fortement
exprimee dans les poumons (Bacher et al., 1991; Osada et al., 1990),
Iisoforme © est prédominant dans les muscles (Osada et al., 1992) et
lisoforme X est retrouvé dans les ovaires et les testicules (Nishizuka,
1992). Quant aux isoformes 1 et y, ils sont exprimés respectivement dans le

pancreas et les reins (Johannes et al., 1995; 1994; Selbie et al., 1993). Les

phagocytes étudiés dans ce projet expriment les PKC «, B, ainsi que les



isoformes du groupe des nPKC (Wenzel-Seifert et al., 1994; Devalia et al.,

1992). Le tableau |l résume les caractéristiques des trois groupes de PKC.

5.1.2 Structure

La PKC est composée d'une seule chaine polypeptidique avec une
masse moléculaire variant entre 67 et 84 kDa pour la plupart des isoformes
a l'exception de la sous-espéce p qui a une masse de 115 kDa (Johannes
et al., 1994; Hug et Sarre, 1993). La comparaison des séquences d'acides
aminés des isoformes de PKC démontre la présence de régions hautement
conservées parmi les sous-espéces (Nelsestuen et Bazzi, 1991). Les quatre
régions conservées {C1-C4), sont en alternance avec cing régions variables
(V1-V5), composant ainsi le domaine régulateur en position N-terminale et

le domaine catalytique en position C-terminale qui sont séparés par la

région V3 (figure 6) (Kikkawa et al., 1989; Nishizuka, 1988).

La région V1 des ¢cPKC est composée d'une séquence en position 19
a 36 qui ressemble a un site de phosphorylation d’'un substrat nommé le
pseudosubstrat prototope (Stabel et Parker, 1981). Cette séquence, serait
responsable de contréler ['activité de la PKC, en inhibant

I'autophosphorylation et la phosphoryiation de substrats, maintenant ainsi



Tableau Il. Caractéristiques des isoformes de la PKC.
(d’aprés Nishizuka, 1995; Hug et Sarre, 1993)
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Groupes Isoformes Masse Activation Chromosome Distribution
moléculaire
(kDa)
cPKC o 76 phorbol ester 17 cerveau,
DAG, PS, poumons,
calcium rate, peau,
thymus
B! 77 phorbol ester 16 cerveau,
DAG, PS, poumons,
calcium rate, peau,
thymus
BH 77 phorbol ester 16 cerveau,
DAG, PS, poumons,
calcium rate, peau,
thymus
Y 78 phorbol ester 19 cerveau,
DAG, PS, moelle
calcium épiniére
nPKC & 78 phorbol ester inconnu cerveau,
DAG, PS poumons,
rate, peau,
thymus
£ 84 phorbol ester inconnu cerveau,
DAG, PS poumons,
rate, peau,
thymus
n 78 phorbol ester inconnu poumons

DAG, PS




Tableau Il. (suite)

Groupes Isoformes Masse Activation Chromosome Distribution
moléculaire
(kDa)
0 81 inconnue inconnu muscles
aPKC (4 68 PS, PIP; inconnu cerveau,
poumons,
rate, peau,
thymus,
A 67 inconnue inconnu ovaires,
testicules
t 67 inconnue inconnu pancreéas
7} 115 inconnue inconnu reins
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Figure 6. Organisation des diverses régions retrouvées chez les trois
groupes de PKC.
(d'aprés Karaszkiewicz et al., 1996)

Les trois familles de PKC sont représentées par cette figure. La
comparaison des séquences d’'acides aminés démontre la présence de
régions conservées et variables. Les quatre régions conservées (C1-C4)
sont en alternance avec les cing régions variables (V1-V5) composant ainsi
le domaine régulateur en position N-terminale et le domaine catalytique en
position C-terminale. Les n et aPKC sont dépourvues de la région C2 ol se
trouve le site de liaison au calcium. La séquence pseudosubstrat prototope,
les régions riches en cyctéines et le site de liaison a 'ATP se retrouvent
dans les régions V1, C1 et C3 respectivement.
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’enzyme dans un état inactif en 'absence d'activateurs (House et Kemp,
1987). Les nPKC et les aPKC ont une region V1 plus longue qui posséde
les mémes caractéristiques que la région V1 des cPKC. De plus, la PKC p
contient en région V1 un domaine transmembranaire (Johannes et al.,

1994).

La région C1 des isoformes contient des séquences répétées en
tandem riches en résidus Cys similaires a des doigts de zinc. Chacun des
isoformes contiennent deux de ces motifs a I'exception des sous espéce {, 1
et A qui n'en contiennent qu'un seul (Nishizuka, 1992; Stabel et Parker,
1991). De telles structures permettent généralement des interactions
ADN/protéines, ARN/protéines et protéines/protéines. Toutefois, des
interactions de la sorte avec les différentes isoformes n’ont pas été
rapportées. |l est clair cependant, que ces séquences riches en résidus
Cys, sont responsables de l'interaction entre les PKC et les DAG ou les
phorbols esters (Onc et al., 1989a). Les PKC &, 1 et A, qui ne se lient pas
aux DAG ou aux phorbols esters, suggérent que fa délétion d'un de ces

motifs interfére dans la liaison avec ces produits (Stabel et Parker, 1991).

Les n et les aPKC sont indépendantes du calcium et sont dépourvues

de la région C2, suggérant ainsi un réle de liaison avec le calcium pour
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cette région constante, présente uniquement chez les cPKC. Aucun des
motifs de séquences connus pour se lier au calcium n'ont été identifiés en
région C2. Cependant, cette portion constante comprend tout de méme
plusieurs acides aminés qui sont soupgonnés de participer dans la liaison
de la protéine avec le calcium. Des études de mutagénése dirigée,
supportent le fait que cette région joue un réle dans la liaison avec calcium,
puisqu’une délétion de la portion C2, rend la protéine indépendante du
calcium pour son activation (Ono et al., 1989a). Cette région qui interagit
avec les phospholipides de fagon dépendante du calcium, est aussi
impliquée dans la translocation de I'enzyme, du cytosol a la membrane
cellulaire, lorsque les concentrations de calcium sont augmentées

(Nishizuka, 1995).

Les isoformes identifiés jusqu’a maintenant possédent toutes la
region V3. Cette derniére, qui suit la région C2, sépare le domaine
catalytique du domaine régulateur. La portion V3 est sensible au clivage
protéolytique par la trypsine et par des protéases dépendantes du calcium

telles que les enzymes caipain | et || (Huang et Huang, 1986; Kishimoto et

1983). La PKC a est cependant plus résistante & la digestion

protéolytique que les autres sous-espéces (Kochs et al., 1993).
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La région C3 contient un site de liaison a I'ATP dont le motif X-Gly-
Gly-X-Gly-X,-Gly-X,,-Lys-X, se trouve conservé parmi toutes les sous-
espéces (Kemp et Pearson, 1990). Seule la PKC ¢ montre un motif
différent, soit un résidu Ala en position 264 qui rempiace un résidu Gly.
Quant a la région C4, elle contient le site de liaison au substrat et la portion
qui permet le transfert des groupements phosphates. Cette derniére, qui est
conservée parmi les isoformes, porte la séquence Asp-Gly-Phe a
I'exception de la PKC ¢ dont le résidu Phe est remplacé par une Tyr. Chez
toutes les PKC, le site de liaison au substrat et la région de transfert des
groupements phosphates sont séparées par 105 acides aminés (Hug et
Sarre, 1993). Quant au régions V2, V4 et V5, aucune fonctions précises ne

leur sont attribuées (Coussens et al., 1986).

5.1.3 Activation

En dépit de recherches intensives, le mécanisme d’activation de la
PKC n’est toujours pas trés bien décrit. Reconnue il y a quelques années
comme une enzyme dépendante du calcium et des phospholipides
(Kishimoto et al., 1980; Takai et al., 1979), la PKC démontre aujourd’hui
encore plus de complexité du a la découverte des différentes isoformes.
Certaines requiert la présence de calcium et des DAG alors que d’autres en

sont complétement indépendantes.
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Le modéle d’activation le mieux connu est celui des cPKC. Elles
requiérent la présence du calcium et des phospholipides et sont activées
par les DAG qui sont produits par la route de la PLC (Nishizuka, 1984). Tel
que démontré a la figure 7, l'interaction entre un agoniste et un récepteur
cellulaire est la premiere étape de formation des DAG. Cette liaison
provoque I'hydrolyse du phosphatidyl inositol 4,5-biphosphate (PIP,) sous
I'action de la PLC, générant ainsi le DAG et I'lP, (Nishizuka, 1988). L'IP, va
provoquer la libération du calcium intracellulaire qui se lie a la région C2 de
la protéine, permettant ainsi la translocation de la PKC cytosolique a la
membrane cellulaire. Le calcium est aussi nécessaire pour augmenter
I'affinité de I'enzyme vis-a-vis la PS. Une fois dans la membrane cellulaire,
la PKC est donc en présence du DAG qui 'activera et de la PS qui agit a
titre de cofacteur (Nishizuka, 1988). Les phorbols esters, tels que le PMA
sont des activateurs de la PKC qui imitent I'action des DAG et ont une
structure similaire a ce dernier. En présence de faibles concentrations de
calcium et de PS, ils activent directement la PKC (Nishihira et O'flaherty,
1985). Une fois active, la PKC peut donc phosphoryler différentes protéines

qui sont impliquées dans diverses réponses cellulaires.

Des études récentes suggeérent plusieurs routes additionnelies qui

peuvent fournir le DAG nécessaire a I'activation de plusieurs isoformes de
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Figure 7. Modéle d'activation de la PKC.
(adapté de Nishizuka, 1988)

La figure présente la membrane cellulaire ainsi que les protéines
membranaires (récepteur, protéine G et PLC). Les diverses composantes
impliquées dans les réactions menant a Il'activation de la PKC suite a
I'interaction d'un agoniste avec un récepteur cellulaire sont le PIP,, le DAG,
I'IP,, la PS, la PLC, et le Ca* (calcium). Ce mécanisme d'activation est
décrit a la section 5.1.3. La figure montre également la PKC qui est sur le
point de s'associer a la membrane. Les phorbols esters peuvent activer
directement la PKC suite & une liaison sur un site spécifique de I'enzyme.
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PKC. La route de la phospholipase D, qui hydrolyse la phosphatidylcholine,
résultant en la production de DAG et la route de la phospholipase A, qui
hydrolyse l'acide arachidonique (Nishizuka, 1995). De plus, il a eté
démontré que d’autres produits du métabolisme des glycérolipides peuvent
étre des activateurs potentiels de la PKC (Kochs et al., 1993). La
cardiolipine, I'acide arachidonique et la lipoxine A activent in vitro la PKC et
le phosphatidylinositol peut remplacer la PS a titre de cofacteur (Hug et
Sarre, 1993). Les diverses raisons expliquant la route a suivre et les
produits utilisés pour activer la PKC sont toujours inconnus. Cependant, les
différents signaux extracellulaires, le type de cellules et le temps aprés la

stimulation cellulaire pourraient étre responsables (Farago et Nishizuka,

1990).

