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La baisse fonctionnelle et numérique des lymphocytes T CD4+ sont les
événements qui caractérisent le mieux la progression de l'infection par le virus
de l'immunodéficience humaine (VIH). Les lymphocytes T CD4+ étant les
cellules-clés de la réponse immunitaire, leur déplétion se traduit par une perte
graduelle de l'efficacité du systéme immunitaire. L'immunodéficience ainsi
causée par le VIH se manifeste tardivement par le développement d'infections
opportunistes et de certaines néoplasies. L'absence d'un traitement curatif fait
que l'issue du syndrome de l'immunodéficience acquise (SIDA) est toujours

fatale.

Plus d'une douzaine d'années aprés l'identification de l'agent
étiologique du syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA) par le Pr. Luc
Montagnier et ses collegues (Barré-Sinoussi et al, 1983), la nature des
mécanismes par lesquels le virus entraine le SIDA reste encore mal comprise.
La déplétion progressive, puis la disparition compléte de la population de
lymphocytes T CD4+ ne peuvent s'expliquer uniquement par I'infection de ces
cellules par le VIH. En effet, il a été démontré que le virus n'infecte qu'un
faible pourcentage des lymphocytes CD4+ (Bagasra et al., 1992). Différents
mécanismes indirects ont donc diis étre considérés. Certains chercheurs ont
émis l'hypothése qu'une réémergence inappropriée d'une mort cellulaire
programmée, ou apoptose, induite par le VIH pourrait expliquer la baisse
fonctionnelle et la diminution graduelle du nombre de lymphocytes T CD4+
dans le sang (Montagnier et al., 1991; Gougeon et al., 1991; Ameison et Capron,

1991).



XV

Dans notre projet, nous avons voulu déterminer la capacité du VIH et
plus spécifiquement, de la glycoprotéine de son enveloppe, la gp160, a induire
en apoptose des cellules provenant d'une lignée cellulaire lymphoblastoide
CD4+. En utilisant différentes conditions expérimentales, nous avons trouvé
que ni le VIH, ni les Immunosomes-gpl60, qui sont des vésicules
phospholipidiques sur lesquels la gp160 est ancrée, n'induisent les cellules T
CD4+ en apoptose. Par contre, la glycoprotéine virale purifiée et agencée en
rosette, a induit en apoptose 30% d'une population de lymphocytes T CD4+, en
seulement 6 heures d'incubation. Dans une autre expérience, une
préincubation de la gp160 avec des anticorps anti-gp160 a annulé l'induction
d'apoptose. Ce dernier résultat démontre que la gpl60 agit de maniére

spécifique comme une inductrice de l'apoptose.

Par ailleurs, d'autres résultats que nous avons obtenus montrent qu'un
ou plusieurs facteurs présents dans le sérum foetal bovin (SFB) ainsi que dans
le sérum humain protégent les cellules de I'action de la gp160. Il semble
également que les sérums d'individus séropositifs offrent une moins bonne
protection contre l'apoptose induite par la gpl60 que les sérums provenant de

personnes séronégatives.

Nos résultats suggérent donc que la gpl60 libre se trouvant dans les
ganglions et le sang, pourrait induire une proportion significative de
lymphocytes T CD4+ en apoptose. De plus, la gpl60 semble bénéficier de
conditions favorables & son action puisque le sérum provenant de personnes
séropositives semble offrir une moins bonne protection qu'un sérum normal

contre l'apoptose induite par la gp160.



INTRODUCTION



Le VIH est l'agent étiologique du syndrome d'immunodéficience acquise
(SIDA) et a été isolé une premiére fois par I'équipe du Pr. Luc Montagnier de
I'Institut Pasteur de Paris (Barré-Sinoussi ef al., 1983). Le VIH cause une infection
chronique qui, apres plusieurs années, progresse inévitablement vers un profond
déséquilibre du systtme immunitaire. C'est alors que diverses infections
opportunistes apparaissent ainsi qu'une tumeur rare, le sarcome de Kaposi, qui se
développe aux dépens du tissu conjonctif. Les infections opportunistes sont
fréquemment la cause de la morbidité associée au SIDA et provoquent souvent le

déces de l'individu infecté par le VIH.

La pandémie du SIDA qui origine fort probablement des régions
subsahariennes de I'Afrique, progresse aujourd'hui de fagon exponentielle. On
estime que plus de 19 millions d'individus a travers le monde sont maintenant
infectés par le VIH et qu'environ un million de ces personnes en sont au stade
symptomatique de l'infection (OMS, 1995). Ces statistiques alarmantes rendent la
situation critique d'autant plus que les efforts pour trouver un traitement anti-viral
pouvant freiner la progression de la pandémie ont été jusqu'a présent peu
fructueux. Quelques médicaments dont la plupart présentent une toxicité élevée,
se sont avérés efficaces pour prolonger la vie des patients mais aucun n'est curatif.
C'est dans le but ultime d'élaborer de meilleurs médicaments et un vaccin efficace
contre le VIH, que nous devons approfondir nos connaissances sur le virus et la

maladie qu'il cause.

Jamais auparavant un virus n'aura fait 'objet d'études aussi intensives en si
eu de temps que le VIH. Le résultat en est aujourd'hui une meilleure
P Ps q ]

compréhension de son cycle de réplication, de son organisation génétique et de la



pathogénése de l'infection. Beaucoup de questions demeurent cependant sans
réponse claire. On sait que la détérioration progressive du systéme immunitaire se
manifeste par une baisse fonctionnelle et une déplétion graduelle des lymphocytes
T auxilliaires (Pantaleo et al., 1993a). Par contre, la diminution du nombre de
lymphocytes T CD4+ a lieu en dépit d'un faible taux de lymphocytes du sang
périphérique (PBL) activement infectés par le VIH (Bagasra et al., 1992). Bien que la
charge virale et le taux de réplication soient plus élevés dans les ganglions
lymphatiques (Pantaleo et al., 1993b), il semble peu probable que l'effet
cytopathogéne direct du VIH soit I'unique cause de la déplétion de la population
des cellules T CD4+. Divers mécanismes indirects ont alors été suggérés afin
d'expliquer cette perte progressive des lymphocytes T CD4+ (Pantaleo et al.,
1993a).

En 1991, les Drs Montagnier, Ameisen et Capron proposaient I'hypothése
d'un processus de suicide cellulaire (Montagnier et al., 1991; Ameison et Capron,
1991). Le VIH provoquerait la mort des lymphocytes T CD4+, non pas en les
détruisant directement, mais en envoyant des signaux inadéquats ou incomplets
qui entraineraient I'induction inappropriée d'une mort cellulaire génétiquement
programmée, appelée apoptose. L'apoptose se définie comme une mort
physiologique qui joue un rdle essentiel dans le renouvellement des tissus
embryonnaires et adultes, notamment dans la sélection négative du répertoire des
lymphocytes T. On la compare & un véritable suicide cellulaire car cette mort
requiert la participation de la cellule qui doit fabriquer les produits lui permettant
de s'autodétruire. C'est donc suite a I'observation de ce phénomeéne avec des PBL
de patients séropositifs mis en culture (Gougeon et al., 1991; Meyaard et al., 1992)

que 'hypothése a été formulée.



Notre projet de recherche vise a évaluer le potentiel du VIH a induire le
processus d'apoptose chez des cellules provenant d'une lignée cellulaire
lymphoblastoide. De plus, nous avons ciblé la glycoprotéine virale de 1'enveloppe,
la gp160, comme composante du virus qui, par son interaction connue avec la
molécule CD4 a la surface des cellules immunocompétentes, pourrait étre
responsable de l'induction de l'apoptose. Nous avons donc effectué des
expériences avec du virus entier, des Immunosomes-gp160, qui sont des vésicules
phospholipidiques a la surface desquelles sont ancrées les glycoprotéines du VIH
et finalement, avec de la gp160 purifiée, sous forme de rosette. Ce travail nous a
permis essentiellement d'évaluer les conditions dans lesquelles un signal
d'apoptose est envoyé et, si tel est le cas, déterminer la proportion de cellules qui

ont répondu a ce signal.



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



1.1 LE VIRUS DE L'IMMUNODEFICIENCE HUMAINE (VIH).
1.1.1 Taxonomie.

En 1986, aprés de nombreux changements de noms, l'abréviation HIV,
"Human Immunodeficiency Virus" et 'appellation frangaise VIH pour Virus
de I'Immunodéficience Humaine, ont été adoptées par la communauté
scientifique, suite a la recommandation du Comité International de

Taxonomie des Virus (ICTV) (Coffin et al., 1986).

Le VIH, agent étiologique du syndrome d'immunodéficience acquise,
fait partie de la famille des Retroviridae qui est divisée en sept genres (tableau
1). Le VIH a été classé dans le genre des Lentivirinae qui signifie "virus lents".
Tous les lentivirus causent des maladies qui évoluent lentement et qui
induisent habituellement divers déséquilibres immunologiques et
neurologiques (Levy, 1986). Au plan morphologique, les lentivirus se
distinguent des autres rétrovirus par leur capside distincte en forme de cone
tronqué. Ils possédent un génome d'environ 9,2 kb composé de trois genes
structuraux communs a tous les rétrovirus, et de plusieurs génes de

régulation.

Deux sous-especes du VIH ont été identifiées a ce jour; le VIH-1, qui se
propage a l'échelle planétaire, et le VIH-2, qui est confiné a I'Afrique de
I'Ouest. Ce dernier semble moins virulent que le VIH-1. Toutefois, les deux
sérotypes ont un tropisme pour les lymphocytes T CD4"* et les macrophages et
induisent tous deux les mémes symptomes chez les personnes infectées (revue

par Denesvre et Nerrienet, 1992). La différence entre les deux sérotypes se situe



surtout au niveau de l'organisation génomique, plus particulierement dans la
disposition des génes de régulation. De plus, des divergences existent entre les
séquences des genes structuraux des deux sérotypes, surtout au niveau du géne
env (Alizon et al., 1986; Clavel et al., 1987). La présente étude porte sur le VIH-
1 et par laconisme, le terme VIH sera utilisé dans ce mémoire pour désigner le

VIH de type 1.
1.1.2 Morphologie.

Le virion mature présente une forme sphérique et mesure
approximativement 100 nm de diamétre. Une représentation schématique du
VIH est montrée a la figure 1. L'enveloppe virale, un double feuillet
phospholipidique d'origine cellulaire, contient des projections d'environ 10
nm formées de glycoprotéines (gpl20), liées aux glycoprotéines
transmembranaires (gp41) (Gelderblom et al., 1987; Ozel et al., 1988). La surface
interne de I'enveloppe est tapissée par des protéines de 17 kDa, la pl7, qui
forme la matrice (Marx et al., 1988). Plus au centre du virion, on observe une
capside en forme de cbéne a l'intérieur de laquelle, il y a deux molécules
identiques d'ARN de polarité positive, ainsi que les enzymes virales (la
transcriptase inverse, l'intégrase et la protéase). Cette capside est formée d'une
protéine de 24 kDa, la p24, qui est phosphorylée et qui s'avére étre tres
immunogéne (Veroneze et al., 1988). Les deux molécules d'ARN, auxquelles
sont intimement associées les ribonucléoprotéines p7, sont agencées de facon

excentrique dans la région élargie de la capside (Munn et al., 1985).



1.1.3 Génome et protéines virales,

Sur chacune des deux copies de 'ARN simple brin génomique du VIH,
long de 9749 nucléotides, les trois génes classiques des rétrovirus, gag, pol et
env, sont présents, ainsi que six génes non-structuraux (figure 2). Ces six
genes qui seront décrits dans les pages suivantes, sont tous impliqués d'une
certaine fagon dans la régulation du cycle viral du VIH. Les neuf génes, dont
certains se chevauchent et d'autres sont bipartites, sont encadrés par deux
longues régions répétitives non-codantes, les LTR ("Long Terminal Repeats")
qui sont situées aux extrémités du génome. Ces régions sont importantes car
elles renferment des promoteurs forts qui favorisent la réplication et la
transcription du génome viral (Lu et al., 1989; Patarca et al., 1987). De plus, les
LTR sont nécessaires pour l'intégration du provirus dans le génome cellulaire

(Panganiban et Temin, 1983; Panganiban et Temin, 1984).

Les protéines structurales qui forment la capside et la matrice située tout
juste a l'intérieur de l'enveloppe virale proviennent du géne gag. Un
précurseur de 55 kDa (Figure 2) est d'abord traduit et myristilé. L'addition de
l'acide myristique (un acide gras de 14 carbones) semble jouer un réle
important dans l'attachement du polypeptide a la membrane cellulaire
(Gottinger et al,, 1989). Le précurseur est clivé en quatre protéines par la
protéase virale pendant et aprés le bourgeonnement du virion. La p24 et la p17
qui sont ainsi générées, représentent les protéines majeures qui composent
respectivement la capside et la matrice (Veronese et al., 1988). La p7 (ou p9), en
raison de sa nature basique, est associée a 'acide ribonucléique et, finalement,

la p6, qui est située a l'extrémité carboxy-terminale du précurseur, serait



impliquée dans le processus du bourgeonnement viral (Aldovini et Young,

1990).

Occasionnellement (environ 5% des cas), la traduction du précurseur
Gag est prolongée due a un décalage du cadre de lecture & la jonction p7/p6, et
un polypeptide Gag-Pol de 160 kDa est généré (Jacks et al., 1988). C'est par
l'intermédiaire de ce précurseur que les protéines du gene pol sont
synthétisées. La protéase p10, elle-méme présente a l'extrémité N terminal du
géne pol, clive lorsqu'elle est activée, le polypeptide Gag-Pol. La transcriptase
inverse/RNase H (p66/p51) et l'intégrase (p32) qui sont ainsi produites,
assurent, respectivement, la rétrotranscription de I'ARN viral (Vamus, 1988)
et I'insertion de 'ADN viral dans le génome cellulaire (Park et Morrow, 1991;
Khol et al., 1988). Pour étre active, la protéase doit étre sous la forme d'un
dimere. Navia et Mckeever (1990) ont démontré que la dimérisation de la
protéase découle des interactions des polyprotéines Gag et Gag-Pol lors de leur

assemblage dans les virions.

Le géne env code pour les glycoprotéines de I'enveloppe virale (figure
2). Encore une fois, c'est d'abord un précurseur de 160 kDa qui est traduit. Le
polypeptide est ensuite glycosylé et scindé par des protéases cellulaires en deux
glycoprotéines de 120 kDa et 41 kDa . La gp120 forme des projections a la surface
du virion alors que la gp41 est transmembranaire (Montagnier et al., 1985; Ozel
et al., 1985; Veronese et al., 1985). Ces deux protéines sont associées par des
liaisons non covalentes dans les particules virales et forment soit des dimeres

(gp120-gp41); ou des tetraméres (gp120-gp41)4 (Earl et al., 1990).



Le géne tat, composé de deux exons situés de part et d'autre du geéne env,
(figure 2) code pour une protéine de 14 kDa qui stimule l'expression des génes
du provirus (Arya et al., 1985; Sodroski et al., 1985; Muesing et al., 1987). C'est
par une interaction en frans avec la région TAR, une séquence nucléotidique
qui posséde une structure en épingle a cheveux et qui se situe a 'extrémité 5'
de I'ARN viral, que la protéine Tat augmente de fagon considérable l'initiation
de la transcription et l'efficacité de 1'élongation des ARN (Laspia et al., 1989;
Feinberg et al.,, 1991). De plus, il semble que Tat soit apte a se lier
spécifiquement a une kinase cellulaire, connue sous le nom de TAK, la Tat-
associated kinase. La TAK phosphorylerait le domaine de l'extrémité
carboxylique de la grosse sous-unité de I'ARN polymérase II. Cette
phosphorylation permettrait, entre autres, de faire la transition entre
l'initiation de la transcription et 1'élongation (Herrmann et Rice, 1995). Outre
son rdle de régulateur positif, Tat jouerait également un réle notable dans la
neuropathologie liée a l'infection par le VIH (Sabatier et al.,, 1991),
I'immunosuppression (Viscidi et al., 1989) et la stimulation de croissance des

cellules du sarcome de Kaposi (Ensoli ef al., 1990; Ensoli et al., 1993).

Tout comme pour Tat, le géne codant pour Rev est composé de deux
exons localisés aux deux extrémités du gene env (Sodroski et al., 1986). Rev,
une petite protéine de 116 acides aminés, est essentielle a la réplication virale
et a 'expression des protéines structurales (Sadaie et al., 1988; Terwilliger et al.,
1988). Lorsque la concentration de la protéine Rev est suffisamment élevée
dans le noyau, celle-ci se multimérise au contact d'une région de I'ARN
messager appelée RRE ("Rev Responsive Element”), ce qui permet a ces

ARNm viraux d'échapper en partie aux mécanismes d'épissage et d'étre
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transportés vers le cytoplasme ot ils seront traduits en protéines structurales
(Malim et al., 1989). Lorsque la concentration intracellulaire de Rev est
insuffisante, ces mémes ARNm sont retenus dans le noyau, épissés et ensuite
transportés dans le cytoplasme pour étre finalement traduits en protéines dites
de régulation (Hadzopoulou-Cladaras et al., 1989). Ce serait donc en contrdlant
I'épissage et le transport des ARNm que Rev assure une expression non-

simultanée et séquentielle des génes de régulation et de structure du VIH.

Le géne nef a initialement été identifié comme un cadre de lecture
ouvert ("open reading frame", ORF) chevauchant le LTR de l'extrémité 3' du
génome viral (Allan et al., 1985). Nef est une phosphoprotéine de 27 kDa qui se
retrouve principalement dans le cytoplasme ou associée a la membrane
cellulaire (Guy et al., 1990), bien que de récentes études aient aussi démontré sa
présence dans le noyau (Kienzle et al., 1992; Murti et al., 1993). Quelques 80 %
des ARNm transcrits lors de la phase précoce de l'infection sont spécifiques de
Nef (Robert-Guroff et al., 1990). Ceci suggere que Nef exerce une fonction fort
importante dans la réplication virale. On a tout d'abord cru que Nef réprimait
la transcription virale en s'attachant a une séquence appelée NRE ("Negative
Regulation Element"), localisée dans le LTR (Ahmad et Vankatesan, 1988).
Cette répression, pensait-on, contribuerait a I'établissement de la période de
latence observée lors de l'infection (Haseltine, 1988). Cependant, plusieurs
études sont venues par la suite contredire ces derniéres hypothéses (revue par
Hovanessian, 1992). Récemment, de nouvelles publications font état de
I'implication de Nef dans la baisse d'expression des molécules CD4 (Garcia et
Miller, 1991), IL-2 (Luria et al., 1991) et NF-kB (Niederman et al., 1992). Fait

intéressant, la protéine Nef augmenterait de fagon significative I'endocytose
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des molécules CD4 (Schwartz et al., 1995) dans le but de protéger la cellule
nouvellement infectée de nouvelles infections (surinfection), ce qui
s'avérerait toxique pour la cellule. Ainsi, le virus augmenterait I'espérance de
vie de la cellule infectée afin de s'assurer d'une plus grande progéniture

(revue par Cullen, 1994).

Le géne vif ("Viral infectivity factor”) code pour une protéine de 23 kDa,
présente dans le cytoplasme des cellules infectées mais non dans le virion
(Fisher et al., 1987) En plus de multiplier par un facteur de 1000 le pouvoir
infectieux du VIH, Vif augmente l'efficacité de transmission du virus d'une
cellule 2 une autre. Son action permet aussi d'obtenir de plus hauts titres
viraux. (Fisher et al., 1987). Quant au mode d'action de Vif, rien n'est encore
certain. L'ARNm de Vif est traduit lors de la phase tardive du cycle viral
(Schwartz et al., 1991) et Vif interviendrait lors de I'assemblage des protéines
structurales (Blanc et al.,, 1993). Guy et collaborateurs (1991) ont d'ailleurs
suggéré que Vif est une protéase ayant pour fonction de cliver l'extrémité
cytoplasmique de la glycoprotéine de l'enveloppe, la gp4l. Ce clivage ferait
partie du processus de maturation qui rendrait le virion infectieux. Ceci reste
cependant a étre confirmé. Par ailleurs, une étude trés récente démontre que
Vif est requis pour un empaquetage homogeéne de la nucléoprotéine virale

dans la capside du virion mature (Hoglund et al., 1994).

Le géne vpu, exclusif au VIH-1, code pour une protéine membranaire de
16kDa (Strebel ef al., 1988). La protéine Vpu est requise pour la maturation et le
relargage des virions (Klimkait et al.,, 1990). De plus, elle interfére avec la
formation des complexes gpl60-CD4 intracellulaires en induisant une

dégradation rapide du récepteur CD4 dans le réticulum endoplasmique (Willey
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et al., 1992a; Willey et al., 1992b). D'ailleurs, il a été démontré tout récemment
par des expériences de co-immunoprécipitation, que la protéine Vpu s'attache
a la queue cytoplasmique de la molécule CD4. Cet attachement serait nécessaire
mais non suffisant pour causer la dégradation de la molécule CD4 (Bour et al,,

1995).

Le géne vpr, quant a lui, code pour la seule protéine de régulation
présente dans le virion du VIH-1 (Cohen et al., 1990a). Cette protéine qui se
retrouve également dans le noyau des cellules infectées (Lu et al., 1993),
augmente le taux de réplication virale et accélére 'effet cytopathogéne du VIH
dans les cellules T (Cohen et al., 1990b). Il semble également, de facon de plus
en plus probante, que Vpr est requis pour une réplication virale efficace dans

les monocytes/macrophages (Connor et al., 1995).
1.1.4 Variabilité du VIH.

Une caractéristique fondamentale du VIH est sa trés grande variabilité
génomique (revue par Sonigo, 1992). Les variations observées résultent des
erreurs commises par la transcriptase inverse. On estime que cette enzyme, qui
est incapable de se relire, introduit une mutation a tous les 10 000 nucléotides,
soit 4 une fréquence de 10424 105 fois plus élevée que celle des polymérases
cellulaires. Puisque le génome du VIH contient environ 104 nucléotides, il se
produit donc, en moyenne, une incorporation erronée par cycle de réplication.
Ainsi en théorie, chaque génome viral est unique. Un individu infecté est
donc I'héte d'une population hétérogéne du virus. De plus, cette hétérogénéité

est favorisée par les pressions sélectives exercées par le systéeme immunitaire et
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par des substances antivirales administrées aux patients a des fins

thérapeutiques.

Certaines parties du génome sont plus variables que d'autres. C'est le cas
pour le géne codant pour la glycoprotéine de l'enveloppe (Starcich et al., 1986).
Cinq régions bien définies de la gp120, identifiées V1 a V5, se distinguent par
leur variabilité (figure 3). Dans ces régions ol l'on voit fréquemment,
substitutions, délétions, insertions et duplications, moins de 25% des acides
aminés sont conservés (Modrow ef al., 1986; Simmonds et al., 1990). La boucle
V3, longue de 35 acides aminées, est particuliérement hypervariable et
constitue, par ailleurs, un des principaux sites inducteurs d'anticorps
neutralisants (Goudsmit et al, 1988). Cette séquence hypervariable et
immunodominante qu'est la boucle V3 permet donc au VIH d'échapper au

contréle du systéme immunitaire.

La variabilité au niveau génomique et antigénique du VIH a des
répercussions sur les propriétés biologiques du virus. En effet, d'importantes
différences existent au sein d'une population virale, notamment en ce qui
concerne le tropisme cellulaire, la cytopathogénicité et la vitesse de réplication
du virus. En régle générale, les virus ayant un tropisme pour les
monocytes/macrophages n'induisent pas de syncytia in vitro et se répliquent
peu et lentement, tandis que les virus qui ont un tropisme pour les
lymphocytes T sont cytopathogénes et beaucoup plus virulents (Schwartz et al.,
1989). C'est la région V3 qui influence le tropisme cellulaire du VIH (Chesebro
et al., 1992).
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1.2 CYCLE REPLICATIF DU VIH.
1.2.1 L'attachement du virus.

Normalement, |'étape initiale d'une infection virale est I'attachement
de la particule virale au récepteur présent a la surface de la cellule cible. Le
récepteur du VIH a été identifié en 1984 comme étant la molécule CD4, surtout
présente sur les lymphocytes T auxiliaires matures (Dalgleish et al., 1984;
Klatzman et al.,, 1984). D'autres types de cellules, tels que les
monocytes/macrophages (Asjo et al., 1987), les cellules de Langerhans
(Rappersberger et al., 1988}, les cellules gliales (Funke et al., 1987) et les
lymphocytes B (Montagnier et al., 1984) expriment & un moindre degré, la
molécule CD4 et sont donc aussi susceptibles a l'infection par le VIH. C'est par
la gp120 que le VIH s'attache au récepteur CD4. L'affinité de la gp120 pour le
CD4 est d'ailleurs extrémement élevée; la constante de dissociation, K4, étant

d'environ 4X109 M (Lasky et al., 1987).

La molécule CD4 est une glycoprotéine membranaire de 433 acides
aminés ayant un poids moléculaire de 55 kDa (Maddon et al., 1987). Cette
protéine qui fait partie de la superfamille des immunoglobulines, est
essentiellement associée au récepteur des cellules T auxiliaires (TcR) et possede
une fonction physiologique de co-récepteur pour celui-ci (Janeway, 1989). La
protéine CD4 est constituée de trois régions (Maddon et al., 1987). La partie
extracellulaire, qui compte 371 acides aminés, posseéde quatre domaines (les
boucles Vi a V4); une autre région assure l'ancrage dans la membrane
cellulaire et la derniére région est intracytoplasmique. Cette derniére région,

riche en acides aminés fortement chargés, est liée physiquement a la tyrosine
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kinase p56lck qui est impliquée dans la transduction de signaux provenant du
P q piq gn P

CD4 (Veillette et al., 1989).

Diverses études utilisant la mutagénése dirigée (Peterson et Seed, 1988),
la cartographie d'épitopes a l'aide d'anticorps monoclonaux (Jameson et al.,
1988) et la cristallographie (Ryu et al,, 1990) ont permis de localiser précisément
les sites d'attachements de la gpl120 au récepteur CD4. Le site principal se
trouve dans le premier domaine (V1) et plus exactement entre les acides
aminés 37 a 53 (Jameson et al., 1988). Cette région en forme de doigt, est
analogue au CDR2 (“Complementary Determining Region 2") de la chaine
légére des immunoglobulines (Jameson et al., 1988). Outre cette région, il
semble que la région avoisinant le CDR3 est également importante pour

l'attachement de la gp120 (Ohki et al., 1992; Sattentau ef al., 1989).

La structure tridimensionnelle de la gp120 n'a pas encore été définie. La
principale difficulté réside dans le fait que la gp120 est fortement glycosylée. Ce
sont les chaines oligosaccharidiques attachées & la gp120, et qui représentent
50% du poids moléculaire de la glycoprotéine, qui interférent avec une
cristallisation uniforme et, par conséquent, une bonne résolution au niveau
atomique (McDougal et al., 1991). Néanmoins, la séquence primaire de la gp120

est bien connue.

Les premiers travaux destinés a délimiter les régions impliquées dans
l'interaction avec la molécule CD4, ont démontré que l'extrémité carboxy-
terminale de la gp120 est importante pour la liaison gp120-CD4 (Kowalski et al.,
1987; Lasky et al.,, 1987). Depuis lors, plusieurs autres régions de la

glycoprotéine, importantes pour l'attachement au récepteur CD4, ont été
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identifiées (Cordonnier et al., 1989; Olshevsky et al., 1990; Syu et al., 1990).
Comme ces régions sont discontinues, elles dépendent de la structure tertiaire
de la glycoprotéine pour former un site conformationnel capable d'interagir
avec la molécule CD4 (McDougal et al., 1991). Finalement, une étude récente a
démontré que les chaines oligosaccharidiques attachées a la gpl120 sont
nécessaires au repliement correct de la glycoprotéine pour former le site

d'attachement a la molécule CD4 (Li et al., 1993).
1.2.2 Fusion et pénétration du virus.

Suite a l'attachement du virus au récepteur CD4, il y a fusion des
membranes virale et cellulaire. Cette fusion est médiée par une séquence
fusiogene, présente dans la gp4l (figure 3), qui devient accessible suite a
'attachement de la gpl20 au récepteur cellulaire (Kowalski et al., 1987). La
fusion de l'enveloppe virale avec la membrane cellulaire permet l'entrée du
matériel viral dans le cytoplasme de la cellule. Callebaut et collaborateurs
(1993) ont récemment proposé que l'antigéne de surface CD26, aussi connu
sous le nom de dipeptidyl peptidase IV (DPP IV), soit un co-récepteur pour le
VIH. La peptidase semblerait cliver la gp120 dans la boucle V3 et entrainerait
par ce fait, un changement conformationnel de la glycoprotéine qui serait
nécessaire pour la fusion entre le virus et la cellule (Callebaut et al., 1993).
Toutefois, d'autres résultats sont venus depuis mettre sérieusement en doute
I'implication de la molécule CD26 dans les étapes précédant l'entrée du virus
dans la cellule (Broder et al., 1994). Fait a noter, le VIH peut aussi étre
internalisé dans la cellule par endocytose dépendante du récepteur (Pauza et

Price, 1988; Grewe et al., 1990; Thibodeau, 1994).
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1.2.3 Rétrotranscription et intégration du virus.

Aprés la libération de la nucléocapside dans le cytoplasme de la cellule,
I'ARN monocaténaire viral est rétrotranscrit par la transcriptase inverse en
ADN double brin. La transcriptase inverse, une enzyme multifonctionnelle
d'origine virale assure a elle seule la rétrotranscription du génome viral
(revue par Goff, 1990). Une fois la conversion du génome viral en ADN
bicaténaire achevée, ce dernier migre complexé a des nucléoprotéines, vers le
noyau de la cellule héte. Le génome viral, flanqué de LTR, est ensuite intégré,
probablement au hasard, dans le génome de la cellule infectée avec l'aide de
l'intégrase, une des enzymes virales présentes dans la nucléocapside, qui agit
de concert avec d'autres enzymes cellulaires (revue par Vaishnav et Wong-
Staal, 1991). Toutefois, méme en présence de l'intégrase, 'ADN viral ne peut
étre intégré de fagon efficace si la cellule infectée n'est pas dans un état
d'activation (Stevenson et al.,, 1990). L'intégration du génome viral est une
étape essentielle dans le cycle réplicatif du VIH, car I'ADN viral non-intégré
s'avére étre un gabarit extrémement inefficace pour l'expression des génes
viraux (Sakai et al. , 1993). Suite a son intégration dans le chromosome de la
cellule-héte, le virus maintenant appelé provirus, demeure latent durant un
certain temps ou encore, est transcrit par une polymérase cellulaire, ce qui se

traduit par une production massive de virions et par la mort de la cellule.
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1.2.4 Réplication et état de latence.

La transcription du provirus est effectuée par 'ADN polymérase II
cellulaire qui reconnait aisément les signaux de transcription provenant des
promoteurs forts localisés dans les LTR du provirus. Lors d'une infection
productive, les LTR sont trés efficaces, et dans certains cas, plus de 10% des
ARNm synthétisés par la cellule infectée sont dérivés du provirus (Coffin,

1990).

Les neuf protéines du VIH sont exprimées suite aux différents patrons
d'épissage  de I'ARNm primaire. Cet épissage différentiel engendre plus de 30
especes d'ARNm (Schwartz et al., 1990) qui peuvent étre classées selon leur
taille, en trois catégories (revue par Feinberg et Greene, 1992). On détecte
d'abord dans la cellule infectée de petits ARNm d'environ 2 kb qui codent
pour les protéines Tat, Rev et Nef. Ces ARNm de petites tailles sont les
produits d'épissages multiples de ' ARNm primaire. Avec l'accumulation de
la protéine Rev dans le noyau, les ARNm primaires se font moins
fréquemment épisser. Les ARNm de 4.5 kb qui sont épissés une seule fois,
apparaissent alors dans le cytoplasme, ainsi que les ARNm de la troisiéme
catégorie, longs de 9.2 kb et non-épissés. Les ARNm de 4.5 kb codent pour les
protéines Env, Vif, Vpr et Vpu tandis que les ARNmM non-épissés sont
incorporés dans les virions nouvellement formés ou encore, sont traduits en

polyprotéines Gag et Pol.

Vers la fin du cycle de réplication du VIH, le précurseur des
glycoprotéines de l'enveloppe est glycosylé dans le réticulum endoplasmique

puis clivé a sa sortie de l'appareil de Golgi et les glycoprotéines sont ensuite
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transportées a la membrane cellulaire. Fait & noter, une grande proportion des
gp160 quittent l'appareil de Golgi et sont dégradées dans les lysosomes (Willey
et al., 1988). L'assemblage de la nucléocapside a lieu dans le cytoplasme, sous la
membrane cellulaire et ' ARN viral génomique est amené par la protéine p7
(revue par Vaishnav et Wong-Staal, 1991). Finalement, les particules virales
bourgeonnent de la cellule avec l'aide de la protéine Vpu (Klimkait et al., 1990)

et acquierent leur enveloppe a laquelle sont associées les glycoprotéines.

En phase de latence, trés peu de virions sont formés. La transcription du
provirus nécessite la contribution de plusieurs facteurs cellulaires et viraux.
Sans l'action concertée des facteurs Tat, Rev, NF-kB et des composantes de la
machinerie cellulaire de transcription, le provirus demeure latent et
I'expression des génes viraux sans étre nulle, est 2 un trés bas niveau (Garcia-
Blanco et Cullen, 1991; Pomerantz et al., 1992). De plus, des chercheurs ont
montré que l'intégration du provirus dans une partie du génome cellulaire
n'offrant aucun support a la transcription provirale pouvait étre une des
causes provoquant la latence du VIH (Winslow et al., 1993). Bien que ces
difficultés rencontrées lors de la transcription du provirus apparaissent a
prime abord défavorables au VIH, ce dernier semble néanmoins avoir
renversé la situation a son avantage. En effet, l'instauration de 1'état de latence
lui permet de persister dans la cellule durant de trés longues périodes de temps

et ainsi d'échapper a la supervision du systéme immunitaire.
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1.3 SYNDROME D'IMMUNODEFICIENCE ACQUISE (SIDA).
1.3.1 Epidémiologie.

Le VIH est l'agent étiologique du Syndrome d'Immunodéficience
Acquise (SIDA). Cette pandémie, qui origine fort probablement des régions
subsahariennes de I'Afrique est sans précédent. Depuis la découverte du VIH
trés tot dans les années 80, la pandémie a connu un véritable essor et progresse
de fagon exponentielle. En date du 31 décembre 1994, 1 025 073 cas de SIDA ont
été signalés a I'Organisation Mondiale de la Santé depuis le début de la
pandémie (OMS, 1995). Ceci représente une augmentation de 20% par rapport
aux chiffres obtenus I'an passé. Le nombre de cas rapportés est cependant
entaché d'une erreur systématique par suite de mauvais diagnostics, de la
sous-notification et des retards dans la déclaration des cas. On estime plutdt
que 4.5 millions de cas se sont produits jusqu'a présent a l'échelle mondiale.
De plus, ce nombre ne représente qu'un faible pourcentage des 19 millions
d'individus infectés par le VIH a travers le monde. Plus précisément, c'est 18
millions d'adultes et plus d'un million et demi d'enfants qui ont été infectés

par le VIH (OMS, 1995).

La majeure partie de la population infectée, environ 11 millions
d'individus, vit en Afrique subsaharienne, mais on dénombre aussi beaucoup
de cas dans les grandes villes d'Amérique et d'Europe (OMS, 1995). Ces
derniéres années, la pandémie a progressé en Asie et Océanie, deux continents
qui représentent ensemble 60% de la population mondiale et qui avaient été
jusqu'alors relativement épargnés. L'Asie Sud et Sud-Est est présentement

séverement touchée avec une prévalence estimée a 3 millions de cas (OMS,
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1995). D'apres Michael Merson, directeur du Programme Global sur le SIDA de
'Organisation Mondiale de la Santé, 1'épidémie en Asie pourrait ultimement

surclasser toutes les autres en terme d'envergure et d'impact (Merson, 1993).
1.3.2 Modes de transmission.

Au niveau mondial, le VIH est le plus souvent transmis sexuellement
(revue par Brunet, 1992). Aux Etats-Unis et en Europe, le virus est
principalement transmis lors de relations homosexuelles chez les hommes,
bien que durant les années 90, la progression de l'épidémie chez les
hétérosexuels soit non-négligeable (CDC, 1994). En Afrique et en Amérique du
Sud, la quasi-totalité des cas de transmissions sont hétérosexuels.
Paradoxalement, les chances que le VIH soit transmis lors d'une relation
sexuelle sont relativement faibles. En effet, les risques qu'une femme s'infecte
lors d'un seul rapport sexuel avec un partenaire male infecté par le VIH sont

évalués a seulement 0.2%, comparativement a 25% pour la gonorrhé

(Holmberg et al., 1989).

La transmission du virus se fait aussi par voie sanguine (revue par
Brunet, 1992). Les toxicomanes s'échangeant des seringues contaminées au
moment de I'injection de drogues, représentent plus de 60% de I'ensemble des
cas de SIDA déclarés en Italie et en Espagne, situation que l'on retrouve,
quoiqu' & un moindre degré (30 & 40%), en Thailande et dans le sud de la
France. La transmission par les produits sanguins (transfusion de sang, facteurs
de coagulation pour le traitement de I'hémophilie) a été a toute fin pratique,
supprimée en 1985 aprés l'adoption de procédés d'inactivation virale sur

toutes fabrications de produits dérivés du sang.
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La transmission de la mére a l'enfant durant la grossesse ou
l'accouchement est le troisiéme mode de contamination. Le risque de

transmission d'une mére séropositive a son enfant est approximativement de

20% (Quinn et al., 1992).

Jusqu'a ce jour, aucune autre voie de transmission que les trois

évoquées ici-haut n'a été identifiée.
1.3.3 Aspects cliniques.

En 1992, le Center for Disease Control (CDC) a révisé son systeme de
classification pour l'infection au VIH en mettant 1'emphase sur l'importance
clinique du compte des lymphocytes T CD4+ dans le sang. (CDC, 1992) Ce
nouveau systéme, qui remplace celui de 1986, simplifie la classification des
différents stades de la maladie, du point de vue médical, et permet de mieux

classifier la morbidité reliée au VIH (voir tableau 2).

On considere maintenant comme sidéen, tout patient dont le compte de
lymphocytes T CD4+ est inférieur & 200 /uL ou encore, si les cellules T CD4+
représentent moins de 14% des lymphocytes et ce, méme en phase
asymptomatique. Indépendamment de son compte de lymphocytes T CD4+,
un patient est également considéré sidéen s'il présente une des 26 conditions

cliniques présentes dans la liste des pathologies associées au SIDA (tableau 3).

Généralement, lorsque le compte des lymphocytes T CD4+ descend en
dessous de 200/ul, la fréquence et la sévérité des infections opportunistes
associées au SIDA (voir tableau 3) augmentent. Pratiquement tous les organes

peuvent étre une cible d'infection. Les poumons sont toutefois une cible de



23

choix puisque 65% des infections opportunistes s'y développent (Meduri et
Stein, 1992). D'ailleurs, une pneumonie de type rare, causée par le
Pneumocystis carinii se manifestera chez presque 75% des sidéens ne recevant
pas de traitements prophylactiques antipneumocystiques (Kovacs, 1989).
Certains néoplasmes, dont le sarcome de Kaposi, sont aussi identifiés comme
des manifestations opportunistes reliées a l'infection du VIH (voir tableau 3).
Cependant, I'étiologie et la pathogénése du sarcome de Kaposi demeurent mal
comprises (Tirelli et al., 1994)). La prévalence du sarcome de Kaposi est 20 fois
plus élevée chez les homosexuels que chez les hémophiles (Beral et al., 1990),
ce qui suggére qu'un agent infectieux autre que le VIH, et transmis
sexuellement, pourrait étre associé au développement du sarcome.
Derniérement, des progrés ont été réalisés lorsqu'un groupe de chercheurs de
New York a isolé par PCR, une séquence d'ADN qui semble provenir d'un
virus de la famille des Herpesviridae, dans 90% des lésions de sarcome de

Kaposi (Chang et al., 1994).

L'infection par le VIH n'a pas que des répercussions sur le systéme
immunitaire, puisqu'en plus, le systéme nerveux subit habituellement
d'importants dommages (revue par Price et al., 1992). Au stade SIDA, pres des
deux tiers des patients sont affligés d'une détérioration progressive de leurs
fonctions mentales; cet état est souvent appelé en anglais comme "AIDS
dementia complex” (Price et Brew, 1988). Les complications neurologiques
résultent de divers processus pathologiques inflammatoires, démyélinisants et
dégénératifs. Le VIH, mais aussi d'autres agents tel que le toxoplasme (Grant et
al., 1990), semblent directement et/ou indirectement impliqués dans la

pathogénese de ces maladies neurologiques. Le VIH s'accumule dans les
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macrophages présents dans les espaces périvasculaires et infecte aussi les
cellules microgliales et les astrocytes (Merrill et Chen, 1991). Finalement, le
virus pourrait provoquer une synthése aberrante de cytokines et autres
facteurs solubles, créant ainsi un environnement toxique pour les cellules

neurales (Giullian et al., 1990).
1.3.4 Histoire naturelle de I'infection.

Le VIH cause une infection chronique évoluant habituellement
pendant plusieurs années et qui meéne inexorablement vers un état de
profonde immunosuppression laissant libre cours au développement

d'infections opportunistes (revue par Pantaleo et al., 1993a).

Lors de la primo-infection, le VIH emprunte le systeme circulatoire et se
dissémine a travers tout le corps. Le virus s'introduit dans les organes
lymphoides, notamment les ganglions lymphatiques qui sont des sites de
prédilection pour la réplication du virus (Pantaleo ef al., 1991). Durant cette
période caractérisée par une réplication virale intense et une nette diminution
du nombre des lymphocytes T auxiliaires (CD4+), une réponse immunitaire
contre le VIH parvient tout de méme a étre organisée (Daar et al., 1991; Clark et
al., 1991) Apres un laps de temps pouvant varier de dix jours a trois mois, il y a
simultanément une baisse considérable de la virémie et I'apparition de hauts
titres d'anticorps anti-gp160 et anti-p24 (Clark et al., 1991). Ainsi éliminé du
sang périphérique, le virus ne réapparaitra en aussi grand nombre que de

nombreuses années plus tard, lors de la derniére phase de la maladie.

La longue période asymptomatique qui fait suite a la primo-infection et

durant laquelle il est difficile de détecter la présence du virus dans le sang (une
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cellule mononucléaire infectée sur 10 000 2 100 000), est souvent qualifiée a
tort, de période de latence ou période d'incubation pour le virus (Harper et al.,
1986; Michael et al., 1992). C'est que, durant cette période asymptomatique,
d'une durée moyenne de 10 ans, il y a une détérioration du systéme
immunitaire se manifestant particuliérement par une baisse fonctionnelle
ainsi qu'une déplétion graduelle et lente des lymphocytes T auxiliaires
périphériques (revue par Pantaleo et al., 1993a). En 1993, Pantaleo, Embretson
et collaborateurs ont observé que la charge virale et le taux de réplication dans
les ganglions lymphatiques étaient au moins dix fois plus élevés que dans le
sang périphérique (Pantaleo et al., 1993b; Embretson et al., 1993). Ainsi, durant

cette longue période, l'infection est bien active, mais seulement plus localisée.

Le dénouement inévitable de la détérioration du systéme immunitaire
causée par le VIH est le déclenchement du SIDA (syndrome
d'immunodéficience acquise) associé a diverses manifestations cliniques. Le
virus qui était "filtré" et séquestré dans les ganglions lymphatiques tout au
long de la période asymptomatique, peut maintenant s'échapper des ganglions,
dont I'architecture est complétement effondrée, et émerger de nouveau dans le
sang (revue par Greene, 1993). Seulement, cette fois-ci, aucune réponse
immunitaire n'est possible, vu le faible nombre de cellules T CD4+ (<200/ul)
circulant dans le sang et la destruction des ganglions (lieu propice pour les

interactions entre cellules immunocompétentes).
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1.3.5 Immunopathogéneése de l'infection.

La pierre angulaire du systéme immunitaire, le lymphocyte T CD4+ est
la cible principale du VIH. D'ailleurs, cliniciens et chercheurs évaluent
périodiquement la décroissance de la population de ces cellules afin de suivre
I'évolution de l'infection. Mais, en plus de cette diminution des lymphocytes
T CD4+, c'est tout le systéme immunitaire qui s'affaiblit & mesure que
l'infection progresse. Des progres considérables ont été réalisés ces derniéres
années quant a la compréhension des mécanismes utilisés par le VIH afin

d'induire un état d'immunodéficience chez son hote.

Les macrophages et cellules dendritiques jouent un réle important dans
la propagation du VIH. Ces cellules servent de réservoir pour le VIH et sont
d'excellents véhicules pour la dissémination du virus a travers tout
I'organisme (Gartner et al., 1986). De plus, le VIH qui infecte les macrophages
est moins virulent et se multiplie plus lentement que celui qui est
lymphotropique (Fenyo et al., 1988). Les macrophages et cellules dendritiques
infectés survivent donc plus longtemps et par le fait méme, perpétuent
l'infection en transmettant le virus aux cellules qui migrent dans les ganglions
lymphatiques (Embretson et al, 1993). D'ailleurs, il apparait évident
maintenant que c'est dans le microenvironnement des ganglions
lymphatiques que le virus prend avantage de la proximité et des multiples
échanges entre cellules pour se propager et ainsi, détruire petit a petit le

systéme immunitaire (Pantaleo et al., 1993b; 1994).

Suite a l'infection, les macrophages et les cellules dendritiques seraient

également moins efficaces dans leur fonction de présentateur d'antigénes. Leur
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production de cytokines deviendrait aussi altérée. Par conséquent, ces
changements pourraient instaurer l'état d'anergie observé chez les
lymphocytes T CD4+ (Meyaard et al., 1993). En 1994, Akridge et ses colléegues
ont détecté par PCR, de ' ARNm d'IL-10 dans les ganglions lymphatiques de
patients sidéens et non chez des donneurs séronégatifs. L'IL-10 sécrété par les
macrophages en réponse a l'infection au VIH, pourrait selon eux, diminuer
I'état de fonctionnement des cellules avoisinantes, ce qui contribuerait a la

suppression de la réponse immunitaire (Akridge et al., 1994).

Les survivants de longue durée sont des individus infectés depuis au
moins 8 ans et qui ne présentent toujours pas de symptdmes. Chez ces
individus, on a observé de fagon constante une réponse antivirale trés forte
provenant des lymphocytes CD8+ (revue par Levy, 1993). Ces lymphocytes
lysent les cellules infectées par un mécanisme dépendant du CMH (Walker et
Plata, 1990) ou encore, par un mécanisme indépendant du CMH qui réussi a
inhiber la réplication virale sans toutefois tuer la cellule infectée (Mackewicz et
Levy, 1992). Une cytokine baptisée CAF pour "CD8-cell Antiviral Factor”, serait
impliquée dans cette réponse non-cytolytique. Plus spécifiquement, on vient
de démontrer que CAF est apte a supprimer la réplication du virus dans les
lymphocytes CD4+, en inhibant la transcription virale (Mackewicz et al., 1995).
Le systtme immunitaire semble donc doté d'une arme redoutable en la
présence des lymphocytes CD8+, mais tout comme la population des
lymphocytes T CD4+, le nombre de cellules T CD8+ et son activité anti-VIH
diminue & mesure que progresse l'infection pour atteindre un niveau
indétectable au dernier stade de la maladie (Hoffenbach et al., 1989; Mackewicz

et al., 1991).
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La lymphadénopathie généralisée et l'hypergammaglobulinémie
observées chez les individus infectés par le VIH témoignent de l'activation
polyclonale des lymphocytes B durant l'infection (Jacobson et al., 1991; Shirai
et al, 1992). La fagon dont le VIH s'y prend pour générer cette production
massive d'anticorps dont seulement une minorité est dirigée contre le virus
lui-méme (Pahwa et al., 1989) demeure toujours incomprise. Certains ont
suggéré que la prolifération polyclonale des lymphocytes B soit la conséquence
d'un manque de contrdle de la part des cellules T CD4+. Entre autres, une
production anormalement élevée des cytokines IL-10 (Akridge et al., 1994), IL-6
(Breen et al., 1990) et de TNF alpha (Matsuyama et al., 1991) a été démontrée et
pourrait expliquer en partie cette hyperactivation des lymphocytes B lors de

I'infection.

Pour leur part, les cellules NK perdent graduellement leur pouvoir
cytotoxique dés la séroconversion et ce n'est qu'aux derniers stades de
l'infection que le nombre de cellules NK chute significativement (Cai ef al.,
1990). La baisse de Il'activité des NK pourrait étre attribuable a une diminution
de I'IL-2 et de l'interféron alpha observée chez les individus infectés (revue par
Sirianni et al., 1990). Malgré de hauts titres d'anticorps présents a tous les
stades de l'infection, on a noté que les cellules NK éprouvent une difficulté
grandissante a évoquer une réponse ADCC (Antibody-Dependent Cellular

Cytotoxicity) a mesure que progresse l'infection (revue par Brenner et al., 1991).
1.3.6 Anergie et déplétion de la population de lymphocytes T CD4+.

En 15 ans de recherches intenses, il s'est accumulé une quantité

importante d'informations et de données en ce qui a trait au VIH et le
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syndrome qu'il cause. Paradoxalement, nous en sommes encore au stade de la
vérification des hypothéses quant a la fagon dont le VIH rend anergique et

décime la population de lymphocytes T CD4+.

Vers le milieu des années 80, des résultats d'hybridation in situ
démontraient que seulement 1 sur 104 4 1 sur 10° des leucocytes périphériques
d'un individu était infecté et exprimait le VIH (Harper et al., 1986). Toutefois,
cette méthode ne pouvait identifier les cellules infectées contenant un
provirus défectif ou ne se répliquant pas. Ce n'est que récemment, en utilisant
une technique beaucoup plus sensible, un PCR in situ, que l'on a réévalué la
charge virale & la hausse. En effet, la proportion des cellules mononucléaires
périphériques infectées est maintenant estimée de 1 sur 10 a 1 sur 1000 (Bagasra
et al., 1992). Les auteurs font cependant remarquer que la trés grande majorité
des cellules infectées n'exprime pas de virus, suggérant que le provirus soit

défectif ou latent.

Tout le monde s'entend pour dire, encore aujourd'hui, que l'effet
cytopathogeéne directe du VIH est important mais ne peut étre la seule cause de
la déplétion de la population des cellules T CD4+. On s'est donc intéressé a des
mécanismes indirects qu'emprunterait le VIH pour parvenir a éliminer toute
la population de cellules T CD4+. Plusieurs hypothéses ont été proposées et
étudiées. Entre autres, la formation de syncytia, qui résulte de la fusion de
cellules infectées et exprimant la gp120 avec des cellules T CD4+ non-infectées,
pourrait expliquer la mort de ces derniéres (Lifson et al., 1986). Cependant, ce
processus maintes fois observé in vitro ne semble pas influencer la
pathogénése de l'infection puisque des syncytia ont rarement été observés in

vivo . Par ailleurs, l'induction inappropriée des lymphocytes T supresseurs
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ainsi que de I'ADCC et la présence d'autoanticorps, observées chez les
personnes infectées, pourraient tous contribuer a la diminution du nombre de
lymphocytes T CD4+ tout au long de l'infection (revue par Weiss, 1993).
Egalement, il a été démontré que la glycoprotéine gp120 du VIH a un effet
cytopathogéne sur les cellules hématopoiétiques (CD34+) précurseurs des
lymphocytes T (Zauli ef al., 1992). Ainsi, un ralentissement de la génération

des lymphocytes pourrait expliquer la déplétion graduelle des cellules T CD4+.