Les caractéristiques d’activation des n et aPKC ne sont pas trés bien
comprises. Les nPKC, qui sont indépendantes du calcium, sont comme les
cPKC, activées par les DAG. Il est trés probable que le modéle d’activation
des nPKC ressemble a celui des ¢PKC mais leur indépendance au calcium
rend difficile la description du phénoméne de translocation (Stabel et
Parker, 1991). Quant aux aPKC, elles seraient activées par le PIP,, qui
serait aussi le produit responsable de leur translocation du cytosol & la

membrane cellulaire (Pears, 1995; Nishizuka, 1995).



L’activation de la PKC est généralement suivie d'un clivage
protéolytique de lI'enzyme au niveau de la région V3. Le clivage par les
protéases résuite en la génération d'un fragment catalytique nommeé
protéine kinase M et d’'un fragment régulateur (Kikkawa et al., 1989). Cette
protéolyse serait nécessaire pour la dégradation de 'enzyme évitant ainsi

une activation chronique de la PKC (Hug et Sarre, 1993).

5.1.4 Spécificité des substrats

La PKC peut phosphoryler plusieurs substrats in vitro, mais il y a peu
de substrats identifiés in vivo. Plusieurs études ont tenté de déterminer la
specificité de I'enzyme vis-a-vis les substrats. Les peptides caractérisés par
un groupe de résidus chargés positivement, qui entourent des résidus Ser
et Thr sont considérés comme de bons substrats (Nelsestuen et Bazzi,
1991). Toutefois, des analyses biochimiques révélent des différences
significatives pour la spécificité des substrats selon les diverses isoformes.
En particulier, les nPKC démontrent un éventail de substrat réduit in vitro
puisqu’'elles sont incapables de phosphoryler [l'histone, un substrat
communément utilisé (Pears, 1995). L'utilisation de chiméres a démontré
que la specificité pour un substrat se trouve au niveau du domaine

régulateur de I'enzyme, particuli€rement dans la portion V1. De plus des
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analyses détaillées ont révélé un réle pour le site pseudosubstrat dans la

sélection des substrats reconnus par I'enzyme (Dekker et al., 1993).

Des études de marquage in situ de cellules traitées par des phorbols
esters ont permis d'identifier trois classes de substrats physiologiques: 1)
les protéines impliquées dans la transduction des signaux et dans
I'activation de la PKC, 2) des protéines impliquées dans la voie métabolique
et 3) des protéines impliquées dans des fonctions régulatrices de
I'expression des génes. Il est a noter que d'autres protéines kinases comme
la S6 kinase et la Raf kinase font partie des protéines phosphorylées par
les diverses sous-espeéces de PKC (Hug et Sarre, 1993). L'ADN
topoisomeérase | (Pommier et al., 1990) et la lamin B (Fields et al., 1988) qui
sont des protéines impliquées dans le contréle de la synthése de 'ADN sont
des substrats reconnus par la PKC, ce qui démontre le réle que joue la PKC

au niveau de la prolifération cellulaire.

Chez les neutrophiles, la phosphorylation de substrats par la PKC
méne a l'élaboration de diverses fonctions, entre autres, le chimiotactisme,
la phagocytose et le métabolisme oxydatif, (Curnutte et al., 1994;
Verhoeven et al., 1993; Sharma et al., 1991). Les substrats qui sont

phosphorylés par la PKC et qui ménent & de telles réponses ne sont pas
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tous connus. Cependant, l'activation des phagocytes serait le résultat de la
phosphorylation d’'une kinase riche en résidus Ala nommeée “myristoylated
alanine-rich C kinase substrate”. Elle est la protéine majeure qui est
phosphorylée par la PKC lorsque les cellules sont traitées par les phorbol
esters. (Aderem, 1992). De plus, il a été démontré qu'une composante de la
NADPH oxydase, est phosphorylée par la PKC. La protéine p47-phox, qui
contient plusieurs résidus Ser, est phosphorylée suite a un traitement par
les phorbol esters, il s’en suit une translocation de la p47-phox du cytosol a
la membrane cellulaire et finalement I'activation de la NADPH oxydase

(Curnutte et al., 1994; Verhoeven et al., 1993).



METHODOLOGIE
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1.0 Préparation du matériel biologique
1.1 Virus

La souche virale A/JUSSR/90/77 (H1N1) est issue du National Institut

of Health, Bethesda, Maryland.

1.2 Culture et purification de la souche virale
1.2.1 Culture

Le virus influenza a été cultivé dans des oeufs de poule embryonnés
Agés de 11 jours provenant du couvoir Simetin (St-Canut, Québec,
Canada). Sous conditions stériles, un volume de 0,2 mL de la semence
virale diluée a 2 HA/mL dans du tampon PBS (annexe 1) a été inoculée par
voie chorioallantoidienne a F'aide d’'une seringue 3 cc munie d’'une aiguilie
23 G (Fisher, Montréal, Québec, Canada). Les oeufs ont été incubés 48 h a
33°C pour ensuite étre transférés a 4°C pour 18 h. Le liquide allantoidien

infecté a été récolté sous conditions stériles.

1.2.2 Purification

La méthode employée pour purifier le virus comprend une phase de
concentration sur gradient discontinu de saccharose suivie par la
purification en 2 étapes toujours sur gradient discontinu de saccharose

(Arora et al., 1985).
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Le gradient discontinu pour la concentration du virus est formé d'un
coussin de 1 mL de saccharose, 50 % (p/p) (Uitra-Pur; Canadian Scientific
Products, London, Ontario, Canada) dans un tampon PBS, qui a été déposé
au fond d'un tube de polyallomére de 30 mL (Beckman, Toronto, Ontario,
Canada) et plongé dans l'azote liquide afin de permettre la congélation de
ce premier coussin. Un deuxiéme coussin de saccharose de 2 mL, préparé
a 22 % (p/p) dans un tampon PBS, a été déposé sur le premier coussin et
le tout congelé de nouveau dans l'azote liquide. Un volume de 25 mL du
liquide allantoidien infecté a été déposé sur ce gradient discontinu et
centrifugé pendant 60 min a 100000 x g & 4°C. Apres la centrifugation, le
liquide allantoidien a été prélevé de fagon a laisser 1 mL au dessus du
gradient pour éviter de perturber ce dernier ainsi que les particules virales.
Les tubes contenant le gradient et le virus ont été replongés dans l'azote
liquide, 25 mL de liquide allantoidien infecté y ont été de nouveau déposés
et centrifugés tel que décrit précédemment. Ces manipulations ont été
répétées 4 a 5 fois jusqu'a épuisement du liquide infecté. Les gradients
contenant les culots de virus concentré ont été ensuite rassembiés et

conservés a 4°C en vue de ia purification.

Avant I'étape de purification, les culots rassemblés ont d'abord été

dispersés trois fois a4 I'aide d'un sonicateur (Sonic dismembrator, Fisher
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Scientific, Farmingdale, New York, USA) & une intensité de 30
megahertzs/sec, puis clarifiés par centrifugation (centrifugeuse PR-6, IEC,
Needham, Mass. USA) 1000 x g pendant 10 min a 4°C. Par la suite, afin de
procéder a la premiére étape de purification, la concentration en
saccharose de I|'échantillon a été ajusiée a 50% (p/p) par l'ajout de
saccharose solide et cette suspension a été centrifugée 90 min a une
vitesse de 100000 x g & 4 °C. Cette centrifugation a permis de séparer les
particules virales qui restent dans le surnageant des différentes particules
de densité plus élevée qui se retrouvent au culot. Les surnageants ont
ensuite été rassemblés et la concentration de saccharose abaissée a 26%
(p/p) par i'ajout de tampon PBS et cette suspension a été centrifugée tel
que mentionneé plus haut. Cette deuxiéme étape de purification a permis de
récolter le virus au culot tandis que les particules de densité inférieure
demeurent dans le surnageant. Les culots de virus ont été resuspendus
dans du tampon PBS a pH 7,4 et le dosage protéique ainsi que le titre
hémagglutinant ont été effectués. Le virus a été aliquoté et conservé & -

80°C jusqu'a son utilisation.

1.3 Titre de I'activité hémagglutinante
Le titrage de I'activité hémagglutinante a été fait selon la méthode du

"WHO collaborating center for reference and research on influenza (1982)".
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Dans des plateaux 96 puits a fond conique (Linbro, Flow, Mississauga,
Ontario, Canada), un volume de 0,05 mL de PBS a été déposé en laissant
la premiére rangée libre. Par la suite, 0,1 mL de la suspension virale a été
déposé dans la premiére rangée et une dilution en série logarithmique en
base deux fut effectuée. Les érythrocytes de coq (0,5% dans du PBS)
fraichement préparés ont finalement été ajoutés a raison de 0,05 mL par
puits. La lecture du titre s'est faite aprés une incubation de 30 min a la
température de la piéce. Le titre hémagglutinant (HA/mL) de I'échantillon
est la réciproque de la plus haute dilution qui provoque 100%

d'hémagglutination.

1.4 Dosage protéique

Les concentrations en protéines des différents échantillons ont été
evaluées a t'aide du "BCA protein assay kit" selon les recommandations du
manufacturier (Pierce Chemical Company, Rockford, 1ll., USA). Un volume
de 1 mL du réactif "BCA" (solution A: solution B dans un rapport de 50:1,
annexe 1) a été ajouté a 0,1 mL des échantillons a tester et ces derniers
ont été incubés 30 min a 60°C. Une courbe standard de 0 a 10 pg effectuée
avec |'albumine sérique bovine (“bovine serum albumin”, BSA, RIA Grade,
Sigma, Montréal, Québec, Canada) comme standard protéique était faite en

paralléle. L'absorbance des échantillons a été lue au spectrophotométre
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(Carry (1E) U.V.-Visible Varian, Australie} a une longueur d'onde de 562

nm.

1.5 Purification des protéines virales

Les protéines HA, NA et M du virus influenza A/USSR ont été
séparées par une électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de
SDS selon la technique décrite par Laemmli (1970). Les protéines ont
ensuite été extraites du gel par une électroélution (Donofrio et al., 1986).
Cette technique a permis d’obtenir des protéines biologiquement inactives.
La HA et la NA ont également été purifices par une autre méthode
permettant de conserver leurs activités biologiques, soit une
chromatographie d’affinité sur une colonne de N-(p-aminophenyl) oxamique
acide (NAPOA, Sigma) selon ia technique décrite par Arora et Henrichon

(1994).