La défaillance du systéme immunitaire durant l'infection ne se résume
pas a la diminution de la population des cellules T CD4+. En effet, on observe
dés le début de l'infection et bien avant que le nombre de cellules T CD4+ ait
chuté significativement, une atténuation de la réponse immunitaire
(Teeuwsen et al., 1990). Encore une fois, des mécanismes indirects ont été
proposés. Par exemple, certains chercheurs proposent que les cellules T CD4+
non-infectées deviennent anergiques suite a2 une déficience fonctionnelle des
cellules présentatrices d'antigénes (CPA) ou suite a4 une production inadéquate
de cytokines, notamment I'IL-2 (Meyaard et al., 1993). D'autres suggérent que
Tat (Viscidi et al., 1989) ou la gp120 (Mann et al., 1987) pourraient transmettre
des signaux d'inhibition qui supprimeraient toute réponse proliférative des
lymphocytes T CD4+ normalement induite par des antigénes ou mitogenes.
Enfin, d'autres prétendent que la baisse de la réponse immunitaire est due a la
perte sélective des cellules T CD4+ de mémoire (CD29+/CD45RO+) qui sont

préférablement infectées par le VIH (Schnittman et al., 1990).

Une nouvelle théorie a émergé au début des années 90 et a suscité
beaucoup d'intérét et d'enthousiasme dans la communauté scientifique.

Montagnier, et par la suite, Ameisen et Capron ont proposé I'idée que l'anergie
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et la déplétion des cellules T CD4+ observées chez les patients infectés
s'expliquerait par une induction inappropriée dans ces cellules, d'un
phénomene physiologique connu sous le nom d'apoptose (Gougeon et al.,
1991; Ameisen et Capron, 1991). L'apoptose ou encore, mort cellulaire
programmée (MCP) est un processus ubiquitaire chez les eukaryotes qui différe
morphologiquement et biochimiquement de la nécrose. Depuis que
I'hypothése voulant que le VIH induirait de fagon inappropriée un signal
d'apoptose aux lymphocytes T CD4+ a été émise, un grand nombre d'études
ont été entreprises afin de préciser l'implication de ce processus dans la

pathogénése associée a l'infection par le VIH.

1.4 L'APOPTOSE.

Bien que le concept de mort cellulaire physiologique fit connu depuis
quelques décennies, c'est en 1972 que Kerr, Wyllie et Currie ont vraiment attiré
l'attention de la communauté scientifique sur un processus de mort cellulaire
différent de la nécrose et qu'ils ont nommé apoptose. "Apoptose”, terme
dérivé du grec signifiant "feuilles qui tombent des arbres, en automne”, est
maintenant utilisé dans la littérature en alternance avec les termes, mort

cellulaire programmée et a un moindre degré, mort cellulaire active.

L'apoptose se défini comme un processus par lequel une cellule
eukaryote meurt de facon contrdlée et programmée en réponse a un stimulus
spécifique (Kerr et al., 1972). La cellule participe activement a sa destruction,

d'ott les nombreuses allusions & un suicide cellulaire.
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1.4.1 Apoptose: une mort cellulaire en tant que phénomeénes

physiologiques et pathologiques.

Contrairement a la nécrose qui n'est provoquée que par des stimuli
pathologiques (infections virales lytiques, expositions a des toxines, conditions
non-physiologiques), une cellule meurt par apoptose principalement lors de

divers phénoménes physiologiques.

De nombreux exemples de phénoménes physiologiques ol I'apoptose
joue un réle prépondérant sont connus. Par exemple, I'apoptose est important
dans l'embryogenése, le renouvellement cellulaire normal d'un tissu, la
métarmorphose chez certains insectes et amphibiens, et l'atrophie de tissus qui
sont dépendants d’hormones, tel que la prostate (revue par Duvall et Wyllie,
1986). On observe également de I'apoptose lors de la desquamation de la paroi
intestinale, de la formation de kératinocytes, de certaines régressions de
tumeurs et de la mort des cellules attaquées par les lymphoctes T cytotoxiques

et les NK (revue par Carson et Riberio, 1993; Duvall et Wyllie, 1986).

L'apoptose est spécialement important au niveau du systéme
immunitaire (revue par Duvall et Wyllie, 1986). En effet, c'est par apoptose que
les neutrophiles matures meurent. De plus, le TNF (facteur de nécrose
tumoral), contrairement & ce qu'indique son nom, est capable d'induire en
apoptose des cellules tumorales susceptibles. Et finalement, 'apoptose est un
phénomeéne omniprésent dans le thymus olt a lieu la sélection négative des

lymphocytes T (revue par Duvall et Wyllie, 1986).

En plus d'étre impliqué dans des phénoménes physiologiques, on sait

aujourd'hui que l'apoptose joue également un role dans certaines pathologies.
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Des virus, des radiations et plusieurs substances toxiques sont capables
d'induire I'apoptose (Wyllie, 1987a). Deux points semblent émerger de toute
I'information que 1l'on posséde concernant l'induction de l'apoptose dans des
circonstances pathologiques. D'abord, l'induction de I'apoptose nécessite des
stimuli de moins grandes amplitudes que ceux qui induisent la nécrose.
Deuxiémement, les stimuli pathologiques peuvent seulement induire en
apoptose les cellules qui possédent la capacité d'entrer en apoptose dans des

circonstances physiologiques (Wyllie, 1987a).
1.4.2 Caractéristiques cytologiques de 'apoptose.
1.4.2.1 Réduction de volume.

Plusieurs changements surviennent chez une cellule en apoptose. Tout
d'abord, la cellule s'arrondit et se détache des cellules voisines due a la rupture
de ses desmosomes(s'il y a lieu). La cellule perd rapidement jusqu'a un tiers de
son volume initial. D'ailleurs, Kerr en 1970, a été tellement impressionné par
cette réduction de volume qu'il a utilisé initialement le terme "shrinkage
necrosis" afin de décrire le phénomene d'apoptose (Kerr, 1970). Il a noté aussi
que cette réduction de volume est toujours accompagnée par une
augmentation de la densité cellulaire. Puisque les membranes sont intactes
tout au long du processus et donc, que la cellule conserve son intégrité, la
réduction de volume ne peut s'expliquer que par la perte sélective du fluide
intracellulaire. Il serait donc intéressant de déterminer les changements de
concentration des ions (K, Na...) qui accompagnent cette réduction du volume

cellulaire, en début d'apoptose (Wyllie, 1987b).
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1.4.2.2 Le calcium et son rdle dans l'apoptose.

La concentration normale de calcium a l'intérieur d'une cellule est de
10-7 M tandis qu'a l'extérieur, la concentration est beaucoup plus élevée
puisqu'elle se situe & environ 10-3 M. Tres t6t dans le processus d'apoptose, on
observe une nette augmentation de la concentration intracellulaire de calcium.
Celle-ci est principalement causée par l'influx de l'ion venant de l'extérieur
(Orrenius et al,, 1991). Bien que le mécanisme responsable de la dérégulation
de l'homéostasie du calcium soit toujours incompris, cette hausse de la
concentration cytosolique de Ca2* est maintenant reconnue comme étant un
paramétre important dans l'initiation de l'apoptose. De plus, au moins deux
enzymes qui ont un réle prépondérant dans le processus d'apoptose,
dépendent de la présence de Ca2*. Elles ont été caractérisées comme étant une

endonucléase et une transglutaminase.

1.4.2.3 Condensation de 1a chromatine et activation d'une

endonucléase.

Suite a la réduction de volume de la cellule, le noyau subit des
changements qui sont irréversibles. D'abord, la chromatine se condense et
forme des agrégats trés denses a la périphérie du noyau. Le ou les nucléole(s) se
désintégre(nt) et la chromatine condensée finit souvent par occuper toute la
place dans le noyau, lui donnant, au microscope électronique, une apparence
de trou noir (Cohen, 1993). Un peu plus tard, plusieurs invaginations se
développent dans la membrane nucléaire, favorisant ainsi la segmentation du
noyau (Duvall et Wyllie, 1986). La cause de ces modifications que subit le

noyau est fort probablement liée a l'action d'une endonucléase qui clive la
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chromatine aux sites internucléosomaux, générant des fragments distincts
d’ADN d'environ 200 paires de bases ou en des multiples de 200 paires de bases
(Arends et al., 1990). Cette fragmentation internucléosomale de 'ADN lui
donne un aspect caractéristique "en échelle" lorsqu'il est analysé par
électrophorése sur un gel d'agarose. Ceci differe de la nécrose puisque, lors de
ce processus, 'ADN est libéré de ses histones par des protéases et puis
completement dégradé par des nucléases générant ainsi un spectre continu de

bandes sur un gel d'agarose (Duvall et Wyllie, 1986).

L'endonucléase n'a pas encore été identifiée. On sait, tout de méme, que
pour étre active, I'enzyme requiert la présence de calcium et de magnésium. Le
zinc par contre, I'inactive (Cohen et Duke, 1984). Certains ont d'ailleurs
proposé que la concentration de zinc dans le noyau d'une cellule normale soit
assez élevée pour garder l'endonucléase sous sa forme inactive et que lors de
l'apoptose, il y aurait un échange de zinc pour le magnésium et le calcium
(Duvall et Wyllie, 1986). Il semblerait aussi que l'enzyme soit exprimée
constitutivement dans certaines cellules tel que les lymphocytes T matures
mais qu'elle doit étre induite dans la plupart des autres types de

cellules.(Wyllie, 1987a)

Par ailleurs, certains chercheurs ont émis I'hypothése que c'est un
changement au niveau de la configuration de la chromatine qui permettrait la
digestion internucléosomale par I'endonucléase (Nelson ef al., 1986; Arends et
al., 1990). D'autres prétendent que l'endonucléase activée dans les thymocytes
et les cellules des ganglions lymphatiques chez le rat est la DNase I (Peitsch et
al., 1993). Finalement, deux chercheurs américains soutiennent avoir identifié

une nucléase qui n'est pas dépendante de Ca2+/ Mgz"’ et qui est active a un pH
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inférieur a 7. Cette nucléase, capable de dégrader I'ADN en fragments
nucléosomiques, s'est avérée presque identique a la DNAse II dans tous les
tests que les auteurs ont effectués. Ils remettent donc en question la prémisse
voulant que l'endonucléase qui est dépendante Ca2+/Mg2+ soit la seule
nucléase impliquée dans le processus d'apoptose (Barry et Eastman, 1993).
Toutes ces informations, dont certaines sont contradictoires, montrent que
I'endonucléase responsable de I'étape ultime et irréversible de 'apoptose reste

a découvrir.

1.4.2.4 Changements dans le cytoplasme et activation de la

transglutaminase.

La réduction de volume ne semble pas affecter I'apparence de la plupart
des organites cytpolasmiques, si ce n'est qu'ils sont plus entassés les uns sur les
autres. D'ailleurs, la morphologie des ribosomes et des mitochondries est
préservée tout au long du processus, ce qui constitue une différence
importante avec la nécrose. Par contre, le réticulum endoplasmique se dilate et
forme des vésicules qui ont tendance a fusionner avec la membrane de la
cellule. Par conséquent, la membrane cellulaire acquiert une apparence
cloquée, lorsque observée au microscope électronique a balayage (Duvall et

Wyllie, 1986).

On remarque qu'une enzyme, la transglutaminase, et son ARN
messager s'accumulent en grande quantité dans le cytoplasme des cellules en
apoptose. Cette enzyme qui est dépendante de Ca2*, forme des liens
isopeptidiques entre protéines cytosoliques, éléments intermédiaires du

cytosquelette et membranes phospholipidiques (Fesus, 1992). La
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transglutaminase lie les protéines cytosoliques par des liaisons ¥ (e-
glutamyl)lysine et aussi certains liens 7y -glutamyl-bis-spermidine. Ces liaisons
sont résistantes a la protéolyse et contribuent a rigidifier le cytoplasme des

cellules apoptotiques.

Bien que l'implication de la transglutaminase dans le processus de
I'apoptose ne soit plus mise en doute, on spécule toujours sur son réle exact.
Une possibilité serait qu'en stabilisant l'intérieur de la cellule, ceci limiterait la
dispersion des composantes intracellulaires dans l'environnement immédiat
de la cellule pendant son fractionnement en plusieurs corps apoptotiques
(Fesus, 1992). La rétention des composantes intracellulaires par l'action de la
transglutaminase expliquerait donc qu'aucune réaction inflammatoire n'est

généralement induite lors du phénoméne d'apoptose (Fesus ef al., 1991).
1.4.2.5 Modification de la membrane cytoplasmique.

Méme si la membrane cellulaire conserve son intégrité jusqu'aux stades
tardifs du processus d'apoptose, elle subit toutefois trés tét des modifications
biochimiques. En effet, la fusion prématurée des membranes du reticulum
endoplasmique avec la membrane cytoplasmique abrégerait le processus de
maturation des sucres. Ceci provoquerait I'apparition de sucres immatures 2 la
surface de la cellule apoptotique. Une étude démontre qu'un sucre ne
contenant pas d'acide sialique, le N-acetyl-glucosamine est présent a la surface
de la cellule apoptotique (Morris et al., 1984). Normalement, ce sucre se fait
couvrir d'acide sialique juste avant son émergence a la surface des membranes
cytoplasmiques. La présence de ce sucre modifié rendrait plus facile et rapide la

reconnaissance des cellules apoptotiques par les cellules phagocytaires.
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D'ailleurs, les macrophages posséderaient a leur surface un récepteur ayant les
propriétés de lectines qui aurait une grande affinité pour le N-acetyl-
glucosamine (Duvall et al., 1985). Une fois phagocytés, les corps apoptotiques
sont subséquemment dégradés par l'action des lysosymes endogénes aux

cellules phagocytaires (Bursch et al., 1990).
1.4.3 Génes régulateurs de l'apoptose.

L'apoptose est un programme intrinséque aux cellules eukaryotes qui
est essentiel au développement et a I'homéostasie des organismes métazoaires.
On ne comprend pas encore trés bien les mécanismes qui contrélent le
phénomene d'apoptose, mais on a tout de méme identifié de nombreux génes
qui sont impliqués dans sa régulation. Nous nous limiterons ici a présenter

ceux qui sont les plus importants.

Le géne bcl-2 code pour une protéine membranaire de 26 KDa se
retrouvant dans les membranes mitochondriales, les membranes
périnucléaires et celles du réticulum endoplasmique. Son expression empéche
la cellule d'entrer en apoptose lorsqu'elle est privée de facteurs de croissance,
irradiée ou encore, mise en contact avec des glucocorticoides et autres agents
chimiothérapeutiques (Sentman et al., 1991; Nunez et al., 1994). Par contre,
Bcl-2 ne protége pas les cellules qui sont la cible des cellules T cytotoxiques
(Vaux et al., 1992). Le mécanisme par lequel Bcl-2 prévient I'apoptose n'est pas
encore connu mais certains ont suggéré que Bcl-2 est un antioxydant
(Hockenbery et al., 1993), un contrdleur du flux de calcium (Lam et al., 1994),
ou encore, qu'il interfére directement ou indirectement avec les protéines

impliquées dans la transduction des signaux d'apoptose (Nunez et al., 1994).
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Bcl-2 a plusieurs homologues. En plus de partager deux régions d'acides
aminées trés conservées (BH1 et BH2), tous les membres de la famille Bcl-2
sont impliqués dans la modulation de la mort cellulaire. Bcl-x, qui est exprimé
dans la cellule en plus grande quantité que Bcl-2, inhibe l'apoptose (Nunez et
al., 1994). D'autres agissent a l'opposé. C'est le cas pour Bad qui est un
antagoniste de Bcl-x et Bcl-2 et qui, en se liant & ces derniers, favorise
l'induction de l'apoptose (Yang et al., 1995). Bax, une protéine de 21 KDa,
forme aussi un hétérodimére avec Bcl-2. L'expression de Bax facilite

l'induction de I'apoptose en inhibant la fonction de Bcl-2 (Oltvai et al., 1993).

Le géne bak a été tout récemment isolé. Jusqu'a 25% de sa séquence
d'acides aminées est identique a celle de Bcl-2. On vient de démontrer que Bak,
qui est une protéine membranaire, favorise une mort cellulaire par apoptose et
annule la protection que procure Bcl-2 lorsque la cellule est privée de facteurs
de croissance (Chittenden et al.,, 1995). Les cellules du foie, du pancréas, du
coeur, du rein et du cerveau contiennent tous d'importante quantité d'ARNm

du géne bak (Kiefer ef al., 1995).

D'autres génes ne faisant pas partie de la famille Bcl-2 sont aussi
impliqués dans la régulation du processus d'apoptose. Par exemple, dans
certaines circonstances, le déclenchement de l'apoptose est directement relié a
I'action de l'anti-oncogéne p53 ou encore, du proto-oncogene c-myc (Cohen,
1993; Carson et Ribeiro, 1993). La p53 induirait I'apoptose en diminuant
I'expression de Bcl-2 (Miyashita ef al., 1994) et en activant directement la

transcription du géne bax (Miyashita et Reed, 1995).
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Le géne fas code pour un récepteur présent a la surface d'une grande
variété de cellules. Le récepteur, connu sous les appellations de APO-1, CD95,
ou tout simplement Fas, est un membre de la superfamille du récepteur du
facteur de nécrose tumoral (TNF), et lorsque son ligand, le FasL s'y attache, la
cellule est induite en apoptose. Le FasL est une protéine de surface qui est
exprimée principalement par des cellules T activées (revue par Nagata et
Golstein, 1995). Le systéeme Fas/APO-1 est un des mécanismes qu'utilisent les
cellules T cytotoxiques pour éliminer des cellules infectées (Nagata et Golstein,
1995). Derniérement, des chercheurs américains et allemands ont publié des
résultats démontrant qu'une cellule T activée via son TcR, co-exprimait trés
rapidement les molécules Fas et FasL. L'interaction de ces deux molécules
permettrait a la cellule de s'induire en apoptose d'une maniere autocrine ( Ju
et al., 1995; Dhein ef al., 19953). Par ailleurs, certains chercheurs ont noté une
différence dans l'expression de Fas et FasL chez les deux sous-groupes de
lymphocytes T auxiliaires; Th1 et Th2 (Lynch et al., 1995). Fas est exprimé dans
les deux sous-groupes tandis que les cellules Thl sont les seules & exprimer
promptement FasL, aprés activation. Fait intéressant, I'expression différentielle
de FasL par Thl et Th2 pourrait expliquer la plus grande facilité des
lymphocytes Thl a activer leur programme d’apoptose. Les cellules Th2 sont
beaucoup plus résistantes a 1'apoptose (Lynch et al., 1995). De ce fait, on peut
commencer a comprendre pourquoi le phénotype Thl prédomine dans les
stades précoces de l'infection et que le stade SIDA est souvent associé avec un
phénotype Th2 prédominant. En effet, dans les stades avancés de l'infection,
seules les cellules T plus résistantes & 1'apoptose (en 'occurrence, les Th2) sont

encore présentes (Levy, 1993; Clerici et Shearer, 1993).
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Un géne, situé sur le chromosome 11923, code pour une protéase qui a
pour fonction de cliver le précurseur de I'Il-1P (Cerretti et al.,, 1992). Cette
protéase que l'on a nommé ICE pour Interleukin-1B Converting Enzyme,
posséde également une activité pro-apoptose, puisque son expression et
activation déclenchent le processus d'apoptose (Miura et al., 1993). Tout
récemment, on a découvert que l'activité protéolytique de ICE serait requise
pour l'induction de l'apoptose par le systeme Fas/APO-1 (Los et al., 1995). Il est
clair que ICE est un rouage important dans la cascade de réactions conduisant a
l'apoptose. Toutefois, son substrat, 'lIL-1f n'est pas impliqué dans ce processus
de mort programmée (Vaux et al., 1994). On est donc toujours a la recherche
d'un second substrat de la protéase qui jouerait un role dans l'induction de

l'apoptose.

Finalement, une nouvelle enzyme, baptisée Yama, en l'honneur du
dieu de la mort des Hindous, vient d'étre identifiée comme agissant dans la
cascade de réactions conduisant a I'apoptose (Tewari et al., 1995). La Yama, une
fois activée, clive une enzyme appelée PARP (poly (ADP-ribose) polymérase)
qui est impliquée dans le processus de réparation de ' ADN. Ainsi, lorsqu'une
cellule subit d'importants dommages a son ADN, I'enzyme Yama clive
l'enzyme PARP et empéche par le fait méme, l'activation du systéme de
réparation. La cellule endommagée s'engage donc dans la seule avenue qui lui
reste: une mort par apoptose. De plus, dans la discussion de I'article qu'ils ont
publié, les auteurs émettent I'hypothése que Yama est synthétisée d'abord sous
une forme inactive et qu'elle serait activée suite a2 une protéolyse. Ils suggerent
donc que Yama serait le substrat tant recherché de la protéase ICE (Tewari et al.,

1995).
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Cette bréve discussion des génes impliqués dans la régulation de
I'apoptose nous donne un aperqu de la complexité du systeme et des stratégies
qu'ont élaboré les cellules afin de contrdler le processus d'apoptose. Depuis
environ trois ans, un grand nombre de chercheurs travaillent pour identifier
les geénes impliqués dans l'apoptose. Plusieurs ont été découverts et
caractérisés, mais tous s'accordent pour dire que dans les prochaines années,

voire les prochains mois, d'autres génes viendront s'ajouter a cette liste,
1.4.4 Les signaux d'apoptose.

Le processus d'apoptose est déclenché dans différents types de cellules
par différents signaux. Cependant, tous les génes dont on vient de faire
mention dans la section précédente ne sont pas impliqués dans chacune des
différentes voies d'induction de l'apoptose. Par exemple, l'anti-oncogéne p53
semble étre impliqué dans l'induction de I'apoptose causée par des radiations
ionisantes, mais il n'est pas requis pour l'induction du processus de mort
programmée par les glucocorticoides. (Schwartz et Osborne, 1993). Il y a
également Bcl-2 qui bloque la plupart des signaux d'apoptose, excepté celui
provenant des cellules T cytotoxiques a leurs cellules cibles (Vaux et al., 1992).
Chaque signal semble donc étre transduit par différents enchainements de
réactions pour activer différentes combinaisons de génes et finalement aboutir
a un seul et méme résultat: la mort de la cellule par apoptose (Schwartz et

Osborne, 1993).

Lors de la sélection négative, les thymocytes sont induits en apoptose
lorsqu'ils sont stimulés via leur récepteur CD3-TCR avec un antigéne du soi

(Smith et al., 1989). Cette délétion clonale est nécessaire afin de ne pas générer
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des lymphocytes T autoréactifs. A 1'opposée, les lymphocytes T matures
semblent résistants & l'apoptose lorsqu'un signal antigénique est transmit a
leur CD3-TCR (McConkey et al., 1990). Cependant, en 1990, Newell et
collaborateurs ont démontré, dans un modele murin, que les cellules T
matures entraient en apoptose lorsque le signal requ par le TcR était précédé
d'une ligation du récepteur CD4 (Newell et al., 1990). Toujours au début des
années 90, une autre étude venait démontrer qu'un signal transmit via le CD3-
TCR et qui était suivi d'un co-signal au domaine o3 de la molécule CMH de
classe I induisait également les cellules matures en apoptose (Sambhara et
Miller, 1991). Durant la méme année, on découvrait que les lymphocytes T
CD4+ et CD8+ matures de souris prétraités avec de l'interleukine-2 meurent

aussi par apoptose suite & une stimulation antigénique (Lenardo, 1991).

Pour tenter d'expliquer ces derniers résultats, on peut se référer a une
théorie voulant que les lymphocytes doivent toujours recevoir deux signaux
pour proliférer ou s'induire en apoptose (revue par Carson et Ribeiro, 1993). Le
premier signal, dit de compétence, préparerait la cellule a se répliquer et le
second, le signal de progression, donnerait le coup d'envoi a la réplication
cellulaire. Toujours selon ce modele, en l'absence du deuxiéme co-signal, la
cellule devient anergique. Elle ne répond plus a aucun stimulus (Schwartz et
Osborne, 1993). Cet état d'anergie n'est cependant pas toujours irréversible
(Jenkins, 1992). Finalement, en présence d'un co-signal innappropri¢, le
programme d'apoptose serait activé. La ligation de la molécule CD4 ou du
domaine o3 de la molécule CMH de classe I seraient donc des exemples de co-
signaux innappropriés. Fait intéressant, l'expression de c-Myc augmente

lorsque la cellule regoit un signal via son TCR et, dépendant de la nature du
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second co-signal, la cellule serait amenée par I'action de l'oncogéne sur la voie

de la prolifération ou celle de I'apoptose (Green et Scott, 1994).

1.5 IMPLICATION DU PHENOMENE D'APOPTOSE DANS LA
PATHOGENESE DU SIDA.,

Durant la progression de l'infection par le VIH, on observe d'abord une
perte sélective de la capacité des lymphocytes T CD4+ a proliférer en réponse a
certains stimuli, suivie d'une réduction progressive du nombre de
lymphocytes T CD4+ qui aboutit au SIDA. Le fait que peu de lymphocytes T
CD4+ soient activement infectés ont laissé perplexes pour un moment les
chercheurs qui n'ont eu d'autres choix que de se tourner vers des mécanismes
indirects pour tenter d'expliquer les anomalies qualitatives et quantitatives
observées durant la maladie. Montagnier, Ameisen et Capron ont proposé
qu'une réémergence innappropriée du programme de mort cellulaire dans
'ensemble de la sous-population lymphocytaire T CD4+ puisse expliquer a elle

seule, les deux anomalies (Gougeon et al., 1991; Ameisen et Capron, 1991).
1.5.1 Les fondements de I'hypothése de 'apoptose.

Cette hypotheése s'appuyait sur plusieurs observations scientifiques faites
a ce moment la. D'abord, le groupe de Montagnier rapportait que les
lymphocytes de personnes asymptomatiques infectés montraient une rapide
perte de viabilité lorsque placés dans un milieu de survie in vitro. Les cellules
mourraient suite a3 une fragmentation endonucléosomique de 'ADN. Le

phénomene était accentué par des agents activateurs de lymphocytes tel que



45

des ionophores de calcium. Leurs résultats suggéraient donc qu'in vivo, les
lymphocytes de patients sont dans un état préapoptotique en raison d'une
activation anormale (Gougeon et al.,, 1991). Deuxidmement, Groux et
collaborateurs avaient observé que les lymphocytes T CD4+ d'individus
asymptomatiques infectés par le VIH, sont induits en apoptose lorsque
stimulés in vitro par des mitogénes ou superantigénes (Groux ef al.,
1992).Troisiémement, Meyaard et collaborateurs avaient également réussi a
induire en apoptose des lymphocytes T CD4+ et T CD8+ de patients infectés en
les activant in vitro avec des anticorps anti-CD3 (Meyaard et al., 1992).
Finalement, le groupe d'Hovanessian a démontré que l'effet cytopathogéne du
VIH in vitro est associé au phénomene d'apoptose. L'accumulation des
nucléosomes, qui est une des manifestations de l'apoptose, s'est avérée
maximale lorsque l'effet cytopathogéne (i.e. la formation de syncytia) était

maximal (Laurent-Crawford et al., 1991).

1.5.2 Réle du VIH dans l'induction de l'apoptose

chez les lymphocytes T CD4+.

En 1990, Newell et ses collegues ont démontré que des lymphocytes T
murins sont induits en apoptose lorsqu'une stimulation via le TCR est
précédée d'une ligation du CD4 (Newell et al., 1990). Ce résultat suggérait que
la molécule CD4, qui est le récepteur cellulaire du VIH, serait impliquée dans
l'induction de l'apoptose. Deux ans plus tard, Banda et collaborateurs ont
publié des résultats qui, non seulement confirment ceux obtenus par Newell et
al., mais font la démonstration pour la premieére fois d'une implication directe
du VIH dans l'induction de 'apoptose. A l'instar des lymphocytes T murins de

Newell, des lymphocytes T CD4+ humains non-infectés et fraichement isolés
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ont d'abord été prétraités avec des anticorps anti-CD4 et subséquemment
induits en apoptose par une stimulation via leur TCR. Dans l'expérience
suivante, les anticorps anti-CD4 ont été remplacés par 40 pg/ml de gp120
complexées a des anticorps anti-gp120 et aprés 60 heures d'incubation, jusqu'a
30% des lymphocytes T étaient apoptotiques, comparativement a un taux de
5% d'apoptose chez les témoins négatifs (Banda et al., 1992). En s'attachant au
CD4, la gp120 du VIH semble donc prédisposer a 1'apoptose les lymphocytes T
non-infectés, qui ont tout de méme besoin d'une stimulation via leur TCR

afin déclencher véritablement le programme d'apoptose.

En 1993, un groupe de chercheurs a réussi a démontrer que des anticorps
anti-CD4 pouvaient a eux seuls, induire en apoptose les lymphocytes T CD4+
lorsque présents dans une population non-fractionnée de cellules
mononucléaires humaines. Aucune stimulation n'a été requise pour que les
lymphocytes T CD4+ entrent en apoptose, bien que dans ces conditions, la
présence des monocytes/macrophages se soit révélée nécessaire puisque
lorsque l'expérience a été répétée avec une population de cellules T purifiée, la
ligation du récepteur CD4 s'est avérée insuffisante pour enclencher le

programme d'apoptose (Oyaizu ef al., 1993).

Laurent-Crawford et al. ont publié en 1993 des résultats qui
démontraient que I'expression du géne env du VIH dans les cellules CD4+ est
suffisante pour initier une série d'événements conduisant a I'apoptose. De fait,
suite a une cinétique d'infection avec la lignée de cellules lymphoblastiques
CEM, ils se sont aperqus que toutes les étapes avant la réplication du virus et
I'expression de la gpl60/120 n'induisaient pas les cellules en apoptose.

L'interaction possible de la gp160 avec le récepteur CD4, tous deux exprimés a
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la surface de la membrane de la méme cellule pourraient selon les auteurs,
enclencher le processus d'apoptose. Par ailleurs, le changement
conformationnel qui se produit lors du clivage de la gp160 et qui se traduit par
la formation du complexe gp120-gp41, semble important dans l'induction du
programme d'apoptose. Finalement, les cellules CEM et MOLT4-T4 n'ont pas
été induites en apoptose lorsque mises en présence de 2ug/ml de gp120 ou
gp160 libres (Laurent-Crawford et al., 1993). Ces résultats suggeérent donc que la
présentation de la glycoprotéine virale influence sa capacité d'induire les

lymphocytes T CD4+ en apoptose.

1.6 OBJECTIFS DU PROJET.

Depuis la publication de I'hypothése de l'apoptose par Montagnier,
Ameisen et Capron, il y a 5 ans, les résultats de plus de quatre-vingt-dix études
traitant spécifiquement de cette théorie ont été publiés. Nous venons de
discuter dans la section précédente de cette revue bibliographique, des résultats
les plus pertinents qui ont été publiés avant décembre 1993. C'est au cours de
I'année 1993 que nous débutions notre projet et récoltions nos premiers
résultats. Nos objectifs ont donc été élaborés en fonction de ce qui était connu
jusqu'alors. Depuis, des études fort intéressantes ont été publiées et les plus
pertinentes seront considérées et comparées & nos résultats, dans la section

Discussion de cet ouvrage.

Parmi les protéines virales du VIH, la gp160/120 et Tat sont logiquement

deux excellents candidats pour expliquer l'habilité du virus a induire les

lymphocytes T non-infectés en apoptose. Ces deux protéines sont sécrétées en
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grande quantité par les cellules infectées et peuvent interagir facilement avec
d'autres cellules. Tout récemment, on a démontré pour la premiére fois que
Tat, tout comme la gpl60/120, est capable de déclencher le programme de
suicide cellulaire chez les lymphocytes T non-infectés (Li et al.,, 1995). Tat
augmenterait I'expression de FasL, ce qui rendrait plus facile l'induction de

l'apoptose dans ces cellules (Westendorp ef al., 1995).

En 1993, Laurent-Crawford et al. avaient tenté sans succés d'induire des
lymphocytes en apoptose en les infectant avec le virus de la vaccine
recombinant dans lequel le géne Tat avait été incorporé. Ainsi, au moment de
décider de l'orientation de notre projet, la gp160/120 s'avérait la seule protéine
dont la capacité d'induire l'apoptose avait été démontrée et nous avons donc
décidé de diriger nos recherches dans le but de savoir sous quelles formes et
dans quelles conditions la glycoprotéine agit comme une inductrice

d'apoptose.

Nos premiéres expériences ont été effectuées avec le VIH entier. Nous
voulions savoir si l'attachement et l'internalisation du VIH, alors que la
gp160/120 présente a la surface du virus interagit avec le récepteur CD4, sont
suffisants pour induire les cellules en apoptose. Nous avons également
effectué diverses cinétiques avec des cellules T CD4+ mises en présence
d'Immunosomes-gp160. Ces derniers sont des vésicules a double feuillet
phospholipidique sur lesquelles sont ancrées les glycoprotéines du VIH. Les
expériences avec les Immunosomes s'avérent une alternative intéressante a
I'utilisation du virus afin d'évaluer si l'attachement de la gpl60 a son

récepteur peut induire la cellule en apoptose. Un avantage certain a
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I'utilisation des Immunosomes est l'absence, & la surface de ceux-ci, de

protéines autres que la gp160.

Finalement, lors d'une étude en 1992, des chercheurs ont identifié la
glycoprotéine gp160/120 comme un antigeéne libre circulant dans le sang de
certains patients sidéens (Oh et al., 1992). Il nous paraissaient donc important
de déterminer si des glycoprotéines gp160 sous forme de rosette ont le potentiel

d'induire une mort cellulaire programmeée chez des cellules T CD4+.



MATERIEL ET METHODES
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21 CULTURES CELLULAIRES.
2.1.1 Lignées cellulaires.

Les lignées cellulaires CEM, Raji et deux lignées lymphoblastoides de
type B transformées par le virus Epstein-Barr (EBV) ont été utilisées dans ce
projet. La lignée CEM clone 13 provient du laboratoire du Pr. Luc Montagnier
(Institut Pasteur, Paris, France). Les cellules CEM sont des lymphocytes T
auxiliaires CD4+ transformés qui ont été isolés a l'origine chez une fillette
atteinte d'une leucémie lymphoblastique aigué (Foley et al., 1965). La lignée
Raji est constituée de lymphocytes B isolés en 1963 d'un jeune gargon noir de
11 ans souffrant d'un lymphome de Burkitt (Pulvertalf, 1964). Finalement, les
deux lignées lymphoblastoides B transformées par le EBV ont été fournies par

le Dr. Nicole Sociu-Foca de 1'Université Columbia (N.Y., E.U.).
2.1.2 Milieu de culture: RPMI complet.

Les cellules sont cultivées dans le milieu de croissance RPMI-1640 (Gibco,
Grand Island, N.Y., E.U.) additionné de 10% de sérum foetal bovin (SFB: Gibco),
50 pug/ml de gentamycine (Schering, Kenilworth, N.J.,, EU.), 2 ug/ml de
polybréne (Sigma, St-Louis, MI, E.U.), 2 mM de glutamine (Gibco) et 10-5M de 2-
mercapto-éthanol (ICN, St-Laurent, Qc, Canada).

2.1.3 Passage cellulaire.

Les cellules CEM sont remises en suspension par une légere agitation et
un petit volume de la suspension cellulaire est prélevé et coloré avec une

solution de bleu trypan 0.5% (Gibco). A l'aide d'un hématimetre, la
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concentration et la viabilité de la suspension cellulaire sont déterminées. Ainsi,
a tous les 3 ou 4 jours, lors d'un passage cellulaire, la concentration des cellules

est ramenée a 4X109 cellules/ml et le milieu de culture est renouvelé.

2.1.4 Mesure de l'expression de la molécule CD4
sur les cellules CEM et Raji.

Un million de cellules sont déposées dans des tubes de polystyréne de 15
ml (Corning; Canlab, Qué, Canada) et sont centrifugées a 400 rpm pendant 5
minutes. Les cellules sont lavées une fois au PBS et sont resuspendues dans
une solution de PBS froid contenant 3% d'albumine sérique bovin (BSA: Bio-
Rad, CA, E.U.) et 0.02% d'azide de sodium (NaN3: Boehringer Mannheim,
Québec, Canada). Différentes dilutions d'anticorps monoclonaux de souris anti-
CD4 humain d'isotype IgG-2a (Cerdalane, Ontario, Canada) sont ensuite
ajoutées dans les tubes. Ces anticorps qui sont couplés au FITC se lient & leur
cible, le récepteur CD4, lors d'une incubation de 40 minutes, a 4°C et au noir.
Par la suite, les cellules sont lavées deux fois et finalement resuspendues dans 1
ml du PBS additionné de BSA et de NaN3. Les cellules sont alors prétes a étre

analysées en cytofluorométrie.
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2.2  PRODUCTION ET PURIFICATION DES GLYCOPROTEINES VIRALES
(GP160/120).

2.2.1 Production du VIH-1.

La gpl60/120, nécessaire a la production dImmunosomes et utilisée
dans ce projet, est isolée et purifiée & partir de productions virales. La souche
virale LAI provient du laboratoire du Pr. Luc Montagnier. Le virus est produit

sur des cellules CEM clone 13 (Institut Pasteur, France).

Les cellules CEM sont cultivées sous agitation constante pendant 3 jours
a 37°C, dans une bouteille de culture en pyrex de 4 litres (Bellco Glass, N.J.,
E.U.). On infecte ensuite 1.8 milliards de cellules avec 360 ml d'une suspension
virale, 4 un indice de multiplicité (MOI) de 0.002 DITC5(. Aprés une heure de
contact a 37°C, un volume de 3,6 L de RPMI complet est ajouté. L'incubation se
poursuit, dans les mémes conditions pendant 3 jours. Au troisiéme jour,
l'agitation est interrompue et la moitié du surnageant est récupérée et
remplacée par du milieu de croissance frais sans sérum foetal bovin.
L'incubation se poursuit durant 24 heures supplémentaires, sans agitation. A la

fin, le surnageant est récolté.
2.2.2 Isolement des glycoprotéines virales.

Les virus et les protéines virales présents dans les surnageants récoltés et
clarifiés des cellules infectées sont précipités au sulfate d'ammonium (NH4)2
SO4 (BRL, Maryland, E.U.) a 70% de saturation, pendant une heure a 0°C et
sous agitation constante. Suite a une centrifugation & 10 000 g pendant 30

minutes, les culots sont dissouts dans I'eau et dialysés avec du PBS pendant au
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moins 48 heures. Les échantillons viraux sont alors immédiatement purifiés

ou sont conservés a -70°C jusqu'au moment de la purification.
2.2.3 Purification des glycoprotéines virales.

Les échantillons viraux sont mélangés & un tampon Tris 50 mM, pH 7.4,
contenant 2% du détergent 8-D-octyl-glucopyranoside (OGP: Boehringer
Mannheim, Qué, Canada) et 1% d'acide désoxycholique (DOC: Sigma, St-Louis,
MI, E.U.), afin de solubiliser les membranes virales. Les échantillons sont
incubés pendant 30 minutes a 25°C et 30 minutes supplémentaires a 10°C. Par la
suite, 5 ml d'échantillon sont déposés sur chaque gradient linéaire de
saccharose de 60 a 8% (p/v) et centrifugés a 25 000 rpm, a 4°C pendant 45 heures
(Beckman L.8-80, rotor SW-28). Les gradients sont ensuite fractionnés par le bas
en 24 fractions de 1.5 ml. Les glycoprotéines gp160/120 ont une densité de
flottaison de 1.12 a 1.16 g/m! et se concentrent dans les fractions 10 a 13. Ces
fractions sont regroupées et dialysées d'abord dans de l'eau distillée
additionnée d'un inhibiteur de protéase, le PMSF (fluorure de
phenylmethylsulfonyle: Boehringer Mannheim), puis contre du PBS dilué par
un facteur de 50 et additionnée de PMSEF. La dialyse s'échelonne sur quatre ou
cinq jours, jusqu'a élimination compléte du saccharose et des détergents; les
tampons sont renouvelés fréquemment. Les glycoprotéines sont par la suite
lyophilisées et conservées dans un dessicateur a 4°C. Au moment de les utiliser
pour des cinétiques avec des cellules CEM ou pour la confection
d'Immunosome-gp160, les glycoprotéines sont reconstituées avec de l'eau

stérile.
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2.2.4 Caractérisation des protéines virales gp160/120.

2.2.4.1 Mesure de la concentration en protéines par

spectrophotométrie.

La quantification des protéines est effectuée par la technique
colorimétrique de Bradford. Les échantillons de gp160/120 sont mélangés avec
une solution acide de bleu de coomassie G-250 (Bio-Rad, CA, E.U.} et incubés
pendant 15 minutes & la température de la piéce. L'absorbance est mesurée a 595
nm dans des cuvettes de quartz au spectrophotomeétre (PMQ3 Zeiss,
Allemagne). La concentration en protéines est ensuite déduite par
interpolation des valeurs de densité optique sur une courbe étalon qui est
établie pour chaque expérience, a partir de solutions contenant des

concentrations connues d'albumine de sérum bovin.
2.2.4.2 Electrophorése sur gel de polyacrylamide.
2.2.4.2.1 Préparation des échantillons et des gels.

Deux plaques de verre (18 x 16 ¢m : Canberra-Packard, Canada) séparées
de barres d'espacement de 1.5 mm d'épaisseur sont montées pour obtenir des
gels ayant des dimensions de 16 cm x 14 cm x 1.5 mm. Les gels de séparation et
de regroupement sont coulés & une heure d'intervalle. La préparation des gels
et des différents tampons est détaillée a I'annexe I. Une fois les gels
polymérisés, ils sont immergés dans un réservoir (Hoefer Scientific
Instrument, SE, 600, CA, E.U.) rempli d'un tampon Tris-base 25 mM, pH 8.5,
contenant du SDS 0.1% et 192 mM de glycine.
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A 5 ug de protéines virales (volume amené a 45 pl avec de l'eau
distillée), on ajoute 20 pl d'une solution de saccharose a 40 % et 45 pl du
tampon Tris base 5 mM, pH 7.0 contenant du SDS 0.5%, du f-mercaptoéthanol
2.5 % et du glycérol 5 %. Les protéines sont dénaturées par une incubation de 5
minutes & 100°C. Lorsque les échantillons sont refroidis, on ajoute 20 pl d'une
solution de bleu de bromophénol 0.005 % dilué dans du saccharose 40 %. Ils
sont par la suite déposés dans les puits du gel. Des standards de masse

moléculaire (Bio-Rad) sont déposés dans les puits de chaque extrémité du gel.
2.2.4.2.2 L'électrophorése.

La migration des protéines se fait en fonction de leur poids moléculaire,
sous l'influence d'un champ électrique. Un voltage constant de 100 volts
(générateur de puissance: Pharmacia EPC 500/400) est initialement appliqué a
travers le gel pendant une heure dans le but de regrouper les protéines. Le
voltage est ensuite baissé & 65 volts et 1'électrophorése se poursuit pendant une
durée approximative de 15 heures, jusqu'a ce que le front de migration ait

atteint 1 cm du bas du gel.
2.2.4.2.3 Révélation des protéines par coloration a l'argent.

Les gels sont colorés par la méthode de coloration a I'argent telle que
décrite par Merrill et al. (1981). La coloration se déroule sous agitation constante
et a l'abri de la lumiére dans des plateaux en polyéthyléene. Les gels sont fixés
durant 60 minutes dans une solution de méthanol 50 % et d'acide acétique 10%
et sont par la suite lavés a trois reprises avec 200 ml d'une solution d'éthanol
10 % et d'acide acétique 5% pendant 60 minutes. Les gels sont alors immergés

durant 10 minutes dans une solution oxydante contenant 3.4 mM de
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dichromate de potassium et 3.2 mM d'acide nitrique. Aprés deux ringages de 5
minutes a 1'eau distillée-déionisée, les gels sont placés dans 200 ml d'une
solution de nitrate d'argent 12 mM durant 30 minutes, et ensuite, de nouveau

rincés a I'eau distillée-déionisée pendant 3 périodes d'une minute.

Enfin, la révélation des protéines s'effectue en plagant les gels dans une
solution fraichement préparée de carbonate de sodium 280 mM a laquelle 500
ml de formaldehyde 37 % sont ajoutés. Les gels sont immergés dans cette
solution pendant une quinzaine de secondes et ce, a trois reprises pour
finalement demeurer dans un quatriéme bain de cette méme solution pendant
5 a 15 minutes selon l'intensité de la coloration désirée. On arréte la coloration

en plongeant les gels dans une solution d'acide acétique.

2.3 PREPARATION DES IMMUNOSOMES.

Notre laboratoire a développé une expertise dans la fabrication
d'Immunosomes-gp160 (IMS) qui se fait en deux étapes. D'abord, on forme des
liposomes qui sont des vésicules a double feuillet phospholipidique de taille
déterminée. Les glycoprotéines gpl60 sont par la suite ancrées a la surface des

liposomes pour ainsi former les IMS.
2.3.1 Préparation des liposomes.

Les liposomes sont composés de phosphatidylcholine et de cholestérol
(Avanti Biochemicals Inc. Birmingham, Alabama, E.U.) dans un rapport
molaire 7:1. Ainsi, neuf pmoles de cholestérol et 63 pmoles de

phosphatidylcholine sont préparées séparément avec une solution de PBS sans
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Cat+* ni Mgt+*, pH 7.4 et qui contient 200 mM de détergent OGP. Les deux
solutions sont par la suite mélangées et le volume est complété a 6 ml avec la
solution d'OGP de fagon a obtenir une concentration en lipides de 12 umol/ml.
Le mélange lipidique est chauffé a 40°C et injecté & l'aide d'une seringue
hypodermique dans la chambre a dialyse d'un appareil Lipoprep (Dianorm,
Munich, Allemagne) dont la température est réglée a 40°C. Le retrait du
détergent du mélange lipides-détergent s'effectue graduellement durant une
dialyse de 24 heures contre 4 litres de PBS sans Ca** ni Mg*+ et permet ainsi
aux liposomes de se former. Au terme de la dialyse, les liposomes sont
récupérés de la chambre & dialyse, puis sont centrifugés pendant 10 minutes a
1000 rpm et a 4°C (Sorvall RC-5B, rotor 55-34) afin d'éliminer les substances

insolubles. Les liposomes sont conservés a 4°C.
2.3.2 Préparation des Immunosomes.

Les liposomes et les protéines sont utilisés dans un rapport de 3 pmoles
de liposomes pour 500 pg de protéines. Le détergent (OGP} est d'abord ajouté
dans les liposomes a une concentration finale de 3 mM et de 80 mM dans
I'échantillon contenant les glycoprotéines purifiées. En se liant aux régions
hydrophobes des lipides et des protéines, le détergent fluidifie les liposomes et
dissocie les rosettes de glycoprotéines. Aprés 30 minutes d'incubation a la
température de la piece, les complexes protéines-détergent sont combinés aux
liposomes fluidifiés. Ce mélange est dialysé pendant 24 heures, a 4°C contre un
gradient linéaire décroissant de 10 mM a 0 mM d'OGP dilué dans du PBS sans
Cat* ni Mgt+. Pour former le gradient, un générateur de gradient & deux
chambres communicantes a été utilisé. L'élimination du détergent se fait donc

progressivement, ce qui permet aux glycoprotéines de s'incorporer dans le
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double feuillet phospholipidiques des liposomes. Finalement, les IMS sont
dialysés de nouveau durant une période variant de 48 & 72 heures contre du

PBS sans Cat+ ni Mg*+, afin d'éliminer toute trace de détergent.

La morphologie des IMS est ensuite évaluée par microscopie
électronique, leur pureté par électrophorése sur gel de polyacrylamide, leur
concentration par la méthode de dosage des protéines de Bio-Rad et finalement,
leur antigénicité par un test immunoenzymatique ELISA en utilisant des

sérums humains séropositifs pour le VIH.

24. EVALUATION DU NOMBRE DE PARTICULES VIRALES.

Deux échantillons viraux, l'un dilué 10 fois avec du PBS et 'autre, non-
dilué sont fixés pendant 90 minutes a la glutaraldhehyde (concentration finale
est de 4%), tout en étant exposés aux rayons ultraviolets sous une hotte
laminaire. Dans un petit tube (Airfuge), 50 pl de I'échantillon viral sont par la
suite mélangés avec 50 ul d'une solution contenant 3.35X108 billes de latex au
ml. Une grille enrobée de Formvar est alors placée au fond du tube. Aprés une

centrifugation de 5 minutes a 20 psi (Airfuge), la grille est récupérée et séchée.

Afin de visualiser les particules virales et les billes, la grille est déposée
dans une goutte d'acide phosphotungstique (PTA) 3 %, pH 6.3, pendant deux
périodes d'une minute chacune. L'excés de liquide est enlevé au moyen d'un
papier filtre et la grille est examinée au microscope électronique. En comptant

le nombre de billes et de virus sur des régions de la grille choisies
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aléatoirement, on détermine par la suite la concentration virale de notre

échantillon.

2.5 QUANTIFICATION DE L'APOPTOSE.

2.5.1 Cytométrie en flux.

-

Les cellules sont centrifugées a 750 rpm pendant 5 minutes dans des
tubes de 15 ml (Corning). Le culot de cellules est resuspendu dans 1.35 ml d'un
tampon hypotonique constitué d'eau distillée contenant 0.1% de citrate de
sodium et 0.1% de Triton X-100. Afin de bien isoler les noyaux des cellules, les
échantillons sont agités légérement & l'aide d'un appareil Vortex. On ajoute
ensuite 50 ng/ml d'iodure de propidium. Les échantillons sont de nouveau
agités délicatement afin d'assurer une bonne distribution du fluorochrome.
Apres une incubation d'une nuit, 3 4°C et au noir, les échantillons sont préts
pour l'analyse cytofluorométrique a 1'exception des échantillons contenant du
virus qui doivent étre fixés avec une solution de glutaraldehyde 1.5%, au

moins une heure avant d'étre analysés.

L'appareil EPICS C de la compagnie Coulter (Hialah, Floride, E.U.) a été
utilisé pour effectuer les analyses cytofluorométriques des échantillons. Le débit
de passage des noyaux a travers le rayon laser a été réduit a 100 noyaux/sec
plutdt que 200 tel que suggéré par Nicoletti (Nicoletti et al., 1991). Ainsi, un plus
faible débit permet a I'appareil de mieux détecter tous les noyaux qui passent et
de bien quantifier leur fluorescence. La réduction du débit augmente cependant

le risque qu'il y ait obstruction dans le tuyau ol passe les noyaux, ce qui



61

entraine inévitablement un débit inégal et donc un résultat erroné. Durant
'analyse, il faut donc toujours surveiller I'oscilloscope afin de s'assurer que le
débit est constant et que, par le fait méme, les noyaux ne forment pas de

bouchon.