1.5.1 Electrophorése et conditions électrophorétiques

L'appareil  électrophorétique "Protein Cell Siab" (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA., USA) a été utilisé pour la purification des
protéines virales selon les recommandations du manufacturier. Un volume
de 0,5 mL de tampon d'échantilion (annexe 1) a été ajouté a 5 mg de la

suspension virale. Ce mélange a été chauffé 5 min a 100 °C afin de
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permettre la dissociation des particules virales puis centrifugé 5 min a
16000 x g a la température de la piéce. L'échantillon a été déposé a l'aide
d'une seringue tuberculine munie d'une aiguille 23 G sur un gel de 1,5 mm
d'épaisseur (gel de séparation 7.5 % acrylamide et gel de regroupement 4%
acrylamide, annexe 1) pourvu d'un seul puits. L'électrophorese s'est
poursuivie @ 50 V pendant 18 h a l'aide d'un générateur de courant de
marque Buchler (Buchler instruments, Fort Lee, NJ, USA) dans un tampon
d'électrophorése en plaque (annexe 1) jusqu'a ce que le front de bleu de
bromophénol arrive au bout du gel. Aprés l'électrophorése, 1 cm des
extrémités gauche et droite du gel ont été coupées et colorées au bleu de
coomassi 0,4% (p/v) (Bio-Rad). Par la suite, ces languettes ont été alignées
de chaque cété de la portion de gel non coloré permettant ainsi de repérer
les protéines sur le gel et de couper les bandes de gel correspondant aux

protéines voulues.

1.5.2 Electroélution et dialyse des protéines

L'electroélution des protéines s'est faite a l'aide de I'appareil "Gel
Rod Unit" (modéle GT-5, Hoefer Scientific Instrument, San Francisco, CA.,
USA). L'appareil est monté avec des pipettes sérologiques de 5 mL en
borosilicate tronquées et bouchées par de l'acrylamide 4%. Au bout de

chacune des pipettes était fixé un sac a dialyse de porosité 12-14 kDa
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(Spectra/Por 2, Spectra medical industrie, LA, USA). Les bandes de gel
correspondant aux protéines a électroéluer ont été coupées en petits
morceaux et ces derniers ont été déposés dans les pipettes préalablement
remplies avec du tampon d'électrophorése en plaque. La chambre inférieure
de l'appareil était remplie d'un tampon d'électrophorese en tube (annexe 1)
et la chambre supérieure était remplie d'un tampon d'électrophorése en
plaque. L'électroélution s'est poursuivie pendant 20 h a 150 V a 4°C avec
agitation a I'aide d’'un générateur de courant Buchler. Aprés ['électroélution,
le contenu de la chambre inférieure a été remplacé par un tampon Tris 0,05
M pH 7,4 et les proteéines ont été dialysées pour 2 périodes de 2 h contre ce
tampon. Cette étape a été répétée deux autres fois avec un tampon Tris
0,008 M a pH 7,4. Le contenu des sacs a dialyse a finalement été
rassemblé dans des tubes de polyallomére 5 mL (Beckman) et lyophilisé
dans un appareil "Speed Vac" (Savant, Farmingdale, NY, USA) pendant 16-

20 h.

1.5.3 Extraction du SDS résiduel des échantillons

Le SDS contenu dans les échantillons a été extrait & l'aide d'un
solvant composé d'acétone (BDH, St-Laurent, Québec, Canada), de
triethylamine (Eastman, Rochester, NY, USA), d'acide acétique (BDH) et

d'eau distillée dans des proportions de 85:5:5:5 tel que décrit par
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Henderson et al.,, (1979). Les protéines resuspendues dans un volume de 3
mL de ce solvant ont été maintenues sur la glace pendant 1 h et agitées
vigoureusement a toutes les 15 min. La récupération des échantillons s'est
faite par une centrifugation a 30000 x g pendant 20 min a 4°C. Le culot de
protéines a été resuspendu dans du PBS a pH 7.4 et la concentration

protéique a éte déterminée.

1.5.4 Chromatographie d’affinité sur colonne de NAPOA

Une chromatographie d'affinité sur colonne de NAPOA a également
été utilisée afin de purifier la HA et ia NA. Le virus purifié (1,5 mg) a d’abord
été dissocié par un traitement au Nonidet P-40 (NP-40, Sigma) 1% (v/v)
dans du tampon PBS a pH 7,4 pendant 1 h a 25°C pour étre ensuite
centrifugée 2 h 2 145000 x g a 4°C. Le surnageant obtenu a été ajusté a
1mg/mL dans du PBS contenant 1% NP-40. Cette suspension a été
déposée sur un gradient de saccharose 5-25% préparé dans du PBS
contenant 1% de NP-40 pour étre ensuite centrifugée pendant 18 h &
286000 x g a 4°C. Les fractions contenant la HA et la NA ont été récoltées
et dialysées 2 h dans des sacs de porosité 12-14 kDa dans un tampon
d’absorption (0,05 M acétate de sodium, 2 mM CaCl,, 0,2 mM disodium
éthylénediaminetétraacétate dihydrate (EDTA) et 0,1% NP-40) a pH 8,8.

Les échantillons dialysés ont ensuite été déposés sur une colonne de 3 mL
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remplie d’adsorbant NAPOA. La colonne a été lavée avec le tampon
d’absorption et des fractions de 1 mL ont été récoitées (collecteur de
fractions Ultrarac, LKB, Stockholm, Suéde) a un débit de 1 ml/min.
L'absorbance de chacune des fractions récoltées contenant la HA a été lue
a une longueur d'onde de 254 nm. L'élution de la NA a été faite & l'aide de
0,1 M de sodium bicarbonate pH 9,1. Les échantillons de protéines ont
ensuite été traités avec des Bio Beads SM-2 (30% du volume a traité)
pendant 18 h a température de la piéce afin d’éliminer le NP-40, ils ont été
resuspendus dans du tampon PBS a pH 7,4 et la concentration protéique a

été déterminée.

1.6 Préparation des anticorps polyclonaux anti-NA/HA.
1.6.1 Purification des anticorps

Les anticorps polyclonaux anti-NA et anti-HA ont été produits chez
des lapins blancs de Nouvelle Zélande tel que décrit par Arora et al.,
(1984). La purification des anticorps s'est fait par une chromatographie
d'affinité. Un volume de 5 mL de sérum a été filtré sur laine de verre et
recolté dans des tubes de polyallomére de 5 mL (Beckman). Les tubes ont
été centrifugés & 20000 x g pendant 20 min & 4°C. Le surnageant ainsi
récolte a eté dilué 10 fois avec du tampon PBS a pH 8 et déposé sur une

colonne de 3 mL remplie de protéine A sepharose (Pharmacia Biotech,
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Uppsala, Suéde). La colonne a été lavée avec plusieurs volumes de PBS
pH 8 et des fractions de 1 mL ont été récoltées a un débit de 1 mL/min.
L'absorbance de chacune des fractions récoltées a été lue a une longueur
d'onde de 280 nm et I'élution a débuté lorsque 'absorbance était stable et
prét de zéro. Les anticorps ont été élués avec de i'acide citrique 0,1 M a pH
3 et récupérés dans des tubes contenant 0,05 mlL de Tris 2 M a pH 8. Les
fractions contenant les IgG ont été rassemblées et dialysées dans des sacs
de porosité 12-14 kDa pour deux périodes de 2 h contre 1 L de tampon PBS
a pH 7,4. La concentration protéique a été déterminée et les anticorps ont

été aliquotés a raison de 1 mg par tubes puis conservés a -80°C.

1.6.2 Fragmentation des anticorps par digestion a la pepsine

La fragmentation des anticorps s'est faite tel que décrit par Arora et
al., (1984). Une quantité de 1 mg d'lgG a été dialysée dans des sacs de
porosité 12-14 kDa contre 1 L de tampon acétate 0,1 M a pH 4.3. Aprés la
dialyse, les 1gG ont été mises en présence de la pepsine (Sigma) dans un
ratio immunoglobulines/pepsine de 50:1. Ce mélange a été incubé a 37°C
pendant 16 h dans un bain marie et la réaction a été arrétée en déposant
les tubes sur la glace. Les immunoglobulines fragmentées ont été dialysées
dans des sacs de porosité 12-14 kDa pour deux périodes de 2 h contre du

tampon PBS a pH 8. L'isolement des fragments F(ab'), a été effectué par
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une chromatographie d'affinité sur colonne de protéine A sepharose. La
colonne a été lavée avec plusieurs volumes de PBS a pH 8. L'absorbance
de chacune des fractions a été lue a 280 nm et les fractions contenant les
fragments ont été rassemblées et conservées a -80°C. La concentration
protéique a été déterminée et I'analyse des fragments a été faite a I'aide

d'une électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS.

1.7 Gels analytiques

Les gels analytiques du virus et des diverses protéines étaient faits a
partir d'électrophoréses sur gel de polyacrylamide en présence de SDS
selon la méthode décrite par Laemmli (1970) a l'aide de I'appareil "Mini-
protein I} Electrophoresis System" (Bio-Rad). Des quantités de 10 ug de
virus ou 2 pg de protéines ont été resuspendues dans un tampon
d'échantillon et incubée a 100°C pendant 5 min. L'échantillon a été déposé
sur un gel de 0,75 mm d'épaisseur (gel de séparation 10% et gel de
regroupement 4%) pourvu d'un peigne a 10 puits. L'électrophorése s'est
effectuée sous une tension constante de 200 V générée par un appareil
Bio-Rad (modéle 250/2.5) pendant 45 min dans un tampon d'électrophorése
en plaque. Le poids des protéines a été évalué a I'aide d'un mélange de
protéines standard (2 pg), provenant de la compagnie Amersham (Oakville,

Ontario, Canada), traitées de la méme fagon que les échantillons. Le
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mélange comprend ia myosine (200 kDa), la phosphorylase b (97,4 kDa), ie
BSA (66,2 kDa), I'olvalbumine (45 kDa), I'anhydrase carbonique bovine (31
kDa), l'inhibiteur de la trypsine de la féve de soya (21,5 kDa) et le lysozyme

(14,4 kDa).

1.8 Coloration des gels analytiques

Une coloration au nitrate d'argent a été utilisée pour visualiser les
protéines sur les gels analytiques (Andrews 1981). Le gel a d'abord été fixé
sous agitation constante pendant 60 min dans une solution de méthanol,
d'acide acétique glaciale et d'eau distillée dans les proportions 5:5:1. Cette
solution a ensuite été remplacée par un voiume de 100 mL d'une solution
de glutaraldéhyde 10 % (Fisher) et aprés 20 min sous agitation constante,
le gel a été lavé avec 200 mL d'eau distillée pendant 4 périodes de 15 min
chacune. Le gel a par la suite eté mis en présence d'un volume de 100 mL
d'une solution de nitrate d'argent ammoniacal (0,78 % p/v, annexe 1)
pendant 15 min et a ensuite été lavé avec de I'eau distiliée pendant 2 min.
L'eau a été remplacée par 100 mL de solution développante (annexe 1) et
la coloration des bandes de protéines a été arrétée avec de I'acide acétique

glacial 1 % lorsque les protéines devenaient bien visibles.
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2.0 Préparation des PMNL
2.1 Isolement des PMNL

Les PMNL ont été prélevés du sang de volontaires travaillant a
I'Institut Armand-Frappier. Les cellules ont été isolées a l'aide du milieu
"Lympholyte-poly" (Cederlane, Hornby, Ontario, Canada) selon les
recommandations du manufacturier. Un volume de 5 mL du sang
périphérique frais a été délicatement déposé sur 3 mL de milieu contenu
dans des tubes de polystyréne (Falcon, Fisher). Les tubes ont été
centrifugés a 300 x g pendant 35 min a 20°C. Aprés la centrifugation les
globules rouges se retrouvaient au culot tandis que les PMNL se situaient
entre les globules rouges et l'interphase. Les cellules ont été récoltées et le
volume complété a 30 mL avec du tampon HBSS (Gibco BRL, Burlington,
Ontario, Canada) sans calcium et magnésium et une centrifugation de 10
min a 200 x g a 4°C a suivie. Le culot de cellules lavées du milieu de
séparation a été soumis a un choc osmotique avec 2 mL d'eau distillée
froide sous agitation au vortex pendant 10 sec. Par la suite, un volume de 8
mL de tampon HBSS a été ajouté et les cellules ont été centrifugées de
nouveau comme mentionné plus haut pour un deuxiéme lavage. Le culot de
cellules a été resuspendu dans 1 mL de HBSS et le nombre de cellules
viables a été compté par exciusion au bleu de Trypan (Fisher; solution 0,5%
p/v dans du PBS). La concentration cellulaire a été ajustée a 1x10°

cellules/mL avec du HBSS et un volume de 0,5 mL de la suspension de
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PMNL a ensuite été déposé dans un tube eppendorf de 1,5 mL (Fisher).