Le cytofluorométre est programmé a ne lire que les noyaux et a ne pas
tenir compte des débris cellulaires qui sont facilement reconnaissable dii a leur
petite taille et leur trés faible fluorescence. Ainsi, en établissant un seuil de
détection de la fluorescence, les débris cellulaires sont exclus du comptage. Dix
mille noyaux par échantillon sont comptés et compilés selon leur taille,
granulosité et leur fluorescence. Pour des raisons qui sont expliquées dans la
section des résultats, le pourcentage de noyaux se trouvant dans la région
hypodiploide nous donne le pourcentage exact de noyaux apoptotiques. La
longueur d'onde du laser est de 488 nm et celle émise par l'iodure de
propidium, et captée par les détecteurs de I'appareil cytofluorométrique, est de

590 nm et plus.
2.5.2 Microscopie électronique.
2.5.2.1 Préparation des échantillons .

Quatre a cinq millions de cellules sont centrifugées pendant quelques
secondes dans un Eppendorf de 1.5 ml. Aprés avoir éliminé le surnageant, le
culot de cellules est resuspendu et fixé dans 1 ml de PBS-Glutaraldehyde 2.5%
pendant une heure a la température de la piéce. Les cellules sont centrifugées a
13 000 rpm durant 20 minutes afin que les cellules forment un culot compact.
Le culot, sans étre défait, est ensuite lavé trois fois avec du PBS contenant 3% de

sucrose afin d'enlever toute trace de glutaraldehyde.
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Le culot est postfixé dans une solution de tetroxide d'osmium 1.33%
pendant deux heures, a 25°C, sous une hotte chimique. Les cellules sont ensuite
déshydratées graduellement avec de l'acétone, puis sont incubées une nuit
dans un mélange 1:1 d'acétone-Spurr. Par la suite, le culot est transféré dans un
bain de résine pur (Spurr) pendant trois heures et est ensuite divisé en blocs de
1 mm3 a l'aide d'un scalpel. Les blocs sont déposés au fond des moules BEEM
fond conique et sont recouverts de Spurr pur. L'imprégnation se poursuit
durant une nuit sous une hotte chimique. Le lendemain, les moules sont
déposés dans un four a 60°C pour une incubation de 24 heures dans le but de

favoriser la polymérisation de la résine.

Les échantillons sont démoulés et préparés afin d'étre coupés avec un
ultramicrotome (Ultrotome de LKB, Stockholm-Bromma, Suéde). Des coupes
ultra-fines de 50 a 70 nm d'épaisseur sont obtenues et déposées sur des grilles
de cuivre recouvertes d'une membrane de Formvar. Les coupes sont
finalement colorées a l'acétate d'uranyle 5% pendant 20 minutes, au noir, et au
citrate de plomb durant 5 minutes. Les grilles sont rincées généreusement a

l'eau tridistillée a la suite de chaque étape de la coloration.
2.5.2,.2 Examen au microscope électronique.

Les grilles sont examinées a l'aide d'un microscope électronique EM 300
(Philips, Eindhoven, Hollande) a une tension de 80 kV. Pour chaque
échantillon, 400 cellules sont examinées et classées comme étant vivantes,
apoptotiques ou mortes de facon autre que par apoptose. La condensation de la

chromatine est un des critéres importants utilisés lors du comptage afin de
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déterminer si une cellule est en apoptose. Les microphotographies sont prises

sur pellicule Kodak 35 mm.
2.5.3 Electrophorése de I'ADN sur gel d'agarose.

Trois a quatre millions de cellules sont centrifugées & 750 rpm pendant 5
minutes et sont ensuite resuspendues dans 2 ml d'un tampon de lyse constitué
de 5 mM Tris-Cl, 2 mM EDTA et 0.5% de SDS. La protéinase K (Boehringer
Mannheim) est ajoutée aux cellules lysées a une concentration de 0.25 mg/ml.
Apreés une incubation de deux heures, a 56°C, 0.05 mg de RNAse A (Boehringer
Mannheim) est ajouté et l'incubation se poursuit pendant deux heures
additionnelles. L'ADN est ensuite extrait trois fois avec un mélange 1:1 de
phénol et chloroforme et deux autres fois au chloroforme. On ajoute ensuite
0.3 M d’acétate de sodium, et 'ADN est précipité dans deux volumes d'éthanol
100% et incubé durant la nuit & -20°C. L'ADN est ultracentrifugé a 27 000 g
pendant 20 minutes, puis lavé a 1'éthanol 70%. L'ADN est finalement asséché
et resuspendu dans 100 pl d'un tampon TE (10 mM Tris-Cl et 1 mM EDTA, pH
8.0).

Un gel d'agarose a 1.5% est placé dans le bassin d'un appareil a
électrophorése (Bethesda Research Laboratories Inc, Maryland, E.U.) qui est
rempli de tampon TAE (40 mM de Tris-acetate, 1 mM d'EDTA et 0.001% de
bromure d'éthidium). Dix pl de chaque échantillon d’ADN sont mélangés a 1
pl d'un tampon de chargement composé de 0.25% de bleu bromophénol, de
0.25% de xyléne cyanol FF et de sucrose 40% (p/v). Les échantillons sont ensuite

déposés dans les puits du gel submergé de tampon et un voltage de 100 V est
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appliqué a travers le gel pendant 2 heures. A la fin de I'électrophorese, le gel est

examiné sous une lumiére UV et est photographié.

2.6 INDUCTION DE L'APOPTOSE CHEZ LES CELLULES CEM.
2.6.1 Par privation de sérum foetal bovin (SFB).

Dix millions de cellules CEM sont d'abord lavées une fois au PBS et sont
ensuite resuspendues dans 10 ml de milieu RPMI non-additionné de SFB. Le
milieu contient par ailleurs tous les autres ingrédients décrits plus tét dans le
paragraphe 1.2.1. La suspension cellulaire est déposée dans un flacon de
polystyrene de 25 cm? (F25) (Corning, Canlab, Québec, Canada). Dix millions de
cellules sont également resuspendues dans 10 ml de milieu RPMI complet
(témoins négatifs). Tous les flacons sont placés dans un incubateur a 37°C, sous

atmosphere de CO7 a 5%, pendant 4 jours.
2.6.2 Avec du dexamethasone.

Deux millions de cellules CEM resuspendues dans du RPMI complet
sont déposés dans chaque puit d'un plateau en polystyréne a six puits (Linbro,
Flow Laboratories Inc., E.U.). Dans les puits du haut, du dexamethasone (ICN)
dilué dans de I'éthanol 100% est ajouté a une concentration finale de 106 M a
la suspension cellulaire. Dans les puits du bas qui sont les témoins négatifs, les
cellules sont mises en contact avec un volume équivalent d'éthanol 100%,
mais sans dexamethasone. Le plateau est placé dans l'incubateur a 37°C, 5%

CO2 pour une durée de 4 jours. La viabilité et le pourcentage d'apoptose sont
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mesurés au jour 3 et 4 de l'incubation, par I'exclusion de bleu trypan et par

cytofluorométrie, respectivement.

2.7  CINETIQUES DE 90 MINUTES AVEC LE VIH.

Trois millions de cellules par tubes sont d'abord centrifugées & 750 rpm
pendant 5 minutes et resuspendues dans 1 ml de milieu RPMI complet. On
ajoute, par la suite, différentes préparations virales aux cellules. Certains
échantillons viraux proviennent de surnageant de cellules a 4 jours post-
infection, d'autres échantillons sont composés de virus ultracentrifugés. Pour
certaines cinétiques, les virions ont été inactivés a la chaleur en les incubant

pendant 45 minutes dans un bain-marie a 56°C.

L'incubation se déroule dans des tubes de 15 ml (Corning), placés dans
un bain-marie dont la température est ajustée a 37°C. A toutes les 30 minutes,
un million de cellules par échantillon sont prélevées. La viabilité est
déterminée par exclusion de bleu trypan et le pourcentage d'apoptose est

mesuré par cytométrie en flux.

2.8 INCUBATIONS AVEC LES IMMUNOSOMES.

Dix millions de cellules CEM par échantillon sont centrifugées pendant 5
minutes a 750 rpm et resuspendues dans un volume minimal de RPMI
complet. On ajoute ensuite les IMS a des concentrations variant de 400ug/ml a
40ug/ml. Les échantillons sont incubés sous légere agitation, a 37°C pendant
une période pouvant varier de 6 heures a 24 heures. A noter que, pour les

incubations de 24 heures, les cellules sont d'abord incubées dans un volume
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minimal de PBS afin d'assurer un bon contact avec les IMS. Apres les 3
premiéres heures d'incubation, on ajoute du RPMI complet frais a la
suspension cellulaire afin que les cellules ne meurent pas avant la fin de

I'incubation par carence de facteurs nutritifs.

Pour les témoins négatifs utilisés dans la plupart des incubations, des
liposomes a 0.6 pmol/ml, de la BSA ou du milieu de croissance sont ajoutés

aux échantillons de cellules CEM.

Lorsqu'une incubation est terminée, la viabilité et le pourcentage
d'apoptose des cellules de chaque échantillon sont déterminés tels que décrits
dans les paragraphes précédents, par exclusion au bleu trypan, cytofluorométrie

et microscopie électronique.

2.9 CINETIQUE AVEC LA GLYCOPROTEINE VIRALE GP160/120.
2.9.1 Cinétiques de 6 heures avec la gp160.

Dix millions de cellules par échantillon sont centrifugées pendant 5
minutes a 750 rpm. Les culots sont resuspendus dans 1 ml de RPMI complet ou
de PBS et 50 ou 100 ug de gpl60 purifiées sont, par la suite, ajoutés. Les témoins
négatifs contiennent de la BSA, plutét que de la gp160. Les échantillons sont
incubés a 37°C, sous légere agitation. A la troisiéme et sixiéme heure
d'incubation, un million de cellules sont récupérées afin de déterminer le
pourcentage d'apoptose par cytofluorométrie. Cinquante pl de chaque
échantillon sont aussi prélevés et mélangés a une solution de bleu trypan afin

de vérifier la viabilité des cellules. Le pourcentage d'apoptose a la sixiéme
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heure d'incubation est également évalué par microscopie électronique. Les
résultats de microscopie sont ensuite comparés avec ceux de la cytométrie en

flux.
2.9.2 Cinétiques de 25 heures avec la gp160.

Pour chaque échantillon, 10 millions de cellules sont centrifugées et
resuspendues dans divers milieux, tels que le RPMI avec ou sans SFB et le PBS
additionné ou non de SFB. Dans tous les cas, la concentration de la
glycoprotéine gpl60 est de 100pug/ml. La viabilité est vérifiée a la troisiéme,
sixiéme, vingtiéme et vingt-cinquiéme heure de l'incubation. De plus, a la
sixiéme et vingt-cinquiéme heure, un million de cellules par échantillon sont
prélevées et analysées par cytofluorométrie afin de déterminer le pourcentage
de cellules en apoptose. Des cellules de chaque échantillon sont également
récupérées pour étre examinées au microscope électronique afin de valider les

résultats obtenus a la cytométrie en flux.

Dans le but de vérifier si les effets observés sont spécifiques a la gp160,
celle-ci a été pré-incubée pendant deux heures avec des anticorps de souris anti-
gpl60 avant d'étre mise en contact avec les cellules. Les anticorps proviennent
de sérums de souris immunisées avec de la gp160 purifiée et le sérum utilisé a
été titré par ELISA a plus de 1/200 000 L'incubation s'est poursuivie durant 25
heures de fagon similaire aux autres cinétiques. Comme témoin négatif, des
anticorps anti-gp160 ont été ajoutés aux cellules en absence de la gp160. La
glycoprotéine du virus de l'influenza (HA) a également été utilisé plutét que la

gp160 comme autre témoin de spécificité.
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2.9.3 Cinétiques avec sérums humains.

Dans le but de vérifier si des sérums humains peuvent protéger des
cellules CEM de l'apoptose induite par la gp160, les cellules ont été incubées
avec 100 pg/ml de la glycoprotéine en présence de sérums humains
séronégatifs ou séropositifs préparés a 10% dans du PBS. Tout au long de la
cinétique, les pourcentages de viabilité et d'apoptose ont été mesurés de la

méme fagon que décrite plus haut.
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3.1 LES CELLULES CEM.

Dans la trés grande majorité des cinétiques effectuées au cours de ce projet,
nous avons utilisé la lignée de cellules CEM. Avant d'entreprendre les
cinétiques avec les Immunosomes (IMS), le VIH et la glycoprotéine gp160, il
nous apparaissait important de déterminer certains parametres spécifiques de
ces cellules, notamment, la courbe de croissance, le taux d'expression du
récepteur CD4 2 la surface des cellules et finalement la capacité des cellules a
s'engager dans le processus de mort programmée ou apoptose. De plus, il était

important de mettre au point les techniques de détection de l'apoptose.
3.1.1 La courbe de croissance des cellules CEM.

Dix-sept courbes de croissance ont été effectuées a partir desquelles un
indice de multiplicité moyen des cellules CEM a pu étre dérivé. Chaque
incubation a été effectuée dans des conditions similaires. La concentration
cellulaire initiale était de 400 000 cellules/ml de RPMI complet. On peut noter,
a la figure 4, que la population de cellules est en phase de croissance
exponentielle entre la deuxiéme et quatriéme journée d'incubation et que, par
la suite, elle amorce un plateau. Ce ralentissement de la croissance au
quatriéeme jour, s'explique par l'encombrement cellulaire, I'appauvrissement
progressif du milieu en facteurs de croissance et l'accumulation de déchets
provenant du métabolisme des cellules. Nous avons généralement utilisé des
cellules de 3 jours, soit au milieu de la phase exponentielle, au cours des

cinétiques de ce projet.



71

3.1.2 L'expression du récepteur CD4.

Suite a une incubation avec des anticorps anti-CD4, conjugués a la FITC,
les cellules ont été analysées par cytofluorométrie. On peut voir a la figure 5b
que plus de 96% des cellules CEM expriment a leur surface le récepteur CD4. En
comparant les figures 5c et 5d, on note par contre, que les lymphocytes B (lignée
Raji) expriment trés peu de molécules CD4 puisqu'il n'y a pas d'augmentation
de la fluorescence lorsque ces cellules sont mises en présence d'anticorps
fluorescents. Fait a noter, les cellules sont en soi faiblement fluorescentes di a
la présence dans leur cytoplasme de flavines tel que les riboflavines.
L'autofluorescence des cellules est démontrée dans les graphiques de gauche,

aux figures 5a et 5c.
3.1.3 Induction de l'apoptose chez les cellules CEM.

Tel que décrit dans la section Matériel et Méthodes, les cellules CEM ont été
induites en apoptose, soit par privation de sérum foetal bovin (SFB), soit en les
incubant en présence de dexaméthasone. Plus de 14 incubations d'une durée de
4 jours dans un milieu sans SFB ont été effectuées. Dans ces conditions,
environ 35% de la population de cellules ont été induits en apoptose. La
viabilité, mesurée a I'aide d'une coloration au bleu trypan, était en moyenne de
46% apres 4 jours d'incubation. Lors des incubations en présence de
dexaméthasone & une concentration de 10-°M, jusqu'a 45% de la population a
été induite en apoptose. Ces valeurs représentent les plus hauts pourcentages
d'apoptose que nous ayons observés. Ainsi, dans une population donnée de

cellules CEM, il semble y avoir au moins la moitié de la population qui soit
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réfractaire a l'apoptose, du moins, dans les conditions expérimentales que nous

avons utilisées.
3.1.3.1 Mesure de l'apoptose par cytofluorométrie,

On peut observer a la figure 6, deux graphiques typiques dont chacun
regroupe quatre histogrammes. La population de cellules CEM de la figure 6a
a été incubée 4 jours dans du milieu de croissance RPMI additionné de 10% de
SFB. La viabilité, mesurée par une coloration au bleu trypan, est excellente. A
I'opposé, la population de cellules CEM qui a été privée de SFB pendant 4 jours
(figure 6b) montre une mortalité de 50 %. A l'aide des histogrammes inférieurs
de droite (H4) de chaque graphique, on est en mesure de calculer le pourcentage
d'apoptose dans la population de cellules. L'axe des abscisses représente
l'intensité de la fluorescence et I'axe des ordonnées, le nombre de noyaux. Les

deux axes sont a I'échelle logarithmique.

Les cellules ont un cycle de vie composé des phases Gg/ G1, S, G2 et M et,
dans les phases G0/G1, les cellules possédent 2 N chromosomes. Ce chiffre
passe a 4 N dans les phases G2 et M. Durant la phase S, la cellule réplique son
ADN et ainsi, on retrouve des noyaux ayant entre 2 N et 4 N chromosomes.
Plus un noyau contient de I'ADN, comme en phase G2, plus il y a de sites o1 le
fluorochrome peut aller se fixer et ainsi, ce noyau qui est plus fluorescent, se

déplace vers la droite sur 'axe des abscisses de I'histogramme.

En suivant cette logique, aucun noyau de cellules vivantes ne devrait se
trouver dans la région hypodiploide (<2 N) de I'histogramme puisqu'une
cellule somatique vivante posséde toujours un minimum de 2 N

chromosomes. C'est ce qui est illustré a la figure 6a (H4) puisqu'on ne voit



73

aucun noyau dans la région a gauche du grand pic de Go/G1. Il en va tout
autrement pour la population de la figure 6b et ceci s'explique par le fait que des
noyaux apoptotiques sont moins fluorescents que les noyaux normaux pour
diverses raisons. D'abord, la condensation de la chromatine empéche une
bonne pénétration du fluorochrome. Deuxiémement, 'ADN est coupé par une
endonucléase en de multiples fragments. Ceci diminue le nombre de site ou le
fluorochrome, qui est un intercalant, peut se lier. Finalement, les noyaux
apoptotiques sont souvent fragmentés; des fragments de noyau ne peuvent
contenir qu'une partie plus ou moins importante du contenu normal d'un
noyau. Pour toutes ces raisons, les nombreux noyaux dans la région
hypodiploide (voir Ap) de la figure 6b sont dit étre en apoptose et en délimitant
cette région avec des barriéres (absentes sur cette figure), on regle le
cytofluorométre de maniéere a calculer le pourcentage de noyaux s'y retrouvant.

Ici, a la figure 6b, il y a 35 % des noyaux qui sont apoptotiques.

Les trois autres histogrammes contiennent des renseignements
complémentaires qui ont été surtout utiles afin de s'assurer de la bonne qualité
de nos échantillons. En outres, en demandant a l'appareil d'effectuer quelques
calculs a partir de ces histogrammes, on peut vérifier que les noyaux sont
saturés de fluorochrome, qu'aucun gros agrégat de débris ne vient fausser les
résultats et qu'il y a bel et bien 10 000 noyaux de comptés par échantillon.
D'autres parameétres, tel que la taille et la granulosité des noyaux peuvent étre

aussi vérifiés.
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3.1.3.2 Evaluation du pourcentage d'apoptose par comptage

au microscope électronique.

Suite & une privation de SFB, les cellules CEM ont été préparées et
examinées au microscope électronique. Nous avons donc pu étudier
directement la morphologie des cellules CEM vivantes et apoptotiques. La
figure 7 montre une cellule vivante d'apparence normale. On peut noter le
noyau en forme de fer a cheval qui occupe une grande partie de la cellule; c'est
I'hétérochromatine qui donne au noyau une allure marbrée. On peut voir
quelques nucléoles. La membrane cellulaire est intégre et les mitochondries

sont normales.

De nombreux changements morphologiques surviennent lorsqu'une
cellule regoit un signal d'apoptose. D'abord, la chromatine se condense et
apparait trés dense au microscope. La chromatine condensée peut, par ailleurs,
n'occuper qu'une partie du noyau, souvent a la périphérie, ou encore, peut
s'accaparer toute la place, donnant au noyau l'apparence d'un trou noir lorsque
regardé au microscope. Un peu plus tard, il n'est pas rare de voir des noyaux
fragmentés en plusieurs parties. La membrane cellulaire tend a se rompre et le
réticulum endoplasmique se dilate. Le cytoplasme a également tendance a se
condenser dii a l'action de la transglutaminase. Les mitochondries et les
ribosomes conservent leur morphologie normale jusqu'a trés tard dans le
processus d'apoptose. Comme on peut le voir sur les différentes
microphotographies de la figure 8, les cellules apoptotiques sont souvent
facilement identifiables par l'apparence de leur noyau. C'est donc en nous
basant principalement sur l'apparence des noyaux que nous avons pu

différencier les cellules apoptotiques des autres, lors du comptage.
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Par ailleurs, afin d'étre le plus objectif possible, les comptages en
microscopie électronique ont été effectués au moins un mois aprés l'analyse
cytofluorométrique. Ainsi, nous avons effectué les comptages en microscopie
sans avoir en téte les résultats des analyses de cytométrie en flux. Dans la trés
grande majorité des cas, la corrélation des résultats obtenus en utilisant les

deux techniques a été excellente.
3.1.3.3 Mesure qualitative par électrophoreése de I'apoptose.

La cytométrie en flux et la microscopie électronique nous a permis de
mesurer quantitativement la proportion de cellules en apoptose dans une
population de cellules donnée. Bien que moins utilisé lors de ce projet,
I'électrophoreése sur gel d'agarose de I'ADN cellulaire nous a aussi permis de
confirmer le phénomeéne d'apoptose par la fragmentation internucléosomique

de la chromatine.

En effet, 'ADN d'une cellule apoptotique se fait cliver aux sites
internucléosomaux par une endonucléase, ce qui génére des fragments d'’ADN
d'environ 200 paires de bases (pb) ou de multiples de 200 bp. La figure 9 nous
montre des bandes d'’ADN sur un gel d'agarose, suite a une électrophorése. Ces
bandes sont espacées de fagon réguliére puisqu'elles sont composées de
fragments d'ADN longs de 200 ou de multiple de 200 pb. Cet aspect “en échelle”
de I'ADN sur le gel nous signale donc que certaines cellules sont mortes par
apoptose. L'intensification des bandes & mesure que progressait la cinétique
démontre que le phénomene de l'apoptose s'intensifiait dans cette population

de cellules privées de SFB.
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3.2 PREPARATION ET CARACTERISATION DES GLYCOPROTEINES GP160
ET DES IMMUNOSOMES-GP160.

Les conditions expérimentales pour obtenir un rendement optimal de
gp160/120 ont été préalablement définies dans notre laboratoire. La production
de la glycoprotéine a été effectuée dans des cellules CEM infectées par le VIH et
la purification a été réalisée par ultracentrifugation sur un gradient de densité
de saccharose 60 a 8%. Cinq pg de glycoprotéines purifiées ont été appliqués sur
un gel de polyacrylamide a 8%. Le profil électrophorétique est présenté a la
figure 10. La bande correspondant a la gp160 est beaucoup plus importante que
les autres et représente en fait, environ 80 % du produit purifié. Cette solution
de glycoprotéines a été d'ailleurs visualisée au microscope électronique suite a
une coloration négative avec 3 % d'acide phosphotungstique (PTA). Les
glycoprotéines sont agencées en rosettes dt a leur domaine hydrophobe (figure

11a).

Suite a l'addition du détergent OGP, les rosettes sont désassemblées et ceci
permet a la gpl60 de s'insérer dans les vésicules lipidiques pour former les
IMS-gp160. Le profil électrophoretique de ces IMS-gp160 est identique a celui
des glycoprotéines purifiées (figure 10). A la figure 11b, on observe aprés une
coloration au PTA 3%, un IMS d'un diametre approximatif de 80 nm. Les
multiples projections que l'on apergoit a la surface de I'IMS indiquent que la

glycoprotéine s'est bien intégrée dans le double feuillet phospholipidique.
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3.3 CINETIQUES AVEC LE VIH.

Nous avons d'abord cherché a savoir si l'attachement et l'entrée du VIH
enclencheraient le programme d'apoptose dans des cellules CEM. Les cellules
ont d'abord été incubées avec un surnageant de cellules infectées qui a été
récolté a 4 jours post-infection (p.i.), au moment ol la concentration virale du
surnageant est maximale. Le titre viral d'un surnageant de 4 jours p.i. d'une
cinétique d'infection de cellules CEM par le VIH a été calculé antérieurement
dans notre laboratoire, selon la méthode de Kirber, a environ 100 DICT50/ml
(Chagnon, 1990). Trois millions de cellules de 4 jours aprés un passage (phase
plateau), ont donc été incubées avec un surnageant inactivé par la chaleur et
dilué par un facteur de 10 ou 20 avec du RPMI complet. A trois reprises, a
toutes les 30 minutes, le niveau d'apoptose a été vérifié et, comme on peut le
voir a la figure 12, aucun surnageant viral n'a induit d'apoptose durant les 90

minutes de l'incubation.

L'expérience a été répété dans des conditions similaires a la précédente
mais en utilisant une population de cellules en phase exponentielle (3 jours
aprés un passage cellulaire) ainsi que des cellules récoltées 4 jours aprés un
passage. La figure 13 nous montre que les cellules n'ont pas été induites en
apoptose puisque le pourcentage d'apoptose n'a pas dépassé le niveau des 6 %.
La trés légére augmentation du niveau d'apoptose de I'échantillon des cellules
de 4 jours incubées avec un surnageant dilué par un facteur de 10, n'est pas
significative puisqu'elle se produit en concomitance avec l'augmentation
également observée des deux témoins négatifs (voir lignes pointillées, figure

13).
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Pour I'étape suivante, nous avons incubé des cellules CEM récoltées 3
iours aprés un passage, avec un échantillon de virus concentré par
uliracentrifugation. La concentration virale a été déterminée par un comptage
au microscope électronique, a l'aide de billes de latex (voir section 2.4), et se
situait & 2 X 109 particules virales/ml. Pour la premiére cinétique de 90
Tinutes, le VIH ultracentrifugé a été inactivé par la chaleur avant d'étre mis
2n prasence des cellules. La figure 14, montre qu'il ne semble pas y avoir de
Zdiftérance entre les cellules incubées avec le VIH et les témoins négatifs; le
Dourcantage d'apoptose demeure stable 8 5%. Finalement, pour la derniére
zinéticue, le VIH ultracentrifugé n'a pas été inactivé et c'est donc des virions
inmcts et infectieux qui ont été ajoutés aux cellules. Le résultat, cependant, ne
difere pas des autres et tel que montré a la figure 15, le pourcentage d'apoptose
s2 situe aux alentours de 6 % tout au long des 90 minutes d'incubation. On peut
aonc conclure que le VIH n'induit pas d'apoptose chez les cellules CEM dans

:23 conditions expérimentales que nous avions choisies.