Les cellules ont été conservées a 4°C jusqu'a la stimulation.

2.2 Stimulation des PMNL

Les PMNL en suspension ont regu des doses variant de O uyg a 7,5 ug
de virus entier purifié et des doses variables (0 a 2 pg) de protéines virales.
Les cellules ont été incubées a 37°C pour des périodes de temps
différentes (0 a 60 min). Aprés la stimulation, la réaction a été arrétée avec
4 volumes de HBSS froid et les cellules ont été centrifugées pendant 10 min
a 200 x g a 4°C. Le culot de cellules a été resuspendu dans 0,05 mL de
tampon d'essai froid (annexe 1) et maintenu sur glace jusqu'au dosage de
{'activité PKC. Les antigénes utilisés pour la stimulation étaient le virus
influenza purifié A/USSR, et les protéines HA, NA et M de la méme souche

virale.

2.3 Inhibition de l'activité PKC induite par le virus et les glycoprotéines
par l'utilisation d’anticorps

Les PMNL ont été mis en présence de complexes antigéne/anticorps
préalablement formés. Des quantités de 0,25 pg de protéines virales et 5 pg
de virus entier ont été mis en présence d'un excés de fragments F(ab’),

anti-NA/HA. La réaction antigéne/anticorps s'est poursuivie pendant 1 h a



37°C tel que décrit par Arora et al, (1984). Les cellules ont ensuite été
mises en présence de ces complexes 30 min a 37°C. Les PMNL ont par la
suite été préparés pour le dosage de l'activité PKC tel que décrit a la

section 2.2.

2.4 Etudes de compétition

Les PMNL ont été mis en présence de 0,25 pg de HA ou de NA pour
une période de 5 min a 37°C. Aprés cette premiére incubation, un
échantillon de cellules a été prélevé et préparé pour la mesure de l'activité
PKC tel que décrit a la section 2.2, Par la suite une quantité de 0,25 ug de
HA ou de NA ou 1 pM de PMA ont été ajoutés aux cellules restantes pour
une incubation additionnelle de 30 min a 37°C. Par la suite, ces cellules ont
également été préparées pour la mesure de I'activité PKC tel que décrit a la

section 2.2.

2.5 Isolement des fractions particulaires et cytosoliques

Les fractions membranaire et cytosolique ont été isolées selon Ia
méthode de Charkravarthy et al., (1992). Les cellules stimulées ont été
resuspendues dans un milieu de lyse hypotonique froid (annexe 1) a une
concentration de 1x10° cellules/mL et ont été conservées sur glace pour

subir deux sonications de 15 sec chacune a 20 megahertzs/sec. La



suspension a par la suite été centrifugée pendant 5 min a 600 x g a 4°C. Le
surnageant contenant les membranes et le cytosol a été récupéré et
centrifugé pendant 30 min a 16000 x g a 4°C. Les membranes ont été
récoitées au culot et resuspendues dans le tampon d'essai tandis que le
surnageant constituait la fraction cytosolique. La concentration en protéines
de chacune des fractions (membranaire et cytosolique) a été déterminé et 4

Hg de protéines ont été utilisées pour la mesure de l'activité PKC.
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3.0 Mesure de l'activité PKC
3.1 Activité PKC associée a la membrane cellulaire.

L'activité PKC associée a la membrane cellulaire a été mesurée selon la
méthode de Chakravarthy et al., (1991). Le milieu réactionnel (0,05 mL
final) contenait 2x10° cellules resuspendues dans le tampon d'essai ou 4 g
de de membranes isolées, 75 pM de substrat composé de la séquence
d'acides aminés 4 a 14 de la protéine basique de la myéline, (“acetylated
peptide containing myelin basic protein”, Ac-MBP (4-14)), Boehringer
Mannheim, Laval, Québec, Canada), 1 pM de chlorure de caicium (Fisher),
et 50 uM d'ATP radioactif [y **P] (Amersham, activité spécifique 110
cpm/pmol). Aprés l'incubation de 10 min a4 25°C dans un bain marie, la
réaction a été arrétée par l'ajout d'acide acétique glacial 5%. Les
échantillons ont été centrifugés 15 sec 10000 x g 4 4°C et 0,045 mL de ces
echantillons ont été déposés sur des papiers filtres (Whatman P81, Fisher)
de 2 cm?. Les filtres ont été lavés pour deux périodes de 10 min dans de
l'acide aceétique glacial 5% avec faible agitation, séchés a I'air libre pendant
quelques minutes et déposés dans des vials a scintillation contenant un
volume de 7 mL de liquide a scintillation "Formula 989" (New England
Nuclear, Mississauga, Ontario, Canada). La mesure de la radioactivité
contenue sur chague papier a été faite a I'aide d'un compteur a scintillation
liquide (Tri-Carb modéle 2200 CA, Packard instruments, 1ll, USA). L’activité

mesurée aprés 0 min de la réaction enzymatique a été soustraite de
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I'activité obtenue aprés 10 min de la réaction enzymatique résultant ainsi en

I'activité PKC nette.

3.2 Activité PKC de la fraction cytosolique

La mesure de l'activité PKC de la fraction cytosolique a été faite
selon la méthode de Chakravarthy et al., (1992). Le milieu réactionnel
contenait 4 pg de protéines provenant de la fraction cytosolique, 75 uM de
substrat Ac-MBP (4-14), 1 puM de chlorure de calcium, 50 pyM d'ATP
radioactif [y **P] (activité spécifique 110 cpm/pmo!), 1 uM de PMA (Sigma)
dissous dans du diméthyisulfoxide a une concentration de 0,002 M et 10 pg
de PS (Sigma) La PS a eté dissous dans une solution de
méthanol:chloroforme 5:95, évaporée avec de l'azote gazeux et conservée
a -20°C. Avant l'utilisation le produit a été resuspendu dans du tampon
d'essai et a subit une sonication de 10 sec a 30 megahertzs/sec. La
réaction enzymatique ainsi que la préparation des échantillons pour la
mesure de la radioactivité ont été effectuées selon la méthode décrite a la

section 3.1.



4.0 Statistiques

Les expériences ont été répétées trois a cinq fois avec des
échantillons faits en duplicata. Les résuitats présentés dans les tableaux ou
les figures représentent une moyenne du nombre d’expériences
indépendantes effectuées en duplicata. Afin de vérifier si la différence entre
les échantillons testés et les témoins de cellules non stimulées est
significative, un test de t Student a été effectué. Les résultats étaient

considérés significatif lorsque la valeur de p était inferieure a 0,05.



RESULTATS



1.0 Profil peptidique du virus et des protéines virales purifiés
1.1 Virus

La figure 8 présente le profil polypeptidique du virus influenza
A/USSR/80/77 purifié par centrifugation isopycnique sur gradient de
saccharose selon la méthode de Arora et al.,(1985). Le puits 2 contient le
virus sous conditions non réductrices. Les bandes observées correspondent
aux protéines telles qu’identifiées par Phelan et al., (1980), soit les formes
dimérique (180 kDa) et monomérique (85 kDa) de la HA, la forme
oligomérique de la NA (140 kDa), la NP (56 kDa) et la protéine M (29 kDa).
Les standards de poids moléculaire sont décrits a la section 1.7 de la partie

matériels et méthodes.

1.2 Protéines virales

Le profil des protéines virales purifiées est présenté a la figure 9. Les
bandes correspondent aux protéines du virus influenza telles qu’identifiées
selon Phelan et al., (1980). Le puits 2 contient la NA oligomére en
conditions non réductrices ol une seule bande y est visible & 140 kDa. Le
puits 3 contient la HA monomére non réduite a 80 kDa et le puits 4
correspond a la protéine M qui a une masse de 29 kDa. Les standards de
poids moléculaire sont décrits a la section 1.7 de la partie matériels et

méthodes.
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Figure 8. Profil peptidique du virus grippal.

Image digitalisée d'un gel de polyacrylamide 10% présentant le profil
polypeptidique du virus influenza A/JUSSR/90/77. La souche virale a été
purifiée par ultracentrifugation isopycnique sur gradient de saccharose. Une
quantité de 10 pg de virus et 2 pug de protéines standards ont été dissociés
par ébullition dans ie tampon d’échantillon sous conditions non réductrices.
L’électrophorése s'est poursuivie pendant 45 min sous une tension
constante de 200 V. Le gel a ensuite été coloré au bleu de coomassie. Les
protéines standards sont au puits 1 et ie puits 2 comprend le virus ol sont
identifiées les protéines virales.
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Figure 9. Vérification de la pureté des protéines virales.

Image digitalisée d’'un gel de polyacrylamide 10% démontrant les protéines virales
purifiées. Les protéines ont été purifiées par une électrophorése sur gel de
polyacrylamide. Des quantité de 2 pg de chacune des protéines et 2 pg de
protéines standards ont été dissociées dans le tampon d’échantilion sous
conditions non réductrices et I'électrophorése s’est poursuivie pendant 45 min
sous une tension constante de 200 V. Les protéines ont ensuite été visualisées
par une coloration au nitrate d’argent. Le puits 1 contient les protéines standards
et les puits 2, 3 et 4 contiennent respectivement les protéines NA, HA et M.
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2.0 Activité PKC des PMNL
2.1 Réponse des PMNL face au virus entier

Selon Hartshorn et al., (1992b), le virus influenza active les
neutrophiles en utilisant les mémes mécanismes de transduction utilisés par
le FMLP, soit en activant la PKC. Nous avons donc verifier le potentiel du
virus a stimuler I'activité PKC selon nos conditions expérimentales. Les
PMNL ont été mis en présence de doses de virus variant de 0 a 7.5 pg
pendant 30 min a 37°C. L'activité de 'enzyme a ensuite été mesurée par la
quantification de phosphates radicactifs incorporés dans un substrat
synthétique, tel que deécrit a la section 3.1 de la partie matériels et
méthodes. Les cellules non traitées montraient une activité PKC de base a
15,4 + 1,7 pmol/2x10° cellules/min. Un traitement des cellules avec 2,5 ug
de virus a provoqué une élévation d'activité a 26,8 + 2,2 pmol/2x10°
cellules/min et I'addition de 5 pg de virus a résuité en une augmentation de
l'activité PKC (51,9 £ 3,7 pmol/2x10° cellules/min) prés de quatre fois
superieure par rapport aux cellules non traitées. Au dela de 5 ug de virus,
un plateau etait atteint puisque les PMNL traitées avec 7,5 ug de virus
montraient une activité PKC de 49,0 + 2,8 pmol/2x10°® cellules/min. Ces
résultats confirment le potentiel qu'a le virus influenza d'activer la PKC des

PMNL.