Il faut prendre note que pour les cinétiques avec le VIH, nous n'avons pas
Doursaivi 'incubation au dela de 90 minutes car nous avons voulu évaluer
szuzlement l'effet de l'attachement et de l'internalisation du virus sur
- intégrité de la cellule. De plus, nous avons voulu conserver un ratio élevé de
Dzrticales virales:cellules. C'est pourquoi si peu de cellules (3 millions par
-2znan‘illon) ont été utilisées. De 1a, l'obligation a mesurer le pourcentage
< zpoptose seulement par cytométrie en flux. Toutefois, et bien que les résultats
Trésentés aux figures 12 a 15 n'ont pu étre confirmés par un comptage en
microscopie électronique, la constance des pourcentages obtenus nous permet

a2 croire en 'exactitude de ceux-ci.
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3.4 INCUBATION DES CELLULES CEM AVEC LES IMMUNOSOMES.

Les IMS ont été évalués pour leur capacité a induire de l'apoptose chez des

cellules T CD4 positives.

La figure 16 montre que les IMS, méme a une concentration de 400 pug/ml
n'induisent pas d'apoptose aprés 6 heures d'incubation. Les cellules avaient été
récoltées 4 jours aprés un passage cellulaire, d'une population de cellules qui
venait d'entrer dans une phase plateau, si on se référe a la courbe de croissance
présentée a la figure 4. Bien que le signal d'apoptose soit probablement donné
dans les premiéres heures de l'incubation, il se peut que les premiers signes de
l'apoptose tardent a se manifester. Ainsi, dans une expérience ultérieure, les
cellules ont été mises en contact avec les IMS dans 1 ml de PBS afin que le
signal d'apoptose, s'il y a en un, soit envoyé et requ par les cellules. A la
troisiéme heure de l'incubation, 14 ml de RPMI complet ont été ajoutés et
l'incubation s'est poursuivie pendant 24 heures supplémentaires. La figure 17a
montre que méme aprés 27 heures d'incubation, le taux d'apoptose dans les
échantillons contenant 50 et 100 pg/ml d'IMS se situe au niveau des témoins
négatifs, soit la BSA, les liposomes et le RPMI. On note aussi a la figure 17b, une
baisse non-significative de 5 % de la viabilité, survenant surtout dans les trois
premieres heures de l'incubation, lorsque l'encombrement des cellules était
maximal. Les cellules provenaient également d'une population dont la

croissance avait atteint un plateau (4 jours aprés un passage).

Afin de vérifier si des cellules provenant d'une population en phase
exponentielle pouvaient répondre au signal d'apoptose de fagon plus

convaincante, une autre expérience a été conduite dans les conditions
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similaires & la précédente. Une population de cellules CEM de trois jours apres
un passage, ont été incubées avec 100 ou 50 ug/ml d'IMS et, tel que présenté a la

figure 18, ni la viabilité, ni le taux d'apoptose n'ont varié de fagon significative.

Ainsi, comme pour le VIH, les IMS se sont montrés totalement incapables
d'induire les cellules CEM en apoptose dans les conditions expérimentales que
nous avons utilisées. Nous avions, par ailleurs, préalablement investigué et
conclu que d'incuber des cellules avec les IMS dans du PBS plutét que du RPMI
pendant les 3 premiéres heures de l'incubation, ne modifiait en rien le résultat
final. Pour ces incubations, le milieu choisi n'avait donc pas d'impact sur les

cellules (résultats non montrés).

3.5 CINETIQUES AVEC LA GLYCOPROTEINE GP160.
3.5.1 Cinétiques de 6 heures avec différentes concentrations de gp160.

Dix millions de cellules ont été incubées dans 1 ml de PBS durant 6 heures
avec 50, 100 ug de gp160, ou 100ug de BSA. On peut voir a la figure 19a, qu'entre
la troisieme et sixiéme heure d'incubation, la viabilité des cellules a chuté dans
les échantillons contenant la gp160, contrairement aux témoins négatifs (BSA
et RPMI). La baisse de viabilité a été plus importante pour l'échantillon
contenant la plus grande concentration de gp160 (100 pg/ml), passant de 96 a
56%, comparativement a 96 a 84% pour les cellules incubées avec la gp160 a 50
pug/ml. La figure 19b nous montre également que le pourcentage d'apoptose a
augmenté dans la population de cellules incubée avec 100 pg de gpl60,

atteignant 15.6% apreés 6 heures d'incubation. Ce résultat est significativement



81

plus élevé que les témoins négatifs, dont aucun ne dépasse 8% d'apoptose. Il
apparait donc que la gpl60 soit capable d'induire l'apoptose dans une
population de cellules CEM, en seulement 6 heures. Cette cinétique a été
répétée 3 fois et la figure 19 présente la moyenne des pourcentages de viabilité
et d'apoptose pour chaque échantillon. Les taux d'apoptose ont été mesurés par
cytométrie en flux. Le comptage au microscope électronique (résultats non-

montrés) est venu par la suite confirmer ces résultats.
3.5.2 Cinétiques de 25 heures avec de la gp160 dans différents milieux.

Afin d'avoir une vue plus globale de la situation et pour vérifier si, aprés 6
heures, le pourcentage de cellules apoptotiques avait atteint un plateau, la
durée des cinétiques a été prolongée jusqu'a 25 heures. De plus, nous avons
voulu vérifier si différents milieux pouvaient influencer d'une certaine fagon

l'induction de I'apoptose.

Les résultats de la premieére expérience sont montrés a la figure 20. D'abord,
les cellules incubées avec 100 ug de gp160 dans du PBS (gp160:PBS) ou du RPMI
sans SFB (gpl60:RPMI-SFB) ont montré une importante perte de viabilité
(Figure 20a). En effet, aprés 25 heures d'incubation il ne restait que 10% de
cellules vivantes. Les cellules témoins, qui étaient incubées soit dans du RPMI
complet (RPMIc.) ou du RPMI sans SFB (RPMI-SFB) et en l'absence de gpl60,
ont conservé le meilleur taux de viabilité (entre 71 et 88%). Il est a noter que
malgré la présence de la gp160 (100pug/ml), les cellules dans le RPMI avec SFB
(gp160: RPMIc.) ont survécu de fagon remarquable (viabilité de 66% aprés 25

heures d'incubation).
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Nous avons ensuite quantifié le pourcentage d'apoptose par
cytofluorométrie. La figure 20b, nous montre que, déja apres six heures
d'incubation, 29% des cellules ont été induites en apoptose par la gp160 dans du
PBS (gpl160:PBS) tandis que le taux d'apoptose s'élevait a 14.3% lorsque les
cellules ont été incubées dans du RPMI-SFB avec la gp160 (gp160:RPMI-SFB).
L'échantillon de cellules avec la gp160 dans du RPMI complet (gp160:RPMIc.)
montre seulement 5.5 % d'apoptose, ce qui est comparable aux pourcentages
des trois témoins (BSA:PBS, RPMlIc. et RPMI-SFB). Apreés 25 heures, les taux
d'apoptose les plus élevés ont été observés avec les cellules qui ont été incubées
avec la gp160 dans le RPMI-SFB et dans le PBS (gp160:RPMI-SFB et gp160:PBS) .
Les trois témoins et les cellules incubées avec la gp160 dans du RPMI complet
(gp160:RPMIc.) ont vu leur taux d'apoptose s'élever au-dessus des 15% tout en

ne dépassant pas les 20 %.

Trois points émergent donc de ces résultats. Premiérement, les conditions
optimales pour induire l'apoptose sont d'incuber des cellules dans du PBS en
présence de 100 png/ml de gp160. Le taux d'apoptose augmente rapidement pour
ensuite se stabiliser aux alentours de 25%. Deuxiémement, la gpl60 dans du
RPMI sans SFB semble aussi propice a l'induction d'apoptose bien que les
cellules aient besoin de plus de 6 heures pour atteindre un taux d'apoptose
semblable aux cellules incubées dans du PBS avec de la gp160. Troisietmement
et de fagon tout a fait inattendue, l'addition de 10 % de SFB au RPMI prévient
I'apoptose induite par la gp160 et permet de conserver une trés bonne viabilité
des cellules tout au long de la durée d'incubation (voir figure 20a et 20b:

gp160:RPMIc.).
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Dans le but de vérifier si le sérum foetal bovin était responsable de la
protection de l'apoptose induite par la gpl60, nous avons effectué des
cinétiques de 24 heures dans lesquelles du SFB a été ajouté au PBS en présence
de 100pg/ml de gpl60. A titre de témoin positif, 100 pg/ml de gpl60 a
également été additionné aux cellules incubées dans du PBS (gp160:PBS). La
figure 21a confirme qu'une grande proportion de cellules meurent lorsque
incubées dans du PBS en présence de la gpl60 (viabilité de 11.3 % apres 24
heures d'incubation). Quant aux cellules mises en présence de la gp160 dans du
PBS additionné de SFB (gp160:PBS+SFB), la viabilité se situe aux environs de 35
% apres 24 heures. A noter cependant, qu'aprés six heures d'incubation, la
viabilité était encore excellente et se comparait aux cellules témoins (RPMlc.)
tandis que la baisse de la viabilité dans I'échantillon gp160:PBS était déja tres

marquée ( 58 % de viabilité).

En ce qui concerne l'apoptose, la figure 21b montre clairement que
I'addition de SFB au PBS protege les cellules de l'apoptose induite par la gp160.
En effet, on observe que seulement 6 et 8.8 % de cellules sont en apoptose dans
I'échantillon gp160:PBS+SFB, aprés 6 et 24 heures d'incubation. Egalement, le
pourcentage d'apoptose de !'échantillon RPMIc. qui contient aussi du sérum
foetal bovin, est au méme niveau, soit 7 et 7.9 % d'apoptose aprés 6 et 24 heures
d'incubation. Ces résultats contrastent avec les 31.5 et 28.9 % d'apoptose
obtenus a 6 et 24 heures, avec les cellules incubées dans du PBS avec la gp160. Ii
devient donc évident que lorsque le PBS est additionné de 10 % de SFB, les

cellules résistent a l'action de la gp160 et I'apoptose n'a pas lieu.
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3.5.3 Role de la gp160 dans l'induction de I'apoptose.

Dans le but de recueillir des preuves supplémentaires et de mieux définir
le role de la gpl60 dans l'induction de l'apoptose, deux expériences
additionnelles ont été entreprises. D'abord, la gp160 a été complexée a des
anticorps anti-gp160 avant d'étre incubée avec les cellules CEM. Dans la
deuxiéme expérience, la gpl160 a été incubée avec des cellules humaines

lymphoblastiques de type B isolées d'un lymphome de Burkitt (lignée Raji).

Cent pug/ml de gpl60 ont été complexés pendant 2 heures avec des
anticorps de souris anti-gp160. Les complexes ont ensuite été ajoutés aux
cellules et I'incubation s'est poursuivie durant 25 heures. La figure 22 nous
présente les profils de cytofluorométrie des 5 échantillons, apres 6 heures
d'incubation. Les axes gradués a 1'échelle logarithmique des histogrammes 1
(H1), représentent la fluorescence versus la taille des noyaux. Ceux des
histogrammes 2 (H2), aussi a l'échelle logarithmique, représentent la
fluorescence versus le nombre de noyau. Les pourcentages d'apoptose sont
mesurés a partir des histogrammes 2, qui nous montrent la distribution des
noyaux selon l'intensité de leur fluorescence. Ainsi, dans le premier
échantillon (gp160:PBS), 29 % des noyaux se sont retrouvés dans la région
hypodiploide Ag (fig. 22a). Dans le second échantillon, oi1 la glycoprotéine a été
pré-incubée avec des anticorps anti-gp160, le pourcentage d'apoptose est passé
de 29 a 9.5% (fig. 22b). Ce résultat est néanmoins légérement plus élevé que les 5
a 6% d'apoptose des témoins négatifs (fig. 22¢, d, e). Une explication logique a
cette légeére augmentation du taux d'apoptose, serait qu'une quantité

insuffisante d'anticorps a été utilisée et que la gpl60, étant en surnombre, est

parvenue a induire un petit pourcentage de cellules en apoptose. L'expérience
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est tout de méme significative car elle démontre que les cellules échappent a

I'apoptose lorsqu'on empéche la gp160 d'interagir avec les cellules CEM.

Un témoin additionnel de spécificité a été utilisé dans ces expériences. Il
s'agit de la glycoprotéine du virus de l'influenza (gpInfl.) qui a remplacé la
BSA. La glycoprotéine de l'influenza s'apparente mieux que la BSA, a la gp160,
car, comme celle-ci, elle est multimérique, glycosylée et se présente sous forme
de rosettes. Ainsi, le fait qu'il n'y a que 6.31% d'apoptose dans l'échantillon
contenant la gpInfl. (gpInfl:PBS) (fig. 22d) comparativement au 29% d'apoptose
avec la gpl160 vient consolider encore plus notre hypothése que la gp160 induit
les cellules susceptibles en apoptose. Ces résultats laissent croire que l'induction
de l'apoptose doit se faire via la molécule CD4, qui est le récepteur cellulaire
pour la gp160. La glycoprotéine du virus de l'influenza s'attache plutét a un

acide syalique.

En considérant tous les résultats accumulés jusqu'ici avec la glycoprotéine
de I'enveloppe du VIH et sur la base de 'hypothése que c'est l'interaction de la
gp160 avec le CD4 qui induit un signal d'apoptose, il est logique de croire que
des cellules n'exprimant pas ou trés peu la molécule CD4 a leur surface, ne
devraient pas répondre aux signaux d'apoptose donnés par la gp160. Pour
vérifier cet énoncé, des cellules Raji qui, on I'a vu a la figure 5, n'expriment pas
de molécule CD4, ont été incubées pendant 6 heures avec la gp160 dans des
conditions optimales pour l'induction de I'apoptose. La figure 23 nous montre
que, contrairement aux cellules CEM, les cellules Raji sont réfractaires a
I'apoptose lorsqu'elles sont en présence de la gpl60 dans le PBS. Les
pourcentages demeurent aux alentours de 8 %. Observées au microscope

électronique, les cellules Raji ont une chromatine plus dense que les cellules
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CEM. Le comptage nous a donné des pourcentages d'apoptose analogues a 2 ou
3% pres, des résultats obtenus par cytométrie en flux. Ces résultats nous
suggerent fortement que c'est l'interaction de la gp160 avec le récepteur CD4 qui

est responsable de I'induction de I'apoptose chez les cellules CEM.
3.5.4 Sérums humains.

Nous avons précédemment démontré que le sérum foetal bovin protégeait
les cellules de I'apoptose induite par la gpl160. Nous avons donc voulu voir si
des sérums humains de personnes séronégatives ou séropositives a différents
stades de l'infection, pouvaient avoir un effet analogue au SFB. Nous avons
utilisé deux sérums de personnes séropositives asymptomatiques et deux
sérums de patients sidéens. Finalement, deux sérums proviennent de

donneurs séronégatifs.

La figure 24a montre la viabilité et la figure 24b, le taux d'apoptose de
chaque échantillon, lors d'une cinétique de 24 heures. Cing millions de
cellules ont été incubées dans 0.5 ml de PBS auquel on avait ajouté 100 pg/ml
de gpl60 (sauf pour le témoin négatif) ainsi que 10% des différents sérums
humains. Apreés 24 heures, les cellules incubées avec les sérums séronégatifs
(SN) ont conservé la meilleure viabilité (moyenne de 53 % de viabilité). Quant
aux sérums séropositifs (patients asymptomatiques et sidéens), la viabilité des
cellules se situait apreés 24 heures d'incubation, a 38.4 et 30.9 %. On peut voir a
la figure 24a qu’aprés 20 et 24 heures d’incubation, la viabilité de ces
échantillons (SP et S) était trés semblable (aux alentours de 35 %) et qu'ainsi
regroupés, ils se distinguaient de fagon évidente des sérums séronégatifs dont

le taux de viabilité avoisinait les 70% apreés plus de 20 heures d’incubation. A
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titre de témoin positif, des cellules ont été incubées avec la gp160 dans le PBS
sans sérum. Déja aprés 7 heures d'incubation, on a noté qu'un peu moins de
50% des cellules étaient vivantes, et que presque toutes les cellules étaient

mortes aprés 24 heures d'incubation.

La figure 24b nous montre le taux d'apoptose aprés 7 heures d'incubation.
Le taux d'apoptose chez les cellules témoins (gp160:PBS) se chiffrait a plus de
19%. Les sérums séronégatifs ont conservé un taux d'apoptose au méme
niveau que le témoin négatif (PBS), soit environ 9%. Les sérums positifs, se
sont montrés moins efficaces que les sérums séronégatifs a protéger les cellules
de la gp160, puisque le niveau d'apoptose était en moyenne, de 12.83 %
(gp160:SP) et 13.38 % (gp160:S). Ces expériences tendent donc a démontrer que,
tout comme le sérum foetal bovin, les sérums humains sont capables de freiner
l'induction d'apoptose causée par l'action de la gp160. De plus, les sérums
provenant de patients séropositifs ont tendance a étre moins efficaces que les
sérums séronégatifs a protéger les cellules de la gp160 (Voir annexe II pour les

analyses statistiques).
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41  LES CELLULES CEM.

Le but premier de ce travail était d'évaluer la capacité de la gp160/120 sous
diverses formes, a induire des cellules T CD4+ en apoptose, dans différentes
conditions. Les cellules CEM ont été choisies pour plusieurs raisons. Tel que
mentionné plus tét, les cellules CEM sont des lymphocytes T CD4+ transformés
provenant d'une fillette atteinte d'une leucémie lymphoblastique aigué. Tel que
constaté par cytofluorométrie, ces cellules forment une population trés homogeéne.
Plus de 96% de la population cellulaire exprime le récepteur CD4 (figure 5). De
plus, des expériences préliminaires avec ces cellules nous ont permis de constater
qu'elles réagissent promptement au dexamethasone ou & une privation de facteurs
de croissance en activant le processus d'apoptose. Les cellules CEM ont donc été
induites en apoptose par privation de facteurs de croissance afin de mettre au
point nos techniques qui nous ont permis, par la suite, de bien quantifier le
phénomeéne d'apoptose dans chacune de nos expériences. Pour ce qui est de la
microscopie électronique, ces cellules possédent un gros noyau et ceci s'est avéré
un atout lors du comptage, afin de différencier les cellules apoptotiques des

cellules normales.

Les cellules CEM ont également été choisies parce qu'elles expriment un
taux élevé de CD4 et qu'elles sont trés susceptibles & l'infection par le VIH. De plus,
ces cellules se multiplient rapidement, sans adhérer au flacon de polystyréne. Lors
d'un passage cellulaire, il suffisait d'agiter brievement le flacon pour remettre en
suspension les cellules. Aucun traitement a la trypsine qui altére les récepteurs et
autres protéines a la surface des cellules n'etait donc requis pour la resuspension

des cellules.



90

42 CINETIQUES AVEC LE VIH.

Les glycoprotéines de l'enveloppe du VIH sont en trés grande majorité
présentes a la surface du virus sous la forme d'un hétérodimeére gp120-gp41. C'est
par 'entremise de certaines régions de la gp120 que le VIH s'attache d'abord a son
récepteur cellulaire (Olshevasy et al., 1990; Syu et al., 1990). La fusion des
membranes virales et cellulaires qui s'ensuit requiert l'intervention de la gp41
(Kowalski et al., 1987). Lors de ces deux étapes initiales de l'infection, nous avons
tenté de savoir si les complexes gpl20-gp4l présents a la surface du virus

pouvaient faire également parvenir aux cellules un signal d'apoptose.

Les cinétiques effectuées avec le VIH (voir figures 12-15) indiquent que
I'attachement et I'entrée du virus ne provoquent pas l'enclenchement du
programme d'apoptose dans ces cellules. Le fait que les virus proviennent d'un
surnageant de cellules infectées, ou d'un échantillon viral ultracentrifugé n'a eu
aucun impact observable sur le taux d'apoptose. Pourtant, dans les cinétiques ot le
virus ultracentrifugé a été utilisé, le ratio de virus:cellules a pu étre augmenté par
un facteur d'au moins 50 comparativement aux échantillons de virus provenant
d'un surnageant de cellules infectées. L'absence d'induction d'apoptose n'est donc
pas relié au fait d'avoir utilisé une quantité insuffisante de virus mais bien parce
que l'attachement et l'internalisation du VIH n'induisent pas les cellules en
apoptose. Il est a noter que si toutes les cinétiques effectuées avec le VIH ont été
d'une durée n'excédant pas les 90 minutes, c'était pour éviter que le virus ait le
temps d'amorcer son processus de réplication, ce qui aurait pu rendre les résultats

difficiles a interpréter. Par ailleurs, un examen de l'échantillon viral par
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microscopie électronique nous a informés quant au bon état de conservation des
virus utilisés pour les cinétiques. Seulement quelques virus observés étaient
abimés, probablement par la préparation de I'échantillon viral pour la microscopie

électronique.

Laurent-Crawford et al. (1993) ont démontré que l'entrée du virus dans les
cellules CEM n'était pas suffisant pour induire l'apoptose. Lors d'une infection
synchronisée, I'addition de I'AZT en méme temps que le virus n'a pas empéché
I'entrée du virus mais a plutdt bloqué la transcription inverse de son ARN. Une
inhibition significative de la production virale, de la formation de syncytia et de
I'enclenchement de I'apoptose ont pu alors étre observées. De ces observations, ils
ont conclu que sans réplication, le virus ne peut par lui-méme induire le processus
d'apoptose (Laurent-Crawford et al., 1993). En fait, selon eux, le virus doit se
répliquer au moins une fois pour que la cellule puisse exprimer a la surface de sa
membrane, la glycoprotéine virale de lI'enveloppe. C'est seulement suite a son
expression sur la membrane cellulaire que la glycoprotéine virale devient une
puissante inductrice d'apoptose pour les cellules CD4+ non-infectées. Les
chercheurs ont également démontré que la glycoprotéine doit étre exprimée sous la
forme de I'hétérodimere gpl20-gp4l pour induire l'apoptose. L'expression
exclusive de la gp120 ou de la gp41 n'induit pas d'apoptose dans les cellules CD4+
cibles (Laurent-Crawford et al., 1995).

Corbeil et Richman (1995) ont effectué une cinétique de 3 jours avec un
échantillon de virus infectieux et un autre de virus non-infectieux suite & un
traitement avec un agent anti-viral en combinaison avec une irradiation aux
ultraviolets. Aprés trois jours d'incubation, le pourcentage de cellules en apoptose

avec le virus infectieux a augmenté a plus de 50% comparativement aux 5%
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d'apoptose pour les cellules incubées avec le virus non-infectieux ainsi que pour
les cellules témoins (Corbeil et Richman, 1995). En accord avec les résultats de
Laurent-Crawford et al. (1993), les auteurs ont conclu que le virus doit donc se
répliquer au moins une fois pour qu'apparaisse la glycoprotéine virale a la surface
de la cellule infectée afin de pouvoir induire les cellules T CD4+ avoisinantes en

apoptose.

43 INCUBATIONS DES CELLULES CEM AVEC LES IMMUNOSOMES.

Dans les années 80, notre laboratoire a développé une méthode qui permet
I'insertion de glycoprotéines virales dans le double feuillet phospholipidique de
liposomes préformés. Les glycoprotéines de l'enveloppe des virus de la rage, de
l'influenza et du VIH ont toutes été ancrées avec succés par leur région
hydrophobe dans la membrane des liposomes. Ces liposomes recouverts de
glycoprotéines virales, maintenant connu sous l'appellation d'Immunosomes,
ressemblent beaucoup aux particules virales, a la différence prés qu'ils ne

contiennent pas d'acide nucléique et de protéines autres que la gp160.

La technologie des IMS s'avére une approche trés intéressante dans
I'élaboration de vaccins sfirs et efficaces. Les résultats ont d'ailleurs démontré que
les glycoprotéines virales deviennent beaucoup plus immunogéniques lorsqu'elles
sont ancrées a la surface des IMS (Thibodeau, 1991). La membrane lipidique de
I'IMS semble assurer la conformation native des glycoprotéines présentes et

jouerait donc le role de l'enveloppe virale.
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L'utilisation de I'IMS-gp160 dans ce projet, nous apparaissait trés attrayant
pour diverses raisons. D'abord, les IMS ont une structure analogue a la particule
virale. Deuxiémement, seule la glycoprotéine du VIH est présente a la surface des
IMS. Elle est donc présentée aux cellules CD4+ de fagon spécifique. De plus, la
gpl60 est présentée sous sa conformation native. Troisiemement, les IMS ne
contiennent pas d'acide nucléique et d'enzymes pouvant la répliquer. Ainsi, les
temps d'incubation ont pu étre prolongés a 24 et 27 heures sans crainte d'y voir

apparaitre de réplication virale.

L'IMS représentait donc une nouvelle approche pour vérifier si
l'attachement et I'entrée du virus induisent les cellules en apoptose. En effet, lors
de ces deux premiéres étapes de l'infection, la gp160 habituellement ancrée a
I'enveloppe virale, interagit avec la molécule CD4 qui est présente a la surface des
cellules. Nous pensons que les IMS nous ont permis de reproduire cette interaction
entre la glycoprotéine et son récepteur. Ainsi, le fait que les IMS-gp160 se soient
montrés incapables d'induire les cellules CEM en apoptose, constitue une preuve
supplémentaire que l'attachement et I'entrée du virus n'induisent pas I'apoptose.
De plus, I'absence d'apoptose malgré les différentes concentrations d'IMS utilisées
et les temps d'incubation relativement longs apporte plus de poids a notre
conclusion. Rappelons également que nos résultats avec les IMS sont en accord
avec les conclusions de Laurent-Crawford et al. (1993) a l'effet que les premieres
étapes de l'infection ne sont pas suffisantes pour enclencher le programme

d'apoptose.
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44 CINETIQUES AVEC LA GLYCOPROTEINE GP160.