2.2 Courbe dose-réponse avec les glycoprotéines purifiées

Afin de déterminer quelles sont les protéines qui conférent au virus le
potentiel d’activer la PKC, nous avons vérifié I'effet des glycoprotéines HA
et NA purifiées sur l'activité PKC des PMNL en incubant les cellules en
présence de doses de HA et de NA biologiqguement inactives, variant de 0 a
2 ug, pendant 30 min a 37°C (figure 10). L’'activité de la PKC a ensuite été
mesurée par la méthode décrite a ia section 3.1 de la partie matériels et
méthodes. Les PMNL traités au PBS montraient une activité de base a 13,8
+ 1,5 pmol/2x10° cellules/min. L’augmentation de la quantité de HA jusqu’a
0,25 ug a résulté en une augmentation linéaire (r = 0,98) de I'activité PKC.
L'addition de 0,1 ug de HA aux cellules a augmenté prés de deux fois
I'activité de I'enzyme, suivie par une autre augmentation de la méme
magnitude lorsque |la dose de HA a été élevée a 0,2 pg. L'activité maximum
(59,0 £ 1,3 pmol/2x10° cellules/min) a été observée a 0,25 pg de HA et est
significativement supérieure (p< 0.05) a 'activité des PMNL traités au PBS.
La stimulation paraissait optimale a cette dose puisqu’une augmentation de
la quantité de HA a 2 pg n'a pas provoqué une augmentation d'activité PKC
(63,4 + 2,9 pmol/2x10° cellules/min) significativement différente de celle
observée a 0,25 pug. Une courbe dose-réponse similaire a été observée
pour la NA. L'activité optimale (56,5 + 1,8 pmol/2x10° cellules/min) a
également été observée a 0,25 ug de NA et un plateau a été atteint au dela

de cette dose.
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Figure 10. Activité de la PKC des PMNL humains en fonction de la concentration
de glycoproteines.

Les PMNL suspendus dans du tampon HBSS ont été stimulés par différentes
concentrations de HA——8——ou NA —-8—— (0 a 2 pg) pour une période de
30 min & 37°C. Les cellules ont ensuite été testées pour leur activité PKC. Les
valeurs représentent I'activité PKC totale sur le substrat Ac-MBP (4-14) et sont la
moyenne de trois expériences indépendantes effectuées en duplicata.
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2.3 Cinétique du temps

Les PMNL ont été mis en présence de 5 ug de virus, 0,25 pg de
chacune des glycoprotéines purifiées, HA et NA dépourvues d’'activité
biologique et 1 yM de PMA pour une période de 0 a 60 min a 37°C afin de
déterminer I'effet de ces composantes virales, sur l'activité PKC en fonction
du temps de stimulation. A toutes les 15 minutes, des échantillons
cellulaires étaient prélevés et préparés pour la mesure de lactivité PKC.
Les PMNL traités au PBS ne montraient aucune augmentation d’activité
PKC en fonction du temps alors que les cellules traitées avec les
glycoprotéines ou le virus montraient une augmentation d'activité deux fois
supérieure par rapport au temps 0 dés les premiéres 15 minutes. Aprés 30
min de stimulation, l'activité PKC des cellules traitées par le virus ou par HA
et NA était prés de quatre fois plus élevée qu’'au temps 0. La stimulation
des cellules pendant 30 min paraissait optimale puisque dans les trois cas,
(cellules traitées par le virus, HA et NA) I'activité PKC était stable de 30 a
45 min. Une stimulation prolongée de 45 a 60 min a provoqué une perte
d’activité PKC (figure 11). Le PMA qui est reconnu comme un activateur
potentiel de la PKC a été utilisé a titre de témoin positif. Les PMNL traités
au PMA montraient une augmentation significative de I'activité PKC aprés
15 min de stimulation, soit plus de trois fois supérieure par rapport au
temps 0. Cette augmentation d'activité s’est poursuivie jusqu'a 30 min et

est demeurée stable jusqu’a 60 min.
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Figure 11. Activité de la PKC des PMNL humains en fonction du temps.

Les PMNL suspendus dans du tampon HBSS ont été stimulés avec 5 pg de virus
—M@— et avec |la dose optimale (0,25 ug)} de HA —B— et NA —H— pour des
périodes de temps de 0 4 60 min. A toutes les 15 min, des échantillons cellulaires
étaient prélevés et les cellules ont été testées pour leur activité PKC. Les PMNL
traités au PMA (1uM) et au PBS —8— ont servi respectivement de témoin
positif et négatif. Les résultats représentent I'activité PKC totale sur le substrat Ac-
MBP (4-14) et sont la moyenne de trois expériences indépendantes effectuées en
duplicata.
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2.4 Comparaison du potentiel des divers stimulateurs pour activer la
PKC

Le potentiel du virus entier et de ses protéines purifiées a stimuler
I'activité PKC a été comparé au cours d’'une méme expérience a partir d’'un
méme donneur de sang. Les données décrites au tableau Ill ont confirmé
les résultats obtenus aux sections 2.1 a 2.3 puisque les cellules traitées par
5 pg de virus pendant 30 min a 37°C montraient une augmentation d'activité
PKC (67,4 = 3,8 pmoli2x10°® cellules/min) plus de trois fois supérieure par
rapport aux cellules non traitées (20,3 + 0,9 pmol/2x10° cellules/min). Des
doses de 0,25 pg de HA (sans activité hémagglutinante) ou de NA (sans
activite enzymatique), ont également augmenté I'activité PKC environ
quatre fois par rapport au témoin PBS. De plus, les glycoprotéines
partagent leur potentiel a stimuler I'activité de 'enzyme avec la protéine M.
Cette derniére, qui a été utilisée a la méme dose (0,25 pg) que les
glycoprotéines pour fins de comparaison, montrait un potentiel identique
aux protéines HA et NA. La protéine BSA (0,25 pg) a également été ajoutée
au test afin de vérifier la spécificité des protéines virales a stimuler la PKC
des PMNL. Purifiée a partir d’'un gel de polyacrylamide dans les mémes
conditions que les protéines virales, cette protéine n'a pas provoqué
d’augmentation significative de I'activité PKC lorsque comparée au témoin
PBS. Finalement, le PMA (1 uM), utilisé 2 titre de témoin positif, a provoqué

une élévation de I'activité de la kinase, qui s'est
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Tableau lll. Comparaison du potentiel des divers stimulateurs pour activer la PKC.

Activité PKC
Stimulateurs® (pmol/i2x10° cellules/min)®

PBS 20,3+0,9
BSA 230112
PMA 98,9+3,7°
virus 67,4 + 3,8°

HA 80,0 +7,6°

NA 83,6 £8,0°

M 86,2 £ 9,0°

? Les cellules ont été mises en présence de 1 uM de PMA, 5 pg de virus, et 0,25
pg de BSA, HA, NA et M pendant 30 min a 37°C.

® Les valeurs représentent I'activité PKC totale sur le substrat Ac-MBP (4-14) et
sont la moyenne de cing expériences indépendantes faites en duplicata.

¢ L'augmentation d'activité est significative par rapport aux PMNL non stimulés

(PBS).
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trouvée cing fois plus élevée en comparaison a l'activité des cellules non

traitées.

2.5 Effet des glycoprotéines biologiquement actives sur I'activité PKC
Il a été démontré dans les paragraphes précédents, que la HA
dépourvue de son activité hémagglutinante et la NA enzymatiquement
inactive avaient le potentiel d’activer la PKC des PMNL. Nous avons
également vérifier si I'activation de la PKC par les glycoprotéines était
dépendante de [I'activité hémagglutinante de la HA et de ['activité
enzymatique de la NA. Le tableau IV fait une comparaison entre le potentiel
des glycoprotéines dotées de leur activité biologique et le potentiel des
glycoprotéines dépourvues de leur activé hémagglutinante et
neuraminidasique. Les protéines HA+ et NA+, qui sont pourvues de leur
activité biologique, ont montré la capacité d'activer la PKC des PMNL de
fagon significative. L'activité (67,1 £ 2,5 pmol/2x10° cellules/min) détectée
chez les cellules mises en présence de la HA+, était environ trois fois plus
élevée par rapport au cellules non traitées (19,9 t 0,8 pmoi/2x10°
cellules/min). Cette augmentation significative de I'activité de la PKC a
egalement été détectée chez les cellules traitées avec la NA+ (67,7 £ 1,7
pmol/2x10° cellules/min). De plus, ces résultats démontrent que les

glycoprotéines biologiquement actives, avaient un potentiel d’activation de
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Tableau IV. Effet des glycoprotéines biologiquement actives sur l'activité PKC.

Activité PKC
Stimulateurs® (pmol/2x10° cellules/min)®
PBS 19,9+0,8
PMA 82,4 £0,8°
HA 70,7 £ 2,9°
HA+¢ 67,1+2,5°
NA 69,8 £ 1,3°
NA+¢ 67,7 £1.7°

 Les cellules ont été mises en présence de 1uM de PMA, et 0,25 ug de HA, HA+,
NA et NA+ pour une période de 30 min & 37°C.
b Les valeurs représentent l'activité PKC totale sur le substrat ACMBP (4-14) et

sont la moyenne de trois expériences indépendantes faites en duplicata.

“ Hémagglutinine pourvue de son activité hémagglutinante.
4 Neuraminidase pourvue de son activité enzymatique.

¢ L'augmentation d'activité est significative par rapport aux PMNL non stimulés

(PBS).
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la PKC similaire a celui des protéines dépourvues de leur activité
biologique, puisqu'il n'y a pas de différence significative dans la réponse

des PMNL mis en présence des protéines actives ou inactives.
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3.0 Spécificité des glycoprotéines
3.1 Inhibition par les fragments F(ab’),

La spécificité des glycoprotéines a stimuler la PKC des PMNL a été
confirmée a l'aide d’anticorps dirigés contre la NA et la HA. Puisque les
PMNL possédent des récepteurs pour la portion Fc des immunoglobulines,
les anticorps ont donc été digérés a la pepsine, générant ainsi des
fragments F(ab’),, permettant d'éviter toute forme d’interférence. Les
différents stimulateurs (PMA, virus, HA sans activité hémagglutinante, NA
sans activité enzymatique et M) utilisés, ont été incubés pendant 1 h a la
température de la piéce en présence d'un excés de fragments F(ab’), et ce
mélange a ensuite été incubés a 37°C avec les PMNL. Les résultats
présentés a la figure 12 indiquent que les fragments F(ab’), n’ont eu aucun
effet sur l'activité PKC, puisque les cellules incubées avec 10 ug de
fragments F(ab’),, n'ont montré aucun changement d’activité par rapport au
témoin PBS. Quant aux cellules incubées avec le complexe virus-F(ab’),,
une diminution d’activité de 47%, par rapport a l'activité des cellules
incubées avec le virus seul, a été observée. Des diminutions de 58% et
65% ont été observées chez les PMNL incubés avec les complexes HA-
F(ab’), et NA-F(ab'), respectivement, le niveau d'activité PKC de base
(activite PKC des cellules non traitées) étant presque atteint.

Contrairement, les anticorps n'ont eu aucun effet inhibiteur sur le potentiel
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Figure 12. Inhibition de lactivitt PKC des PMNL humains par les fragments
F(ab’); anti-NA/HA.

Les stimulateurs (1 uM de PMA, 5 g de virus et 0,25 ug de HA, NA et M) ont été
incubés avec 10 pg de fragments F(ab’), anti-NA/HA pendant 1 h a la
température de la piece. Les cellules ont ensuite été mises en présence des
complexes ainsi formés pour une période de 30 min a 37°C et 'activité PKC totale
sur le substrat Ac-MBP (4-14) a été mesurée. Les valeurs représentent une
moyenne de trois expériences indépendantes faites en duplicata. = 10 pg F(ab’):;
0 0 ug F(ab’).
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de la protéine M et du PMA confirmant la spécificité des anticorps vis a vis

les glycoprotéines HA et NA.
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4.0 Spécificité de la protéine kinase C
4.1 Inhibition de I'activité PKC par un inhibiteur spécifique

Un inhibiteur synthétique spécifique a la famille des cPKC a éte
utilisé afin de vérifier si celles-ci étaient responsables de l'activité détectée.
Les cellules ont été stimulées par le PMA, le virus et les glycoprotéines
biologiquement inactives pendant 30 min a 37°C. Au moment de mesurer
I'activité de 'enzyme, un inhibiteur, le peptide (19-31) a été incorporé dans
le milieu réactionnel. Une dose de 50 pM de peptide (19-31) a fortement
inhibé I'activité PKC des PMNL. Les résultats présentés a la figure 13
montrent une diminution d’'activité PKC prés de 90% dans tous les cas par
rapport aux résultats obtenus en absence d'inhibiteur. L'activité chez les
cellules non stimulées a également subi une baisse lorsque Vinhibiteur a
été incorporé dans le milieu réactionnel reflétant ainsi un niveau d'activité

de base chez ces cellules.

4.2 Dépendance de P'activité PKC au calcium

Parmi la douzaine de sous-espéces de PKC, quatre d’entre elles sont
reconnues pour leur dépendance au calcium et elles font partie de la famille
des cPKC (Nishizuka, 1988). L'activité de ces isoformes peut étre
supprimée en |'absence du calcium. Les cellules ont donc été traitées tel

que décrit précédemment et au moment de mesurer I'activité de la kinase,
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Figure 13. Inhibition de l'activitt PKC des PMNL humains par un inhibiteur
spécifique.

Les cellules ont été stimulées par 1 uM de PMA, 5 ug de virus et 0,25 pg de HA et
NA pour 30 min a 37°C. L'activité PKC totale sur le substrat Ac-MBP (4-14) a
ensuite été mesurée avec et sans la présence de 50 pM d’inhibiteur dans le milieu
réactionnel. Les valeurs représentent une moyenne de cing expériences faites en
duplicata. @ 50 uM inhibiteur; O 0 uM inhibiteur.
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0,5 mM d’'EDTA ont été ajoutés au milieu réactionnel, afin de vérifier la
dépendance au calcium de I'enzyme détectee. Les résultats présentés a la
figure 14 montrent qu'en l'absence de calcium dans le milieu réactionnel,
l'activité de la PKC chez les cellules stimulées par le virus et les
glycoprotéines (biologiquement inactives) a diminué de plus de 80% par
rapport a l'activité mesurée en présence de calcium. Le témoin positif
constitué des cellules traitées au PMA, a subi une diminution d’activité de
50%. Quant au témoin PBS une baisse a également été observée en
'absence de calcium, démontrant une activité de base chez les PMNL, due

aux isoformes qui sont dépendantes du calcium.

4.3 Translocation de la PKC du cytoso! a la membrane cellulaire

La PKC est située dans les fractions cytosolique et membranaire des
cetlules. En réponse a une stimulation cellulaire, une redistribution de
I'enzyme, du cytosol & la membrane cellulaire, a lieu et cette translocation
peut étre un index de lactivation enzymatique. Les résultats décrits dans
les sections précédentes indiquent que nous avons détecté l'activité PKC
membranaire. Afin de vérifier si le virus et les protéines avaient provoqué la
translocation nous avons donc mesurer l'activité de la PKC & partir des
fractions cytosoliques et membranaires. Les cellules ont été mises en

présence du PMA, du virus et des protéines HA et NA biologiquement
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Figure 14. Dépendance au calcium de la PKC des PMNL humains.

Les cellules ont été traitées tel que mentionné précédemment. L’activité PKC
totale sur le substrat Ac-MBP (4-14) a ensuite été mesurée en présence de 1 pM
de calcium ou en présence de 0,5 mM de EDTA. Les valeurs représentent une
moyenne de cing expériences faites en duplicata. # 0,5 mM EDTA; O 1 pM
calcium.
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inactives pour des périodes de 0 et 30 min. Les fractions membranaires et
cytosoliques ont ensuite été séparées. L’activité de I'enzyme a été mesurée
a partir de quatre pg de chacune de ces fractions (tableau V). L'activité
PKC cytosolique, chez les celiules stimulées par la HA et ia NA, s'est
trouvée cing fois moins élevée suite 8 30 min de stimulation. Quant a
'activité membranaire, elle s’est trouvée quatre fois plus élevée. La
translocation s'est également produit chez les cellules stimulées par le virus
purifié. L’activité membranaire a augmenté environ quatre fois aprés 30 min
de stimulation par rapport au temps 0 min suite a une diminution de
I'activité cytosolique du méme ordre. Les cellules traitées au PMA ont
montré une forte diminution de l'activité cytosolique, qui s'est trouvée prés
de 8 fois plus faible aprés une stimuiation de 30 min. Toutefois,
'augmentation de I'activité membranaire n'a augmenté que deux fois aprés
30 min de stimulation par rapport au temps 0 min. Quant au témoin PBS,
I'activité PKC est demeurée stable autant dans la fraction cytosolique que

membranaire.
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Tableau V. Translocation de la PKC.

Activité PKC (pmol/ 4 pg de protéines/min)°

Stimulateurs® Fraction cytosolique® Fraction membranaire®
0 min 30 min 0 min 30 min
PBS 264+0.5 242102 99+£1.2 12024
PMA 38.0+238 50+1.8 23108 68.91+0.7
virus 323+18 8418 116+£2.2 454106
HA 359+14 78202 18.2%22 520+1.9
NA 35.9+£05 8.0+1.0 155+ 2.6 51.9+27

? Les cellules ont été traitées par 1 uM de PMA, 5 pg de virus et 0,25 ug de
glycoprotéines (HA et NA) pour des périodes de 0 et 30 min.

b Les valeurs représentent Pactivité PKC totale sur le substrat Ac-MBP (4-14) et
sont la moyenne de trois expériences indépendantes faites en duplicata.

© Suite a la stimulation, les fractions membranaire et cytosolique ont été isolées tel
que décrit a la section 2.5 de la partie Matériels et Méthodes et dosées pour leur

contenu protéique. Une quantité de 4 ug de chacune de ces fractions a par la

suite servie pour la mesure de l'activité PKC.
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5.0 Compétition pour un site cellulaire

La possibilité de compétition entre les deux glycoprotéines (HA et
NA) pour un site cellulaire pour activer la PKC des PMNL a été vérifiée. Les
PMNL ont d'abord été traités avec 0,25 pg de HA (biologiquement inactive)
pendant cing min a 37°C et ils ont subi un second traitement avec 1 pM de
PMA ou 0,25 pg de NA (biologiqguement inactive) pour une période
additionnelle de 30 min (figure 15a). L'inverse a également été fait, soit un
premier traitement avec 0,25 ug de NA (biologiquement inactive) pour cing
min suivie d'un second traitement avec le PMA ou la HA (biologiquement
inactive) pour 30 min (figure 15b). Les résuiltats démontrent que I'activité
PKC (134,5 £ 1.8 pmol/2x10° cellules/min), des cellules préalablement
traitées par HA et stimulées subséquemment par le PMA, s'est trouvée pres
de deux fois supérieure par rapport a l'activité (75,8 + 2,5 pmol/2x10°
cellules/min) observée chez les cellules témoins traitées par HA seulement.
Quant aux cellules traitées par HA et subséquemment stimulées par la NA,
elles n'ont montré aucune différence significative (74,7 + 2,3
pmol/2x10°cellules/min) par rapport aux cellules traitées par HA seulement.
Les observations étaient similaires chez les PMNL qui ont subi un premier
traitement par la NA suivie d'une stimulation subséquente par le PMA.
L’activité PKC de ces cellules (138 £ 2 pmol/2x10° cellules/min) a augmenté
prés de deux fois par rapport a I'activité des celiules témoins stimulées par

NA seulement (74,1 £ 4,2 pmol/2x10° cellules/min). Finalement, les cellules
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Figure 15. Compétition entre les divers stimulateurs pour un site cellulaire pour
activer la PKC des PMNL.

Les cellules ont d’abord été traitées par 0,25 ug de HA (figure a) ou 0,25 ug de NA
(figure b) pour une période de 5 min a4 37°C. Aprés ce premier traitement, un
échantillon de cellules a été prélevé et I'activité PKC a été mesurée. Par la suite
une quantité de 0,25 ug de HA —8— ou de NA ----B---- ou une dose de 1 uM de
PMA -—m-— ont été ajoutées pour une période additionnelle de 30 min et
l'activité PKC a été mesurée de nouveau. Les valeurs représentent I'activité PKC
totale sur le substrat Ac-MBP (4-14) et sont la moyenne de trois expériences faites
en duplicata.
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qui ont regu un premier traitement par NA suivie d’'un stimulation
subséquente par ia HA, n'ont montré aucune augmentation d’activité
significative (73 £ 1,8 pmol/2x10° cellules/min) par rapport aux celiules

stimulées par NA seulement.