L'agencement en rosette de la glycoprotéine gp160 tel qu'on peut l'observer
a la figure 11a, s'explique par le fait que la gp160 n'est pas complétement soluble.
Une région hydrophobe située pres de I'extrémité carboxylique de la glycoprotéine
assure habituellement I'ancrage de la glycoprotéine dans la membrane virale.
Lorsque les glycoprotéines sont en solution aqueuse, cette région
transmembranaire de la glycoprotéine attire la région homologue des gp160
avoisinantes pour ainsi former des sortes de micelles que 1'on appelle rosettes de
glycoprotéines. Ces rosettes de glycoprotéines ont été incubées avec des cellules
CEM dans différentes conditions expérimentales toujours dans le but d'évaluer

leur pouvoir d'induire en apoptose des cellules T CD4+ non-infectées.

On sait depuis plusieurs années que la gp160 subit un clivage protéolytique
intracellulaire pour générer les gp120 et gp41 matures (Willey et al., 1988). Par
ailleurs, la gp160 peut emprunter plusieurs voies métaboliques a l'intérieur de la
cellule, si bien que finalement, on estime que seulement 10 & 20% de la gp160 est
converti en gp120 et gp4l (McKeating et Willey, 1989). Les autres gp160
synthétisées par la cellule sont soit dégradées dans les lysosomes ou encore,
sécrétées a l'extérieur de la cellule (Kalyanaraman et Gallo, 1988). Cette sécrétion
de la glycoprotéine précurseur est suffisamment importante pour que des
concentrations en picomolaire de la gp160 soient détectées dans le sang de patients
sidéens (Oh et al., 1992). Etant au courant des ces derniéres données, il nous
apparaissait pertinent de planifier et d'effectuer des cinétiques avec la

glycoprotéine virale afin d'évaluer son effet sur des cellules T CD4+.
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Des cinétiques de 6 heures ont d'abord été effectuées avec différentes
concentrations de gp160. Puisque la durée des cinétiques n'excédait pas 6 heures,
nous avons opté pour un milieu d'incubation des plus élémentaires afin que les
rosettes de gp160 interagissent avec les cellules sans qu'il y ait d'interférence de la
part d'une composante protéique ou autre provenant du milieu. Comme il est
donné de voir a la figure 19, les cellules qui ont été incubées dans du PBS en
présence de 100 pg/ml de gpl60 ont trés rapidement réagi. Une baisse
considérable de la viabilité et un taux d'apoptose deux fois plus élevé que les
témoins ont été observés dans cette population de cellules, aprés seulement 6
heures d'incubation. Pour exclure la possibilité qu'un encombrement protéique
trop grand pourrait étre la cause de ces phénomeénes, 100 pg/ml de BSA
(I'albumine bovine sérique) ont été ajoutés dans un échantillon témoin de cellules.
Comme on peut le noter a la figure 19, la BSA n'a pas diminué la viabilité ou
augmenté le taux d'apoptose, ce qui confirme que la gp160, sous forme de rosette,

induit spécifiquement des cellules T CD4+ non-infectées, en apoptose.

Pour faire suite a cette premiere série d'expériences, d'autres cinétiques de
plus longue durée ont été réalisées. Outre le PBS, les cellules CEM ont été incubées
pendant 25 heures avec du RPMI additionné ou non de 10% de SFB. La gp160 a été
ajoutée a une concentration de 100pg/ml. Les résultats montrés a la figure 20
confirment que la gp160 dans du PBS induit les cellules en apoptose en seulement
6 heures d'incubation. De plus, on a noté que les milieux dans lesquels sont
incubées les cellules influencent jusqu'a un certain point, I'induction de 'apoptose.
A remarquer tout spécialement que, lorsque les cellules sont incubées en présence
de la gp160 dans du RPMI complet, c'est-a-dire additionné de 10% de SFB, les taux

d'apoptose apres 6 et 25 heures d'incubation se maintiennent au niveau de ceux
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des cellules témoins (BSA:PBS, RPMIc. et RPMI-SFB). Il en va tout autrement pour
les cellules incubées avec la gp160 dans du RPMI sans SFB et dans du PBS. A
priori, ces résultats suggerent que le sérum foetal bovin contient des facteurs
susceptibles d'accroitre la résistance des cellules CEM a entrer en apoptose, suite &

une incubation avec la gp160.

Un autre phénoméne sur lequel nous aimerions attirer I'attention concerne
le trés court laps de temps entre le début de I'incubation et 'induction en apoptose
d'une proportion significative de la population. En moins de 6 heures, le taux
maximal d'apoptose est atteint dans la population de cellules incubées dans du
PBS en présence de la gp160. Pour ce qui est des cellules incubées dans du RPMI
sans SFB, l'augmentation du taux d'apoptose se fait plus lentement mais atteint
tout de méme son maximum a l'intérieur des 24 premiéres heures. Ces données
nous permettent de croire que c'est la gp160 et non une privation de facteurs de
croissance qui cause I'apoptose dans ces populations. L'induction de I'apoptose par
une privation de facteurs de croissance s'effectue beaucoup plus graduellement et

s'échelonne sur une période de 3 a 4 jours plutdt qu'en 6 heures.

Par ailleurs, on s'explique mal le fait qu'on ait obtenu un plateau &
seulement 30% d'apoptose dans une population de cellules aussi homogeéne. Les
cellules sont peut-&tre susceptibles & entrer en apoptose seulement lorsqu'elles sont

dans une phase spécifique du cycle cellulaire. La phase G1 a derniérement été

suggérée (Corbeil et Richman, 1995).

Quoi qu'il en soit, un fait demeure: en l'absence de SFB dans le milieu
d'incubation, la gp160 induit en apoptose, en moins de 6 heures, jusqu'a 30% d'une

population de cellules CEM. Afin de confirmer que le SFB empéche l'induction
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d'apoptose dans les conditions décrites précédemment, une autre cinétique de 24
heures a été effectuée. Lors de cette expérience, le SFB a été ajouté dans du PBS.
Les expériences précédentes nous ont montré que la gpl60 dans du PBS induisait
les plus hauts pourcentages d'apoptose. Il nous apparaissait donc dans I'ordre des
choses d'évaluer l'effet sur le taux d'apoptose que produirait l'ajout de SFB dans le
PBS. Les résultats, qui sont présentés a la figure 21b, démontrent clairement
l'efficacité du SFB a protéger les cellules de 'apoptose induit par la gp160. En effet,

les taux d'apoptose sont ramenés a un taux de base avec I'ajout de SFB dans le PBS.

Le sérum foetal bovin est trés riche en cytokines et facteurs de croissance. Il
serait trés intéressant de déterminer le ou les composantes du sérum qui sont
responsables de la sauvegarde des cellules d'une mort par apoptose. Cependant,
en considérant le nombre important de substances présentes dans le SFB et
considérant que l'identification du ou des facteurs protecteurs de l'apoptose
dépasse largement le cadre de ce projet, nous sommes restreints, pour l'instant, a
faire de la spéculation. Dans ce sens, l'interleukine 2 et l'interleukine 1 nous
apparaissent comme d'excellents candidats. Gougeon et collaborateurs (1993) ont
d'ailleurs noté que l'addition d'un mélange d'IL-2 et d'IL-1a était suffisant pour
prévenir I'apoptose induit par l'ionomycine dans une population de lymphocytes
fraichement recueillie de patients infectés par le VIH. Ils ont par contre noté que
sans I'IL-1a, I'ajout simple de I'IL-2 ne bloquait pas le processus d'apoptose.
Aucune des autres cytokines testées (IL-4, I1-5, Ii-6 et TNFa) n'a été en mesure de
prévenir 'apoptose dans les lymphocytes T (Gougeon ef al., 1993). Plus récemment,
Chia et al. (1995), ont démontré que le simple ajout d'IL-2 recombinant protégeait
de l'apoptose, les lymphocytes T cytotoxiques prélevés de patients séropositifs

asymptomatiques.
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Les résultats obtenus avec la gp160 nous apparaissaient convainquants.
Nous avions trouvé des conditions expérimentales dans lesquelles une induction
de l'apoptose par la glycoprotéine gp160 dans une population de lymphocytes T
CD4+ avait pu étre démontré. En consultant la littérature, nous avons constaté que
nos résultats contredisaient quelques résultats déja publiés. Laurent-Crawford et al.
(1993) ont d'abord rapporté que des cellules CEM et MOLT4-T4 n'étaient pas
affectées significativement aprés plusieurs jours d'incubation avec 2 pg/ml de
gp160 ou gp120 recombinantes. Ils ont tout de méme noté qu'en présence de la
gp160 et non de la gp120, les cellules forment des agrégats. Ils ont conclu que leurs
résultats constituent une preuve supplémentaire a I'effet qu'il était nécessaire que
la glycoprotéine de l'enveloppe soit associée a la membrane cellulaire pour étre en
mesure d'induire l'apoptose (Laurent-Crawford et al., 1993). Pour notre part, nous
pensons que les quantités utilisées lors de leurs expériences étaient en dessous du
seuil critique pour induire les cellules en apoptose. Il n'y avait aucune mention
dans leur article, de la concentration cellulaire ainsi que le milieu de culture utilisés

lors de leurs expériences.

Un an plus tard, une étude démontrait également que 1 pug/ml de gpl20
soluble sous forme de monomeére, était incapable d'induire de fagon significative
un clone de cellules T CD4+ humaines (SPB21) en apoptose (Schwartz ef al., 1994).
Ce résultat n'est pas tout a fait en contradiction avec les ndtres, puisque c'est de la
gpl120 et non de la gpl60 qui a été utilisée. De plus, leur glycoprotéine était
monomeérique alors que la ndtre est polymérique. Il aurait été tout de méme
intéressant de voir quel effet une plus grande quantité de gp120 aurait pu avoir sur
les cellules. Finalement, une étude de Martin et al. (1994) montre l'absence

d'apoptose dans des cultures de cellules T (clone H9 ou des cellules T du sang
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périphérique) traitées avec de la gp120 soluble. La gp120 a été ajoutée en quantité
suffisante pour saturer les cellules. Bien que cet enrobage des cellules T CD4+ du
sang périphérique par la gp120 ne les aient pas induites en apoptose, une baisse de
la réponse proliférative suite a2 une stimulation via le TcR a pu étre observée
(Martin et al., 1994). A noter qu'encore une fois, il s'agit de la gp120 et non pas de la
gpl60.

A la recherche de preuves supplémentaires qui pourraient venir appuyer,
nos premiéres observations avec la gpl60, nous avons procédé a une autre
incubation de 25 heures avec de la gp160 qui avait été, au préalable, complexée a
des anticorps anti-gp160. La figure 22 nous présente les pourcentages d'apoptose
aprés 6 heures d'incubation. En comparant la gp160 dans le PBS (fig. 22a) avec
gp160 préincubée avec un anticorps anti-gp160 (fig. 22b), on en vient rapidement a
la conclusion que lorsque les anticorps se complexent a la gp160, celle-ci perd son
potentiel d'induire 'apoptose et les cellules demeurent vivantes. Les anticorps anti-
gp160 nous ont donc permis de démontrer que la gp160 induit les cellules en
apoptose de maniere spécifique. De plus, la gpl60 semble également étre
responsable de la mort des cellules qui périssent autrement que par apoptose
puisque la viabilité passe de 22% a 90.3% lorsque les anticorps anti-gp160 ont été
ajoutés et que 'apoptose ne peut expliquer a elle seule, le taux de mortalité si élevé
des cellules incubées avec la gpl160 sans anticorps (fig. 22a). Les cellules incubées
avec 100 pg/ml de glycoprotéine du virus de l'influenza (HA) n'ont pas été
induites en apoptose, ce qui démontre que ce n'est pas la présentation sous forme
de micelles ou I'encombrement stérique qui confére a la gp160 le pouvoir d'induire

cette population de cellules en apoptose.
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Théoriquement, des cellules qui n'expriment pas ou peu le récepteur de la
gp160 ne devraient pas étre affectées par la présence de la glycoprotéine du VIH.
Des cellules Raji qui sont des lymphocytes B transformés et qui expriment trés peu
le récepteur CD4 (voir figure 5), ont donc été évaluées pour leur susceptibilité a
étre induites en apoptose par la gp160. Comme nous pouvons l'observer a la figure
23, 'absence d'apoptose aprés 6 heures d'incubation avec la gpl60 dans du PBS
confirme que la gp160 est sans effet sur ces cellules, fort probablement dii a

I'absence de récepteurs CD4 a la surface de leur membrane.

A travers les différentes expériences effectuées avec la gpl60 lors de ce
projet, nous avons cherché a aborder la problématique de différents points de vue,
de fagon a bien cerner la situation et de donner plus de crédibilité a nos résultats.
Tous nos résultats sans exception tendent vers une seule conclusion. A notre avis,
il ne fait plus aucun doute que la gp160 sous forme de rosettes, a la capacité
d'induire en apoptose des cellules T exprimant a leur surface le récepteur CD4,
lorsqu'elles sont incubées dans des conditions permissives; c'est-a-dire, en
l'absence des cytokines et autres facteurs de croissance que procure le sérum foetal
bovin. Tous nos résultats proviennent d'expériences effectuées in vitro avec des
cellules provenant d'une lignée cellulaire. Cependant, des résultats plus récents
obtenus dans notre laboratoire montrent que la gp160 induit I'apoptose dans des
lymphocytes T humains (PBL) provenant de donneurs séronégatifs (Thibodeau et
al., 1995) Il est donc trés tentant de se servir de tous ces résultats comme toile de
fond pour spéculer sur les événements se produisant in vivo chez des individus

infectés par le virus.

Mentionnons d'abord, que des scientifiques ont démontré, en 1994, qu'en

injectant des anticorps anti-CD4 a des souris, on observait aprés seulement 4
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heures, une déplétion maximale et massive des lymphocytes T CD4+ localisés dans
les ganglions lymphatiques périphériques et dans la rate (Howie et al., 1994). En
utilisant un nouveau systéme informatisé d'analyse d'images de microscopie, le
microscope HOME, ils ont découvert que cette déplétion de lymphocytes T CD4+
était causée par l'induction du processus d'apoptose dans ces cellules. Aucune
évidence de nécrose ou d'inflammation n'a pu étre détectée dans les ganglions.
Sept jours aprés l'injection intraveineuse d'anticorps anti-CD4, le niveau
d'apoptose dans les ganglions lymphatiques des souris était toujours plus élevé
que la normale. Ces résultats sont fort intéressants dans le contexte du SIDA
puisqu'on sait maintenant que le virus est séquestré dans les ganglions tout au
long de la phase asymptomatique de l'infection (Pantaleo et al., 1993b; Embretson
et al., 1993).

Ceci étant dit, et a la lumiére de nos résultats, nous avons pensé a un
scénario des événements qui pourrait se dérouler in vivo lors de l'infection par le
VIH. Au tout début de l'infection, le virus se dissémine partout dans l'organisme
et s'implante de fagon permanente dans les ganglions lymphatiques. Dans ces lieux
de prédilection pour le virus, les cellules dendritiques et les macrophages
constituent les réservoirs assurant la continuité et la progression de l'infection vers
un état d'immunodéficience (Spiegel et al., 1992). Méme infectées, ces cellules
survivent longtemps et pourraient donc relarguer dans le microenvironnement des
ganglions lymphatiques, d'importantes quantités de glycoprotéines gp160 non-
clivées. Rappelons ici trois faits. Premiérement, seulement 10 a 20% de la gp160
synthétisée est clivée en gp120 et gp4l. Le reste de la glycoprotéine est dégradée
ou sécrétée par les cellules infectées (McKeating et al., 1989). Deuxiémement, la

glycoprotéine sécrétée par les cellules infectées a été détectée dans le sang de
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sidéens (Oh et al., 1992). Les chercheurs suggerent dans une de leurs conclusions
que les concentrations de gp160 dans les tissus lymphatiques seraient supérieures
a celles obtenues dans le sang périphérique. Troisitmement, les lymphocytes dans
le sang ne représentent que 2% de la population totale des lymphocytes, ce qui
signifie que plus de 98% de la population des lymphocytes réside a tout instant
dans les organes lymphatiques et autres organes tel que le poumon. (revue par
Westermann et Pabst, 1990). Ainsi, la glycoprotéine du virus, sans quitter les

ganglions, pourrait interagir avec la trés grande majorité des lymphocytes T CD4+.

Tout récemment, on a mesuré un niveau d'apoptose de trois a quatre fois
plus élevé dans les ganglions lymphatiques d'individus séropositifs que dans ceux
d'individus séronégatifs (Muro-Cacho et al., 1995). L'apoptose détectée dans les
ganglions normaux était confinée aux centres germinatifs tandis que chez les
patients infectés par le virus, les cellules apoptotiques étaient localisées en
quantités appréciables dans tous les compartiments fonctionnels du ganglion
lymphatique (i.e. cortex, paracortex et sinus). Finalement, les chercheurs ont
rapporté qu'il existait une bonne corrélation entre l'intensité du phénomene
d'apoptose et la proportion des cellules activées dans les tissus lymphatiques. Le
stade de la maladie ou la charge virale n'influenceraient pas le niveau d'apoptose
dans ces tissus. La gpl60 pourrait donc pré-programmer les cellules a I'apoptose
en interagissant avec le récepteur CD4. Les cellules seraient ensuite induites en
apoptose par une stimulation antigénique via leur TcR, ce qui expliquerait que le
taux d'apoptose semble étre relié a I'état général d'activation dans les tissus
lymphatiques. Fait a noter, déja en 1991, Gougeon et al. suggéraient qu'une
fraction importante des lymphocytes de patients sont engagés vers un état de

préapoptose en raison d'une activation anormale.
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Un autre scénario possible qui serait plus compatible avec nos résultats ainsi
que ceux de Howie et al. (1994) obtenus avec leur traitement anti-CD4 chez les
souris, serait que la gp160 sécrétée dans les ganglions induirait directement les
lymphocytes T CD4+ en apoptose. Pour que ceci se réalise, nos résultats ont
démontré qu'il doit y avoir cependant, une absence de certaines cytokines ou/et
facteurs de croissance que procure le sérum. Il est intéressant de noter que Fan et
collaborateurs (1993) ont détecté une baisse d'expression d'IL-2 associée a
I'infection au VIH. De plus, un groupe de chercheurs et de médecins viennent tout
juste de publier une étude démontrant les bienfaits d'une thérapie intermittente
par l'interleukine 2 chez dix patients volontaires ayant un taux de lymphocytes
CD4+ plus élevé que 200 cellules/pl (Kovacs et al., 1995). Chez 6 des 10 patients,
une augmentation de plus de 50% du nombre de lymphocytes T CD4+ par ul de

sang a été observée, un et deux mois apres le début du traitement.

Finalement, nous sommes conscients que les quantités de gp160 utilisées
dans ce projet ne sont pas négligeables et qu'elles dépassent stirement celles
présentes in vivo, dans les ganglions. Une quantité plus modeste mais
constamment présente de la glycoprotéine dans les ganglions ainsi qu'un
renouvellement de la population de lymphocytes T CD4+ pourraient expliquer que
la déplétion de cette population soit plus graduelle et se fasse sur une période de
plusieurs années plutét que de se produire en l'espace de quelques heures, comme

dans nos expériences.
45 SERUMS HUMAINS.

Ayant observé a maintes reprises au cours de ce projet l'efficacité du sérum

foetal bovin a protéger les cellules T de I'apoptose, nous nous sommes demandés si
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des sérums humains contenaient un ou des facteurs capables de prévenir
I'émergence du processus de l'apoptose lorsque les cellules sont incubées avec la

gp160.

Nos résultats avec le SBF ainsi que ceux obtenus par les groupes de
chercheurs travaillant sur I'TL-2 (Fan et al., 1993; Kovacs et al., 1995) font état d'un
appauvrissement possible de cytokines dans les sérums d'individus infectés par le
VIH. Nous formulons donc I'hypothése que ces sérums seraient moins efficaces a
prévenir l'induction d'apoptose. Nous avons donc effectué une derniére cinétique
ol les cellules CEM incubées avec la gp160 dans du PBS pendant 24 heures ont été
mises en présence de différents sérums humains. La figure 24 montre que les
cellules incubées avec les sérums provenant d'individus séropositifs (gp160:SP et
gp160:5) ont une moins bonne viabilité et un plus haut taux d'apoptose que celles

incubées avec les sérums provenant de personnes séronégatives.

Ces observations sont donc compatibles avec I'nypothése que le sérum des
personnes infectées par le VIH pourrait manquer de certains facteurs capables de
protéger les cellules de l'apoptose induite par la gp160. De plus, nous pensons que
cette carence de facteurs n'est pas un phénomeéne survenant seulement dans le
sérum mais se manifesterait également dans les ganglions. C'est dans ces sites
importants pour les lymphocytes ainsi que pour le virus, que I'absence des facteurs
protégeant contre l'apoptose serait le plus dommageable puisqu'elle laisse la porte
ouverte a une apoptose accrue induite par la gp160. Dans ce sens, nos observations
avec les sérums humains sont donc intéressantes puisqu'elles pourraient expliquer

en partie ce qui se passe dans les ganglions lymphatiques des patients séropositifs.



CONCLUSION
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Au cours de ce projet, nous avons démontré que les étapes initiales de
l'infection, soit l'attachement et l'internalisation du VIH, n'induisent pas les
lymphocytes T CD4+ en apoptose. Ainsi, dans des incubations d'une durée de
90 minutes, le VIH, inactivé ou non, n'a pas fait augmenter le taux d'apoptose
dans les populations de cellules CEM. De plus, des incubations de 24 et 27
heures avec des IMS-gp160 n'ont églament eu aucun impact sur le niveau
d'apoptose dans les populations de cellules CEM. Nous en concluons que la
gp160/120, présente a la surface du VIH ou des IMS, n'a pas le potentiel
d'induire les cellules CD4+ en apoptose. Sans réplication, le virus ne semble

donc pas en mesure d'induire l'apoptose.

Par contre, aprés que le virus se soit répliqué, une quantité importante de
gp160 est produite et relarguée par les cellules infectées (McKeating et al., 1989;
Oh et al., 1992). Nos résultats font alors la démonstration du potentiel de la
gpl60, agencée en rosette, & induire les cellules en apoptose. Aprés une
incubation de seulement 6 heures, 30% de la population de cellules CEM était
en apoptose. On a également montré que l'action de la gp160 est inhibée par
une préincubation avec des anticorps anti-gp160 ou par l'ajout de sérum foetal
bovin (SFB) dans le milieu d'incubation. Par ailleurs, les lymphocytes B de la
lignée cellulaire Raji se sont montrés résistants a I'apoptose induite par la
gp160. Globalement, ces résultats indiquent clairement que la gp160, sous forme
de rosette, induit les cellules en apoptose lorsqu'elle interagit avec la molécule

CD4 qui est le récepteur reconnu du VIH.

Dans la derniére partie de ce projet, nous avons démontré que les sérums

humains, provenant d'individus séropositifs, semblent offrir une moins
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bonne protection aux cellules CEM contre l'apoptose induite par la gp160 que
les sérums humains séronégatifs. L'absence, ou du moins, une diminution de
la concentration de certains facteurs sériques capables de protéger contre
l'apoptose pourrait expliquer la protection moins efficace offerte par les sérums
de patients séropositifs. Ainsi, le sérum étant moins compétent & contrer l'effet
de la gpl60, une induction accrue de l'apoptose in vivo pourrait donc
contribuer a la déplétion de la population de lymphocytes T auxilliaires chez les

personnes infectées par le VIH.

Dans un prochain projet, il sera intéressant de poursuivre les expériences
avec la gpl160 purifiée. Il sera notamment important d'évaluer le potentiel de la
glycoprotéine a induire en apoptose des lymphocytes (PBL) prélevés
d'individus séropositifs. Ces résultats pourront alors étre comparés a ceux
obtenus avec les cellules CEM. Il sera également intéressant d'évaluer
l'efficacité des sérums humains a protéger des PBL contre l'apoptose induite

par la gp160.

Ce projet nous aura donc permis de mettre en évidence le potentiel de la
gp160, agencée en rosette, a induire en apoptose des cellules T CD4+. L'avenir
nous dira quelle importance I'apoptose occupe dans la pathogénese du SIDA,
sachant que la gpl60 circule dans le sang et est présente dans les ganglions

lymphatiques.
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TABLEAU 1: La famille des Rétroviridae.

Genre:

1, Rétrovirus mammalien de type B
2; Rétrovirus mammalien de type C
3. Rétrovirus aviaire de type C

4. Rétrovirus de type D

5. Rétrovirus BLV-HTLV

6. Lentivirus
Espeéces:
6.1 bovin:
6.2 équin:

6.3 félin:

6.4 ovin/caprin:

6.5 primate:

s Spumavirus

BIV (bovine immunodeficiency virus)

EIAV (equine infectious anemia virus)

FIV (feline immunodeficiency virus)

CAEV (caprine arthritis encephalitis virus)
HIV-1 (human immunodeficiency virus type 1)
HIV-2 (human immunodeficiency virus type 2)

SIV (simian immunodeficiency virus)
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TABLEAU 2: Systéme de classification revisé pour l'infection du VIH.

Catégories de lymphocyte T CD4+:
Catégorie 1: >500 cellules/pL

Catégorie 2: 200-499 cellules/uL
Catégorie 3: <200 cellules/uL
Ces catégories correspondent au nombre de lymphocytes T CD4+ par

microlitre de sang.

r

Catégories cliniques: pour personnes de 13 ans et plus.