DISCUSSION
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La PKC est une enzyme impliqué dans la transduction de plusieurs
signaux qui peuvent induire une réponse immunitaire ou un mécanisme de
défense. La phosphorylation de protéines, catalysée par la PKC, est un
procédé majeure dans l'activation des PMNL. Hartshorn et ai., (1992b;
1990), ont rapporté que le virus influenza active les PMNL, tel que
démontré par l'induction du métabolisme oxydatif, en employant des
mécanismes de transduction impliquant la PKC. Nos résultats
correspondent avec les leurs puisque nous avons démontré le potentiel
que possede le virus influenza de type A pour stimuler 'activité PKC des
PMNL humains. Cependant, les composantes virales responsables de
cette augmentation d'activité PKC des PMNL sont inconnues. Nous avons
donc examiné le potentiel de diverses protéines du virus influenza a

stimuler I'activité PKC des PMNL humains.

Les résuitats démontrent que nous avons identifié trois protéines du
virus influenza, soit la HA, la NA et la M, qui possédent le potentiel
d'activer la PKC des PMNL humains. La dose optimale de glycoprotéines
pour activer la PKC des PMNL a d'abord été déterminée. Tel que
démontré a la figure 10, I'activité de la PKC est dépendante de la dose de
glycoprotéines. Le profil des courbes qui est similaire pour les deux

glycoprotéines, démontre que ces derniéres ont un potentiel identique
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pour activer I'enzyme. L'augmentation linéaire de I'activité en fonction de
la dose de glycoprotéines témoigne de la pureté des stimulateurs utilisés
et démontre par le fait méme la présence d’'une réaction enzymatique
(Eymery, 1987). Cette augmentation d’activité en fonction de la dose est
également indicatrice de l'implication probable d'un site cellulaire et la
présence d'un plateau au dela de la dose optimale, suggére que nous
avons obtenu, a 0,25 pg, une dose de saturation. Goodwin et Weinberg,
(1982) ont rapporté un phénoméne similaire lorsqu’ils ont mesuré I'activité
de la NADPH oxidase chez les PMNL humains mis en présence d'un
stimulateur de la PKC, le phorbol-12,13-dibutyrate. lis ont démontré une
augmentation de l'activité NADPH oxydase qui est devenue stable au

moment de saturation du récepteur.

L’effet du virus et des glycoprotéines sur I'activité PKC en fonction
du temps de stimulation a également été déterminé. Les résultats
montrent que le temps de stimulation est un éiément qui influence
I'activité PKC. Chez les cellules traitées par le virus ou les glycoprotéines
I'activité de 'enzyme augmente en fonction du temps pour atteindre une
activation maximale aprés 30 min de stimulation. Cependant, une perte
d’activité est observée aprés 45 min et les raisons de cette diminution
nous sont inconnues. Des travaux indiquent toutefois que des inhibiteurs

endogénes, présents chez les neutrophiles, ou la dégradation de I'enzyme
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par des protéases due a une activation chronique, pourraient étre
responsables de cette chute d’activité (Balazovich et al., 1986; Ballester
et Rosen, 1985). Le réle de cette dégradation au niveau de la régulation
des fonctions cellulaires n'est toujours pas déterminé clairement (Pears,

1995; Hug et Sarre, 1993).

La portion ou la propriété des protéines, qui est responsable de
I'augmentation d’activité PKC, nous est inconnue. Cependant, des
propriétés importantes qui ne paraissent pas impliquées dans le
processus d’activation de la PKC ont été identifiées. D'abord, les résuitats
présentés au tableau lll indiquent que la protéine M, une composante
majeure du virus influenza, lorsqu'elle est utilisée dans les mémes
conditions que les glycoprotéines, a un potentiel aussi élevé que ces
derniéres pour stimuler l'activité PKC des PMNL humains. Puisque les
deux types de protéines, glycosylées (HA et NA) et non glycosylée (M),
ont un potentiel de stimulation similaire, les oligosaccharides présents sur
HA et NA ne joueraient donc pas de réle critique dans I'activation de la
kinase. A «ce jour, aucun rdle spécifique n'est attribué aux
oligosaccharides dans [!'activation d’enzymes membranaires par des
signaux externes, puisque plusieurs protéines non glycosylées peuvent

provoquer une augmentation d’activité chez ces enzymes. Little et al.,
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(1994) et Pfeffer et al., (1990) ont démontré le potentiel que possede
I'interféron (INF)-a, une protéine non glycosylée, pour activer la NADPH
oxydase et la PKC chez les macrophages et les PMNL. Arora et Henrichon
(1994), ont également démontré que la protéine M du virus influenza
stimule 'activité NADPH oxydase des PMNL. Deuxiémement, les résultats
présentés au tableau IV indiquent que les protéines biologiquement
actives ont un potentiel similaire a celui des protéines dépourvues de leur
activité biologique pour activer la PKC des PMNL. Il nous a donc été
possible de conclure que 'activation de la PKC par les glycoprotéines est
indépendante de {'activité hémagglutinante de la HA et de [activité
enzymatique de la NA. Considérant le rble clé que joue la PKC dans
I'activation de la NADPH oxydase, ces résultats correspondent avec ceux
rapportés par Arora et Henrichon (1994) puisque cette équipe a démontré
que l'activation de la NADPH oxydase est également indépendante de

I'activité biologique des glycoprotéines.

Le fait que des protéines différentes possédent un potentiel
identique pour stimuler I'activité PKC peut laisser croire a la présence de
stimulateurs non spécifiques dans les échantillons de protéines. Nous
pouvons toutefois exclure que des impuretés, présentes dans les

échantillons de protéines, soient responsables de 'augmentation d’activité



128

observée car les résultats démontrent que cette augmentation d'activité
est spécifique aux protéines virales. D'abord, les cellules ont été incubées
en présence de la protéine BSA. Cette protéine qui a subi le méme
traitement que les protéines virales, ne provoque pas d'augmentation
d’activité significative par rapport aux cellules non stimulées.
Deuxiémement, cette spécificité a été confirmée par VFutilisation
d'anticorps dirigés contre les glycoprotéines. Puisque les PMNL
possédent des récepteurs pour les portions Fc des immunoglobulines
(Roitt et al.,1988), nous avons donc utilisé les fragments F(ab’), afin
d'éviter toute forme d'interférence. L'utilisation d'anticorps servant a
démontrer la spécificité de protéines virales a induire une réponse
cellulaire a déja été rapportée. Arora et al., (1984), ont démontré que des
anticorps dirigés contre les glycoprotéines du virus influenza inhibent le
potentiel de celles-ci a stimuler l'activité cytotoxique ces cellules NK.
Quant a nos résultats, ils indiquent que I'activité PKC des cellules
stimulées par le virus ou les glycoprotéines est inhibée lorsque ces
composantes sont complexées a des anticorps, ce qui démontre la
spécificité des glycoprotéines a stimuler la PKC. Les anticorps qui forment
un complexe avec les glycoprotéines, empéchent peut-étre celles-ci de se
coupler a un site sur la cellule ou bien ils bloquent, sur les glycoprotéines,
le site qui est responsable de l'activation de la PKC. Le fait que les

anticorps n'inhibent pas le potentiel de la protéine M et du PMA, appuis
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ces hypothéses en plus de permettre un contréle sur la spécificiteé des
anticorps. Troisiémement, il n'est pas étonnant que différentes protéines
possédent le potentiel d’activer la PKC puisqu’il a déja été démontré, chez
les macrophages, que les molécules d'INF | et Il, deux protéines
distinctes, ont le potentiel de stimuier 'activité PKC (Pfeffer et al., 1990;
Yap et al., 1986). Finalement, les protéines virales etudiées dans ce projet
ont été rapportées pour le potentiel qu'elles ont de stimuler I'activé de la
NADPH oxydase des PMNL (Arora et Henrichon, 1994) et 'activité des
cytokines TNF et IL-1 chez les macrophages (Arora et Houde, 1991,
Houde et Arora, 1990; 1989). Considérant que l'activation de la PKC est
prérequise a de telles réponses immunitaires ou mécanismes de défense
(Shapira et al., 1994; Wolfson et al., 1985), il n'est donc pas surprenant
d’observer une stimulation de I'activité PKC par les protéines virales HA,

NA et M.

Il est a noté également que les variations inter-expériences quant
aux niveaux d’'activation observés chez les cellules stimulées par la HA, la
NA et ia M ne sont pas causées par la présence d'impuretés dans les
échantillons de protéines. Puisque la pureté des protéines virales était un
critére important pour la détermination de leur potentiel a activer la PKC,

une électrophorése sur gel de polyacrylamide a donc été effectuée avant
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de débuter les expériences. La coloration au nitrate d’argent montre le
profil des trois protéines virales et a permis par le fait méme de confirmer
la pureté du matériel employé. De plus, on observe la méme tendance
pour les valeurs obtenues pour le PMA, un produit provenant directement
du manufacturier. |} est donc possible que les conditions d’entreposage
des divers stimulateurs aient affecté le potentiel de ces derniers a stimuler
I'activité PKC. De plus, lisolement des PMNL peut étre une explication.
Afin d’obtenir une bonne séparation, il nous était quelques fois nécessaire
de prolonger la centrifugation au moment de l'isolement des cellules,
méme lorsque celles-ci provenaient de donneurs en santé. De telles
conditions peuvent affecter certaines fonctions des PMNL sans pour
autant diminuer la viabilité cellulaire (Ferrante et Thong, 1980), ce qui
pourrait donc résulter en une augmentation d’activité PKC moins
importante. Egalement, il est important de souligner que ces différences
inter-expériences n'affectent pas les conclusions que I'on peut tirer des
résultats obtenus, puisque les variations des niveaux d’activation sont

observées chez tous les stimulateurs utilisés.

La phosphorylation de protéines, par les protéines kinases, est chez
les PMNL, une étape cruciale dans la transduction de signaux. Plusieurs

types de kinases ont été décrites chez ces phagocytes, entre autres, les ¢
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et nPKC (Wenzel-Seifert et al., 1994; Majumdar et al.,1993; Smallwood et
Malawista, 1992). L'activation de ces kinases par divers stimulateurs est
associée a une redistribution de I'enzyme du cytosol a4 la membrane
cellulaire et cette translocation est une étape obligatoire pour leur
activation (Pontremoli et al., 1986). La translocation peut donc étre
utilisée comme un index de I'activation enzymatique. L'identification de la
PKC comme enzyme responsable de l'activité détectée s’appuie sur les
arguments suivants. D'abord, les résultats démontrent que la stimulation
des cellules par le virus et les glycoprotéines provoque la translocation de
I'enzyme, du cytosol a la membrane, car une augmentation de I'activité
membranaire est observée parallélement a une diminution de Iactivité
cytosolique. La stabilité de [I'activité cytosolique et de ['activité
membranaire chez les cellules témoins traitées au PBS, confirme que la
translocation a été encienché suite au traitement subit par les cellules.
Ces résultats sont en accord avec ceux décrits par Christiansen et
Borregaard (1989), ainsi que Wolfson et al., (1985) qui ont démontré que
la localisation de la PKC chez les neutrophiles non stimulés se trouve au
niveau du cytosol et un traitement des cellules par le PMA provoque
I'association de l'enzyme a la fraction membranaire des cellules.
Egalement, la translocation de la PKC induite par des protéines virales a
déja été rapporté. Rott et al., (1995), ont démontré que la HA du virus

influenza induit une augmentation de I'activité PKC membranaire chez les
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lymphocytes B parallélement & une diminution de l'activité cytosolique.
Deuxiémement, les trois familles de PKC possédent dans leur région V1
une séquence permettant de contréler leur activité en inhibant
'autophosphorylation ou la phosphorylation de substrats. Cette portion
comprise entre les résidus 19 a 36 porte le nom de pseudosubstrat
prototope (Stabel et Parker, 1981). En tenant compte de cette
caractéristique, un peptide synthétique correspondant a la séquence du
pseudosubstrat prototope a été utilisé pour inhiber I'activité PKC chez les
cellules stimulées. L'observation d’'une diminution significative de I'activité
en présence de l'inhibiteur confirme que la PKC est 'enzyme qui a été

détectée.