Catégorie A:
- infection du VIH asymptomatique
- lymphadénopathie persistante et généralisée

- primo-infection du VIH (phase aigug)

Catégorie B:
-conditions cliniques attribuables a I'infection au VIH et qui est

indicatif d'une défaillance du systéme immunitaire cellulaire.

-Ex: candidiase, dysplasie cervicale, fievre et diarrhée persistantes,

zona, purpura thrombocytopénique, neuropathie périphérique.

Catégorie C:

Toutes les conditions cliniques présentées au tableau 3.
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TABLEAU 3: Liste des conditions cliniques associées au SIDA.

- Candidiase des bronches, trachée, poumons ou cesophage

- Cancer cervical, invasif

- Coccidioidomycosite, disséminée ou extrapulmonaire

- Cryptococcosite, extrapulmonaire

- Cryptosporidiosite, intestinale et chronique (durée > 1 mois)

- Maladies causées par le cytomégalovirus (ailleurs qu'au foie, rate et ganglion)
- Rétinite causée par le cytomégalovirus (avec perte de vision)

- Encéphalopathie, reliée au VIH

- HSV: ulcére chronique (>1 mois), bronchite, pneumonie ou cesophagite
- Histoplasmosite, disséminée ou extrapulmonaire

- Isosporiasite, intestinale et chronique (> 1 mois)

- Sarcome de Kaposi

- Lymphome de Burkitt

- Lymphome, immunoblastique ( ou terme équivalent)

- Lymphome primaire du cerveau

- Mycobacteum avium ou M. kansasii, infection disséminée ou extrapulmonaire
- Mycobacterium tuberculosis, pulmonaire et extrapulmonaire

- Mycobacterium, toutes autres espéces, disséminée ou extrapulmonaire
- Pneumonie au Pneumocystis carinii

- Pneumonie, a répétition

- Leukoencephalopathie multifocale progressive

- Septicémie a la Salmonelle, a répétition

- Toxoplasmosite du cerveau

- " Wasting syndrome" causée par le VIH




FIGURES
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Figure 1. Représentation du VIH.

Une coupe transversale du VIH montre l'organisation
structurale du virus. A son centre, deux molécules d'ARN
monocaténaires de polarité positive sont intimement liées aux
polypeptides p6/p7 et a la transcriptase inverse. La capside qui
est composée de la protéine p24 protége l'acide nucléique. Une
matrice formée de la pl7 tapisse la surface sous-jacente de
I'enveloppe virale qui est la couche externe du virion. Cette
enveloppe virale est composée d'un double feuillet
phospholipidique contenant a sa surface des spicules de
glycoprotéines. Ces projections représentent la gp120 qui est liée
a la gp4l. Cette derniére se projette a travers l'enveloppe virale
et sert d'ancrage a la gp120.

La représentation schématisée du VIH provient d’une
conception par ordinateur d’un schéma fourni par Dr.
Thibodeau et exécutée par Mme Ginette Larose, du service de
I'audiovisuel.
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Figure 2. Génome du VIH.

Neuf régions codantes sont agencées entre deux séquences
répétitives (LTR) qui bordent le génome du VIH. Les trois génes
structuraux, env, pol, et gag sont communs a tous les
rétrovirus. Les autres génes, plus petits et dont certains sont
bipartites, codent pour des protéines reconnues pour exercer
une fonction de régulation (tat, rev, vif, vpu, vpr, nef ).
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Figure 3. Les glycoprotéines de I'enveloppe du VIH.

La glycoprotéine présente a la surface du virion (gp120) et la
glycoprotéine transmembranaire (gp4l) proviennent d'un
précurseur (gpl60), long de 863 acides aminées. La gpl60 est
clivée en deux par des protéases cellulaires a I'acide aminée 519.
Les régions conservées (C) et variables (V) sont représentées par
les rectangles C1 a C5 et V1 a V5, respectivement. A noter que la
région V3 constitue un site immunodominant. La gp4l est
conservée dans sa totalité, a I'exception prés des régions semi-
variables (régions en gris pale). Les rectangles gris foncé
représentent les régions identifiées comme responsables de la
formation de syncithium, la liaison avec la molécule CD4, la
fusion et l'ancrage dans la membrane virale.
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Figure 4. Courbe de croissance des cellules CEM.

Les cellules CEM ont été incubées dans du RPMI additionné de
10% de sérum foetal bovin. La concentration initiale de la
suspension cellulaire a été ajustée a 400 000 cellules au ml. Les
incubations d'une durée de 5 jours se sont déroulées dans des
flacons de polystyréne F25 (Corning), a 37°C sous atmosphére de
CO2 a 5%. L'indice de multiplication des cellules CEM a été
calculée a chaque jour de l'incubation. La courbe présentée ici,
représente une moyenne de 17 incubations effectuées dans des
conditions similaires.
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Figure 5. Expression de la molécule CD4.

Un million de cellules CEM ont été saturées d'anticorps anti-
CD4. Pour ce faire, 5 pl d'un lot dilué par un facteur de 8,
d'anticorps monoclonaux dirigés contre l'antigéne CD4 humain
et conjugués a la FITC ont été ajoutés aux cellules. Aprés une
incubation de 40 minutes a 4°C dans I'obscurité, les cellules ont
été lavées et resuspendues dans du PBS additionné de 3% de
BSA et 0.02% d'azide de sodium.

L'axe des abscisses est subdivisé en 256 canaux, ce qui signifie que
le cytofluorométre est capable de détecter 256 intensités
différentes de fluorescence. Une barriére a été tracée au canal 80
et le pourcentage de cellules a été calculé dans les deux fenétres
adjacentes. Les cellules CD4+ se déplacent dans la fenétre de
droite (canaux 80 et plus) suite a2 une incubation avec les
anticorps fluorescents anti-CD4. L'axe des ordonnées correspond
au nombre de cellules par canal.
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Figure 6. Analyse de cytométrie en flux.

Un million de cellules ont été lysées dans une solution
hypotonique contenant 0.1% de Triton X-100 et 0.1% de citrate de
sodium. Cinquante pg/ml d'iodure de propidium a ensuite été
ajouté et les échantillons de noyaux ont été incubés a 4°C pendant
une nuit a l'obscurité. Lors de l'analyse, le débit des noyaux
passant au travers le rayon du laser a été réglé a 100 a la seconde.
10 000 noyaux ont été calculés par échantillon.

H1 = granulosité vs taille des noyaux. Les noyaux apoptotiques
sont habituellement pergus plus granuleux et de plus grosses
tailles.

H2 = fluorescence vs la taille des noyaux. Les noyaux
apoptotiques étant moins fluorescents, ils se déplacent vers la
gauche (voir population B).

H3 = profil de la granulosité des noyaux. Pas trés pertinent.

H4 = profil de la fluorescence des noyaux. C'est a partir de cet
histogramme que le pourcentage d'apoptose est déterminé.

Population A = population de cellules incubées 4 jours dans du
RPMI additionné de 10% de SFB. Le quatriéeme histogramme (H4)
confirme que peu de noyaux sont apoptotiques puisque la trés
grande majorité des noyaux sont situés dans le pic G9/G1 ou a la
droite de celui-ci(>2N).

Population B = population de cellules incubées 4 jours dans du
RPMI sans SFB. Les cellules sont induites en apoptose. Le
quatriéme histogramme confirme que 35 % des noyaux sont dans
la région hypodiploide (AQ) et sont donc en apoptose.
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Figure 7. Microphotographie d'une cellule CEM vivante.

Cellule saine observée au microscope électronique (Philips 300),
aprés une coupe ultra-mince et une coloration au citrate de
plomb et a I'acétate d'uranyle (Grossissement de 13 000 X).






129

Figure 8. Microphotographies de cellules CEM apoptotiques.

b)

Des cellules CEM induites en apoptose par privation de sérum.
Coupes ultra-minces et coloration au citrate de plomb et a
I'acétate d'uranyle.

Au centre de la photo, deux cellules apoptotiques dont la cellule
du haut est & un stade plus avancé que celle du bas. Notez les
différentes configurations que peut prendre une chromatine
condensée dans un noyau. (Grossissement: 16 000 X)

Fragmentation du noyau d'une cellule apoptotique (23 000 X)

Chromatine condensée prenant toute la place dans le noyau
d'une cellule apoptotique. Notez aussi a la droite du noyau (et
un peu en bas), un réticulum endoplasmique dilaté. De plus, la
membrane cytoplasmique est rupturée (haut de la cellule).
(Grossissement de 23 000 X)
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Figure 9. Electrophorése sur gel d'agarose d'ADN provenant de cellules
apoptotiques.

Une population de cellules CEM a été incubée dans du RPMI
sans SFB durant 4 jours. L'ADN de 3 a 4 millions de cellules a
été extrait et resuspendu dans 100 pl d'un tampon TE. Dix pl de
chaque échantillon d’ADN a ensuite été déposé dans les puits
d'un gel de 1.5% d'agarose. Le bromure d'éthidium a été
incorporé dans le gel et dans le tampon TAE. Cent volts ont été
appliqués a travers le gel pendant 2 heures. Les bandes d'ADN
ont été révélées par illumination aux ultraviolets.

Puit 1 = 10 pl de cellules CEM & 48 heures d'incubation
Puit 2 = 10 pl de cellules CEM a 72 heures d'incubation
Puit 3 = 10 pl de cellules CEM a 96 heures d'incubation

Puit 4 = 10 pl d'un autre échantillon de cellules CEM a 96 heures
d'incubation

St = marqueurs de masse moléculaire (échelle de multiple de 123
pb)
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Figure 10. Profil électrophorétique sur gel de polyacrylamide 8% de
glycoprotéines purifiées et d'Immunosomes.

Les glycoprotéines purifiées par une ultracentrifugation sur un
gradient de densité de saccharose 8-60% sont montrées dans le
puit 1. Les IMS qui sont préparés par I'ancrage des glycoprotéines
dans le double feuillet phospholipidique de liposomes, sont
représentés dans le puit 2. Le puits St correspondent aux
marqueurs de masse moléculaire. Les protéines ont été colorées
au nitrate d'argent. Notez la bande prédominante de la gp160 qui
est présente dans les puits 1 et 2. On peut observer également des
bandes de plus faible intensité au niveau 120 kDa et 65 kDa.
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Figure 11 a) Microphotographie de rosettes de glycoprotéines gp160.

Apres une purification par ultracentrifugation sur un gradient
de saccharose 8-60%, les glycoprotéines du VIH ont été adsorbées
a une grille de cuivre et colorées négativement avec 3% d'acide
phosphotungstique (PTA), pH6.3. On peut observer sur la
photographie, un tapis homogéne de glycoprotéines, agencées
sous forme de rosettes. (Grossissement de 182 000 X)

b) Microphotographie d'un Immunosomes-gp160.

Les IMS ont été préparés a partir de liposomes et de
glycoprotéines gpl60. On peut noter, sur cet IMS, que son
contour est irrégulier. Ceci s'explique par la présence des
glycoprotéines ancrées dans le double feuillet phospholipidique
de la membrane. Cette photographie a été prise a l'aide du
microscope électronique et suite a l'imprégnation négative de
I'échantillon au PTA 3%, pH 6.3 . (Grossissement de 482 000 X)



b)
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Figure 12. Pourcentages d'apoptose lors d'une incubation de 90 minutes
de cellules CEM avec un surnagent viral inactivé.

Trois millions de cellules récoltées 4 jours apres un passage
cellulaire, ont été incubées a 37°C dans 1.2 ml de RPMI avec
différentes dilutions d'un surnageant de cellules CEM infectées
par le VIH. Le surnageant a été, au préalable inactivé par la
chaleur (56°C pendant 45 minutes).

Nombre d’expériences = 1
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Figure 13. Pourcentages d'apoptose lors d'une incubation de 90 minutes
de cellules CEM récoltées d'une population en phase
exponentielle (3 jours) ou en phase plateau (4 jours aprés un
passage) avec un surnagent viral inactivé.

Trois millions de cellules récoltées 3 ou 4 jours aprés un passage
cellulaire, ont été incubées a 37°C dans 1.2 ml de RPMI auquel
était dilué par un facteur de 10, un surnageant de cellules CEM
infectées par le VIH. Le surnageant a été, au préalable inactivé
par la chaleur (56°C pendant 45 minutes).

Nombre d’expériences = 2
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Figure 14. Pourcentages d'apoptose lors d'une incubation de 90 minutes
de cellules CEM avec un échantillon de VIH ultracentrifugé et
inactivé.

Trois millions de cellules récoltées 3 jours aprés un passage
cellulaire, ont été incubées a 37°C dans 1.2 ml de RPMI auquel
était dilué par un facteur de 10, un échantillon de VIH
ultracentrifugé et inactivé a la chaleur.

Nombre d’expériences = 2
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Figure 15 . Pourcentages d'apoptose lors d'une incubation de 90 minutes
de cellules CEM avec différentes dilutions d'un échantillon de
VIH ultracentrifugé et non-inactivé.

Trois millions de cellules récoltées 3 jours aprés un passage
cellulaire, ont été incubées & 37°C dans 1.2 ml de RPMI auquel
était dilué par un facteur de 10 ou de 20, un échantillon de VIH
ultracentrifugé.

Nombre d’expériences = 2
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Figure 16. Incubation de 6 heures de cellules CEM avec différentes
concentrations d'Immunosomes-gp160.

Vingt millions de cellules récoltées 4 jours aprés un passage
cellulaire, ont été incubées a 37°C, pendant 6 heures avec 40 et
400 pg/ml d'IMS dans du RPMI. Les échantillons contenant de
l'albumine bovine (BSA) et du RPMI sont les témoins négatifs.

Nombre d’expériences = 1



d'apoptose

%

20‘]

18

i I

16 -
14 <
12 -

10 4

IMS 400pug/m!  IMS 40pg/ml BSA 400pg/ml REMI

milieu




149

Figure 17. Incubation de 27 heures de cellules CEM avec des

Immunosomes-gpl60.

Pendant les 3 premiéres heures, 20 millions de cellules récoltées
4 jours aprés un passage cellulaire, ont été incubées a 37°C, dans
un volume minimal de PBS avec 50 ou 100pg/ml d'IMS. A la
fin de la troisieme heure, 14 ml de RPMI additionné de SFB ont
été ajoutés a la suspension cellulaire et l'incubation s'est
poursuivie durant 24 heures additionnelles. En a) on présente le
pourcentage de cellules CEM en apoptose tel que mesuré en
cytométrie en flux et confirmé par un comptage en microscopie
électronique. A noter que les liposomes ont été utilisés comme
témoins négatifs. Ils ont été ajoutés a une concentration
équivalant les 100 pug/ml des IMS. En b) on présente le taux de
viabilité des cellules CEM tout au long de l'incubation de 27
heures.

Nombre d’expériences = 3
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Figure 18. Incubation de 24 heures de cellules CEM de trois jours avec des

Immunosomes-gp160.

Dix millions de cellules CEM ont été incubées avec les IMS,
pendant 3 heures, dans un volume minimal de PBS, a 37°C. A la
fin de la troisitme heure, 14 ml de RPMI additionné de SFB ont
été ajoutés a la suspension cellulaire et l'incubation s'est
poursuivie pendant 21 heures. Les cellules utilisées lors de cette
incubation ont été récoltées d'une population cellulaire en phase
exponentielle, a trois jours aprés un passage. En a) on présente le
taux de viabilité des cellules et en b) le taux d'apoptose a la
24ieme heure de la cinétique. On peut voir que les taux
d'apoptose sont trés similaires a ceux illustrés a la figure 17 avec
des cellules & 4 jours aprés un passage.

Nombre d’expériences = 2
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Figure 19. Cinétiques de 6 heures des cellules CEM avec différentes
concentrations de gp160 dans du PBS.

Dix millions de cellules récoltées 3 jours aprés un passage
cellulaire, ont été incubées a 37°C, pendant 6 heures, dans 1 ml
de PBS contenant 100 ou 50 pg/ml de gpl60 ou 100 pug/ml de
BSA. En a) la viabilité des cellules au cours de la cinétique. En b)
on présente les pourcentages d'apoptose a la troisiéme et sixiéme
heure de la cinétique pour chaque échantillon tels que mesurés
par cytométrie en flux et confirmés par microscopie électronique.

Nombre d’expériences = 3

Voir annexe II pour une analyse statistique plus détaillée.



100": —M
80 4
S 60-
:a g
5 40 +
> 4
X 204
O T I
0 3 6
temps (heures)
b
) 30+
25 4
d k
W
O
dd
o
o
o
_CB
©
R

temps (heures)

—=— W 4p160: 100ug/ml

—+— B 4p160: 50ug/ml

—e— B

-——-o-——-

O

BSA 100ug/ml

RPMI



155

Figure 20. Cinétique de 25 heures des cellules CEM en contact intime avec

de la gp160 dans différents milieux.

Dix millions de cellules récoltées 3 jours aprés un passage
cellulaire, ont été incubées a 37°C, pendant 25 heures, avec
100pg/ml de gpl60 dans différents milieux tels que du RPMI
avec ou sans SFB (RPMIc. et RPMI-SFB, respectivement), et du
PBS. Comme témoins négatifs, ces milieux ont été utilisés
également mais en l'absence de la gpl160. En a) la viabilité des
cellules de chaque échantillon a été mesurée a 5 reprises au cours
de la cinétique. Les lignes pointillées représentent les différents
témoins négatifs. En b) on peut voir les pourcentages d'apoptose
aprés 6 et 25 heures d'incubation, tels que mesurés par
cytométrie en flux et confirmés par un comptage en microscopie
électronique.

Nombre d’expériences = 1
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Figure 21. Cinétique de 24 heures de cellules CEM avec de la gp160 dans
du PBS additionné de SFB.

Dix millions de cellules récoltées 3 jours aprés un passage
cellulaire, ont été incubées a 37°C, pendant 25 heures, avec
100png/ml de gpl60 dans différents milieux. Du PBS avec ou sans
SFB et du RPMI additionné de SFB (RPMIc.) ont été utilisés lors
de cette cinétique. En a) la viabilité des cellules de chaque
échantillon au cours de la cinétique. En b) on présente les
pourcentages d'apoptose dans chaque échantillon tels que
mesurés par cytométrie en flux et confirmés par un comptage en
microscopie électronique.

Nombre d’expériences = 2

Voir annexe II pour une analyse statistique plus détaillée.
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Figure 22. Incubation de cellules CEM avec de la gp160 couplée a des

anticorps polyclonaux anti-gp160.

Ces 5 graphiques représentent les lectures obtenues en cytométrie
en flux montrant le pourcentage d'apoptose aprés 6 heures
d'incubation. L'histogramme 1 (H1) représente la fluorescence
versus la taille des noyaux. L'histogramme 2 (H2) représente un
profil de la fluorescence des noyaux. Les noyaux se distribuent
sur l'abscisse selon l'intensité de leur fluorescence.

La concentration de la gp160 était ajustée a 100 pg/ml. Dans le
deuxiéme échantillon, la gp160 a été pré-incubée pendant 2
heures avec une dilution (142 X) d'anticorps anti-gp160. La
méme dilution d'anticorps anti-gp160 a été utilisée dans le
troisiéme échantillon. Finalement, dans le quatrieme
échantillon, la glycoprotéine du virus de l'influenza a été ajustée
a 100 ug/ml. Les pourcentages de viabilité et d'apoptose sont
inscrits au bas de chaque graphique.
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Figure 23. Incubation de 6 heures avec des cellules Raji en présence de la
gp160 dans du PBS ou RPMlIc.

Dix millions de cellules Raji, récoltées 5 jours aprés un passage
cellulaire, ont été incubées a 37°C dans 1 ml de PBS ou RPMI
additionné de SFB ( RPMIc.) La gp160 est ajouté dans ces deux
milieux, & une concentration de 100 ug/ml. En a) la viabilité des
cellules Raji de chaque échantillon au cours de la cinétique. En b)
on présente le pourcentage d'apoptose dans chaque échantillon
tel que mesuré par cytométrie en flux et confirmé par un
comptage au microscope électronique.

Nombre d’expériences = 1
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Figure 24. Incubation de 24 heures avec des cellules CEM en présence de

la gp160 dans du PBS contenant 10 % de différents sérums
humains.

Cinq millions de cellules récoltées 3 jours aprés un passage, ont
été incubées a 37°C, dans 0.5 ml de PBS contenant 10 % de
sérums séronégatifs (SN), ou de sérums séropositifs venant de
patients asymptomatiques (SP) ou sidéens (S). La gp160 est ajouté
a une concentration de 100 pg/ml. En a) la viabilité des cellules
de chaque échantillon a été mesurée tout au long de la cinétique.
En b) on présente les pourcentages d'apoptose aprés 7 heures
d'incubation tels que mesurés par cytométrie en flux.

Nombre d’expériences = 1

NB. Deux sérums négatifs , deux séropositifs et deux sérums
sidéens, tous provenant de différents individus, ont été utilisés.
Les valeurs montrés dans cette figure sont donc la moyenne de
deux sérums.

Voir annexe II pour une analyse statistique plus détaillée.
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ANNEXE 1

GELS DE REGROUPEMENT ET DE SEPARATION.

1) Gel de séparation.

Solution A 60 ml
Solution B 12,7 ml
H70 distillée 28,8 ml
TEMED 115 ul
SDS 10% 480

Persulfate d'ammonium (10 %) 120 pl

Dégazer sous vide avant d'ajouter le SDS.

2) Gel de regroupement.

Solution C 20 ml
Solution D 51 ml
Saccharose 40% 80 ml
H2O distillée 09 ml
TEMED 40 ul
SDS 10% 160,

Persulfate d'ammonium 10% 100 pul
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Solution A: Tris-Base 3M pH 8,5.

Tris-base 366 g
Ajouter 50 ml de HC1 IN

Ajuster lepH 2 8,5

Compléter a 100 ml avec H20 distillée.

Solution B: Acrylamides: Bis-acrylamide 40:1,1
Acrylamide 40,0 g
Bis-acrylamide 13 g
Compléter a 100 ml avec H2O distillée

Filtrer sur papier Wattman 3M

Solution C: Tris-base 0,5 M pH 6,7.
Tris-base 60 g
Ajouter 50 ml d'H20 distillée
Ajuster pHa 6,7
Compléter a 100ml avec H20 distillée

Solution D: Acrylamide:Bis-acrylamide 10:2,5.
Acrylamide 100 g
Bis-acrylamide Zh g
Compléter a 100 ml avec H20 distillée

Filtrer sur papier Wattman 3 M
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COMPOSITION DES TAMPONS

Tampon d'électrophorése pH 8,5

Tris-base (25 mM) 180 g
Glycine (192 mM) 864 g
SDS (0.1%) 60 g

Compléter a 6 L avec H20 distillée.

Tampon dissociant 2x pH 7,0

Tris-base (10 mM) 0121 g
Glycérol (10%) 10,0 ml
B-mercaptoéthanol (5%) 50 ml
SDS (1%) 10 g

Compléter a 100 ml avec H20 distillée.
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ANNEXE 2

ANALYSES STATISTIQUES.

Le nombre d’expériences (n), la moyenne et les déviations standards de

chaques échantillons sont montrées aux figures.

La valeur de p a été calculée a I'aide du “Two sample Independent t-test” pour les

expériences montrées aux figures 19, 21 et 24.

Exe e de calcul:

t= (X1-X2)-0
g2+ g2
N1 N2
Figure 19:
t= (15-8) -0 =

5_2+ ]___42
vV 3 3

df= 3 + 3 -2 =4

df (degree of freedom) = N1 + N2 -2

7 =2.33

Lo

En consultant le tableau de la distribution de t, pour un df de 4, nous avons

trouvé que la valeur de t obtenu (2.33) est comprise dans 'intervalle délimitée par

t=2.132 (p=0.1) ett=2.776 (p = 0.05). Dong, la valeur de p, pour cet exemple, est

inférieure 2 0.1 (p < 0.1).
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Figure 19.
n=3
Lecture au cytometre en flux aprés 6 heures de cinétique.

Echantillons : Moy. % d’apoptose:  dév. standard : P

gp160: 100 pg/ml : 15.0 : 5.0 =< 0.1 <0.05
BSA: 100 pg/ml : 8.0 : 1.4 :<0.1 --
RPMI : 5.5 : 1.5 P < 0.05

Dong, la valeur de p pour les échantillons de gp160 (100ug/ml) versus BSA
(100 pg/ml) est de <0.1
-- la valeur de p pour les échantillons gp160 (100 pug/ml) versus RPMI est de < 0.05,

ce qui est statistiquement significatif.

Figure 21.
n=2

Lecture au cytometre en flux aprés 24 heures de cinétique.

Echantillons Moy. % d’apoptose:  dév. standard : p
gp160: PBS : 28.9 : 33 : <005 <0.05
gp160: PBS + SFB : 8.8 : 4.3 : <0.05 -
RPMIc : 7.9 : 3.9 N <0.05

En résumé, que I’échantillon gp160: PBS soit comparé a I'échantillon gp160:
PBS+SFB ou RPMIg, la valeur de p est < 0.05. La différence entre les moyennes est

donc significative.
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e 24,

n =1 pour les témoins
n = 2 pour les échantillons gp160:SN, gp160: SP et gp160:S
Lecture au cytometre en flux aprés 7 heures de cinétique.

Echantillons = Moy. % d’apoptose : dév.standard p

gp160: PBS : 19.02 - - T --
gpl60: SN : 9.68 : 0.43 : <0.05 <0.01
gpl60: SP 12.83 z 0.7 : «0.05 -
gp160: 5 : 13.88 : 0.24 - <0.01
PBS : 8.00 : - - --

La différence des moyennes est donc significative lors des comparaisons des
échantillons gp160:SN vs gp160:SP ainsi qu'avec gp160:SN vs gp160:S.
A noter que la puissance de ce test est faible puisque l’expérience n’a pas été

répétée. Par contre, pour les échantillons gp160:SN , gp160:SP et gp160:S, n = 2.
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