Le réle activateur du calcium sur les ¢cPKC est bien documenté
(Nishizuka, 1988; Kishimoto et al., 1980; Takai et al., 1979). La source de
calcium peut provenir du milieu extracellulaire et I'utilisation de chélateur
tel que 'EGTA inhibe l'effet du calcium (Nishizuka, 1988). En tenant
compte de cette observation, nos conditions expérimentales ont permis
d’identifier deux isoformes de la famille des cPKC qui sont activées par
les stimulateurs utilisés au cours de ce projet. Les résultats montrent une
diminution d’activitt PKC lorsque I'EGTA est incorporé au milieu

reactionnel, suggérant un réle pour les PKC « et/ou p dans I'activation des
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neutrophiles par le virus ou ses protéines purifiées. L'isoforme y est
exclue car elle n'est présente que dans le cerveau et la moelle épiniére
(Kikkawa et al., 1989). Finalement, un substrat spécifique a été utilisé. Le
substrat Ac-MBP (4-14) qui se compose d'une séquence de 10 acides
aminés provenant de la protéine basique de la myéline permet la detection
sélective des PKC «, B et y (Yasuda et al., 1990). La phosphorylation de

ce substrat corrobore donc l'assertion mentionnée plus haut.

Le ou les mécanismes impliqués dans I'activation de la PKC par les
protéines virales reste a déterminer. Toutefois, I'allure des courbes dose-
réponse, l'inhibition du potentiel des glycoprotéines & stimuler la PKC par
les anticorps et le phénoméne de translocation décrit précédemment,
suggerent que la stimulation n'était pas due a un phénoméne non
spécifique provenant d’'une perturbation de la membrane des PMNL. La
possibilité que I'activation de la kinase par les glycoprotéines implique un
site cellulaire a donc été considérée. Nous avons d’abord vérifié, par des
études de compétition, si différents sites étaient utilisés par la HA et la
NA. Les résultats démontrent que les glycoprotéines compétitionnent pour
le méme site car une bréve incubation des cellules avec la HA inbibe toute
activation subséquente avec la NA puisque I'activité PKC de ces cellules

est identique a l'activité des cellules stimulées par HA seulement.
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Alternativement, si les récepteurs ciblés par ces deux agents avaient été
différents, les cellules traitées par HA et subséquemment stimulées par la
NA, auraient montrer une activité PKC plus élevée que celle des cellules
stimulées par HA seulement. Ces résultats ont été confirmés avec
Pexpérience inverse, soit une premiére stimulation par la NA suivie d’'une
stimulation additionnelle par la HA. Par ailleurs, le récepteur pour le PMA
est connu. Ce produit provoque la translocation de la PKC cytosolique a la
membrane en agissant directement sur un site spécifique de I'enzyme
(Nishihira et O’Flaherty, 1985). Les résultats démontrent qu’il n'y a pas de
compétition entre les glycoprotéines et le PMA ce qui indique que
l'activation de la PKC par les glycoprotéines est initiée suite a une
interaction avec un autre site plutdét qu'une interaction directe avec la
kinase. i n'est toutefois pas surprenant que des molécules différentes
agissent sur des sites cellulaires différents afin de provoquer des
réponses cellulaires identiques. La stimulation des neutrophiles par le
TNF-a et par un neurotransmetteur nommé la substance P, agissent via
des récepteurs différents et provoquent une réponse cellulaire identique,
soit la phosphorylation de substrats résultant en [|'activation des

neutrophiles (Lloyds et al., 1995).



135

Finalement, l'implication du site utilisé par le virus influenza au
moment de linfection a été veérifie. Ce virus se lie au PMNL par
I'entremise de sa HA a des récepteurs composés de résidus d’'acide
sialique (Daigneault et al., 1992). Si un site cellulaire est effectivement
impliqué dans l'activation de la PKC par les protéines virales, ce dernier
est différent du site d’attachement de la HA puisque les résultats indiquent
que la HA dépourvue de son activité hémagglutinante, provoque une
augmentation de l'activité PKC similaire a la HA dotée de son activité

biologique.
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La littérature présente la PKC comme une protéine qui joue un réie
crucial dans la transduction de signaux qui peuvent mener des mécanismes
de défense ou a des réponses immunitaires. Chez les neutrophiles,
I'activation de la PKC est prérequise a l'induction du métabolisme oxydatif
(Wolfson et al., 1985). Nos résultats précédents démontrent que les
glycoprotéines du virus grippal ont le potentiel de stimuler le métabolisme
oxydatif de ces phagocytes. Considérant le réle clé que joue la PKC dans
I'induction de ce mécanisme de défense, cette recherche avait donc comme

objectif d’étudier I'effet des protéines du virus grippal sur 'activité PKC des

neutrophiles humains.

Les résultats obtenus ont permis d'identifier trois protéines du virus
grippal, soit la HA, la NA et la M, qui ont {e potentiel d’'activer la PKC des
PMNL humains. L’activation de la PKC par les glycoprotéines est
indépendante de l'activité hémagglutinante de la HA et de [lactivité
enzymatique de la NA et les oligosaccharides présents sur ces
glycoprotéines ne paraissent pas jouer de réle critique dans I'activation de

la PKC.

La phosphorylation d’'un substrat synthétique spécifique a I'enzyme,

la dependance au calcium et linhibition par un inhibiteur spécifique
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indiquent que les isoformes a et/ou B sont impliquées dans I'activation des
PMNL par le virus influenza. Toutefois, le ou les mécanismes impliqués
dans I'activation de la PKC par les protéines virales sont inconnus. Les
résultats suggeérent cependant l'implication d'un site cellulaire qui est
commun a la HA et a la NA et qui est différent du site d’attachement de la

HA.

La stimulation de l'activité PKC des cellules phagocytaires, par les
protéines purifiées du virus grippal, est un phénoméne qui n'a pas encore
été décrit dans la littérature. Toutefois, I'activation de cette enzyme pourrait
étre particulierement intéressante, étant donné le réle clé qu’elle joue dans
linduction de réponses immunitaires et de mécanismes de défense qui

contribuent a la défense contre une infection grippale.
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ANNEXE 1

PREPARATION DES TAMPONS ET SOLUTIONS

1) Tampon PBS 1X pH 7 4.

Ce tampon est composé de 0,3 M NaCl (Fisher), de 0,005 M KCI
(Fisher), de 0,02 M Na,HPO, et de 0,02 M KH,PO,.

2) Reactif BCA.

Le réactif BCA comprend la solution A + la solution B dans un rapport
50:1. La solution A contient 0,025 M d’acide bicinchoninique (BCA, Pierce),
0,2 M de carbonate de sodium hydraté (Baker), 0,01 M de tartrate de
sodium (Fisher), 0,1 M d’hydroxyde de sodium (Fisher), et 0,1 M de
bicarbonate de sodium (Fisher). Le pH est ajusté a 11,25. La solution B
contient 4% de sulfate de cuivre (BDH).

3) Tampon gel de séparation

Ce tampon est composé de 1,5 M Tris-HCI (Sigma) ajusté a pH 8,8
avec 1N HCIi (Baker).

4) Tampon gel de tassement

Ce tampon est composé de 0,5 M Tris-HCL ajusté a pH 6,8 avec 1N
HCI.

5) Tampon d’échantillon

Ce tampon est composé de 0,125 M Tris-HCI a pH 6,8, de 20%
glycerol (Fisher), de 2% SDS (Bio-Rad), de 0,001% bleu de bromophénol
(Sigma).



161

6) Solution d'acrylamide/bis

Cette solution contient 30% d’acrylamide (Bio-Rad) et 2,67% de N'N'-
bis-méthyléne-acrylamide (Bio-Rad).

7) Tampon d’électrophorése en plaque 5X pH 8,3

Ce tampon est composé de 0,025 M Tris-HCI, de 0,192 M glycine
(Bio-Rad) et de 0,1% SDS.

8) Tampon d'électrophorése en tube

Ce tampon est composé de 0,025 M Tris-HCI et de 0,192 M glycine.

9) Gels de polyacrylamide

Les gels de séparation a 7,5% p/v et 10 % p/v et les gels de
tassement a 4 % p/v sont faits selon les recettes suivantes.

Acrylamide 4% 7,5% 10%
TrispH88 e 0,375 M 0,375 M
Tris pH 6,8 0,125M  ceeem e
SDS 0,1% 0,1% 0,1%
Temed (Bio-Rad) 0,1% 0,05% 0,05%
Persulfate d'ammonium (Bio-Rad) 0,05% 0,05% 0,05%

10) Nitrate d'argent ammoniacal

Cette solution est composée de 1.6% d'hydroxyde d'ammonium
concentré (BDH), 0,08% d’hydroxyde de sodium (BDH) et 0,8% de nitrate
d'argent qui est ajouté goutte a goutte sous agitation constante.
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11) Solution développante

Cette solution est composée de 0,005% d'acide citrique (BDH) et de
0,019% de formaldéhyde (Fisher).

12) Tampon d’essai

Ce tampon est composé de 0,05 M Tris-HCI a pH 7,5, de 0,005 M
MgCl, (Fisher), de 0,0001 M sodium vanadate (BDH), de 0,0001 M sodium
pyrophosphate (Fisher), de 0,001 M sodium fluoride (Fisher) et de 0,0001 M
phénylméthylsulfonyl fluoride(Sigma).

13) Milieu de lyse hypotonique

Ce milieu est composé de 0,001 M NaHCO, (Fisher), de 0,005 M
MgCl, et de 0,0001 M phénylméthylsulfonyl fluoride.
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ANNEXE 2

PRESENTATION DES RESULTATS A TROIS CONGRES

1 Gasse, N. et Arora J. Les glycoprotéines du virus grippal stimulent la
protéine kinase C des leucocytes polymorphonucléaires du sang humain.
63° Congrés de I'ACFAS, Chicoutimi, Québec, Canada. 22 au 26 mai 1995.

2 Gasse N. and Arora D.J.S. Activation and translocation of protein kinase
C by influenza virus glycoproteins. 9" International Congress of
Immunology, San Francisco, Californie, USA. 23-29 juillet 1995.

3 Gasse, N. et Arora, J. Translocation de la protéine kinase C par les
glycoprotéines du virus grippal. 64° Congrées de L'ACFAS, Montréal,
Québec, Canada. 13 au 17 mai 1996.
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